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1 BEVEZETES

Az enzimek kiemelked6 szerepet téltenek be a biotechnoldgiai eljdrasokban. A leggyakrabban
alkalmazott enzimek a hidrolazok csoportjaba tartoznak. Tébb évtizede alkalmazzak az amilolitikus, a
proteolitikus, a pektolitikus, a laktaz, az invertdz és a lipdz enzimeket ipari méretben. Az enzim katalizis
nemcsak helyspecifikus, hanem sztereoszelektiv is, igy enzimes biokonverzidval az aszimmetrikus szintézisek
és a racém vegylletek elvalasztisa is megvalésithatd. Ennek kdszénhetéen szamos tobblépéses kémiai
reakcio is kivalthatd enzimes technoldgidkkal, mivel e reakciok kiméletes kdriiimények kdz6tt mennek végbe
és gyakorlatilag veszélytelenek a kérnyezetre.

Az enzimes technol6gidk bevezetése és megvalésitasa kuldndsen dinamikus fejlédést mutat az
élelmiszeriparban, az élelmiszer-feldolgozas és az -adalékok gyartasa soran. Az o-galaktozidaz (EC 3.2.1.22)
enzim széleskdrlen hasznosithatd az éleimiszergyartdsban. Alkalmazasaval az élelmiszerek funkciondlis
tulajdonségai javithatok. Az enzim hidrolizélja a flatulencidt kivalté raffindz csalddhoz tartozé galakto-
oligoszacharidok lebontdsat. Felhasznalasaval a hivelyesekben 1évé antinutritiv - oligoszacharidok
eliminalhaték, igy funkciondlissa tehet6k és tapértékik is ndvelhetd. A szentjnoskenyér eredet
galaktomannan j6 gélképzé tulajdonsagu élelmiszeradalék, de csak korlatozott mennyiségben hozzéférhets.
Ez a termék sikeresen helyettesithetd guar eredet(i médositott galaktomannannal, amely az o-galaktozidaz
enzim segitségével szintén elballithatd. A kedvez6 mannéz:galaktdz ardny létrehozdsat kovetéen a
biokonverzidval elééllitott termék gélképzé képessége fokozhatd és technofunkciondlis tulajdonséaga javithaté.

Szamos olyan o-galaktozidaz enzim ismert, amely transzferdz aktivitdssal is rendelkezik, igy
hasznosithaté kilonbdz6 szerkezetli prebiotikus transzgalakto-oligoszacharidok szintézisére. Beszdmoltak
olyan specidlis o-galaktozidaz enzimekrél is, amelyek ciklodextrinekre is képesek atvinni a galaktéz
molekulakat, mind oldallancként, mind a gy(ribe beépitve. Ezek a heteropolimerek sikeresen alkalmazhatok
bioaktiv anyagok mikrokapszulézéséra.

Az ipari enzimek legnagyobb része ma mar fermentécidval eléallitott mikroba eredetl termék. A
fonalasgombak természetes éléhelyei az elhalt névényi részek, amelyek igen valtozatos Osszetétellel
rendelkez6 polimereket tartalmaznak. Eletben maradasukhoz elengedhetetlentll sziikségiik van igen sokfajta
enzim/enzimrendszer szintézisére és kivalasztisara, hogy a szaporodasukhoz sziikséges tapanyagokhoz
jussanak. A gombdk e tulajdonsagai igen vonzbdak, hogy enzim elBallitasi technoldgidban termeld
szervezetekként hasznositsék azokat. A termofil gombék &ltal szintetizalt enzimek altaldban héstabilisabbak,
mint a mezofil eredetd megfeleldik. Biotechnoldgiai hasznositasuk igy szamos technolégiai elénnyel kecsegtet,
pl. révidebb technolégiai idd, jobb kapacitas kihasznélas és hosszabb életidd, ugyanakkor nem olyan
problematikus az inaktivalasuk, mint az extrém termofil baktériumokbdl szarmazé enzimeké.

A termofil gombéak kdzll a Thermomyces lanuginosus rendelkezik a legnagyobb szaporodasi
hémérséklet tartomannyal. A gomba nem patogén, nem termel toxinokat, j6 szaporod6 képességu és gazdag
forrdsa szamos extracelluléris enzimnek. llyenek a hemicelluldzok, az amilolitikus, a pektolitikus, a lipdz, és a
fithz enzimek. Sz&dmos kutatd foglalkozik T. lanuginosus eredet(i amiloliikus enzimek eléallitasaval,

tisztitasaval, jellemzésével és szerkezetlk vizsgélataval. A hemicelluldzaik kozil a legtébb ismeret a xilandz



enzimrél all rendelkezésre. Az enzim telies szekvenciajat és kristaly szerkezetét is meghatéroztak. Ezen
xilandz kutatasokat az is inspiralta, hogy a T. lanuginosus nem cellulolitikus mikroorganizmus, ezért
cellulazmentes termostabilis xilanaz enzimet termel. Mindezen tulajdonségai alapjan szamot tarthat papir- és
sttéipari hasznositasra.

A hemicellulézok lebontasaban szerepet jatszd T. lanuginosus eredetl glikozilhidrolazokra, kdztik
az o-galaktozidazra vonatkozé irodalmi adatok igen sz(iksek. A szakirodalomban csupén egyetlen kézlemény
tesz emlitést T. lanuginosus eredetli a-galaktozidaz enzimrdl, de e kdzleménynek sem témaja az enzim
mennyiségi eléallitisa. A fenti hiany pétlidséra kivantam foglalkozni a T. lanuginosus eredet(i a-galaktozidaz
enzim eléallitasi lehetéségeivel, jellemzésével és felhasznalhatsagaval.

Célkitiizések

= Enzim eléallitasi technoldgia kidolgozasa egy meghatarozott térzsre vonatkozban
= Optimdlis tapkdzeg dsszetétel kidolgozasa
= Inokulum készités standardizélasa
= Fermentécids technoldgia kidolgozasa
= Eljaras kidolgozésa az a-galaktozidaz enzim kinyerésére és tisztitdsara
= Az enzimfehérje jellemzése
= Molekulatdmeg, izoelektromos pont, szénhidrattartalom
= Optimélis miikodési feltételek meghatérozasa

= Az enzim katalitikus tulajdonsagainak meghatarozésa



2 IRODALMI ATTEKINTES

21 SZELSOSEGES ELOHELYEKEN HONOS MIKROORGANIZMUSOK

Az emberi szervezet szdméra extrém korliimények szamos mikroba szdmdra optiméalis szaporodasi
feltételeket jelentenek. Az ebben rejld lehetéségeket probaljak hasznositani a biotechnolégusok az Ujonnan
létrehozandé technoldgiék sordn, mivel e mikroorganizmusok olyan egyediilallé tulajdonsdgokkal és specialis
enzimkészlettel rendelkezhetnek, amelyek kiakndzasa technoldgiai és gazdasagi elénydkhdz vezethet.

Szamos baktérium, cianobaktérium, alga és gombafajt izolaltak ilyen élShelyekrdl. Ezek a
mikroorganizmusok nemcsak az Uj biotechnoldgiai eljrasokban alkalmazhaték, de modellként szolgélinak a
szélséséges komyezeti feltételek kdzdtt mikddd életfolyamatok tanulményozdsénal is. A biotechnoldgiai
eljarasokban eldnyds, illetve szikséges lehet extrém hémérséklet, nyomas, ionerdsség és pH, valamint
szerves oldoszerek alkalmazasa, ezért egyre ndvekvd igény mutatkozik extremofil mikrobak tenyésztésének
kidolgozasara, valamint az altaluk szintetizalt enzimek izolalasara, jellemzésére (Aguilar, 1996; Krahe et al.,
1996; Schiraldi & DeRosa, 2002).

2.1.1 Sav- és lugkedvelé mikrobak

A nagy hidrogénion koncentracid éppugy, mint az igen kicsi a legtébb mikroorganizmus szdméra
toxikus, ennek ellenére szamos algat, gombat, protozodt és baktériumot izolaltak savas talajokbdl, szulfitban
gazdag banyavizekbdl, geotermikus forrasokbol, gyimoélcslevekbdl, savval tartésitott éleimiszerekbél. A
legextrémebb savtirék azok a baktériumok, amelyek &ltaldban sajat maguk hozzak létre a savas kornyezetet
gy, hogy aerob kdrilmények kdzétt a kénvegylleteket kénsavvé oxidaljak. Ezt a képességliket mér iparilag is
kiaknazzak a kiilénbdzd fémek banyaszatanal (Bridge & Johnson, 1998).

Az alkalofil (lugkedveld) mikroorganizmusok altal termelt bakteridlis eredeti alkalikus proteazok a
vilag enzimtermelésének mintegy 25%-at teszik ki. Szintén jelentés piaca van az élelmiszer- és a
gybgyszeriparban haszndlt ciklodextrineknek, amelyeket az alkalofil Bacillus macerans eredet
glukanotranszferaz enzim segitségével allitanak eld.

2.1.2  Halofil mikroorganizmusok
A legszélsGségesebb kdrmnyezetnek szamitanak az olyan nagy sétartalmu helyek, mint a Holt-tenger,
a Kenyai Rift-volgy sz6das és sos tavai. Sétolerancidjanak kdszénhetéen a Dunaliella alga minimalis
befertézédési veszéllyel szaporithatd nyitott tavakban. Kémiai 0Osszetétele és tapértéke hasonld a
szojaliszthez, igy takarmanyként hasznosithaté, valamint a benne Iévé (-karotin is felhasznalhaté az
élelmiszeriparban. Biomasszajaban 30 tdmeg szézalékban glicerin halmozbdik fel, amely alkalmazast nyerhet

az élelmiszer-, a kémiai-, a petrolkémiai- és a gyogyszeriparban.



igéretesek a Gram+ és Gram- tengeri baktériumok bioaktiv komponensei is. Ezek olyan gy6gyhatést
anyagok lehetnek, mint pl. az antibiotikumok, a virusellenes vegyiletek vagy az antitumor készitmények.

Uj termékeket eredményezhetnek az extrém halofilok 4ltal termelt bioemulzit képzé agensek és
fellletaktiv anyagok, amelyeket az élelmiszeriparban és a gyogyszeriparban alkalmazhatnak. llyen példaul a
Halobacterium mediterranei altal termelt exopoliszacharid, amely kival reoldgiai tulajdonsagokkal rendelkezik.
A Haloferax mediterranei halofil &sbaktérium szintén termel egy biopolimert, ami hasznositast nyerhet, mint
nem kéolaj eredetli termopolimer. A biopolimer el6nye, hogy bioldgiai iton kénnyen lebonthato, de el6allitasa

jelenleg joval dragabb, mint a hagyomanyos mlanyagoké (Herbert, 1992).

2.1.3  Pszichrofil mikroorganizmusok

A pszichrofil mikroorganizmusok szintén értékes enzimforrasként szolgalhatnak olyan
biotechnoldgiai folyamatokban, amelyeket kis hdmérsékleti tartomanyban mukédtetnek. Természetesen ilyen
esetekben a reakciésebesség kisebb, mint nagyobb hémérsékleteken, de ezt a hatranyt kiegyenliti az
energiaigényben mutatkoz6 megtakaritas, mivel e folyamatok nem igényelnek draga f(ité/hiité rendszert.

Mucor miehei &ltal termelt enzimek, amelyek Rennilase® és Marzyme® méarkaneveken kerllnek
forgalomba, a borju olt6 kivaltasara alkalmazhatok a sajtgyartasban. A pszichrofil szervezetek legigéretesebb
alkalmazasi terilete a mikrobialis olajok eléallitdsa. Az élesztdk, fonalasgombak és a mikroalgék szamos faja
jelentds mennyiségben felhalmozza a lipideket. Ezek a lipidek kémiai szerkezetik tekintetében trigliceridek,
melyek mennyisége elérheti a biomassza témegének akar 80 %-at is. Egyes pszichrofil fajok ugyanis
tdbbszordsen telitetlen -3 (pl. eikozapentaénsav) és w-6 tipusu zsirsavakat termelnek (pl. y-linolénsav és
arachidonsav). Ezek az esszencidlis zsirsavak az emberi szervezet szamara kiindulé anyagai a révid
élettartami messenger molekuldknak (az eikozanoid hormonok), ezért étrend kiegészitéként hasznosithatok.
A hidegtlir6 mikrobdk egy méasik lehetséges alkalmazasi terilete a 10gos proteazok, amilazok és lipazok
eléallitdsa, amelyek felhasznalhatok mososzerekben és tisztitoszerekben. Ezek az enzimek lehetévé teszik az

kis hémérsékleten térténd mosést, mely jelentds energia megtakaritast eredményez.

2.1.4  Termofil mikroorganzimusok

A termofil mikroorganizmusok csoportjanak hasznositasaban tapasztalhatjuk a legszembetiinébb
fejlédést. E terilet kutatasa mar toébb mint 30 éves miltra tekint vissza. A legnagyobb érdeklédést a
hipertermofil baktériumok keltették fel, amelyek optimalis szaporodasi hémérséklete 100 °C kérili. Ezek a
mikrobak nemcsak életképesek maradnak a viz forrdspontjanal nagyobb hémérsékleteken, de maximalis
szaporoddképességet is mutatnak (Woese & Fox, 1977). Enzimeik harmadlagos szerkezetében a csekély
szerkezeti valtozasok, mint példaul hidroféb kdlcsdnhatasok, hidrogénkdtések, kén-kén kdtések feleldsek e
mikroorganizmusokbdl szarmaz6 enzimek termostabilitasaért. A termostabilis enzimeket a moso6szeriparban,

az édesitészerek el6éllitasaban és a gybgyszergyartasban alkalmazzak. A termostabilis enzimek igazi



lehetéségei nem a mezofil eredet(i enzimek helyettesitésében rejlenek, hanem az (j alkalmazasi teriletek
kifejlesztésében. Erre j0 példa az extrém termofil mikrobakbdl izolalt enzimek specidlis alkalmazési
lehetéségei, mint a Thermoascus aquaticus eredetli Taq polimeraz hasznositasa a polimerdz I&ncreakcioban
(PCR). A Pyrococcus furiosus eredetl enzimrél kdzolték, hogy szignifikdnsan kisebb hibagyakorisaggal
miikodétt, mint a Taq polimeraz (Cowan, 1992). A termostabilis enzimek sikeres alkalmazasa a PCR
technikaban ravilagit az 6sbaktériumok biotechnolégiai hasznositasanak lehetéségeire (Adams et al., 1995).

A hipertermofilekbdl sz&rmazd enzimek jelentések még az atészterezési reakcidkban, az
oligoszacharidok, a peptidek és a foszfolipidek szintézisében is. Ezek az enzimek meghataroz6 szerepet
fognak jatszani a jové biotechnolbgiai folyamataiban, kiléndsen azokban, ahol a biokatalizatorok héstabilitdsa
elényds.

Az eukaridta mikroorganizmusok kézétt csak néhany olyan gombafaj étezik, amely életképes 45-55
°C hdmérsékleti tartomanyban. Az eukariétak tlinyomé tébbsége elpusztul, ha hosszabb ideig van kitéve
40-45 °C kdz6tti hémérsékleteknek. Ezért keresik a kutatok annak magyardzatat, hogy minek kdszénheté az,
hogy az 50 ezer ismert gombafaj kozil kb. 30 faj névekszik e felsé hémérsékleti hatdr felett. Ezek a
gombafajok értékes kisérleti objektumul szolgélnak azon mechanizmusok feltdrasara, amelyek lehetévé teszik

ndvekedésiiket a nagyobb hémérsékleti tartomanyban is (60-62 °C) (Tansey & Brock, 1972).

22  TERMOFIL FONALASGOMBAK

A termofil fonalasgombék szamos nemzetséghez tartozo faj heterogén fizioldgiai csoportjat jelentik,
amelyeknek nevezéktanat attekintve szdmos zavar6 tényezével talalkozhatunk. Ez f6leg abbdl ered, hogy
néhany fajt tébbszor is leirtak, eltéré nevekkel, és amikor a korabbi nevek el8kerlltek, f6 rendezé elvként az
idérendiség szolgalt. Az elnevezések igy idérdl idére valtoztak.

A fogalomzavar maésik forrdsa, hogy ugyanannak a gombénak ivaros és ivartalan allapotat
dsszecserélik. A termofil gombék jelenlegi neveit és szinonimait Maheshwari és munkatarsai (2000) nyoméan
az 1. tblazat tartalmazza. A dolgozatomban kévetkezetesen azokat az elnevezéseket fogom alkalmazni,

amelyek az eredeti kdzleményben szerepelnek.

2.2.1  Tapanyagigény és a szaporodasi hémérsékletek
A termofil gombdk megfeleléen szaporodnak minimal tapkézegben, amennyiben pH=5,5-7,0
ligadagoldssal, beleérive a szilard kalcium-karbonatot, vagy a szervetlen nitrogénforrast szerves
nitrogénforrassal (L-aszparagin) helyettesitve. A citromsav ciklusban talélhat6 trikarbonsavak nem feltétiendl

szilkségesek a szaporodasukhoz, mint azt szdmos szerz§ (Wali et al.,1978; Gupta & Maheshwari, 1985)



1. tablazat A termofil gombak rendszertani besorolasa és jellemzé szaporodasi hémérsékleteik
(Maheswari et al.,2000 nyomén)

Acremonium alabamen

A gomba Topt Tmax
Jelenlegi faji besorolasa Egyéb nevei (°C) (°C)
Canariomyces thermophila 45
Chaetomium mesopotamicum 45 52
Chaetomium thermophile C. thermophilum, C. thermophilium 45-55 | 58-61
Coonemeria aegyptiaca ;hermoascus aegyp tlgcus 40 b5
aecilomyces aegyptiaca
Termoascus crustaceus
Coonemeria crustacea Dactylomyces crustaceus 40 <60
Paecilomyces crustaceus
Coonemaria verrucosa Thermoascus crustaceus 30-40 55
Thielavia thermophila
Corynascus thermophilus Myceliophtora fergusii 50 60
Chrysosporium fergusii
Dactylomyces thermophilus ;Zermoascus ther mop hillis 40-45
ermoascus auranticus
Trichothecium cinnamomeum
Malbranchea cinnamomea Thermoidium sulfureum 45 57
Malbranchea pulchella var. sulfurea
Melanocarpus albomyces %/'r/ocqccum albomyces 45 57
ielavia albomyces
Melanocarpus thermophilus Thielavia minuta var. thermophila 35 50
Myceliophthora hinnulea 40-45 | >50
Sporotrichum thermophilum/thermophile
. , Chrysosporium thermophilum
Myceliophthora thermaphila Myceliophthora indica 45-50 55
Corynascus heterothallicus
Myriococcum thermophilum 45 53
Pheacilomyces varioti 50 55
Rhizomucor miehei Mucor miehei 35-45 57
Rhizomucor pusillus Mucor pusillus 35-45 55
Torula thermophila
Scytalidium thermophilum Humicola grisea var. thermoidea 40 58
Humicola insolens
Stilbella thermophilum 35-50 55
Talaromyces byssochlamydioides Paecilomyces byssochlamydioides 40-45 | >50
Talaromyces emersonii Geosmithia emersoni ; 40-45 50
Talamyces duponti, Penicillium duponti
Talaromyces thermophilus Penicillium duponti 45-50 60
Thermoascus aurantiacus Thermoascus aurantiacus sensu 49-52 61
Thermomyces ibadanensis 42-47 61
Thermomyces lanuginosus Humicola lanuginosa 45-50 60
Thermomyces stellatus Humicola stellata 40 50
Thielavia australiensis 35-40 50
Thielavia pingtungia 40 >50
Thielavia terrestris Allescheria terrestris 40-45 52




allitja. Ezen dsszetevok szerepe sokkal inkabb a tdpkdzegek pufferolasdban van, mint a gombék tényleges
tapanyagigényének kielégitésében.

A termofil gombak igen elterjedtek a tropusi és a mérsékelt égévi tertileteken. A termofil eukaritta
mikroorganizmusok minimélis szaporodasi hémérsékletét nagymértékben meghatarozza az alkalmazott
tpkdzeg Osszetétele. Komplett tapanyagokat tartalmazd tapkdzegekben ezek a gombak kisebb
hémérsékleteken is j6I nének, mig minimél tapkdzegben 30 °C alatt képtelenek a szaporodasra. Ennek
feltehetéen az a magyarazata, hogy a komplex tapanyagok olyan Gsszetevéket tartalmaznak, aminek a
szintézisére a termofil gombak kis hémérsékleteken képtelenek. Ezt a feltételezést tAmasztja ald az a
megfigyelés (Wright et al., 1983) is, hogy szuboptimalis hdmérsékleten (33 °C) a Talaromyces thermophilus
gomba szaporodasat nagymértékben eldsegitette a tApkdzegbe adagolt ergoszterin (5 p g milliliterenként).

A minimdlis szaporodasi hémérsékletet jelentésen befolyasolja az alkalmazott inokulum fejlédési
szakasza is. Kisebb minimdlis szaporodasi hémérséklet tapasztalhatd, ha a tenyésztést csirdzd spbrakkal
vagy micéliummal inditiuk, mintha nyugvo spérakkal torténik a beoltds. Példaul a Mucor miehei nem
szaporodott 25 °C-on sillyesztett tenyészetben, ha spéraszuszpeziét alkalmaztak inokulumként, de
ugyanezen a hémérsékleten jelentds ndvekedést tapasztaltak, amikor el6csiraztatott sporakkal inditottak a
tenyésztést (Streetrs & Ingle, 1972). Thermoascus aurantiacus esetében a legkisebb hémérséklet, amelyen
még az aszkosporék kihajtottak, 10-12 °C-kal magasabb érték volt a hifa ndvekedésének hdmérsékleténél
(Deploey, 1995). A fenti kisérleti adatok alapjan megéallapithatd, hogy a spéra kihajtdsanak koérilményei
meghatarozébbak, mint csupan a micélium ndvekedésének vizsgélata. A minimélis szaporodasi hdmérséklet
meghatarozasanak modszertanat at kellene értékelni, ami azt jelenti, hogy meg kell adni az alkalmazott
tapkdzeg pontos Gsszetételét, az inokulum &llapotét és az inokulalas madjat is. A fenti kisérleti eredmények
arra engednek kévetkeztetni, hogyha egyszer a spérék csirdzdsanak indukalasa mar megfeleléen magas
hémérsékleten megtortént, akkor a tovabbi szaporodas szempontjabdl a magas hémérséklet biztositasa mar
nem Kkritikus.

222  Anyagcsere

A termofil gombék metabolizmuséanak tanulményozasa soran felvetédik az a kérdés, hogy a nagyobb
szaporodasi hdmérsékletek vajon gyorsabb anyagcserét eredményeznek-e. Maheshwari és munkatérsai
(2000) attekinté kdzleményiikben szemléletesen bizonyitjak, hogy a mezofil- és a termofil gombak ndvekedési
sebességtartomédnya az optimélis szaporodasi hémérsékleteken vizsgélva lényegi eltérést nem mutat
(2. tablazat).

A vizsgalt termofil gombatdrzsek szaporodasi sebességei szuboptimélis hémérsékleten térténd
tenyésztés esetén jelentds mértékben csdkkent, ugyanakkor a biomassza hozamokban szignifikans eltérést
nem tapasztaltak (Rajasekaran & Maheshwari, 1990).



2. tablazat Néhany mezofil- és termofil gomba szaporodasi jellemzéi (Maheshwari et al., 2000)

Szaporitasi Fajlagos szaporodasi Hozam-

Gomba Tipus hémérséklet sebesség tényez6*
[C] [h] [9/g]
Neurospora crassa mezofil 30 0,37 n.a.
Trichoderma reesei mezofil 30 0,20 0,40
Aspergillus niger mezofil 30 0,24 0,71
Trichoderma viride mezofil 30 0,16 0,33
Sporotrichum thermophile termofil 50 0,23 0,41
30 0,11 0,36
Thermomyces lanuginosus termofil 50 0,23 0,56
30 0,06 0,48

*Gllkozra vonatkoztatva n.a. nincs adat

A termofil gombak (Thermomyces lanuginosus, Penicillium duponti homogén micélium
szuszpenzidinak oxigén felvételi sebessége egyenes ardnyossagot mutatott az alkalmazott hémérsékletekkel
a minimdlis (30 °C) és az optimalis szaporodasi hdmérsékletek kozétti tartoméanyban. Ezzel ellentétben a
vizsgalt mezofil mikroorganizmusok (Aspergillus niger, Aspergillus phoenicis és Trichoderma viride) oxigén
felvételi sebességei 15-40 °C kozotti hdmérsékleti tartoményban nem mutattak jelentés valtozast (Prasad et
al., 1979). Amig a mezofil Agaricus bisporus gombdban mind a citokrom, mind az alternativ |égzési
bioszintézis utak, addig a Scytalidium thermophilum temofilgombaban csupéan a citokrom altal kdzvetitett
légzési utak mikddnek (Derikx et al., 1990). Mindezek mellett kimutattak azt is, hogy a nagy koncentrécidban
jelenlévé szén-monoxid és a hidrogén-cianid erételjesen gatolta az S. thermophilum ndvekedését, de az

A. bisporus nvekedését nem.

223  Tapanyagok hasznositasa

A komposztélds soran a termofil gombék akkor indulnak fejlédésnek, amikor a mezofil
mikroorganizmusok szaporodasa lelassul, illetve ledll a kialakuld nagy hémérséklet miatt. Ekkorra mar a
kezdetben jelenlévé kdnnyen hozzaférhetd, oldott szénforrasok, mint példaul a cukrok, aminosavak és szerves
savak a mezofil organizmusok tevékenységének eredményeként kimeriltek. A termofil gombak
szaporoddsdhoz mér nagyrészt csak a biomassza poliszacharid komponensei &llnak rendelkezésre. Ezek
kdzétt a celluldz van a legnagyobb mennyiségben jelen. J6 néhany komposztban megtalalhaté termofil gomba,
mint példaul a Thermomyces lanuginosus, nem képes a celluléz hasznositasara (Puchart et al., 1999). A
cellulolitikus aktivitissal nem rendelkezé mikroorganizmusok, a cellulézbonto aktivitassal rendelkezé partnerek
a hemicelluléz és a celluldz hidrolizisébdl szarmazé termékeken szaporodnak. A celluldz aktivitassal nem
rendelkezé fajok kénnyen hasznositjdk a sejtfalalkotd xilant. A termostabilis poliszacharid bonté enzimek
szintézise és kivalasztisa a termofil gombak jellegzetes és tllélésik szempontjabdl is fontos sajatosséga. A

termofil gombak altal extracellularisan szintetizalt hidrolizalé enzimek a poliszacharidokbdl kilénbdzé kémiai
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szerkezetl cukrok keverékét hozza létre. Ezeket a gomba idében egymds utdn hasznosithatja, illetve

szimultén is térténhet felvételik (Maheshwari & Balasubramanyam, 1988).

224  Hétiirés
A mezofil mikroorganizmusok a megemelt hémérsékleti hatasoknak kitéve hésokk fehériéket
szintetizalnak. A hdésokk fehérjék jelenlétével magyarazhat6 a termotolerancia. Trent és munkatarsai (1994)
kimutattak, hogy a termofil mikroorganizmusok is szintetizdlnak hésokk fehérjéket. Megfigyelték, hogy a T.
lanuginosus konidiumok kihajtanak 50 °C-on, valamint azt, hogy 60 percig 55 °C-0s hémérsékletnek kitéve
azokat, jobb tllélést mutattak, mint a hdésokk hatdst nem szenvedett konidiumok. Ezt a szerzett
termotoleranciat nem tapasztaltak, ha a fehérjeszintézist a hésokk idétartama alatt cikloheximiddel gétoltak.

2.3  ALFA-GALAKTOZIDAZ ENZIM

A glikozidazok olyan enzimek, amelyek a glikozidos kdtések hidrolizisét és képzédését katalizaljak.
Az o-galaktozidaz a hidroldzok osztalyaba és azon belll a glikozidazok alosztalydba sorolhatd. Az enzim
szisztematikus neve: o-D-galaktozid-galaktohidrolaz, enzimszdm: EC 3.2.1.22. Trividlis neve a melibiaz,
melyet egyik természetes szubsztratumarol, a melibiéz diszacharidrdl kapott. Tovabbi szinoniméi: galaktozidaz

alfa; alfa-galaktozid-galaktohidrolaz.

2.3.1  Eléfordulas

Az a-galaktozidazokra vonatkozo elsd felijegyzések Bau, Fischer és Lindner tollabdl 1895-bél
szarmaznak (Pridham & Dey, 1974). A természetben igen széles kdrben el6forduld és nagy jelentéségi enzim:
megtaldlhaté az emberi szervezetben, az allati és névényi szdvetekben, valamint szamos pro- és eukaridta
mikroorganizmus szintetizalja.

A ndvényvildg azon képviseldinél taldlkozhatunk vele, melyek a raffindz-csaldd oligoszacharidjait
(raffindz, sztachioz, verbaszkdz) tartalmazzak. llyenek a pillangdsok, az ajakosok és a rdzsafélék, de egyéb
nem hiivelyes ndvénybdl - mint édesmandula - is kinyerheté (Colowick & Kaplan, 1955; Malhotra & Dey,
1967).

A hivelyesek endospermiuméban a legnagyobb mennyiségben eléforduld tartalék tdpanyagok a
galaktomannéanok. A hivelyes magvakban szachardz, raffindz, sztachiéz, valamint nagyobb polimerizaciés
fokl  galakto-oligoszacharidok is raktarozédnak. A hivelyesek csirdzdsa sordn aktivalddik az
o-galaktoziddz enzim, amely a magvakban taldlhatd o-galaktozidos kotést tartalmazd oligo- és

poliszacharidokat hidrolizélja, igy tapanyagot és energiat szolgaltat a csiranbvény szamaéra.
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Az o-galaktozidaz enzim feltételezett élettani funkciéi:
- sejtek kdzotti kommunikécid
- cukor transzport és raktarozas
- aglikoprotein enzimeknek dsszekapcsolasa egy multienzim rendszerré
- antitest hatas a talajbaktériumok tmadasainak kivédésére, ezaltal védéhatés a bakteridlis
eredet(i a-galaktozidos kotéseket tartalmazd ndvénypatogén vegyiletekkel szemben
(Porter et al., 1992).

A mikroorganizmusok mind intracellularisan (Pederson & Goodman, 1980; Wong et al., 1986; Garro
et al., 1996a; Foda et al., 1995; Leder et al., 1999), mind extracellularisan (Rios et al., 1993; Kotwal et al.,
1995; Shibuya et al., 1995a; Somiari & Balogh, 1995) termelhetk az o-galaktozidaz enzimeket. A
mikroorganizmusok &ltal szintetizalt o-galaktoziddz enzimek jelentds eltérést mutatnak szubsztratum
specifitas, enzimaktivitas, szerkezeti felépités, optimélis mikddési feltételek, termostabilitds és kinetikai
tulajdonsagok tekintetében. A fentiek alapjdn a mikrobidlis eredet(i a-galaktoziddz enzimek részletes
tanuiményozédsa és megismerése lehetévé teszi egy adott felhasznalasi célra a legmegfelelébb enzim
kivalasztasat és nagy mennyiségben torténé eldallitasat, illetve egy adott enzim biotechnolégiai hasznositési

lehetéségeinek feltarasat.

2.3.2  Azenzimszintézis genetikai hattere

2.3.21  Prokariota eredetii a-galaktozidaz enzimek

Aslanidis munkatarsaival (1989) az Escherichia coli plazmid eredet(i indukélhat6 raffindz
hasznositasaért felelds raf operon szervezédését és az abban taldlhatd struktur gének méretét, sorrendjét
hatarozta meg. A raffinéz hasznositasahoz szilkséges a raffindz aktiv transzportja (raffindz perméz), az
o-galaktoziddz és a szachardz hidrolaz enzimek, amelyek a Raf represszor negativ szabalyozasa alatt llnak.
E fehérjéket kddold struktur gének: rafA, rafB és rafD, egy 5284 bp hosszlsagu nukleotid szekvencian
talalhatd. A nukleotid szekvencia és az adott fehérigk  molekulatdmegének,  valamint
N-termindlis peptidszekvencigjnak 6sszehasonlitasaval megéllapitottak, hogy a rafA gén 708 aminosavbdl
allé a-galaktoziddz enzimet a rafB gén a raffindz permeézt (425 aminosav) és a rafD gén a szacharéz hidrolaz
enzimet (476 aminosav) kodolja.

A hipertermofil  Thermotoga maritima MSB8 tdrzsének az o-galaktoziddz enzimet kddold
kromoszémaélis galA génje 552 aminosavbdl feléplild polipeptidet kédol, amelynek szamitott molekulatémege
53653 Da. Ez a gén egy olyan génklaszterben talalhatd, ahol a gének nagyon kézel helyezkednek el
egyméashoz, sét néha atfedésben vannak és azonos orientacidjuak. A galA géntdl upstream talalhaté a
[-galaktozidaz enzimet kodold lacZ gén, mig downstream a galakt6éz katabolizmusban szerepet jatszo
enzimeket —galakt6z-1-foszfat uridiltranszferaz és a galaktokindz— kddold gének vannak. Ezek dsszessége

alkotja a galaktozid hasznositasi operont (Liebl et al., 1998).
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2.3.22  Eukaridta eredetii o-galaktozidaz enzimek

A Saccharomyces cerevisiae galaktéz és melibi6z hasznositdséért felelés génjei egy regulonban
helyezkednek el. Ez a regulon 5 indukalhato struktir génbdl -MEL1, GAL1, GAL2, GAL7, GAL10- és legaldbb
4 szabdlyozasban szerepet jatszd génbdl —GAL3, GAL4, GAL11 és GALSO- all. A GAL struktar gének a
galaktéz felvételért és hasznositasért felelések, mig a MEL1 gén terméke az o-galaktozidaz enzim (Korhola et
al.,1987). A MEL1 gén nyitott leolvasasi keretli 1413 bp hosszlsagu szekvencia, mely 471 aminosavbél &lld
fehérjét kodol. Osszehasonlitva ezt a kivéalasztott enzim N-terminlis aminosav szekvenciajaval kidertilt, hogy
az o-galaktozidaz enzim prekurzorként szintetizalodik, amely az N-termindlis végén 18 aminosavbdl &lld
szignal szekvenciat tartalmaz. Az 5’ végen talalhaté szabalyozé régio nukleotid szekvencidja azonos mindazon
éleszté génekével, amelyek kifejezédését a GAL4-fehérie szabalyozza (Liljestrdm, 1985). Az a-galaktozidaz
enzim szintézise elsédlegesen a transzkripcié szinten szabalyozodik. Glikdzon szaporitott kulturdkban nincs
detektalhatd transzkripcid. Indukcids korllmények kdzdtt o-galaktoziddz aktivitds mind a periplazmatikus
térben, mind a tenyészlében mérhetd. Mindkét helyen eléforduld enzim molekulatdmege 76 kDa, amely
endoglikozidadz H enzimmel térténd kezelést kdvetden 53 kDa-ra csékkent (Ruohola et al., 1986). A nativ
o-galaktozidaz enzim 300 kDa molekulatémeggel rendelkezd oligomer glikoprotein (Lazo et al., 1978), amely a
plazmamembranon kiviilre valasztodik ki (Lazo et al., 1977).

Egy hdéérzékeny Saccharomyces cerevisiae t6rzsnél az RNS szintézis 37°C-on gatlddik, de
normalisan zajlik 23 °C-on galaktoz, melibidéz vagy L-arabindz szénforrasokon. Ezt a tbrzset egyidejlileg
galaktéz és glikéz jelenlétében 23 °C-on tenyésztve, az o-galaktozidaz mRNS szintézise gatlodik (Martinez et
al., 1982).

A Saccharomyces spp. térzsek melibiéz hasznositasi képessége az o-galaktozidaz enzimet kodold
MEL gén jelenlététdl figg. Két MEL gént kidnoztak, hogy prébaként alkalmazzak ipari és vad Mel+
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus és Saccharomyces bayanus térzseknél a MEL gének
fizikai szerkezetének és kromoszoémalis elhelyezkedésének jellemzésére. Az elektrokariotipizalds eredményei
azt mutattak, hogy az 6sszes megvizsgalt S. pastorianus és a legtébb S. bayanus térzs egyetlen MEL lokuszt
tartalmaz, mig a Mel+ S. cerevisiae térzsekben a MEL lokuszok szama egytél hétig véltozhat (Turakainen et
al., 1993). Naumova és munkatérsai (1996) a MEL géncsalddok analizisével modell rendszert allitottak fel,
amely alkalmas az egyes Saccharomyces fajok fejlédésrendszertani rokonsadganak meghatarozasara.

A Zygosaccharomyces nemzetség fajainak torzseibdl szarmazd MEL gének hibridizaciés probaéi
feltirtdk a MEL gének polimorfizmusat. Szamos Zygosaccharomyces térzsben a MEL gének kifejezédése
galaktézzal indukélhat6 (Turakainen et al., 1994a).

Fonalasgombak esetében az a-galaktozidazok termelésének szabalyozasardl még fehérje szinten is
nagyon kevés ismeret all rendelkezésre. Margolles-Clark és munkatarsai (1997) Trichoderma reesei
hemicelluldzokat -kdztlk az aglt, agl2 és agl3 o-galaktozidazokat— kodold génjeinek mRNS szintd

kifejez6dését tanulmanyozva megéllapitottak, hogy a szoforoz valodi expresszidt kivaltd vegyilet. Az agl1 és
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az agl? gének galaktozt tartalmazd tapkdzegeken kifejezédtek jelezve, hogy a galaktdéz az egyetlen
szignifikans kifejezédést indukalé monoszacharid. Celluldzt vagy szofordzt tartalmazé tapkdzegekben az agl3
gén kifejezddése igen gyenge a T. reesei QM9414 t6rzsnél, mig erételjes Rut-C30 térzs esetében. Az agl1 és
az agl2 gének alapszintl kifejez6dése szinte minden korilmények kdzott tapasztalhatd volt. Az
L-arabit erdteljes induktora volt két a-galaktozidaznak (agl1, agl2), mig a xilit gyenge expressziét okozott,
amelyet a xilit arabitta torténd metabolikus konverzidja eredményezhetett. Nem tapasztaltak expressziot a
kénnyen metaboliz&lhaté gliikdz szénforras jelenlétében, hasonléan més extracellularis hidrolaz enzimekhez.

De Vries munkatérsaival (1999) harom Aspergillus niger eredetli o-galaktozidaz (AglA, AgIB és
AgIC) enzimet kddol6 gén (aglA, agiB és aglC) kifejezédését tanulmanyozta kilénbdzé monomer, oligomer és
polimer vegyuleteket alkalmazva névekedési szubsztratumként. Az aglA kifejezGdése erételjes galaktdzon és
galaktéz tartalmi oligoszacharidokon, mérsékelt galaktomannanokon, s glukéz jelenlétében teliesen gatolt.
Més szénforrasokon nem tapasztaltak kifejezédést, kivéve arabindzon és glukuronsavon. Az aglB gén minden
vizsgalt szénforrason kifejezéddtt, galaktdzon, xilézon és biikkfa xilanon erdteljesen, ezzel szemben galaktdz
tartalmu oligo- és poliszacharidokon (kivéve a xil&n) ez nem figyelheté meg. Az aglB promoter nem tartalmaz
CreA kotéhelyet, vagy csak nagyon révidet, amely nem elégendd a CreA &ltal kdzvetitett gén expresszijdnak
gatldsara (de Vries et al., 1999). Az aglB gén magas szinten kifejez6détt az dsszes vizsgalt szénforrason.
Ennek a génnek a terméke talan azért fontos, mert mas o-galaktozidaz enzimek indukélasat biztositia a
polimerekbdl térténd kis mennyiségli galaktéz felszabaditdsaval. A xilanon térténé magas szintd
enzimtermelés arra utal, hogy a XInR xilanolitikus aktivtornak szerepe van az algB gén kifejez6désében. Az
XInR- muténssal végzett kisérletek eredményei bizonyitottak, hogy XInR fehérje szerepet jatszik az ag/B gén
kifejez6désében, de ez kilénbdzik attdl a hatastdl, amely a xilanolitikus gének esetében figyelheté meg (van
Peij et al., 1998). Ezek a gének csak xildz jelenlétében indukalddtak és az XInR-mutansoknal ez az indukcids
hatas elmaradt. Az aglB gén expresszidja xilézon az XInR- mutansnél csdkkent mértéki volt, de nem sz(int
meg teliesen. Ez arra utal, hogy az aglB kifejez6dése nem kizardlagosan az XInR regulécids faktortdl figg. Az,
hogy XInR hatassal van az AglB enzim szintézisére, jelzi, hogy ez az enzim részt vesz a xilan gerinchez
o-galaktozidos kotéssel kapcsolodd galakiéz molekuldk hidrolizisében. Ez is bizonyitjia jelentéségét a
hemicellulz lebontésban.

Az o-galaktozidaz enzimet kédold algC gén kifejezddése csupan glukdzon, fruktézon, és olyan
szénforrds kombinaciokon figyelheté meg, amelyek glikézt is tartalmaznak. Hasonlé eredményeket kaptak
T. reesei agl3 gén esetében, amikoris az utébbit és szdmos mas hemicellulaz gén kifejezédését
tanuiményoztdk kiilénbdz8 szénforrasokon (Margolles-Clark et al., 1996). Az enzimszintézist csupén
celluldzon, szorbiton és gliikozon figyelték meg, de nem tapasztaltdk galaktdzon, xilozon, vagy egyéb
monomer vagy polimer vegyleten. Az A. niger agiC gén egy olyan o-galaktoziddz enzimet kddol, amely aktiv

p-nitro-fenil-o-D-galaktopiranozid, raffindz, és sztachiéz szusztratumokon, de nem mutatott aktivitast guar
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gumin. Ez azt jelzi, hogy az AlgC aktivitisa specifikus a gliikdzhoz, illetve fruktbzhoz kapcsolddd galaktdz
molekulakra.
Nyilvanvald, hogy a gének expressziojdban megmutatkozd kiildnbségeknek megfeleléen, az

dsszetett szubsztratumok jelenlétében specialis enzim spektrumot kaphatunk.

23.3 Az o-galaktozidaz enzim altal katalizalt reakcio

OH OH

o-galaktozidaz

r

+ R—OH
H,0

OH
OH

a-D-galaktozid g galaktéz alkohol

A legtébb enzim esetében az ,R” funkcids csoport alkil-, aril-, monoglikozid, illetve poliglikozid
csoportokat jelent. Az a-galaktoziddz enzim az O-glikozidos kdtéseket hidrolizalja. Az enzim a hidrolizis soran
olyan szubsztratumokat tdmad, melyek a ldncvégen nem redukal6 galaktéz molekulat tartaimaznak. A galakto-
oligoszacharidokbdl, a galaktomann&nokbdl és a galakto-lipidekbél az o-D-glikozidos kétéssel kapcsolddd
galaktéz molekulékat hasitja le (Schomburg & Salzmann, 1991).

Egyes o-galaktozidaz enzimek jelentds transzglikozidaz aktivitassal is rendelkeznek. Ez azt jelenti,
hogy az adott ci-galaktoziddz meghatérozott kérilmények kdzott oligoszacharidok szintézisére képes. Szamos
karbohidroldz enzimrdl bizonyitottak, hogy transzglikozilalasi képessége is van a hidrolizald tulajdonsagén
kival (Scigelova et al., 1999). Ez Ugy értelmezhet6, hogy a szubsztratum glikozil része nem viz molekulara,

hanem mas hidroxil-csoportot tartalmazé vegyuletre szallitodik (Eneyskaya et al., 1998).

234  Szubsztratumok

Az o-galaktoziddzoknal szubsztratum specifitdsuk alapjan két csoport kiilénbdztetheté meg. Az elsé
csoportba sorolhatok a kis polimerizacidsfokkal rendelkez6 szubsztratumokon (melibiéz, raffindz, sztachioz és
a galaktomannanok révid fragmentumai) aktiv c-galaktozidazok. Ezek az enzimek éltaldban nagyon aktivak az
alkil- és aril-o-galaktozid tipust mesterséges szubsztratumokon. Az a-galaktozidazok masik csoportjat olyan
o-galaktozidaz enzimek alkotjak, amelyek polimer szubsztratumokon fejtik ki hatisukat. Hasonléan az elsé
csoportba tartoz6 enzimekhez, szintén megtamadjdk a révid szénldncu oligoszacharidokat, féleg a degradalt
polimerek fragmentumait, valamint a mesterséges a-galaktozidokat is (Dey et al., 1993).

Az a-galaktozidaz enzimek tehat az o-galaktozidos kétéseket tartalmazd szubsztratumok széles

skalajan kifejthetik aktivitasukat, mint a természetes és a mesterséges galakto-oligoszacharidok, a
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galaktomannéanok és fragmentumaik, valamint a vordsvérsejtekhez kapcsolodd o-galaktozidos kétést
tartalmaz6 oligoszacharidok (McCleary, 1988).

A kildnbdézd forrasokbdl, de sok esetben még azonos szervezetekbdl, izolalt o-galaktozidaz
enzimek is nagyon eltéré szubsztratum specifitdssal rendelkezhetnek. Az o-galaktozidaz enzimek dénté
tobbsége a galakto-oligoszacharidokon aktiv (Dey & Wallenfels, 1974; Talbot & Sygusch, 1990; Guimaraes et
al., 2001). Azok az a-galaktozidaz enzimek, amelyek intakt galaktomannanokon is aktivak, legink&bb ndvényi
magvakbél izolalhatok, mint pl. a Cyamopsis tetragonobola (guar) (Bulpin et al., 1990), a Medicago sativa
(lucera) (McCleary, 1988), a Phaseolus vulgaris (zbldbab) és a Vigna radiata (bab) (Dey, 1984). Trifolium
repens (I6here) magjabdl négy eltérd tulajdonsagl o-galaktoziddz enzimet izolaltak. Mind a négy enzim
galaktomannénokbdl a galaktézt tesz szabadda, fliggetlenlil azok mann6z és galaktéz aranyatol (Williams et
al., 1977; Williams et al.,1978).

A ndvényi eredetii o-galaktozidazok mellett a fonalasgomba eredetli enzimek lehetnek hatékonyak a
galaktomannéanokban 1év6 galaktéz felszabaditdsdban. llyen enzimeket szintézisére az aldbbi fajok
szintetizalnak: Aspergillus tamarii (Civas et al., 1984b), Aspergillus niger (Adya & Elbein, 1977; Kaneko et al.,
1991), Trichoderma reesei (Zeilinger et al., 1993). Figyelemre méltd az, hogy a Penicillium ochrochloron olyan
o-galaktoziddz enzimet termel, amely nagyobb affinitdst mutat a polimer galaktomannénokkal szemben, mint
az oligomer o-galaktozidokra (Dey et al., 1993). A vizsgalt enzimek nagy része azonban képtelen -feltehetéen
sztérikus okok miatt- a galaktomannanokon hatasukat kdzvetlenil kifejteni, noha az endo-1,4-B-mannanaz
segitségével el6allitott galaktomanno-oligoszacharidokban talélhatd galaktéz telies mennyiségét szabadda
teszik. Néhany fonalasgomba szubsztratum specifitasara vonatkozé adatait foglaltam éssze a 3. tablazatban.
Megallapithatd, hogy az o-galaktozidaz enzimek &ltaldban o-1—6-0s kétéssel kapcsolddd galaktdz
egységeket hasitanak le a szubsztratumokrél. A kutatoknak néhény esetben ettdl eltér specifitassal
rendelkezé enzimeket is sikerllt talainiuk. A Mortierella vinacea eredetli a-galaktoziddz enzim aktivnak
bizonyult az o-1—4 kétéseket tartalmazd galaktozidokon is. Leder és munkatérsai (1999) a prokaritta
Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 jelzés(i t6rzsbdl nyert o-galaktoziddz enzim esetében azt
tapasztaltdk, hogy az a-1—3 koétésekkel kapcsolddd galaktdz molekuldkon aktivabbak, mint az o-1—6
kétésekkel rendelkezé galakto-oligoszacharidokon.

Bar szamos publikacio foglalkozik a kildnbdzd eredetll a-galaktoziddz enzimek szubsztratum specifitdséval,

még ezen a terlleten is nagyon sok a tisztazasra vard kérdés.

235 Az a-galaktozidaz enzimek szerkezete
Sz&dmos o-galaktoziddz enzim biokémiai és fizikai tulajdonsagait részletesen tanulmanyoztak és
aminosav  szekvencidjuk is megtaldlhatdé a kilénbdzé adatbazisokban  (http:/afmb.cnrs-mrs.fr,

http://au.expasy.org, www.rcsb.org). Az enzimek aminosav sorrendjének dsszevetése soran megéllapithaté a
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3. tablazat

Fonalasgomba eredetii o-galaktozidaz enzimek szubsztratum specifitasa

Eredet o-Galaktozidaz Szubsztrat specifitas Hivatkozas
Aspergillus nidulans p-nitro-fenil-oi-D-galaktozid, melibi6z, raffindz | Rios et al. (1993)
Aspergillus niger g:gz:zﬁgz:ggz ; a-galakto-oligoszacharidok Manzanares et al.

- galaktomannénok (1998)
a-galaktozidaz 3
o-galaktozidaz AgIA | o-galakto-oligoszacharidok
o-galaktozidaz AgiB | kis mennyiségii galaktozt szabadit fel polimer
Aspergillus niger vegyletekbdl de Vries et al. (1999)
a-galaktozidaz specifikus oligoszacharidokra, de nem aktiv
AgIC galaktomannanokon
raffindz, sztachiéz, melibit, p-nitro-fenil-o.-D-
Aspergillus niger galaktozid, guar liszt, szentjanoskenyér Adya & Elbein (1977)
eredetl galaktomannén
metil-o.-D-galaktozid; melibiéz, raffindz,
Aspergillus niger sztachiéz; galaktomannén (guar, Banl & Agrawal

szentjdnoskenyér)

(1969)

Aspergillus tamarii

intracellularis:
a-galaktozidaz |
a-galaktozidaz II

o-nitro-fenil-o-D-galaktozid
melibidz, raffindz, sztachiéz

Civas et al. (1984a)

(1P 1017-10) extracellularis
qalaktozidaz Il galakto-oligo- és poliszacharidok, Civas et al. (1984b)
-G zidaz galaktomannénok
Monascus pilosus intracellularis p-nitro-fenil-o.-D-galaktozid, melibioz, Wong et al. (1986)

raffindz, sztachiéz

Mortierella vinacea

intracellularis

0- és p-nitro-fenil-o-D-galaktozid,
metil-o-D-galaktozid; galaktin, melibiéz,
raffindz, sztachioz; (metil-B-arabinozid),
Gal*Mans

Suzuki et al. (1970)

Shibuya et al. (1995b)

Penicillium extracellularis Gal*Man4 Shibuya et al.
purpurogenum (1995a)
Penicillium
ochrochloron Dey et al. (1993)
ALG | melibidz, raffindz csalad oligoszacharidjai;
galaktomanno-oligoszacharidok;
Penicillum galeomannénok | Luonterietal
simplicissimum ALG Il melibidz, raffinz csalad oligoszacharidjai (1998b)
VTT-D-78090 galaktomanno diszacharid
melibidz, raffindz csalad oligoszacharidjai;
ALG Il .
galaktomannénok
Thermomyces p-nitro-fenil-oi-D-galaktozid,
lanuginosus extracellularis 4-metilumbellferil-c.-D-galaktozid; Puchart et al. (2000)
melibidz, raffindz, sztachiéz;
IMI 158749 : y
galaktozil' mannotri6z
Trichoderma reesei p-nitro-fenil-a-D-galaktozid, melibioz, raffindz "
RUT C-30 csalad oligoszacharidiai ﬁ%'g;?er tal
ATCC 56765 szentjdnoskenyér eredetii galaktomannan
0- és p-nitro-fenil-o-D-galaktozid, Savel'ev et al
Trichoderma reesei metil-oi-D-galaktozid; melibiéz, raffindz, (1996) '

sztachiéz
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kildnbdzd szekvencidk azonossaga, illetve homoldgidja, feltérképezhetdk a konzervativ szekvencidk, amelyek
feltételezhetéen a katalizis szempontjdbdl is Iényeges szerepet téltenek be, illetve feltdrhatok a
fejlédéstorténeti szempontbdl fontos rokonségi kapcsolatok, dsszefliggések.

Néhany kozlemény beszamol eukaritta eredetli enzimek kristalyositasardl (Suzuki et al., 1970;
Mitsutomi & Ohtakara, 1984; Golubev & Neustroev, 1993; Murali et al., 1994) és réntgen analizisikrél, de
szerkezetik és részletes katalitikus mechanizmusuk még feltératlan. Az o-galaktozidaz enzimek masodlagos
és harmadlagos szerkezetére vonatkoz6 adatok még nem allnak rendelkezésre, de a kilénbdzé forrasokbol
izolalt enzimek eltéré felépitéstiek. Vannak olyan enzimek, amelyek egyetlen fehérjemolekulabdl &linak, de
léteznek tdbb alegységbdl feléplilék, illetve ennél bonyolultabb szerkezetiiek, pl. monomer-dimer-tetramer
komplexek (Schomburg & Salzmann, 1991).

Az o-galaktozidaz enzimek tdbbsége glikoprotein. Az oligoszacharidok kapcsolddasa &ltaldban
N-acetil-glikbzaminon keresztil aszparagin molekulakhoz térténik (Adya & Elbein, 1977). Az enzimekben
talalhaté szénhidratoknak sz&dmos bioldgiai funkciét tulajdonitanak. Szerepik lehet a glikoproteinek kilsé
kérnyezetbe torténd kivalasztasaban (Civas et al., 1984b). Saccharomyces cerevisiae-ben két fajta invertaz
enzim létezik, az egyik a sejt kilsé fellletén helyezkedik el és szénhidréttartalma 50 (m/m) %-ot tesz ki, mig a
méasik, nem glikolizalt forma, a sejten belll talélhatd (Reddy et al., 1988). Ha tunikamicinnel gatoltak a
glikozil&ciét, akkor az invertdz enzim sejten bellli felhalmozddasat tapasztaltak (Gallili & Lampen, 1977). A
glikoproteinek ellendllébbak a protedz tamadasokkal szemben, igy a szénhidratoknak védé hatast
tulajdonitanak a nem specifikus proteolizissel szemben (Wilcke et al., 1979; Speake et al., 1981). A glikozilalas
stabiliz&lja az enzim haromdimenzids szerkezetét, ezaltal védelmet nydjthat a hédenaturaciéval szemben.
Mortierella vinacea o-galaktozidaz enzimeit (o-Gal |. és o-Gal Il) klénozva és kifejeztetve Saccharomyces
cerevisiae élesztével, azt tapasztaltdk, hogy a kivalasztott rekombindns enzimek tébb szénhidratot
tartalmaztak, mint a Mortierella vinacea &ltal szintetizalt nativ enzimek. A rekombinans enzim pH és
hémérséklet optimuma, valamint pH stabilitisa megegyezett a nativ o-galaktoziddzokéval. A rekombinans
o-Gal Il enzim hémérséklet stabilitisa azonban jelentds mértékben eltért a nativ enzimétdl. A nativ o-Gal |l
enzim pH=>5,0-6n 30 percig inkubalva instabil volt 25 °C felett, ezzel szemben ugyanilyen korilmények mellett
a rekombindns termék stabil volt egészen 50°C-ig. Ez a hdstabilitisban tapasztalt kedvezd véltozas a
megndvekedett szénhidrattartalomnak tulajdonithatd (Shibuya et al., 1999). Aspergillus tamarii &ltal kivalasztott
o-galaktoziddz enzimben N-acetil-gliikdzamint, manndzt és galaktézt talaltak 1:6:1,5 molaris ardnyban (Civas
et al., 1984b). Trichoderma reesei o-galaktozidaz enzim szénhidrattartaima 8 (m/m) % és a monoszacharidok
aranya mannoz, galaktéz, gliikdz, N-acetil-glikézamin 10:1:0,5:1 (Kachurin et al., 1995), ezzel ellentétben
Zeilinger és munkatérsai (1993) arr6l szamolnak be, hogy egy Trichoderma reesei (RUT C-30) tdrzsbél olyan
o-galaktozidaz enzimet izolaltak, amely egyaltaldn nem tartalmazott szénhidratot.

Henrissat (1991) javaslata alapjan az aminosav szekvencidk hasonldsdga szerint a

glikozilhidrolazokat csalddokba soroljak. Ez az osztalyozas azon az ideol6gian alapszik, hogy az enzimek
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szekvenciaibdl kiindulva felvildgositast adjon azok szerkezetére vonatkozdan, feltarjia a fejlGdéstorténeti
rokonsdgot az egyes enzimek kozott, valamint hasznélhatd eszkdzt biztositson a hatdsmechanizmus
igazolasara (Henrissat & Romeu, 1995). Tehat a glikozilhidrolazok csaladokba sorolasa a fehérjék elsédleges
szerkezetének hasonldsdga és hidroféb klaszter analizisik alapjan torténik. Ennek megfeleléen az eddig
ismert o-galaktozidaz enzimeket hdrom csalddba soroltdk. A 4. csaladban prokaridta eredetl enzimek, a
27. csalddban eukaridta eredetlek, mig a 36. csaladban mind eukariéta, mind prokariéta eredet
o-galaktozidaz enzimek taldlhatok. A legtdbb eddig ismert eukaridta eredetli o-galaktozidaz enzim jelentés
homol6giat mutat aminosav szekvencigjukban és ezért a glikozilhidroldzok 27. csaladba soroltdk azokat.
Kivételként kell megemliteni a gomba eredet(i o-galaktozidazok kdzil a Trichoderma reesei AGLII (Margolles-
Clark et al., 1996) és az Aspergillus niger AgiB (de Vries et al., 1999) enzimeit, amelyek a 36. osztalyba sorolt
bakteridlis o-galaktozidaz enzimekkel mutatnak rokonségot. Néhany a-galaktozidaz enzimet, mint pl. az
E. coli MelA-t a glikozilhidrolazok 4. csaladjaba sorolték (Liljestrom & Liljestrém, 1987). Ez az enzim NAD+ és
Mnz2+ jonokat igényel a maximdlis aktivitishoz és nem mutat szerkezeti rokonségot a 27. és a 36. osztalyba
tartozd o-galaktozidaz enzimekkel. Az el8bbi két osztaly jelentds szerkezeti hasonldsagot mutat, ezért Dagnall
és munkatarsai (1995) egy DAG [(izomalto)dextrandz/alfa-galaktozidaz] elnevezésii szupercsaladba térténd
dsszevondsukat javasoltak. Ezzel egyetértésben Henrissat és Bairoch (1996) a fenti két csaladot a gliko-
hidrolazok GH-D nemzetségébe sorolta. A 27. csaladba tartozd a-galaktozidaz enzimek alegységei kisebb
molekulatdmeggel (~62 kDa) rendelkeznek, mint a 36. csaladba sorolt 80 kDa alegységli enzimek
(4. tAblazat).

A kiildnbdzd eredetl o-galaktoziddz enzimek molekulatémege jelentds variabilitdst mutat és
33-325 kDa-os tartomanyban talalhato. Az egyes o-galaktozidaz enzimek felépitését mutatja az 5. tablazat.
Egyes szervezetekben egymas mellett eléfordulhatnak monomer és multimer felépitést enzimek is. Ezekre
példa a lencse és a szbjabab o-galaktozidaz enzimei. A lencsében talalhatd o-galaktozidaz Il-nek nevezett
monomer maga is aktiv enzimforma, amely kénnyen aggregalddik létrehozva a tetramer o-galaktozidaz |
enzimet. A két enzimforma azonban jelentés eltérést mutat optimalis pH értékekben (Dey et al., 1983). A szdja
eredet(l o-galaktozidaz enzim pH=7,0-nél monomer forméju, mig pH=4,0 értéken tetramer szerkezetet mutat.
A tetramer szerkezet(i enzim a hédenaturaciéval (70°C-on torténd kezelés) szemben megvédhetd galaktdzzal,
mig a monomer forma azonos id6tartam alatt elvesziti aktivitasanak 99 %-&t. Az egér szveti
o-galaktozidazainal is kimutattdk, hogy a pH és az ionerésség fliggvényében atalakulhatnak egymasba a
kiilénbdzd enzimformak. Ennek megfeleléen kimutattak 320 kDa, 150 kDa és 70 kDa molekulatémeggel
rendelkez6 enzim modosulatokat (Lusis & Paigen, 1976). A Bifidobacterium adolescentis a-galaktozidaz
enzime 79 kDa alegységekbdl feléplilé tetramer, de a dimerszerkezet(i enzim is mutat o-galaktozidaz aktivitast
(Leder et al., 1999).
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4, tablazat

Kiilonb6zé eredetii o-galaktozidaz enzimek polipeptidjeinek jellemzéi

Enzim

: a Letéti . .
Eredet jeldlés aminosavak | mol- Csalad - Hivatkozas
szama tomeg
Bacillus halodurans 434 49761 4 TrEMBL Takami et al. (2000)
Q9KAQ9 '

Escherichia coli Liljestrém & Liljestrém
K-12 MelA 451 50657 4 Sp P06720 (1987)
Aspergillus niger AGLA 545 60148 27 | SpP283st ?fsg‘gg'frder etal
Cyamopsis Overbeeke et al.
tetragonoloba (guar) M1 45135 27 Sp P14749 (1989)
Glycine max Tr EMBL
(széjabab) 422 46395 2 Q39811
Human 429 48766 27 Sp P06280 Kornreich et al. (1989)
Mortierella vinacea 396 43326 27 Shibuya et al. (1997)
Mortierella vinacea 417 46392 27 Shibuya et al. (1995b)
Penicillium 439 48236 | 27 Shibuya et al. (1998)
purpurogenum
Penicillium AGLI 435 47630 | 27 | SpP04824 | Luonteri et al. (1998a)
simplicissimum
Phaseolus vulgaris Tr EMBL
(vesebab) 425 HOAT 127 | 1100
Sach!a.romyces MEL2 471 52030 97 Sp P41945 Turakainen et al.
cerevisiae (1994b)
Saccfta.romyces MELS5 471 52088 97 Sp P41946 Turakainen et al.
cerevisiae (1994b)
Sach!a.romyces MELS 471 52113 97 Sp P41947 Turakainen et al.
cerevisiae (1994b)
Torulaspora Oda & Fukunaga
delbrueckii IFO 1255 4rd 52360 | 2 (1999)
Trichoderma reesei AGLI 444 45700 27 xggg(;lles-CIark tal.

. . Tr EMBL Margolles-Clark et al.
Trichoderma reesei AGLII 624 68455 27 Q92451 (1996)
Zygosaccharomyces Tr EMBL Turakainen et al.
cidri 469 SI736 1 27| o172 (1994a)
Bacillus Fridjonsson et al.
stearothermophilus AgaN 730 80300 % (1999a)
Escherichia coli RAFA 708 81188 36 Sp P16551 Aslanidis et al. (1989)
Thermotoga 522 61000 36 King et al. (1998)
neapolitana
Thermus brockianus Fridjonsson et al.
TI360 AgaT 476 53810 36 Sp Q9X6C7 (1999b)
Trichoderma reesei AGLII 746 79500 36 Margolles-Clark et al

(1996)
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5. tablazat

Példak kiilénbdz6 szerkezetii o-galaktozidaz enzimek eléfordulasara

Szerkezet = Pelda = Hivatkozas
Az o-galaktozidaz eredete molekulatomeg

Monomer | Thermotoga neapolitana 5068 1x 61000 Da Duffaud et al. (1997)
Aspergillus niger 1 x 45000 Da Adya & Elbein (1977)

Bahl & Agrawal (1969)

Aspergillus ficuum NRRL 3135 1 x 71000 Da Zapater et al. (1990)
Trichoderma reesei 1 x 50000 Da Zeilinger et al. (1993)
Trifolium repens (fehérhere) 1 x 42000 Da Williams et al. (1977)
Glycine max (szbjabab) 1 x 40000 Da Porter et al. (1992)
Lens culinaris a-galaktozidaz Il 1 x 40000 Da Dey et al. (1983)

Dimer Human o-galaktozidaz A, 2 x 49800 Da Schiffmann et al. (2000)
Humén o-galaktozidaz B 2 x 45700 Da
Saccharomyces cerevisiae MEL5 homodimer

Trimer Bacteroides ovatus o-galaktozidaz | 3 x 85000 Da Gherardini et al. (1985)
Bacteroides ovatus o-galaktozidaz Il 3 x 80500 Da
Bacillus stearothermophilus ATCC 266 3 X'82000 Talbot & Sygusch

(1990)

Tetramer | Bacillus stearothermophilus o-galaktozidaz | | 4 x 81000 Da Pederson & Goodman
Bacillus stearothermophilus o-galaktozidaz Il | 4 x 84000 Da (1980)
Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 4 x 83000 Da Van Laere et al. (1999)
Lactobacillus fermentum CRL251 4 x 45000 Da Garro et al. (1996b)
Glycine max (szbjabab) 4 x 40000 Da Porter et al. (1992)
Lens culinaris (lencse) o-galaktozidaz | 4 x 40000 Da Dey et al. (1983)

Oktamer | Bifidobacterium breve 203 8 x 39000 Da Sakai et al. (1987)

Az aktivcentrum kutatdsban kulénbdzé fizikai, fizikai-kémiai, kémiai és molekularis biologiai
modszerek alkalmazdsaval hatdrozzdk meg az enzimek katalitikus helyének felépitését és az aktivitas
szempontjabdl létfontossagi aminosavakat és funkcidés csoportokat. Dey (1969) a katalitikus csoportok
feltérképezéséhez fémionok hatésainak vizsgélatat és fotooxidacios eljarast alkalmazva arra a kdvetkeztetésre
jutott, hogy az édes manduldbdl szarmaz6 o-galaktoziddz enzim aktivitdsdban fontos szerepe van egy
karboxilcsoportnak és egy hisztidin eredet(i iminocsoportnak. Ez utébbit fotooxidacidval ténkretéve az enzim
teljesen elveszitette aktivitasat. A funkciés csoportok felderitésére kémiai modositasokat alkalmazva
megallapitottak, hogy a kdkuszdidbol szarmazo6 o-galaktozidaz enzim aktivcentrumaban két karboxil-csoport,
valamint egy triptofén és egy tirozin molekula taldlhaté (Mathew & Balsubramaniam, 1987). A kdvébabban 2
tirozin (tyr 108 és a tyr 154) molekulardl mutattdk ki, hogy katalitikus szereplik van az enzimaktivitas
kialakitasaban. A 154. tirozin cseréje az enzimaktivitast 80 %-ra cskkentette, mig a 108. tirozin cseréje szinte
teliesen megszintette az aktivitdst (Zhu et al., 1995). A ké&vébabban talélhat6 tirozin 108-nak megfeleld
aminosav nagyon konzervativ a 27. csalddhoz tartozé a-galaktoziddz enzimek szekvenciajdban (Margolles-
Clark et al., 1996). Fabry betegségben szenvedd emberekbél izolalt lizoszéma eredetli muténs gének, olyan

o-galaktozidaz enzimet kddolnak, amelyeknek nincs vagy nagyon csokkent az aktivitasuk (Okumiya et al.,
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1995). Sok ezek kozil a gének kdzil olyan pontmutaciokat hordoz, amelyek egyetlen konzervativ aminosav
cseréjét idézik eld. Hasonldan konzervativ aminosavakat talaltak a megfelel6 helyeken a Trichoderma reesei
AGLI és AGLIII enzimeinél. Ezek legnagyobb része szabad karboxil-csoportokat és aroméas oldallancokat
tartalmaz. A Penicillium simplicissimum (VTT-D-78090) AGLI enzimének aminosav szekvencigja 73 %-0s
hasonldsagot mutat a Trichoderma reesei aminosav szekvencigjaval (Luonteri et al., 1998a), tovabba 57-58 %-
0s hasonlésagot a Saccharomyces cerevisiae és a ndvényi eredet(l a-galaktozidaz enzimek, mint példaul a
Cyamopsis tetragonobola (Overbeeke et al., 1989) és a Coffea arabica (Zhu & Goldstein, 1994) eredet(
o-galaktoziddz enzimek aminosav szekvencidival. Coffea arabica a-galaktozidaz enziménél a 108-as tirozin
molekula mellett szintén fontos szerepet tulajdonitanak katalitikus aktivitds szempontjabdl a 272-es
aszparaginsavnak. A fentiekben emlitett két aminosav megtalalhaté a Penicillium simplicissimum AGLI
enzimjének szekvenciajaban. Penicillium simplicissimum AGLIII enzimének N-terminélis aminosav sorrendje
nagy hasonlségot mutat a Mortierella vinacea (Shibuya et al., 1995b), a Saccharomyces cerevisiae MELI
(Liljestrom, 1987) és a Cyamopsis tetragonobola (Overbeeke et al., 1989) o-galaktozidaz enzimeinek
N-terminalis aminosav sorrendjével. A Penicillium simplicissimum AGLI és AGLIII enzimeinek aminosav
szekvenciai is jelentés rokonsagot mutatnak. Az AGLIl enzim jelentésen eltért a masik két
o-galaktoziddz enzimtél, mivel ennek molekula témege nagyobb volt és sokkal tobb hasonldségot mutatott a
baktérium, éleszté és Aspergillus eredet(i enzimekkel, mint mas Penicillium eredetli o-galaktozidaz
enzimekkel (Luonteri et al., 1998a).

Szémos szerzé bizonyitotta, hogy a higany vegyuletek, mint példaul a p-kiér-merkuribenzodt, a
p-hidroxi-merkuribenzodt és a p-hidroxi-merkuri-benzolszufonsav gatoljak az o-galaktozidaz enzimek
aktivitdsat (Pedersen & Goodmann; 1980; Garro et al., 1993;). E megfigyelések valdszindsitik, hogy a tiol
csoportoknak szerepe kell hogy legyen az enzimaktivitas étrejéttében.

Az enzimek aktivcentrum kutatdsdban gyakran alkalmaznak oxidalé agenseket, mint példaul
hidrogén-peroxid, kalium-permanganat, kalium-tioszulfat, nétrium-jodat. A hidrogén-peroxid olyan oxidalo
vegy(let, amely reakciéba 1ép a tioéter, az indol, a tiol, az imidazol és a fenol funkcids csoportokkal. Az
oxidaciods érzékenység tekintetében az alabbi sorrendet hatérozték meg az oxidalhatdé aminosavak esetében:
metionin, cisztein, triptofan, cisztin, hisztidin és tirozin (Neumann, 1972). Kachurin és munkatarsai (1995)
hidrogén-peroxidot alkalmaztak az enzim médositdsdhoz abbdl a célbdl, hogy meghatérozzak az aminosav
dsszetételben az oxidacid altal okozott valtozast. Az eredmények értékelése szempontjabol Iényeges
oxidalhaté aminosavak valtozasait mutatja a 6. tblazat, amelybdl kitdinik, hogy csak a metionin konverzidja
adott statisztikailag szignifikdns eredményt.

A metionin el8sz6r metionin-szulfoxidda, majd hosszu ideju kezelés, illetve agresszivebb reakcio
kérilmények kozétt metionin-szulfonnd alakul az oxidacié soran (Yamasaki et al., 1982). Kachurin
munkatarsaival (1995) csupan a metionin-szulfoxid jelenlétét mutattdk ki a reakcidelegyb8l. A metionin
oxidaciéja megndvekedett aktivitdst eredményezett. A mechanizmus, amely a megvaltozott enzimaktivitast
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idézte elé, még tisztazatlan. Az azonban tény, hogy a metionin metionin-szulfoxidda térténé oxidaciéja néveli a
polaritast és ezaltal hidrofilebbé teszi az adott fehérjerészt. Ez a jelenség konformaci6 valtozast idézhet elé az
aktivcentrum kdzelében, ily mddon az aktivcentrum konnyebben hozzéférhetébbé vélik nemcsak a

szubsztratumok, hanem az inhibitorok és az enzimmérgek szdméra is.

6. tablazat Az oxidalhaté aminosavak konverzi6ja hidrogén-peroxidos kezelést kévetéen
Trichoderma reesei o.-galaktozidaz enzimében (Kachurin et al., 1995) nyoman
Osszetétel [mol/mol enzim]
Aminosav H20:+ H202+ Denaturélds: Denaturalas:
Nativ +20 mM +20 mM HCl+ H:05 “ | 7 mM guanidin.HCI
gliikéz galaktoz + H20;
Tirozin 15,32 14,94 15,58 15,12 14,40
Cisztein 6,93 6,88 7,12 - -
Hisztidin 9,90 10,25 10,05 9,75 10,05
Metionin* 5,06 3,94 4,31 1,89 0,95
Metionin-szulfoxid* 0,00 0,95 0,62 2,94 4,22

0,5 M H202 50 mM pH=6,4 foszfat pufferben, reakcié kériilményei: 20°C és 1,5 6ras idétartam

2.3.6 Hatasmechanizmus
A glikohidrolazok 4.

hatdsmechanizmusa még ismeretlen. A kdzelebbi szerkezeti rokonsagot mutat6 27. és 36. csaladba tartoz6

csaladjaba tartoz6 prokaridta eredetli o-galaktoziddz enzimek
enzimek konfiguraci6 megtarté hidrolizist katalizdlnak. Ezt a tényt tdmasztotta ald kisérletesen Puchart
munkatarsaival (2000), akik a Thermomyces lanuginosus o-galaktoziddza altal katalizalt hidrolizis sorén
mannotrioz hidrolizisének sztereokémiai atalakulasat 'H NMR spektroszkdpidval kdvetve kimutattak, hogy a
hidrolizis elsédleges terméke a D-galaktéz a-anomer formdju volt, amelybdl mutaroticidval jott létre a
[B-anomer. Phenerocate chrysosporium o-galaktozidaz enzime altal katalizalt hidrolizisnél is szerkezet
megtarté kettds eltolddasu mechanizmusrél szamoltak be (Brumerlll et al., 1999).

Sinnott (1990) az enzimek transzferaz és a hidrolaz aktivitasa kozti kapcsolatot elemezve
megallapitotta, hogy a konfiguracié megtartd glikozidazok kozil sok képes glikozil csoportokat atvinni kis
molekulatémegU alkoholokra (pl. metanolra) a vizmolekuldhoz hasonléan. Ezzel a tulajdonséggal az invertal6
glikozidazok nem rendelkeznek. A konformécié megtartd glikoziddzok egy kovalens kétési glikozil-enzim
intermediert képeznek. Ha a szubsztratum és az akceptor koncentraciok a reakcio elegyben a Km értéke felett
vannak, akkor ezeknek a glikozil-enzim intermediereknek transzfer reakcidi kinetikailag szabélyozottak és
ebbdl kdvetkezik, hogy elvileg az dsszes lehetséges transzfer termék képzédésére is megvan a lehetéség.
Ezek a termékek mind Iétrejéhetnek, de le is bomlanak mieldtt a termodinamikai egyensuly beéll. Dey (1969)
kimutatta, hogy az édes manduldbdl kinyert o-galaktoziddz enzim altal katalizalt hidrolizis és transzferaz

reakciok egy azon aktivcentrumban mennek végbe. A lehetséges hatasmechanizmusra két hipotézist allit fel:
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egy kétlépéses mechanizmust (1. &bra), valamint egy egylépésbdl all6 alternativ mechnizmust (2. &bra).
Kisérleti eredményei alapjan feltételezi, hogy az enzim aktivcentruméban egy karboxil és egy imidazol csoport
talalhat6. A két 1épéshbdl allo6 mechanizmus a kdvetkez6képpen irhatd le: elész6r a szubsztratum molekula
aglikon része a karboxil és az imidazol csoportok egyittes hatasanak eredményeként levalik. Ezt kdveti az
akceptor molekula felvétele, amely lehet viz vagy cukor. A termékképzdédés egy atmeneti llapotot kévetben
torténik. Ebben az esetben feltételezhetd, hogy két egymast kovetd inverzié megy végbe a C-1 szénatomon,

mivel csak ilyen modon jéhet |étre konformacio megtarté katalizis (Dey, 1969).

1.abra Az a-galaktozidaz enzim altal katalizalt reakcio kétlépéses mechanizmusa

Kimutattak, hogy a PNPG szubsztratum alkalmazasa soran a reakcié sebesség pH=4,5 alatt sem
lesz zéro, ami azt jelenti, hogy a deprotonlt karboxilcsoport jelenléte az aktivcentrumban kevésbé fontos, mint
a protondlt imidazol csoporté. Legvaldszindbb, hogy az imidazol csoport &ltal okozott elektrofil témadas

elegendé a glikozil-oxigén kétés hasitaséhoz.
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2. dbra Az a-galaktozidaz altal katalizalt reakci6 egylépéses mechanizmusa

Az altemnativ egylépéses hatdsmechanizmusnal egy harmas enzim-szubsztratum-akceptor komplex
|étrejottének feltételezésébdl indulnak ki. A karboxil és az imidazol csoportok szerepe azonos az el6zéekben
leirtakkal. Ez a mechanizmus a karbonium ion képzédése miatt csak egyoldali tAmadast tesz lehetévé, amely
konfiguracio megérzé termékképzédést eredményez.

Az a-galaktozidaz enzimek altal katalizalt reakciok kinetikai megkdzelitése is segithet a lejatszddo
folyamatok értelmezésében (Segel, 1975). Szadmos szerzé ilyen alapokon kivanja feltdrni az
o-galaktozidaz enzim mikddési mechanizmusat (Savel'ev et al., 1996; Eneyskaya et al., 1998; Brumerlll et
al., 1999). Salvel'ev és munkatarsai (1996) Trichoderma reesei a-galaktozidaz enzimét hasznalték kinetikai
tanuimanyaikhoz. A fenti enzim szdmos természetes és szintetikus szubsztratum hidrolizisét katalizalja. A
szubsztratum felesleg altal okozott gatlds jellemzé az o-nitro-fenil-a-D-galaktopiranozid (ONPG), a p-nitro-
fenil-o-D-galaktopiranozid (PNPG), a 4-metilumbelliferil-oi-D-galaktopiranozid (MUG) és a metil-a-D-
galaktopiranozil (MG) szintetikus szubsztratumoknal. A természetes szubsztratumok, mint a melibidéz, a
raffinéz  és a sztachiéz esetében ezt a jelenséget nem tapasztaltdk. Altaldban az
o-galaktoziddz enzimek a legnagyobb affinitdst a PNPG szubsztratummal szemben mutatjdk és ezt
hidrolizaljak a leggyorsabban (Guimaraes et al., 2001; Fridjonsson et al., 1999a,b; Kotwal et al., 1995;
Zeilinger et al., 1993; Sakai et al., 1987). Trichoderma reesei eredetli enzim esetében is egy nagysagrenddel
nagyobb a reakcid sebességi alland6ja, mint méas szubsztrdtumok megfeleld  értékei.
A D-galaktéz kompetitiv modon gatolia a PNPG hidrolizisét, bizonyitva nagy affinitdsat az enzim aktiv
centrumdhoz. A galaktdz kotéhely minden kétséget kizarban a legfontosabb  kétéhely az
o-galaktozidaz enzim dsszes szubsztratuma szamara. Egyfeldl a reakcié gatlésa galaktdzzal, masfeldl a
szubsztrdtum gatlds azt jelenti hogy a kinetikai allandok meghatarozdsa csak kis szubsztratum
koncentracioknal torténhet, amely kismértékl termékképzést eredményez. E megkdzelités szerint a

folyamatok leirdsanal megkilénbdztetnek un. ,gyors” (PNPG) és ,lassU” (az 6sszes tdbbi) szubsztratumokat. A
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PNPG szubsztratumra meghatarozott Michaelis allandd (Km) jelentdsen kisebb, mint a tébbi szubsztratumé. A
tanuiményozott reakcidk steady-state kinetikdjanak ezeket a jellemzdit egy olyan modellel lehet leimi,
amelyben egy atmeneti galaktozil-enzim komplex keletkezik. Kis szubsztratum koncentracioknal és a

D-galaktdz géatlas figyelmen kivil hagyasaval a reakcid kinetikai séméjat a 3. 4bra mutatja.

k

1 ko ks
E+S —— ES ES —» E+P2
k-1
P4

3. dbra o-galaktozidaz katalizalt hidrolizis altalanos kinetikai vazlata

E = enzim, S = szubsztratum, ES = enzim-szubsztratum komplex, ES’ = galaktozil-enzimkomplex
P1 = a szubsztratum aglikon részébdl képz6dd termék, P2 = D-galaktoz, ki, k-1, ke, ks reakci6 sebességi allandék

A ,lassl” szubsztratumok esetében a kinetikailag meghatérozott Km értéknek azonosnak kellene lennie az
enzim-szubsztratum komplex tényleges disszocidcios allanddjaval. A ,gyors” szubsztratumok esetében a
kisérletileg meghatérozott Km értéke egyenlé a PNPG disszociacios &llandd és a ks/kz érték szorzataval.

A transzglikozildlas szdmos karbohidrolaz esetében jellegzetes tulajdonsag, beleértve a l6here
(Williams et al., 1977), a Bifidobacterium adolescentis (van den Broek et al., 1999), a Bacillus
stearothermophilus, a Thermus brockianus (Spangenberg et al., 2000), a Candida guilliermondii (Hashimoto et
al., 1995) és az Aspergillus niger (Scigelova & Crout, 2000) eredetil o-galaktoziddz enzimeket. A Trichoderma
reesei o-galaktozidaz enzime is jelentds transzferaz aktivitdssal rendelkezik. Transzglikozilaciés termékeket
kaptak PNPG, ONPG, MUG és MG szubsztratumokon, amelyek nagy koncentraciokban gatoltak a hidrolitikus
aktivitdst. Ezzel ellentétben a melibiéz, a raffindz és a sztachi6z nem gatolta a hidrolizist, még nagy
koncentracioknal sem, és nem adtak transzglikozilacios termékeket sem. Ez Ujabb bizonyiték arra nézve, hogy
az &tmeneti galaktozil-enzimkomplex képzédése kiemelt fontossagl a szubsztrét felesleg altal okozott gatlas
és a transzglikozildlas szempontjabdl. A glikozil-enzimkomplex kélcsénhatdsa egy Ujabb szubsztratum
molekuldval egy harmas komplex létrej6ttét eredményezi. A 4. abra mutatja a Trichoderma reesei

o-galaktoziddz enzime altal katalizalt reakcié kinetikai séméjat.

ki ks
E+S &> ES _  ,pg+s " ESS M , E.gs
k-1 ko l ks k-3
P4 E +P2

4. 4bra Trichoderma reesei oi-galaktozidaz enzime altal katalizalt reakci6 kinetikai sémaja

E = enzim, S = szubsztratum, ES = enzim-szubsztratum komplex, ES’ = galaktozil-enzimkomplex
ES’S = harmas komplex, P1 = a szubsztratum aglikon részébél képzédé termék, P2 = D-galaktéz,
S'S = a szubsztratum transzglikozilacids terméke, ki, k-, ko,ks,k-3, ke, ks reakcid sebességi allandok
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A harmas komplex, az ES’S, képz6désének legvaldszinibb magyarazata az, hogy létezik egy
masodik szubsztratum kétéhely is az aktivcentrumban. Ez a hely azonban kisebb affinitast mutat a
szubsztratumra, mint az elsédleges kdtdhely és csak viszonylag nagy szubsztratum koncentracié mellett
telitodik.

Mathew és Balasubramaniam (1987) kokuszdi6 eredetii a-galaktoziddz enzimet vizsgalva kémiai
modositasok eredményeire és kinetikai vizsgalatokra alapozva éllitottak fel a hatdsmechanizmusra vonatkoz6
hipotézisiket. Vizsgélataik szerint az enzim aktivcentrumaban két karboxil csoport, egy triptofan és egy tirozin
talalhatd. A javasolt mechanizmus szerint a 3,8 disszocidcids allandoval rendelkez6 csoport egy karboxil
csoport, amely ionizalt formaban van jelen, hogy stabilizalja az atmeneti karbonium iont és megvédije az egy
oldali nukleofil tamadastdl. Ennek eredményeképpen a termék ugyanolyan konfiguraciéjd lesz, mint a
szubsztratum. A galakt6z molekula deformalt szék konfiguraciét mutat a karbonium ion keletkezése soran. A
6,5 disszociacios allandoval rendelkezé protondonor egy perturbalt allapotu karboxil csoport, amely protonalt.
A glikozilhidroldzok 27. csaladjahoz tartozd a-galaktoziddz enzimeknél aszparaginsavak biztositigk a

katalizisben résztvevd karboxil csoportokat.

2.3.7 Az enzim miikodését meghatarozo6 kérnyezeti tényezék

Az o-galaktozidaz enzimek jellemzd tulajdonsagainak és optimalis miikodési feltételeinek
meghatarozdsa bonyolult feladat, mivel a kulénbdzd forrdsokbdl szarmazd enzimek igen eltérd
tulajdonsagokkal és mikddési jellemzékkel rendelkeznek.
2.3.7.1  Hoémérséklet és pH

Az enzim reakcidk esetében a hémérsékletnek kettés hatasa van, egyrészt a hdmérséklet emelése a
reakcio sebessség ndvekedését eredményezi, masrészt az enzim fehérie természetébdl kévetkezden
denaturdciét idéz eld. Ezek alapjan az enzimkatalizalt reakcid esetében meghatarozhatd egy optimalis
hémérséklet vagy hémérsékleti tartomany, ahol az enzim maximalis sebességgel katalizlja az adott reakciét.
Sok esetben az optimalis hémérsékleteken az enzimek hdédenaturaciét szenvednek, ezért a felhasznalas
szempontjabdl nagyon fontos meghatdrozni az enzimek stabilitisat is. Ez a tulajdonsdg szoros
dsszeflggésben van az adott enzimfehérie szerkezetével. A kilénbdzé szervezetekbdl szarmazd
o-galaktozidaz enzimek igen eltérd hémérséklet optimummal és stabilitassal rendelkeznek. A fenti jellemzok
nagymértékben fliggnek egyéb kdryezeti tényezéktdl, mint példaul a pH, az ionerdsség, a redoxpotenciél, a
szubsztratumok kémiai szerkezete és az egyéb fehériék jelenléte. Kiléndsen a hémérséklet és a pH
kdlcsonhatasa kiemelkedd jelentéségl az enzimek stabilitdsa szempontjabdl, mivel mindkét paraméter
o-galaktozidaz optimalis pH és hdmérséklet adatai, valamint stabilitésukra vonatkozé informécidk kerlltek
dsszefoglaldsra. Az o-galaktoziddz enzimek pH és hdémérséklet optimum értékei altaldban PNPG

szubsztrdtumra vonatkoznak. Olyan mikrobidlis o-galaktozidaz enzimek bemutatéséra t6rekedtem, amelyek
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7. tablazat Mikrobialis o-galaktozidaz enzim enzimaktivitasanak optimalis paraméterei és
stabilitasi adatai
Eredet o-Galaktozidaz PH Hom. Hom.e.rs’eklet Hivatkozas
opt. opt. stabilitas
intracellularis
Bifidobacterium o-galaktozidaz 55 55°C Ezena Leder et al. (1999)
adolescentis o-galaktozidaz 6,0 45°C hémérsékleten Van Laere et al. (1999)
DSM 20083 rekombinans 6,5 45°C gyors inaktivalodas, | Van den Broek et al. (199
termék 6°C-on féléletidé:
2-3 hénap
Bacillus intracellularis félélet idé: Pederson & Goodman
stearothermophilus | o-galaktozidaz | 6,0 73°C 65°C-on > 26ra (1980)
AT-7 o-galaktozidaz Il 7,0 69°C 65°C-on 3 perc
Bacillus extracellularis 7,0-7,5 60°C, 24 6ra 100% | Talbot & Sygusch
stearothermophilus aktivitas (1990)
ATCC 226
Bacillus AgaN 75°C félélet idd: Fridjonsson et al.
stearothermophilus | rekombinans 70°C-on 19 6ra (1999a)
NUB3621 termék
Thermotoga intracellularis 100- félélet idd: Duffaud et al. (1997)
neapolitana 5068 extracelluléris 103°C 85°C-on 9 dra McCutchen et al. (1996)
90°C-on 2 éra
100°C-on 3 perc
Thermotoga rekombinans 93°C King et al. (1998)
neapolitana NS-E AglA
Candida 15 perc inkubalas Hashimoto el al. (1993)
guilliermondii 404 galaktozidaz | 45 75°C <70°C
galaktozidaz Il 4,5 75°C <45°C
Aspergillus niger o-galaktozidaz A | 4,0-4,5 60°C 50 °C-ig Scigelova & Crout (2000)
Aspergillus niger o-galaktozidaz 1 pH=5,5-6,0-nél Manzanares et al. (1998)
o-galaktozidaz 2 45 50-55°C | kevésbé stabilis,
a-galaktozidaz 3 mint pH=4,5-6n
Aspergillus niger 45 60°C hélabilis Srinivas et al. (1993)
NCIM* 839
Aspergillus niger 5,0 50°C 35-50°C-on 16ra Somiari & Balogh (1995)
Mortierella vinacea intracellularis 45 55°C pH=4,0-6,0 40°C Suzuki et al. (1970)
alatt
Penicillium extracelluléris 45 55°C pH=6,5-10,5 Shibuya et al. (1995a)
purpurogenum 55°C alatt
Trichoderma reesei | extracelluléris 4,0 60°C 60 perc 50°C-on Zeilinger et al. (1993)
RUT C-30 pH=4,0-6,0, 70%-
ATCC 56765 0s maradék
aktivitas
Monascus pilosus intracellularis 4,5-5,0 55°C 20 perc 55°C Wong et al. (1986)
pH=4,5
Thermomyces extracelluléris 4550 | 65-70°C | 66ra60°C-on Puchart et al. (2000)
lanuginosus pH=4,5
IMI 158749

hémérséklet optimuma legalabb 45 °C. Mezofil forrasbdl szarmazd mikrobiélis c-galaktozidaz enzimek kdzott

is tal&lhatunk 55-60 °C-o0s hdmérséklet optimummal rendelkezé enzimeket. Mig a termofil forrasbél szarmazo

enzimeknél ezen értékek altalaban nagyobbak és 65 °C-t6l 103 °C-ig terjedd tartomanyban talalhatok. A
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mikrobialis c-galaktozidaz enzimek pH optimum értékeit vizsgalva megéllapithatd, hogy a bakteridlis eredetii
enzimek a gyengén savas és a semleges tartoményban taldlhaték, mig a gomba eredetli enzimek pH
optimumai a pH=4,0-5,0 tartomanyban mérheték.

Az enzim stabilitasi adatok 6sszehasonlitd értékelése szinte lehetetlen, mivel eltéré szempontok és
koralmények koz6tt torténtek a meghatarozasok. Kevés olyan adat taldlhaté az irodalomban, amely gyakorlati
alkalmazas szempontjabdl is irAnymutatd lehet. Sok esetben egy adott pH és hémérséklet értéknél
meghatarozott idejli expozicios idétartamot alkalmazva adjgdk meg a maradék aktivitds értékeket (Zeilinger et
al., 1993; Wong et al., 1986). E vizsgalatoknal az inkubaci6 idStartama valtozhat néhény perctél tobb 6réig,
ami lehetetlenné teszi az objektiv dsszehasonlitasokat. Eléfordul, hogy nagyon révid inkubécids idéket
alkalmazva adjak meg azt a hémérsékleti tartomanyt, amelyben a kiindulasi enzimaktivitds visszamérhetd
(Hashimoto el al., 1993; Scigelova & Crout, 2000). Az alkalmazéstechnikai szempontokat figyelembe véve a
legjobban értékelheté adatokat az adott kdrlilmények kdzdtt meghatéarozott féléletidsk szolgaltatjak (Pederson
& Goodman, 1980; Fridjonsson et al., 1999a; McCutchen et al., 1996). Ebben a tekintetben Nguyen
munkatarsaival (2002) ajanl egy komplex vizsgélati és értékelési mddszert, amely a pH és a hémérséklet
kdzotti interakciok figyelembe vételével vizsgélja az enzimaktivitasok félélet idejének alakulasat. Ezen adatok
birtokéban az egyes enzimek stabilitasanak 6sszehasonlitasa objektivvé tehetd.

Egyes kdzleményekben az enzim stabilitdsi vizsgélatok nem a mikddési kérilmények kdzotti
aktivitisok valtozasaira vonatkoznak, hanem sokkal inkabb a taroldsi tulajdonsagokat méri fel, azaz az
enzimfehérje viselkedését nézik fagyasztas és felengedtetés hatasara, illetve alacsony hémérsékleteken
(0-6°C) hosszabb térolasi idétartamoknél vizsgaljdk a maradék aktivitasokat (Dey & Wallenfels, 1974; van den
Broek et al., 1999).

2.3.7.2  Aktivatorok, inhibitorok

A kulénbdzé ionok és vegylletek enzimaktivitasra gyakorolt hatasuk alapjan lehetnek aktivatorok,
inhibitorok, illetve k6z6mbds hatasuak. Természetesen az ilyen hatasok vizsgalatandl fontos az adott elem, ion
vagy vegytlet koncentrécidjat is figyelembe venni. Még a kofaktorok esetében is, ha az optimalisnal nagyobb
koncentraciokat alkalmaznak, olyan konformaci6 valtozasok johetnek létre, amelyek az aktivitas csokkenését
idézhetik el.

A glikozilhidroldzok 4. csaladjaba sorolt enzimek gyakran igényelnek aktivitasukhoz mind NAD+
koenzimet, mind valamilyen kétértékd fémiont (Mn2+ Fe2+, Co?+, vagy Ni2+) (Thompson et al., 1995).

Vicia faba (I6bab) eredetli o-galaktoziddz enzim esetében kimutattak, hogy a K+ ionoknak aktivétor
szerepik van és nem helyettesithet6k Na+ ionokkal, ugyanakkor az ammoénium ionok jelenlétében is
tapasztaltak csekély mértéki aktivalast (Pridham & Dey, 1974).

A hiivelyesekbdl (Dey & Pridham, 1972), a cukornddbdl szarmazé (Chinen et al., 1981) és a
fonalasgomba eredetli o-galaktozidaz enzimek aktivitasanak erételjes gatlasa idézhetd el ezlst és higany

ionokkal, és bizonyos mértékii gatlast a réz ionok is okoznak (Suzuki et al., 1970; Ohtakara et al., 1984; Wong
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et al., 1986; Zapater et al., 1990; Hashimoto et al., 1993). Az ezlst ionok altal okozott gatlas a karboxil
csoporttal illetve a hisztidinnel térténé reakcié kévetkezménye, mig a higany ionok a tiol csoportokkal reagalva
eredményezik az enzimaktivitas gatlasat (Church et al., 1980). A bakteriélis eredetl o-galaktozidaz enzimek
esetében a cink, a kobalt, a vas és a kadmium ionok jelenlétében is az aktivitds gatlasat figyelték meg (Ulezlo
& Zaprometova, 1982; Sakai et al., 1987).

A szulthidril reagensek, mint példaul a p-kiér-merkuribenzodt, az N-etil-maleinamid és a jédacetamid
szamos o-galaktoziddz enzim aktivitasat gétoljak. E vegylletek az édesmandula o-galaktozidaz enzimének
részleges inaktivalasat okozzak (Dey, 1969). A p-klér-merkuribenzodt gatolja a Lactobacillus fermentum (Garro
et al.,1993; Garro et al., 1996b), a Bacillus stearothermophilus (Pederson & Goodman, 1980) és a Pycnoporus
cinnabarinus eredetl o-galaktozidaz enzim mikddését (Ohtakara et al., 1984). A szulfhidril reagensek
ugyanakkor nem gatoljak a Bifidobacterium longum (Garro et al., 1994), a Mortierella vinacea (Suzuki et al.,
1970) és a Vicia faba (Dey & Pridham, 1969) a-galaktozidaz enzimeit. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy
nem mindegyik o-galaktozidaz enzim aktivitisahoz sziikséges a —SH csoportok jelenléte.

A fotooxidacié metilénkék jelenlétében inaktivélja az édesmandula (Dey, 1969) és a Vicia faba (Dey
& Pridham, 1969) eredetl o-galaktoziddz enzimeket. llyen kérilmények kdzétt a fotooxidacid a hisztidin
molekulékra specifikus, azonban nem zarhaté ki a triptofan, a tirozin és a tiol-csoportok oxidacidja sem.

Altalaban az o-galaktozidaz enzimek aktivitasat a p-nitro-fenil-o-galaktozid nagy koncentracioi
gatoljak, ezzel ellentétben a melibioz és a raffindz nagy koncentrécidinak nincs gétldé hatasa (Ulezlo &
Zaprometova, 1982). A galaktéz altaldban erételiesen gatolia a kilénb6z6 szervezetekbdl szarmazo
o-galaktoziddz enzimek aktivitasat (Brumer Il et al., 1999; Savel'ev et al., 1996; Zeilinger et al., 1993; Civas et
al., 1984a; Suzuki et al., 1970).

2.3.8  Néhany lektin tulajdonséagu o-galaktozidaz

Az 1970-es évektdl kezdddéen a lektinek definiciojaval, eléfordulésaval és tulajdonsagaival szdmos
kézlemény foglalkozik (Sharon, 1974; Goldstein et al., 1980; Nomenclature Committee of the IUB, 1981;
Kocourek & Horejsi, 1982; Rldriger, 1997; van Damme et al., 1998a; van Damme et al., 1998b). Jelen
ismereteink alapjan Kocourek és HorejSi (1982) altal javasolt &ltalanosan elfogadott meghatarozas szerint a
lektinek nem immunolégiai eredet(i fehérjék vagy glikoproteinek, amelyek bizonyos szénhidratok szelektiv
megkotésére képesek anélkiil, hogy enzimesen bontanak azokat.

Olyan szénhidratk6té fehériék, amelyek agglutindljak a vordsvérsejteket, nagyon gyakoriak a ndvényi
szbvetekben. A hlvelyes magvak igen gazdagok lektinekben, amelyek szerkezeti homoldgiat mutatnak. Ez a
tény fejl6déstorténeti rokonségukra utalhat. Néhédny olyan hlvelyes eredetl enzimrdl is beszdmol a
szakirodalom, amelyek lektin tulajdonsaggal is bimak. Tobbek kézdtt a Vigna radiata o-galaktozidaz tetramer
enzimérdl kimutattak, hogy hemagglutindcids tulajdonsagu és D-galaktéz specifitdssal rendelkezik (Campillo et

al., 1981). Ez a 160 kDa molekulatdmeg( tetramer oldott formédban pH=7-es vagy ennél magasabb pH-ju
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kordlmények kozétt 40 kDa molekulatémegli monomerekre disszocidl. Az alegységek asszocidcidja-
disszociacioja elsédlegesen pH flggd reverzibilis folyamat. Mindegyik monomer egyetlen gyengén bézikus
polipeptid 1ancbdl &ll. A disszociéci6 az izoelektromos pont kdzelében térténik, az aggregatum létrejéttében az
elektrosztatikus erék jatszhatnak szerepet. A szdjabab eredetl o-galaktoziddz esetében, a tetramer
egyutt (Harpaz et al., 1977). Ennek magyarazata az, hogy a monomerek méar nem rendelkeznek t6bb
szénhidratkétd hellyel, ami elengedhetetien feltétele az agglutinécié Iétrejéttének. A tetramer és a monomer
szerkezetl o-galaktozidaz enzimformdknél a legfeltindbb kulénbség aktivitasaiknak pH fliggése. A
disszociacio jelentds valtozast idéz el6 az aktivitds pH optimumaban, amely pH=7-rél pH=5,6-ra csdkken. A
kisebb molekulatémegl forma egyéltaldn nem mutat aktivitdst pH=7-en vagy ennél nagyobb pH-an,
ugyanakkor a tetramer szerkezet(i enzim még pH=5,5-6n vagy ennél alacsonyabb pH-kon sem vesziti el
aktivitdsat. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy magas pH értékek mellett a fehérje teljes disszociécidja
megtdrténik, mig alacsony pH értékek esetében sem megy végbe a teljes asszociécio.

A Idbab (Vicia faba) magjaibdl izolalt a-galaktoziddz enzimnek mind monomer, mind tetramer
formaja ismert. Az a-galaktozidaz | enzim tetramer szerkezet(i (Ms: 160 kDa), amely azonos alegységekbél
épul fel. Mindkét szerkezeti forma rendelkezik glikdéz/manndz specifitdst mutatd lektin aktivitassal. Az
o-galaktoziddz | enzim tisztitdsanal alkalmazott eljarasok, az affinitds kromatogréfids tanulmanyok és a
molekulatdmegben tapasztalt kilénbségek alapjan nem valdszind, hogy az enzimkészitmény két fehérje
molekulabdl, egy o-galaktozidazbol és egy Vicia faba lektinbdl all. Ezen eredmények alapjan feltételezhetd,
hogy mind az a-galaktozidaz, mind a lektin aktivitas azonos fehérje molekula kilonbdz6 helyein talalhaté (Dey
et al., 1982).

Pleurotus ostreatus gombabdl izolalt lektinnél is kimutattak o-galaktozidaz aktivitast. Ezen
aktivitisokat nem lehetett egyméastdl elvalasztani sem nem-denaturdlé elektroforézissel, sem affinitas
kromatografiaval. A lektin szénhidratkdtéhelye és az enzim szénhidrat bont6 aktivitasa azonban nem térténhet
a fehérje molekula azonos helyén, mivel

— a lektin aktivitas mind o-, mind (-glikozidokon tapasztalhatd, mig az enzimaktivitas csak az

o-anomereken érvényesill,

— a voirdsveérsejtekkel torténd kdlcsdnhatas eredményeként stabil agglutinacié jon létre és nem

tapasztalhaté a flokkulum feloldédasa

— az o-galaktozidaz aktivitast a galaktéz gatolja, mig a 3-galaktozidok nem.

Ezért a lektin és az o-galaktozidaz aktivitasnak, vagy két szoros kapcsolatban 1évé fehérje

molekulan, vagy azonos molekulan kell elhelyezkednie (Brechtel et al., 2001).
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24  MIKROBIALIS ALFA-GALAKTOZIDAZ ENZIMEK ELOALLITASA

Az o-galaktozidaz enzimmel kapcsolatos kutatdsok elSrehaladtaval nyilvanvalva valt, hogy a
névényekbdl térténd kivondsnal lényegesen hatékonyabb enzim eléallitdsi modszerek is léteznek. Ezek a
mikroorganizmusok felhasznélasaval térténé biotechnoldgiai eljarasok. A mikroorganizmusok sokféleségének
és valtozékonysaganak koszonhetéen igen specidlis tulajdonsagokkal rendelkezé enzimkészitmények
allithatok el6, melyek az enzimek gyartdsaban iparilag is kiaknazhatok.

Az 1970-es évek elején végezték Mortierella vinacea fonalasgombaval az elsé a-galaktozidaz
eléallitdsi kisérleteket (Suzuki et al., 1970). Ettél kezdve szdmos mikroorganizmust vizsgaltak meg, mint
lehetséges enzimforrést.

2.4.1 Baktérium eredetii enzimek

A raffindz, mint szelektiv szénforrds alkalmazhatd a bifidobaktériumok detektalasara és
szaporitasara, (Hartemink et al., 1996) ezért feltételezték, hogy jelentés mennyiségi o-galaktozidaz enzimet
termelnek.

Szbjatejen szaporitva a Bifidobacterium breve 203 jel(i torzset 24 Orés tenyésztést kdvetden
2x109 sejt/ml koncentraci6 érhetd el. Sakai és munkatarsai (1987) a baktérium nyers extraktumabél 330 kDa
moltémegl homo-oktamer szerkezetl és pl=3,7 izoelektromos ponttal rendelkezé o-galaktoziddz enzimet
tisztitottak.

Garro és munkatarsai (1994) a logaritmikus ndvekedési fazis végén levalasztott Bifidobacterium
longum sejttémeg mechanikai feltarasét kovetéen nyert sejt extraktum o-galaktoziddz aktivitasat vizsgaltak.
Maximélis a-galaktozidaz aktivitast figyeltek meg 40-45 °C hdmérséklet tartoményban pH=5,8-nal.

Leder és munkatérsai (1999) Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 térzset o-D-galaktozid
tartalmu tapkdzegen anaerob koérllmények kozétt szaporitottak. A sejtekbdl az a-galaktoziddz enzimet
ultrahangos feltarassal szabaditottak ki, majd ultraszdréssel, amménium-szulfatos kicsapéssal, anioncserélé
kromatogréfiaval és gélszlréssel tisztitottdk. Elektroforetikusan tiszta készitményt elektroeluciét kdvetSen
kaptak. Az igy nyert enzim latszblagos moltdmege gélsziréssel 344 kDa és SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel 79 kDa adddott, ennek alapjan feltételezhetd a tetramer szerkezet.

Garro és munkatarsai kdzlemény sorozatban szamoltak be a Lactobacillus fermentum
o-galaktoziddz enzim termelésére vonatkozd tanulmanyaikrdl. A szénhidratok hatasat vizsgélva
megallapitottak, hogy a leghatékonyabb enzim induktornak a sztachidz bizonyult, ezt kdvette a melibioz, a
raffindz és csupén elenyészd aktivitast mértek gliikdzon. A galaktézon szaporitott L. fermentum tenyészethez
glikézt adagolva, az az o-galaktozidaz szintézisének gatidsat eredményezte. Ezzel ellentétes hatést figyeltek
meg cAMP adagolas esetén, amely jelenség bizonyitotta, hogy ez a vegyilet részt vesz az o-galaktozidaz

enzim szintézisének szabalyozasaban. Kisérleteikkel bizonyitottak, hogy az indukélhaté o-galaktozidaz enzim
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szintézise katabolit represszié alatt &ll (Garro et al., 1996a). Az enzimtisztitasi protokoll elsé lépését a
sejtfeltaras jelentette a sejtmentes nyers extraktum el6allitasara, majd amménium-szulfatos fehérje kicsapas
kovetkezett és  végll  kromatografids  eljardsokkal  (gélszlrés-Sephadex  G-200; ioncseréld
kromatografia-DEAE-Sepharose) homogenitésig tisztitottdk az o-galaktozidaz enzimet. A L. fermentum
eredet(l o-galaktoziddz sajatos jellemzdket mutat, az enzim négy 45 kDa-os monomerbdl felépild 194,5 kDa
moltémegu fehérje molekula.

A Bacteroides ovatus torzsei guar eredetli galaktomannénon tenyésztve o-galaktozidaz | enzimet
termelnek, amely kiilénbdzik attdl az o-galaktozidaz Il enzimtél, amelyet galaktoz, melibidz, raffindz, illetve
sztachioz ndvekedési szubsztratumon szintetizalnak.

Li és munkatarsai (1997) a Bacillus sp. JF2 torzs intracellularis o-galaktozidaz enzim termelésénél a
legjobb enzim induktornak a melibidzt talaltak, de hatékony volt a raffindz is. KismértékU indukciét tapasztaltak
abban az esetben, amikor galaktézt alkalmaztak egyedili névekedési szubsztratumként. A szachar6z az
o-galaktozidaz termelés teljes gatlasat okozta. Enzimtermelés szempontjabdl kedvezébbnek talalték a szerves
nitrogénforrasok alkalmazasat. Ezek kozll is a legjobb eredményeket a marhahds kivonat és a tripton
alkalmazasaval kaptak. Az enzimtermelés szempontjabdl legkedvezébb hdmérséklet az 55 °C.

Bacillus stearothermophilus AT-7 t0rzsét komplett tapkdzegen szaporitva, annak sejtmentes
extraktumabol két eltérd tulajdonsagokkal rendelkezd o-galaktozidadz enzimet tisztitottak. Mindkét enzim
konstitutiv. modon  szintetizalodott, de az o-galaktozidaz Il enzim termelése jelentésen elmaradt az
o-galaktoziddz | mennyiségétdl. A két enzim hatarozottan eltérd elucios tulajdonsagot mutatott DEAE-cellul6z
és hidroxi-apatit tolteteken. Mindkét enzimforma tetramer szerkezettel és hasonlé molekulatdmeggel
rendelkezik. A szerz6k t6bb érvvel is aldtdmasztottak, hogy a kisebb molekulatdmeg(i o-galaktozidaz | nem az
o-galaktozidaz Il enzimbdl proteolizis eredményeként keletkezett mitermék (Pederson & Goodman, 1980).

Talbot és Sygusch (1990) arrdl szdmoltak be, hogy a termofil Bacillus stearothermophilus egyik
torzse (ATCC 206) szentjnoskenyér eredetl galaktomannanon tenyésztve egy trimer szerkezettel
rendelkez6, 82 kDa monomerekbdl feléplilé 247 kDa moltémegu o-galaktozidaz enzimet termelt.

Talajbdl izolalt Pseudomonas fluorescens H-601 jelzés( térzs melibioz tartalmi komplett tapkdzegen
o-galaktozidaz enzimet valasztott ki a tenyészlébe. Az enzim 390 kDa molekulatémegl homotetramer. Az
enzim jelentds transzferaz aktivitassal és széles akceptor specifitdssal rendelkezik (Hashimoto et al., 1991).

Hipertermofil Thermotoga neapolitana 5068 jelzés térzse hemicellulaz enzimkomplexet szintetizal.
Ennek az egyik komponense az o-galaktoziddz enzim, amely a sejt extraktumban talalhatd. Ez az enzim
61 kDa-os monomer szerkezetével kilénbdzik més bakteridlis eredetli enzimektdl. Az enzim maximalis
aktivitdst pH=7,3-nal mutatott és hdmérséklet optimuma 100-103 °C tartoményban volt. Az eddig vizsgalt
o-galaktozidaz enzimek kdzil ez rendelkezik a legnagyobb héstabilitdssal, amely 85 °C-on 9 éras, 90 °C-on

2 6ras és 100 °C-on harom perces felezési idével jellemezhetd (McCutchen et al., 1996; Duffaud et al., 1997).
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2.4.2  Elesztégomba eredetii enzimek

A Candida guilliermondii élesztégomba melibiéz tartalmu komplett tapkdzegen sejthez kotott,
termostabilis a-galaktozidazt termel. A gélkromatografiaval elvélasztott két enzimet o-galaktozidaz |-nek,
illetve o-galaktoziddz Il-nek nevezték el. A homotetramer szerkezetl o-galaktozidaz | és Il izoelektromos
pontjait 6,16 illetve 6,21-nek &llapitottak meg. Mindkét enzim aktivitasara nézve az optimalis pH=4,5 és a
hémérséklet optimum 75 °C volt. A fémionok gatié hatasanak vizsgalatakor eltéré eredményeket kaptak az
o-galaktoziddz | és Il esetében. Az o-galaktozidaz Il tébb ionra érzékeny, mint az o-galaktozidaz I. AgNOs és
HgCl2 jelenlétében mindkét enzim majdnem teliesen elvesztette aktivitasat. FeSO4 és CuSQs4 hatasara a
[l enzim esetén jelentds aktivitascsdkkenés mutatkozott, mig az | enzim aktivitisa nem csdkkent. Az enzimek
szubsztratum specifitisa azonosnak bizonyult (Hashimoto et al., 1993).

o-Galaktoziddz enzim eléallitdsa céljabdl egy olyan Saccharomyces carlsbergensis térzset
valasztottak, amely képes a melibi6zt, mint egyedili szénforrdst hasznositani és a galaktozt lassan
metabolizalja, valamint auxotréf pantotenatra, inozitra és piridoxinra. A fenti élesztétérzset 1% galaktozzal és a
szilkséges kofaktorokkal kiegészitett éleszté/nitrogén alaptapkdzegen tenyésztették. A S. carlsbergensis
o-galaktoziddza indukélhatdé enzim, amely a sejtmembran kilsé fellletén lokalizAlddik és a szaporodas
elérehaladtaval kivalasztddik a tenyészlébe. A sejtekben taldlhatdé o-galaktoziddz enzim azonos
tulajdonsagokat mutat, mint a sejtmembrénhoz kététt forma (Lazo et al., 1977). S. carlsbergensis
o-galaktoziddz enzimének molekulatdbmege 300 kDa, amely 57 %-nyi szénhidrdtot tartalmaz. A
szénhidrattartalom tdlnyomo tébbsége (90-95%) manndz, ezenkivil mintegy 7 % glukdzt és 1 % gliikdzamint
tartalmaz. Az aminosav tartalomnak 35%-at a treonin, a szerin és az aszparaginsav teszi ki (Lazo et al., 1978).

Egy B-fruktofuranozidaz negativ Candida javanica torzs a-galaktozidaz enzim termelését vizsgaltak
asvanyi sokat, melibiozt és raffindzt tartalmazé tapkdzegen. A kivalasztott o-galaktozidaz enzim
glikoproteinnek bizonyult, mig a sejthez kétdtt enzim nem tartalmazott szénhidratot (Cavazzoni et al., 1987).
Eltéréen més mikrobidlis a-galaktoziddz enzimektél az aktivitisnal nem tapasztaltak termékgatlast (McGhee et
al., 1978). A galaktdéz nem gatolta a Candida javanica eredetli a-galaktoziddz aktivitasat, ugyanakkor a glikéz

jelenléte aktivald hatést gyakorolt arra.

243  Fonalasgomba eredetii enzimek
A fonalasgombak sokfélesége és természetes él6helyeik biztositékai annak, hogy szdmos hidrolaz
enzimet, kdztlik karbohidrolazokat is szintetizalnak. Az a-galaktoziddz enzimeiknek mind intracellularis, mind
extracellularis formaja, valamint tébb enzim médosulata ismert.
Egy talajbdl izolalt Monascus faj intracelluléris o-galaktozidaz enzim termelésének optimalizalasa
soran megallapitottak, hogy a galaktéz, a melibidz, a raffinéz és a sztachiéz indukélja az enzim szintézisét,

valamint az amménium-nitrat megfelelé nitrogénforras szdmukra (Imanaka et al., 1972). Wong munkatérsaival
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(1986) is hasonld eredményekre jutott, amikor szaznégy Monascus spp. tdrzs o-galaktozidaz enzim
termelését vizsgaltak. Megallapitottak tovabba, hogy a laktéz, amely az aszkomicetakban az o-galaktozidaz
enzim induktora, nem hatékony a Monascus fajok esetében. Az intracellularis o-galaktozidaz enzim
szintézisére kivalasztott Monascus pilosus t6rzs o-galaktoziddz enzimének gélsziiréssel meghatarozott
molekula témege 150 kDa.

Intracellularis o-galaktozidaz aktivitast mutattak ki Cladosporium cladosporiodes (Fres.) de Vr.
gombaban. Egy termofil gomba a Penicillium duponti ATCC 10518 tdrzsében egy intracellularis, 500 kDa
molekula témegl o-galaktoziddz enzimet detektaltak, amely hidrolizalia a raffindzt, a sztachiézt és a
verbaszkozt. Az enzim kildnféle szubsztratumokra vonatkoztatott pH optimuma nagyobb volt, mint més
forrasokbdl szarmazd enzimeké és még pH=12-nél is mutatott aktivitdst (Araud et al., 1976). 38 kiilénbdzd
gombafaj torzseit szelektaltdk o-galaktozidaz enzim termelés alapjan. Kvalitativ vizsgélatok alapjan csupén
5 térzs mutatott értékelhetd aktivitast. Penicillium janthinelum NRRL 5576 jelzésl térzsnél o-galaktozidaz
enzim termelésre nézve a galaktdz bizonyult a legjobb induktornak, majd ezt kdvette a melibidz. Maximalis
enzimtermelést tapasztaltak 4 napos 30 °C-on vezetett fermentaciét kdvetéen, amikor a tapkdzeg pH-jét 5,0-re
allitottdk. Az enzimtermelésre jelentés hatassal volt a levegéztetés mértéke (Foda et al., 1995). Raffindzon
nevelt Aspergillus tamarii két intracellularis, trimer szerkezeti o-galaktoziddz enzimet is szintetizalt,
amelyeknek molekulatémege 26515 kDa, illetve 25415 kDa és glikoprotein jellegliek (Civas et al., 1984a).
Galaktomannanon tenyésztve az Aspergillus tamarii egy harmadik fajta, 56 kDa molekulatémeggel rendelkez6
monomer szerkezetl a-galaktoziddz enzimet valaszt ki a tenyészlébe (Civas et al., 1984b).

Szémos kdzlemény foglalkozik buza- és rizskorpa alapl szilard szubsztrdtum( fermentécidval
megvalésitott Aspergillus fajok —Aspergillus niger (Somiari & Balogh, 1995), Aspergillus awamori (McGhee et
al., 1978) és Aspergillus oryzae (Annunziato et al., 1986)- extracellularis c-galaktozidaz enzimtermelésének
leirasaval. Az Aspergillus oryzae QM 6737 torzs, amely élelmiszer mindségl o.-galaktozidazt szintetizél,
enzimtermelését ndvelte a tapkdzeg glikdzzal, szachardzzal, illetve melibibzzal torténé kiegészitése. A
legjobb enzimtermelést szbjaliszten, illetve szdjadaran tapasztaltdk (Annunziato et al., 1986).

A poligalakturondt egy Osszetett szénhidrdt, amelynek félanca galakturonsav és ramnoz
molekulakbol épil fel és ehhez oldallancként kapcsolddnak semleges cukrok, mint példaul galaktéz, arabindz,
és xiléz (Rombouts & Pilnik, 1980). A fonalasgombak poligalakturonét lebontdsa sorén olyan oligoszacharid
keverék jon létre, amely szamos extracellularis szacharolitikus enzim kivalasztasat indukéalhatja.
Fonalasgombak (Aspergillus oryzae, Scopulariopsis sp., Penicillium brevicompactum) és egy élesztdszer(
gomba (Aureobasidium pullulans) poligalakturondt tartalm( tapkdzegen tenyésztve «-glikozidaz és
o-galaktozidaz enzimeket valaszt ki. Ezeket az extracellularis enzimeket a gombak nem termelték cellobiéz és

melibiéz szubsztratumokon (McKay, 1991).
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24.4  Heteroldg enzimek termelése rekombinans mikroorganizmusokkal

2.4.4.1  Novényi eredetii enzimek termeltetése

A rekombinans DNS technoldgia kifejlesztése lehetdévé tette, hogy kilénbdzé prokaridta és eukaridta
gazdaszervezetekbe idegen eredet(i géneket vigyenek be, ott kifejeztessék azokat és ily mddon heteroldg
fehérjéket termelienek. A Cyamopsis tetragonobola (guar) o-galaktoziddz enzime ipari szempontbdl is
kedvezé tulajdonsdgu, mivel a guar eredetli galaktomanndnokbdl galakiézt tesz szabadda, mikézben a
keletkezd galaktomannan gélképzé tulajdonsaga jelentésen megnévekedik (Critchley, 1987). Overbeeke és
munkatérsai (1990) elséként szdmolnak be ndvényi eredetli (guar) o-galaktozidaz Bacillus faj altali
szintézisérél és kivalasztasardl. A termelt enzim nem volt glikoprotein, mint a névényi termék, de hasonlé
aktivitast mutatott (Overbeeke, 1995). Az exponencidlis ndvekedési szakaszban elért enzimaktivitasban
protedz tevékenység okozta jelentSs csdkkenést tapasztaltak. Lactococcus lactis gazdaszervezet esetében
nem tapasztaltak a heteroldg géntermékek proteolizis eredményeként létrejovd aktivitds csdkkenését.
Tekintve, hogy az L. lactis kénnyen tenyésztheté és kidolgozottak a genetikai mddositasra alkalmas technikak
Leenhouts és munkatérsai (1995) ezt a mikrobéat vélasztottak heterolég o-galaktoziddz enzim termelésére. Az
enzim konstitutiv médon szintetizalodott és nem degradalédott az &llanddsult névekedési fazis sorén. Az
enzimtermelés elmaradt a kivanatos értéktdl, amelynek magyardzata az alacsony biomassza hozam volt,
ennek névelésére a folyamatos fermentaciés technolbgiét javasoljék.

Az éleszték eukaridta mikroorganizmusok lévén képesek a fehériék glikolizalasara és a bioldgiai
aktivitisukhoz szilkséges térszerkezet kialakitdséra, valamint a szintetizalt fehérjék kivalasztasara is, amely
egyszer(siti a termék kinyerését.

Hensing és munkatarsai (1995) a Kluyveromyces lactis MSK110 (a uraA trp1::URA3) torzset (Stark
& Milner, 1989) alkalmaztdk gazdaszervezetként. A tdrzset MIRY (Multiple Integration in Ribosomal DNA of
Yeast) tipusi plazmiddal transzformaltak. A transzformdlé plazmid K. lactis riboszémaba integral6déd
szekvenciat, S. cerevisiae GAL7 promoter és a SUC2 (invertdz) szignal szekvencidkat, valamint a
TRP1-d marker gén szolgélt a tdbbszdrds integracids események kdvetésére. Kemosztat tenyészetben
teszteltek egy olyan K. lactis térzset, amely 15 képidban tartalmazta az o-galaktozidaz gént hordozé
expressziés kazettdt. Pepton tartalm0 komplex tapkdzegen érték el a legkedvezdbb specifikus
termékképzodési  sebességet, amely 2,3 mg o-galaktozidaz / g biomassza sz&razanyag * 6ra  értéknek
adodott.

A Hansenula polymorpha egy olyan éleszté, amely metanol tartaiml ipari tpkdzegen nagy
biomassza hozamokat biztosit. Egy homolég erSs indukélhaté metanol-oxiddz promoter és egy
S. cerevisiae eredet(l invertdz szignal szekvencia beépitésével hoztdk létre az expressziés vektort. Az

o-galaktoziddz gén kifejezédése hatékonynak bizonyult. A létrehozott t6rzs termelékenysége tovébb
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fokozhaté a fermentacids eljdras optimalizalasaval és hatékony technolégia fejleszthetd ki guar eredet(i enzim
fermentéciés eldallitasara (Fellinger et al., 1991). Osszehasonlitd vizsgalatokat végeztek guar eredeti
o-galaktozidaz gént hordozé Saccharomyces cerevisiae SU50B és Hansenula polymorpha 8/2 térzsek
alkalmazasaval. A tenyésztések kilonbdzé szénforrasok és kdrnyezeti paraméterek mellett, folyamatos
fermentacios technikaval térténtek. Tébb mint 500 6ras tenyésztés soran mindkét térzs genetikailag stabilnak
bizonyult és nagy mennyiségu extracelluléris a-galaktozidaz enzimet termelt. Az expresszios rendszerek erés
indukalhaté promotereket tartalmaztak. A SUS50B térzsnél GAL7 promotert alkalmaztak, ahol az
o-galaktoziddz szintézis indukcidjat korlatozta a kis mértékl galaktéz felvétel és még nagy higitasi
sebességek mellett is jelentds glukdz gatlas 1épett fel. A maximélis expresszional 28,6 mg extracellularis
o-galaktozidaz enzim termel6détt 1 g biomassza szarazanyagra vonatkoztatva. H. polymorpha torzs esetében
a formaldehid nagyon hatékony induktornak bizonyult és metanol-oxidaz szintézis mellett 42 mg extracellularis
o-galaktozidaz enzimet vélasztott ki 1 g biomassza sz&razanyagra vonatkoztatva. Az elért produktivitdsok
alapjan -S. cerevisiae SU50B torzsnél 3,25 és H. polymorpha térzsnél 5,5 mg a-galaktozidaz/ g szarazanyag *

liter * 6ra- a legjobb termeld tdrzsek kdzé sorolandok (Giuseppin et al., 1993).

2.4.42  Baktérium eredetii enzimek termeltetése E. coli gazdédban

Sikeresen klénoztak és fejeztettek ki E. coli térzsekkel Bacillus stearothermophilus (Fridjonsson et
al., 1999) és Thermotoga neapolitana (King et al., 1998) eredet( termostabilis o-galaktozidaz enzimet kédold
géneket. A nyers sejtextraktumban 1évé egyéb enzimek 75-80 °C-on térténd inaktivalasat kdvetden kdzvetlendil
hasznosithatd  prepardtum  készithets, illetve a  sejtmentes  extraktumbdl — kinyerheté  az
o-galaktoziddz enzim.

A Bifidobacterium adolescentis o-galaktoziddz enzime transzferaz aktivitdssal is rendelkezik, mely
tulajdonsag kiaknazhaté oligoszacharidok bioszintézisénél. A nagymennyiségl enzim elééllitsnél problémét
jelent az, hogy a bifidobaktériumok szigorlan anaerob szervezetek, valamint alacsony szintli az
enzimtermelésik. Ezért a bifidobaktérium eredetli o-galaktoziddz enzimet kddold gént kidnoztak és
kifejeztették E. coli gazdaban. A rekombinans enzim hozama szazszorosa volt az eredeti B. adolescentis
hozaméanak.

2.5  AZ ALFA-GALAKTOZIDAZ ENZIM BIOTECHNOLOGIAI HASZNOSITHATOSAGA

Az o-galaktozidaz enzimek széles szubsztratum specifitasuknak kdszdnhetéen, valamint annak,
hogy tdbb enzim koézlllk a hidrolitikus aktivitds mellett transzgalaktozilalasi képességgel is rendelkezik,

szamos biokonverzidban alkalmazhatok.
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25.1  Cukorgyartasnal a raffindz tartalom csokkentése

A répacukorgyartasnal a raffindz gétolja a szachardz kikristalyositasat, ezért az o-galaktozidaz
enzim alkalmazédsa hasznos lehet a cukorhozam ndvelésénél. Linden (1982) Mortierella vinacea pelletben
talalhaté o-galaktoziddz enzimmel hidrolizélta a cukorszirupban 1évé raffindzt, ezaltal ndvelve annak
szachardz tartalmat. A folyamat hatékonyabbd tehet6 immobilizalt enzimeket alkalmazd folyamatos
technolégiaval. Pynoporus cinnabarious eredetli o-galaktozidaz enzimet rogzitettek keresztkdtdtt kitozén
gyéngy6kon és 50 °C-on folytonos rendszerben 30 napon keresztll alkalmaztdk melaszban 1évé raffindz
hidrolizisére, melynek soran annak 85 %-at bontottak el (Mitsutomi et al., 1985, Ohtakara & Mitsutomi, 1987).
A Hokkaido Sugar Co. (Tokié, Japan) cég a cukorfinomitds soran a raffindz hidrolizisére kereskedelmi

forgalomban kaphaté Mellibia D® Mortierella vinacea micéliumot tartalmazé készitményt alkalmaz.

2.5.2  Novényi eredetii o-galakto-oligoszacharidok hidrolizise

A szacharéz o-D-galaktozidjai szdmos ndvényben megtaldlhatok, mint tartaléktdpanyagok.
Kiléndsen nagy mennyiségben raktarozodnak a hlvelyesek magjaiban. A galakto-oligoszacharidok nem
bomlanak le az egygyomr szervezetek vékonybelében, de a vastagbélben névekedési szubsztratumként
szolgélnak az ott honos mikroorganizmusoknak. Az enterobaktériumok gazképzédés kdzben hasznositjak
azokat, ezaltal flatulenciét okozva (Price et al., 1988). A flatulenciat gyakran kisérik egyéb kellemetlen tiinetek,
mint fejfajas, szédllés és emésztési zavarok. A hivelyesek e tulajdonsaga korldtozza széleskori
felnasznéldsukat a taplalkozasban (Castillo et al., 1990). A galakto-oligoszacharidok szintjének csdkkentésével
a fent emlitett problémak kikiiszobdlheték és javithatd e nyersanyagok tapértéke. Mikrobidlis eredetd
o-galaktoziddz enzimek alkalmazhaték a hiivelyesek raffindz csaladban tartozé galakto-oligoszacharidjainak a
hidrolizisére (Mulimani & Ramalingam, 1997; Somiari & Balogh, 1992; McGhee et al., 1978).

A sz6jat egyre névekvé mennyiségben alkalmazzak, mint olcsd és jo mindségl fehérje kiegészitést
az éleimiszerekben és takarmanyokban. A szdjatej alkalmazhat6 a tehéntej, illetve az anyatej kivaltasara olyan
csecsemdk és felnéttek étrendjében, akik allergiasak a tehéntejre, illetve sulyos laktdz hianyban szenvednek.
A gomba eredetli és ezek kdzil az Aspergillus oryzae &ltal termelt o-galaktozidaz enzim is alkalmasnak
bizonyult a szbjatej, flatulencia faktorként is ismert, galakto-oligoszacharidjainak lebontasara (Cruz et al., 1981;
Cruz & Park, 1982). Thananunkul munkatéarsaival (1976) olyan technoldgiakat fejlesztett ki, amelyekben a
szbja galakto-oligoszacharidok lebontaséra M. vinacea eredeti rogzitett o-galaktozidaz enzimet alkalmaztak
fluidiz&cids reaktorban. Kereskedelmi forgalomban 1évé a-galaktoziddzt is tartalmazéd enzimkészitményeket
teszteltek, mint lehetséges takarmény kiegészitdket baromfitipok beltartalmi értékének ndvelésére.
Megallapitottdk, hogy tovabbi mddositdsok szilkségesek a célnak megfeleld specidlis készitmények
kifejlesztésére (Slominski, 1994).
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Porter és munkatérsai (1990) egy integralt kinetikai megkézelitést dolgoztak ki a galakto-
oligoszacharidok hidrolizisének kévetésére. A modszer alkalmas lehet a mikrobidlis o-galaktozidaz enzimek
értékelésére a hivelyesekben talalhaté galakto-oligoszacharidok konverzidjanak meghatérozasaval.

Az éleimiszeriparban galaktomannénokat is alkalmaznak alloményjavitéként. A szentjanoskenyér
eredet(i termék kedvezébb reoldgiai tulajdonsagokat mutat, mint a jéval olcsobb és nagyobb galaktéz tartalmu
guar gumi, azonban az o-galaktozidaz enzimmel térténd modositast kdvetben eléallitott 22-24 % galaktéz
tartalmu termék ugyanolyan reoldgiai és stabilizalasi tulajdonségokat mutatott, mint a szentjdnoskenyér gumi.
Ez a felismerés (j biotechnolégiai eljdras kidolgozasét alapozhatja meg a guar gumi technofunkcionalis
tulajdonségainak javitasara (Bulpin et al., 1990).

Szamos o-galaktozidaz enzim képes a B vordsvérsejtek 0 vércsoportiva konvertaldsara (Harpaz et
al., 1977; Goldstein et al., 1982; Goldstein, 1989). Ez a tulajdonsag felhasznalhaté a gyégyitdsban, az
univerzélisan alkalmazhaté 0 tipusu vérhidny kielégitésére, a feleslegben |évé B tipusi vérmennyiség
hasznositasaval. o-Galaktoziddzos hidrolizissel a B tipusi vércsoportra jellemzé B antigén a 0 tipusu
vércsoportra jellemzd H antigénné alakithaté (Ginsburg, 1972). Klinikai tanulményok bizonyitjak, hogy az
enzimesen konvertdlt O tipusu vérsejtek biztonsagosan és hatékonyan alkalmazhaték a transzfuziés

gyakorlatban (Lenny et al., 1994).

25.3  Transzgalakto-oligoszacharidok szintézise

Az éleimiszergyartasban az egyszer(i oligoszacharidokat, mint a frukto-, a malto-, a galakto- és a
xilooligoszacharidokat bifidofaktorként alkalmazzék (Rivero-Urgell & Santamaria-Orleans, 2001). A komplex
oligoszacharidok, mint versengé receptorok meggatoljak a patogének bélhdmsejtekhez torténd kotédését. Az
oligoszacharidok helyspecifikus szintézise kémiai reakciokkal is megvalosithatd, de ezek tébblépéses,
bonyolult reakcidsorozatot igényelnek. Az enzim katalizalt reakcidk versenyképes alternativat jelentenek az
oligoszacharidok szintézisénél, mivel a glikozidazok a glikozidos kdtéseket nemcsak reverz reakcié altal,
hanem transzferdz aktivitisuk révén is létrehozz&k. Stabilitasuknak, olcsosaguknak és nagy
sztereospecifitdsuknak kdszdnhetden ezeknek az enzimek az alkalmazésa igen igéretes (Nilsson, 1987). A
transzglikozilaldsi  reakciokban  leggyakrabban alkalmazott nagy hatékonysdgu,  régiészelektiv
o-galaktoziddz enzim a kavébabbol szdrmazik (Koizumi et al., 1995; Spangenberg et al., 2002). Egyre tébb
mikroba eredeti enzimrdl bizonyitottak, hogy transzferdz aktivitassal is rendelkeznek (van Laere et al., 1999;
Spangenberg et al., 2000). Ezek kdzil is a gombék: Pynoporus cinnabarinus (Mitsutomi & Ohtakara, 1988),
Mortierella vinacea (Kaneko et al., 1990), Candida guilliermondii (Hashimoto et al., 1993; Hashimoto et al.,
1995), Trichoderma reesei (Savel'ev et al., 1996), Penicillium multicolor (Scigelova et al., 1999), Aspergillus
niger (Scigelova & Crout, 2000) o-galaktozidaz enzimei tarthatnak szdmot széleskord alkalmazasra.

A ciklodextrinek és az oldallancot tartalmazd ciklodextrinszarmazékok gllikozbdl felépild homogén
oligoszacharidok, amelyek alkalmasak a bomlékony vegyuletek stabilizalasara, illokomponensek megkétésére
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és viszkozus, illetve olajszer(i anyagok porszer(vé tételére. Uj tipusti heterogén ciklodextrinek |étrehozasahoz
k&vébab és Mortierella vinacea eredeti o-galaktozidaz enzimekkel sikeresen galaktozildltak ciklodextrineket.
A kavébab eredeti enzim a ciklodextrin gydrlbe is beépitette a galaktdzt, mig a M. vinacea csupén az
oldallanc galaktozildlasara volt képes (Hara et al., 1994).

Az utébbi idék kutatdsai bizonyitottdk, hogy a sertés eredetli szervek a legjobbak a
xenotranszplantaciéra. A legnagyobb probléma a sertés-ember transzplanticid esetén a rendkivil gyors,
human antitestek altal kdzvetitett hiperkritikus kilokdési folyamat. Kimutattdk, hogy ezek a human anti-Gal
antitestek megkétheték és semlegesithetdk o-D-Galp-(1—3)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-GIcNacp triszachariddal.
Penicillium multicolor eredet(i a-galaktozidaz enzim transzferdz aktivitasa nagyon specifikus o-(1—3) kétés

kialakitasra, amely a xenotranszplantacioknal jelentds elére lépést jelenthet (Singh et al., 1999).
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 AKISERLETEKBEN ALKALMAZOTT MIKROBIOLOGIAI ELJARASOK

3.1.1 Az alkalmazott Thermomyces lanuginosus térzsek
Az o-galaktozidaz enzim elBéllitasara a fermentécidknal enzimforrdsként az alabbi, kilénb6z6
térzsgydjteményekbdl szarmazo, Thermomyces lanuginosus fonalasgomba térzseket alkalmaztam: ATCC
American Type Culture Collections) 16455, ATCC 28083, ATCC 34626, ATCC 36350, ATCC 44008, ATCC
46882, ATCC 84400, CBS (Centraalbureau voor Schimmelculture) 218.34, CBS 224.63, CBS 288.54, CBS
395.62a, CBS 395.62b, DSM (Deutsche Sammlung Microorgnismen und Zellkulturen GmbH) 5826, IMI
(International Mycological Institute) 096218, IMI 110803, IMI 131010, IMI 140524.

3.1.2  Tapkozegek osszetételei

A fenntartdshoz alkalmazott tipkézeg
ATCC 336 (ATCC, 1984)
Burgonya-glukéz-agar (PDA, Potato Dextrose Agar)

Burgonya 500 ¢

Glikéz 20g

Agar-agar 15¢

Desztillalt vizzel 1000 ml-re kiegészitve
pH 6,6

Inokulum tdpkézeg
Glikbz-aszparagin tapleves (Hassum et al., 1991)

Glikéz 209
L-aszparagin 449
KHzPO4 3¢
KaHPO4 29
MgSOs . 7H20 059
Vogel-féle nyomelem oldat 1ml
Desztilllt vizzel 1000 ml-re kiegészitve

Vogel-féle nyomelem oldat (Vogel, 1964):

Citromsav. H20 5¢
ZnS04.7H20 5¢
Fe(NH4)2(SO4)2.6H20 19
CuS04.5H:0 0,25¢g
MnSO4H0 0,05¢
H3BOs (anhidrid) 0,059
NazM004.2H0 0,05¢
Desztilllt vizzel 1000 ml-re kiegészitve.
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Fermentacios tdpkézeg
A szén- és a nitrogénforras nélkili alapdsszetevék

KH2PO4 39
KoHPO4 29
MgSO4*7H0 059
Vogel-féle nyomelem oldat 1ml
Desztillalt vizzel 1000 ml-re kiegészitve

A kisérletek soran alkalmazott szén- és nitrogénforrasokat és azoknak mennyiségeit a KISERLETI
EREDMENYEK ES ERTEKELESUK részben fogom ismertetni.

Korpakivonatok készitése

100 g buzakorpat 1000 ml desztillalt vizben 30 percig forraltam, majd lesziirtem (Ke) és az igy nyert

extraktumot 2000 ml-re (K2), illetve 1000 ml-re egészitettem ki (K1).

Optimalizélt tapkbzegek az enzim eldallitishoz

Szachar6zos tapkdzeg (F1)

Szacharéz 30g
Ammoénium-acetat 99
KH2PO4 39
KoHPO4 29
MgSO4*7H0 19
Vogel-féle nyomelem oldat 1ml
Mcllvaine puffer (pH=7,5)-ral 1000 ml-re kiegészitve

Galaktomannanos tapkézeq (F2)

Locust bean gum (SIGMA) 10¢
Elesztékivonat 15¢
(NH4)2S04 21g
MgSO4*7H0 39
CaClz 0,23¢
FeSO4*7H0 059
KH2PO4 10g
Mcllvaine puffer (pH=7,5)-ral 1000 ml-re kiegészitve

3.1.3  Tenyésztési modszerek

3.1.31  Térzsfenntartds

Mivel a torzsek csak kb. 6 honapig tarolhatok ferde agaros (PDA) kémcsétenyészetben, ezért
id6kdzonként atoltdsuk szlkséges. A térzs sporas tenyészetébdl steril szikével kb. 0,25 cm?2 agardarabot
helyeztem a Petri csészében 1évd steril tapagar felliletére, majd 50 °C-on 10 napig inkubaltam. A spéras

tenyészeteket 4 °C-on hiitészekrényben taroltam felhasznalasig.

3.1.32  Inokulum tenyészetek készitése
A besporazott tenyészetekbdl szikével kivagtam egy 0,25 cm? felllleti agardarabot és 7 ml steril
0,1 % Triton X-100 oldatot tartalmazé kémcsébe helyeztem. Intenziv razassal biztositottam a konidiumok
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lemoséasat. Ezt kdvetéen 4 ml konidium-szuszpenzidval oltottam be az 500 ml-es Erlenmeyer lombikokban lévé
150 ml steril gliikoz-aszparagin taptalajt (pH=7,0). A tenyésztés Gallenkamp rdzégépben 47°C-on és 220

fordulat/perc sebességen, 24-48 6ran &t tortént.

3.1.3.3  Enzimfermentdcios kisérletek kivitelezése

Az enzimfermentacidkat razatott lombikos technikaval 500 mi-es Erlenmeyer lombikokban 150 mi
tapkdzegekben valdsitottam meg. A fermentaciokat meghatarozott mennyiségu és kord inokulum tenyészettel
inditottam. A fermentacié 47 °C-on, 220 fordulat/perc razatads mellett, 7-10 napig tortént. A fermentécids

folyamatot naponkénti mintavételezéssel és enzimaktivitds meghatarozassal kvettem.

32  ALKALMAZOTT PUFFEREK ES REAGENSEK

A puffereket Rauen (1964) altal szerkesztett kézikdnyvben megadott receptek alapjan készitettem. A
felhasznalt kerilt térzsoldatok dsszetételeit az alabbiakban adom meg.
Mcllvaine puffer (citrat-foszfat puffer)

0,1 M citromsav (21,008 g citromsav-monohidrat, 1000 ml desztillalt vizben oldva)

0,2 M dinétrium-hidrogén-foszfat (71,66 g Na2HPO4+*12H-0, 1000 ml desztillalt vizben oldva)
Glicin/HCI puffer

A-oldat: (0,1 M glicin (7,505 g/l) + 0,1 M NaCl (5,85 g/l))-térzsoldat

B-oldat: 0,1 N HCI-t6rzsoldat
TRIS/HCI puffer:

0,2 M TRIS-térzsoldat (24,2 g/l)

0,1 N HCl-térzsoldat

Reagensek

FOLIN reagensek

FOLIN 1: 2% Na2C030,1M NaOH-oldatban oldva

FOLIN 2a: 1%-0s CuSO4*5H20

FOLIN 2b: 2%-0s KNa-tartarat

FOLIN 3: 50 ml FOLIN 1 + 0,5 ml FOLIN 2a + 0,5 ml FOLIN 2b

FOLIN 4: Kétszeresére higitott gyari FOLIN CIOCALTEUS fenol reagens (MERCK)
Biuret reagens

0,8 g NaOH-ot 100 ml kiforralt desztillalt vizben oldottam, majd 2,25 g KNa-tartaratot, 0,75 g CuSOs-
ot és 1,25 g Kl-ot oldottam benne. A vegyiletek feloldddasa utan 250 ml-re allitottam be a térfogatot.
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Nelson reagens
100 g amménium-molibdenatot 1800 ml desztillalt vizben feloldottam, hozzaadtam 84 ml témény
kénsavat és 12 g dinatrium-hidrogén-arzenatot, melyet elézéleg 100 ml desztillalt vizben feloldottam. Az

oldatot 24-48 6rén keresztil barna vegben 37 °C-on, ezt kdvetden szobahdmérsékleten taroltam.

3.3  ANALITIKAI MODSZEREK

3.3.1  o-Galaktozidaz aktivitdis meghatarozasa
A 0,3 ml Mcllvaine pufferbdl (pH=4,2) és 0,5 ml 15 mM-os szubsztratumbél (p-nitrofenil-ow-D-
galaktopiranozid) all6 elegyet 5 percig 58°C-on, illetve a vizsgalat hémérsékletén eldinkubéltam, majd ezutén a
megfelelden higitott mintabdl 0,2 ml-t adtam hozza. Az enzimreakcitt 5 perc elteltével 5 ml 0,1 M-os natrium-
karbonét oldat adagoléséval leéllitottam. A felszabadult p-nitro-fenol mennyiségét 405 nm-en fotometridsan
hataroztam meg. Egy egységnyi o-galaktoziddz (NE) az az enzimmennyiség, mely 1 pmol p-nitro-fenolt

szabadit fel percenként az enzimreakcid kérilményei (pH=4,2 és T=58 °C) kdzétt.

3.3.2  Fehérje meghatarozasi médszerek

3321  Lowry modszer

0,5 ml mintdéhoz 4 ml FOLIN 3 reagenst adtam. 10 perc varakozas utan 0,5 ml FOLIN 4-et mértem
be, majd azonnal ol 6sszekevertem és 30 percig szobahémérsékleten alini hagytam. Ezt kévetéen 750 nm-en
megmértem az abszorbancidt. A fehérjekoncentraciét marha szérumalbumin felhasznalasaval készitett
kalibracios egyenes segitségével hataroztam meg. A médszer 2-100 ug fehériekoncentracio tartomanyban

alkalmazhaté megbizhatdan.

3322  Modositott Lowry modszer

A médositott Lowry médszerhez a ,Protein Assay Kit™-et (Sigma Kat. No.: P-5656) hasznaltam. A
mintdhoz 1 ml Lowry reagenst adtam, majd dsszekevertem és 20 percig szobahémérsékleten alini hagytam.
0,5 ml FOLIN CIOCALTEUS fenol reagens hozzéadasa utdn ismét jol dsszekevertem és 30 percig allni
hagytam, hogy a szinreakcid kialakulion. Az abszorbancia értékeket 750 nm-en hataroztam meg. A

fehérjetartalom kiszamitasa standard gdrbe segitségével tortént.

3323  Biuret modszer

3 ml reagenshez 0,3 ml mint&t adtam, majd a reakcidelegyet 20 percig szobahémérsékleten allni
hagytam. Az abszorbanciat 550 nm-en olvastam le. A fehérjekoncentraciét marha szérumalbuminnal készitett
standard egyenes segitségével hatdroztam meg. A Biuret modszer méréstartoméanya 0,5-5 mg/ml
fehérjekoncentracid.
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3.3.24 280 nm-en torténd fényelnyelésen alapulé modszer

A 280 nm-en térténd fehérjekoncentracié meghatérozast alkalmaztam a fehérjefrakciok elvélasztasa
sorén abban az esetben, amikor nem a pontos fehérjekoncentraciét akartam megtudni, hanem az egyes
frakcidk helyét és hozzavetdleges mennyiségét. A szeparacios technikanél méar nem kell tartani nukleinsavak

vagy kofaktorok zavard jelenlététdl sem.

3.3.3  Redukaldcukor meghatarozasa

3.3.31  Somogyi-Nelson modszer

2 ml megfeleléen higitott mintdhoz 2 ml Somogyi reagenst adtam, majd az elegyet 15 percre
forrdsban lévé vizflrddbe helyeztem. A reakcibelegy lehilése utdn hozzaadtam 2 ml Nelson reagenst és jdl
megkevertem, végll hozzaadtam 4 ml desztillalt vizet. A kapott reakcidelegy abszorbancidjat 520 nm-en
mértem és standard egyenes segitségével hataroztam meg a mintaban 1évé redukalocukor tartalmat (Somogyi
1945; Somogyi 1952; Nelson 1944).

3332  Réz-bicinkonindt modszer

A Waffenschmidt és Jaenicke (1987), valamint Fox és Robyt (1991) szerzék altal leirt modszert
alkalmaztam kisebb médositasokkal. Két térzsoldatot (A és B) készitettem. Az A oldat 150 mg 4,4’-dikarboxil-
2,2-bikinolin 100 ml desztilldlt vizben oldva. A teljes feloldédas utdn hozzaadtam 7,16 g vizmentes nétrium-
karbonatot majd 115 mi-re egészitettem ki desztillalt vizzel. A B oldat készitésénél 3,5 g L-aszparaginsavat és
1,09 g réz-szulfatot 140 ml desztillalt vizben oldottam fel. Utdna hozzéadtam 5 g nétrium-karbonatot és végl
150 ml-re egészitettem ki desztillalt vizzel. A méréreagens 23 ml A, 1 ml B oldatot és 6 ml 96 (v/v) % etanolt
tartalmaz, amelyet mindig a felhasznélasa el6tt 2 6raval kell késziteni és sétét Gvegben tarolandé.

40 wl meghatarozandé mintdt pipettdztam a mikrolemez mintatartbjaba és hozzéadtam 160 ul
méréreagenst. A lemezt lefedtem és 80 °C-on 30 percig termosztaltam. A szobahémérsékletre hitétt mintak
abszorbanciait 540 nm-en a BioRAD 550 tipust mikrotiterlemez leolvaséval mértem. A minta redukalcukor

tartalmat a standard egyenes segitségével hataroztam meg.

3.3.4  Szénhidratok mennyiségi és minéségi osszetételének meghatarozasa
Az enzimalkalmazasi kisérletek sordn a szénhidratok mennyiségi meghatdrozasahoz az alabbi
jellemzdkkel leirhaté HPLC (High Performance Liquid Chromatography) technikét alkalmaztam.
Készlilék: pumpa: Waters 600
detektor: Refraktiv index
integrator program: Millenium 2.0 for Windows
Oszlop: Supercol Carbohydrate Column C-610

Mozgbfazis: viz
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Aramlasi sebesség: 0,5 ml/perc

Minta térfogat: 20 ul

Oszlop hémérséklet: 80 °C

Detektor hémérséklet: 44 °C

Az injektalas elétt a mintdk tisztitdsara 0,45 um pérus atmérdjli membranon torténd sz(irést
alkalmaztam. Az egyes komponensek mennyiségi meghatérozasat a cslcs alatti terliletek alapjan és standard

egyenesek segitségével végeztem.

3.3.5  Galaktdz koncentracié meghatarozasa
Az o-D-galaktéz mennyiségének meghatarozdsédhoz a Roche cég (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) altal gyartott diagnosztikai készletet hasznaltam. A mddszer kivitelezése a gyarto altal
megadott Utmutat6 szerint tortént.

3.4 FEHERJE TISZTITASI MODSZEREK

3.4.1  Fehérje kicsapas
A fermentlében levé fehériék kicsapasara ammaonium-szulfatot illetve izo-propanolt hasznaltam. A
leh(it6tt fermentléhez folyamatos keverés mellett adagoltam a kicsap6szert, majd egy éjszakén &t hitében allni
hagytam, hogy a csapadék kivélas teljessé valjon.
A csapadékot centrifugalassal (10 perc, 2 °C, 10000 rpm) 6sszegydijtdttem, majd a fehérjét minimalis
mennyiségli 20 mM-os Mcllvaine pufferben (pH=5,6) oldottam vissza. A fel nem oldddott maradékot

centrifugélassal (10 perc, 2 °C, 10000 rpm) tavolitottam el.

3.4.2  Ultrasziirés
A fehérjék koncentralasara, tisztitasara és sétalanitasara ultrasz(irést alkalmaztam. A fehérjetisztitasi
lépéseknél 10 kDa végasi értékli Amicon ultrasziirét hasznéltam. A fehérjeoldatot fellilrél 3 bar tulnyoméas
biztositdsa mellett vittem a membranra. Az ultrasz(rés 0 °C-on tértént.

3.4.3  Kromatografias médszerek
Minden tisztitdsi lépés 4 °C-on tortént, FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography)
berendezéshez (Pharmacia, Uppsala, Sweeden) csatlakoztatott kiilonbdzé téltetii oszlopokon.
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Alkalmazott téltetek (Pharmacia, Uppsala, Sweeden)

loncserélék

DEAE Sepharose
gyenge anion-cserélé
dsszes ionkapacitas: 0,11-0,16 mmol/ml gél
maximalis lineéris térfogataram: 750 cm/h (25 °C, 100 kPa)
pH stabilitas: 3-12

Q Sepharose
kvaterner amin er8s anion-cserélé
dsszes ionkapacitas: 0,18-0,25 mmol/ml gél
matrix tipusa: 6 % keresztkdtésl agardz
maximalis lineéris térfogataram: 750 cm/h
pH stabilitas: 2-12

Molekulaszirék

Sepharose CL-6B
matrix tipusa: 6 % agaréz
optiméalis molekulatémeg elvalasztési tartomany: 10*103-4*106
ajanlott linearis térfogataram: 30 cm/h
pH stabilitas: 3-13

Superose 12
optiméalis molekulatémeg elvalasztési tartomany: 1000-3*105
matrix tipusa: keresztkétésu agardz
maximalis térfogataram: 1 ml/perc
pH stabilitas: 3-12

Hidroféb kélcsdnhatasu téltet

Phenyl Sepharose
Métrix tipusa: 6 % térhaldsitott agardz
Maximalis térfogataram: 3-4 ml/perc
Maximélis nyomas: 3 bar
Kapacitas: 40 umol fehérje/ml gél
pH stabilitas: 3-13

35 AZENZIM JELLEMZESNEL ALKALMAZOTT MODSZEREK

3.5.1 Elektroforetikus modszerek
Gélelektroforézist Laemmli (1970) mddszere alapjan végeztem.
Az als6gél (7,5%) bsszetevéi:

30 % akrilamid — 10 % bis-akrilamid-oldat

10 % SDS (natrium-dodecil-szulfat) oldat

1,5 M TRIS puffer (pH=8,8)

desztillalt viz

10 % APS (ammonium-perszulfat) oldat
TEMED (N,N,N,N'-tetrametil-etilén-diamin oldat)
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Az alségél feltdltése utdn a gélfelszinre izo-butil-alkoholt rétegeztem. A mivelet célja az volt, hogy a

poliakrilamid gél felszinét egyenletesre formazza, és elzérja a gélt a levegdtdl. A gél kb. 60 perc alatt dermedt

meg, ekkor az alkoholt ledntéttem rdla, és az alsdgélre rétegeztem a gy(ijtégélt. A gy(ijtégélt is hagytam

megdermedni.

A gyUijtégél (4,1 %) dsszetevdi:

30 % akrilamid — 10 % bis-akrilamid-oldat 0,66 ml
10 % SDS 0,05 ml
0,5 M TRIS puffer (pH=6,8) 1,25 ml
desztillalt viz 2,98 ml
10 % APS oldat 0,05 ml
TEMED oldat 0,01 ml

A mint&kbdl kis mennyiséget Eppendorf csébe tettem, majd liofiliz&ltam. Az igy elékészitett mintakat

kis mennyiségl mintakezeld pufferben feloldottam, majd 5 percig 95 °C-on vizflird8ben tartottam.

Mintakezel tdrzsoldat 6sszetétele:

Desztillalt viz 4,8 ml
0,5 M TRIS-HCI puffer (pH=6,8) 1,2 ml
glicerin 1,0 ml
10%(m/v) SDS oldat 2,0 ml
0,1%(m/v) bréomfenolkék 0,5 ml

Mintakezeld puffer:

mintakezeld térzsoldat 475
[3-merkaptoetanol 25 ul

Ezutan a megszilardult, féslvel készitett gél zsebeit feltdltdttem a futtatni kivant mintaval és a

fehérjekeveréket tartalmazé standarddal, majd futtato pufferbe (3,03 g TRIS + 14,4 g glicin +1g SDS, 1 liter

desztillalt vizben oldva) helyeztem. A futtatas 20 mA &llandd dramerésség mellett tortént.
A fehérje keveréket tartalmaz6 standard elékészitése:

A standardot 1:20 aranyban higitottam a mintakezelé pufferral, majd 5 percig 95°C-on melegitettem.

Utana lehitéttem és 10 ul mennyiséget vittem fel a gélre.

A molekula markerekben (BioRad, Pharmacia) 1évé kalibrald fehériék:

miozin 200 kDa
[-galaktozidaz 116 kDa
foszforilaz B 97 kDa
marha szérum albumin 66 kDa
ovalbumin 45 kDa
karbon-anhidraz 31 kDa
lizozim 14 kDa
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A futtatds utan a gélt 20%-os TCA (triklér-ecetsav) oldatban 10 percig fixaltam. Utana tdbbszor
atmostam 96 % etanol : 96 % ecetsav : desztillalt viz = 40:10:50 aranyl keverékével. A mosés utan a fehérjék

festésére 0,25 % Coomassie Brillant Blue R 250-et hasznaltam.

3.5.2  Glikoprotein jelleg vizsgalata

A 280 pl térfogban oldott 440 ug tiszta enzimkészitményt és 120 wl triklérecetsavat tartalmazo
reakcioelegyet 100 °C-on 4 odran &t inkubéltam. A szobahSmérséklet(i reakcié keveréket vékuum
evaporatorban szérazra paroltam. A pelletet desztillalt vizzel hdromszor dtmostam a szénhidrat analizis el6tt.
A csapadékot 100 wl HPLC minéségu vizzel oldottam fel. A cukrok mennyiségi meghatarozasa redukaldcukor
tartalom alapjan és nagynyomésl anion cserélé kromatogréfidval (HPAEC) tortént. A szénhidratok
elvélasztasara CarboPack 10 (5 mm x 250 mm) oszlop szolgalt, amely amperometrias detektorhoz
kapcsolédott (PAD) (DIONEX rendszer) és az elualashoz 0,1 N natrium-hidroxidot hasznaltam.

3.5.3  Azenzim deglikozilalasa
2 mg enzimfehérjét 200 wl vizben oldottam fel, az oldhatatlan részeket centrifugélassal tavolitottam
el. 20 ul 1% natrium-dodecil-szulfatot, 0,5 M [3-merkaptoetanolt és 0,1 M EDTA-t tartalmazé mintahoz 200 mM
natrium-foszfatban (pH=8,5) + TritonX100 (Jackson, 1994) oldott 1 egységnyi N-glikozidaz F vagy N-glikozidaz

H enzimet adtam. A kezelés 37 °C-on 17 éran at tortént.

3.5.4 A hémérséklet és a pH hatasa az enzimstabilitasra
A tisztitott o-galaktoziddz enzim stabilitasat vizsgéltam kulénbdzé pH értéknél és kiilénbdzd
hémérsékleten. A Mcllvaine puffereket pH=3 és pH=7,8, valamint a TRIS/HCL puffereket pH=7,2 és pH=9
kozotti tartomanyban alkalmaztam. Az enzimet 30 °C és 70 °C kozotti hémérsékleteken inkubéltam a
klilénbdzd pH értéki pufferben. Meghatarozott iddkozonként mintakat vettem és standard korilmények kozott

megmértem az enzimaktivitdsukat.

3.5.5  lonok hatasa az enzimaktivitasra
Az ionok o-galaktozidazra gyakorolt hatsét enzimaktivitds méréssel vizsgaltam 65 °C-on 50 mM
Mcllvaine pufferben (pH=5,5) 5 perces reakci6idd alkalmazasaval. A méréshez 10 mM-os oldatokat
készitettem Mcllvaine pufferben (pH=5,5) a kdvetkezd vegyiletek felhasznélasaval: MnSO4, MgCl2*6H20, KCI,
AgNOs, CuSO4, HgClz, CaClz, NiCl2*6H20, ZnSO4, CoCl2*6H20.

3.6  KINETIKAI PARAMETEREK MEGHATAROZASA

A T. lanuginosus CBS 395.62b eredetl o-galaktozidaz enzim kinetikai paramétereit p-nitro-fenil-ot-

D-galaktopiranozid, raffinéz és sztachiéz szubsztratumokon hatéroztam meg. A kilénbdzé koncentrécidju
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szubsztratum oldatok pH=4,2 Mcllvaine pufferral késziltek és az enzimreakcidkat 55 °C-on hajtottam végre.
Para-nitrofenil-o-D-galaktopiranozid szubsztratum esetében 0,1 NE (55 ng fehérje) enzimet alkaimaztam és a
felszabaduld p-nitrofenol mennyiségét hasonldan hataroztam meg, mint az aktivitds méréseknél. A raffinéz és
a sztachi6z esetében 0,15 NE (82,5 ng fehérje) enzimet hasznaltam és a hidrolizis folyamatét redukélécukor

tartalom meghatarozaséval kdvettem. Az adatok kiértékelése Hanes-Woolf (Segel, 1975) modszerével tértént

K
BI__1 g M
Vmax Vmax

az alabbi egyenlet alapjan:

3.7 KISERLETTERVEZES

A tapkdzeg Osszetétel meghatarozdsénal a kisérletes optimalizdsra ortogondlis elrendezésii
kétszint( faktorialis terveket készitettem. 2r tipusu teljes faktoridlis kisérleteket valdsitottam meg, ahol ,p” a
vizsgalatba bevont faktorok szdmat, azaz az optimalizalandd paramétereket jelenti. Mind mennyiségi, mind
mindségi faktorok hatésai vizsgéalhatok. Mindegyik faktort két szinten vizsgéljuk. Legyen a j-edik faktor z és a
vizsgalati szintek zmn és zmax, akkor az adott paraméter alapszintje (z°) és varidcids intervalluma (Az) az

alabbiak szerint definialhatd:

+z. zmax _ , min
,0_"J I a2l i
J 2 ! 2
s . A ., - Zj_Z?
A szamitasok egyszersitésére a faktorokat a kvetkezSképpen célszerd transzformalni: x ; = A
Z .
J

A téptalaj optimalizaciés kisérletek értékelésére modellt allitottam fel. A paraméterek
meghatarozasahoz tdbbvaltozos lineéris regressziot alkalmaztam az SPSS 10.0 for Windows programcsomag
segitségével. Varianciaanalizis segitségével megéllapitottam a feltételezett modell adekvéat voltat (Kemény &
Deék, 1993).
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4 KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

41 ALFA-GALAKTOZIDAZ ENZIM ELOALLITASA FERMENTACIOVAL

Az extracelluldris o-galaktoziddz enzim szintéziséhez egy termofil gombat, a Thermomyces
lanuginosus fajt valasztottam, melynek névekedési hémérséklet optimuma 45-50°C kdzétt taldlhatd. Ennek

alapjan a fermentécios kisérletekhez 47°C-os tenyésztési hdmérsékletet alkalmaztam.

4141 Thermomyces lanuginosus torzsek o-galaktozidaz aktivitasa
Az extracellularis o-galaktozidaz szintézis indukalasahoz 1 (m/v) % raffindzt és nitrogénforrasként
0,4 (m/v) % L-aszparagint alkalmaztam. Az o-galaktozidaz aktivitas alakulasat 8 napig tarté fermentécid sorén
vizsgéltam. Az enzimaktivitds méréseket pH=4,2-nél (Mcllvaine puffer) és 50, valamint 58 °C-on is
elvégeztem. A legmagasabb aktivitds értékeket a fermentacié 6. napjan vagy ezt kdvetden tapasztaltam. Az
egyes tdrzsek maximalis enzimaktivitasait az 5. abra mutatja.

alfa-galaktozidaz aktivitas
[NE/ml]
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Thermomyces lanuginosus torzsek

5.4bra Thermomyces lanuginosus torzsek maximalis extracellularis o-galaktozidaz aktivitasa
szubmerz fermentacioknal
1 (MA) % raffindz, 0,4 (miv) % L-aszparagin; a meghatarozas hémérséklete: 50°C &1 , 58°C B

A szkrinelés eredményeként megallapitottam, hogy a CBS 218.34-es t6rzs kivételével valamennyi

térzs enzim aktivitasa 58 °C-on magasabb volt, mint 50 °C-on.
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50 °C-on az enzimaktivitas értékek 0 és 13 NE/ml kozétt valtakoztak. A térzsek tulnyomé tébbsége
alacsony aktivitas értékeket mutatott, amelyek az adott térzsre jellemzéen 0 és 4 NE/m| enzimaktivitas
tartomanyban voltak. Az ATCC 28083-as tdrzs a mérések sordn nem mutatott o-galaktoziddz aktivitast. Az
enzimtermeltetés szempontjabdl legigéretesebbnek a CBS 395.62b, a CBS 395.62a, az ATCC 16455, a DSM
5826 és az ATCC 84400 jelzési torzsek bizonyultak. E térzsek 58 °C-on mért aktivitds értékeinek idébeni
alakulasat szemlélteti a 6. &bra. Az ATCC 16455 és 84400, valamint a DSM 5826 jelzés(i térzs maximalis
o-galaktoziddz aktivitas értékei 6-8 NE/ml tartomanyban voltak. A legmagasabb aktivitast minden vizsgélati
idépontban a CBS 395.62b torzs biztositotta, amely a 8. napon 15,73 NE/ml értéki volt. Az aktivitasi gbrbe
monoton névekedett. Hasonléan monoton névekedd enzimaktivitdsokat tapasztaltam a CBS 395.62a jelzési
torzs esetében, de ennek legnagyobb aktivitasa csupan 11,2 NE/ml volt. A legjobb termeléképességgel
rendelkezé CBS 395.62a és CBS 395.62b térzsvonalak az eredeti térzsbdl szegregélodott eltérd fruktifikacios
tulajdonsagot mutatd izolatumok (7. abra).

18
16
\!I,
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=
= 12
N —
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=
© 67
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fermentacids idé [nap]

6. abra A potencialis o-galaktozidaz termelé térzsek aktivitasi gérbéi az idé fiiggvényében
1 (M) % raffindz, 0,4 (m/v) % L-aszparagin
CBS 395.62a -, CBS 395.62b ~@— , ATCC 16455 =9 ATCC 84400 —#— , DSM 5826——
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CBS M5.61b

7.4bra Thermomyces lanuginosus CBS 395.62 jelii térzsbél izolalt morfoldgiai mutansok

Zaprometova & Ulezlo (1988) hasonld &tfogd szelekcids kisérleteket végzett penész eredet
o-galaktoziddz enzim szintézisére vonatkozéan kulénbdzé indukcids tapkdzegek alkalmazasaval.
Vizsgalataikban Alterneria, Aposphaeria, Aspergillus, ~Aureobasidium, Cephalosporium/Acremonium,
Chrysosporium, Cladosporium, Fusarium, Gliocladium, Mucor, Penicillium, Scopulariopsis, Spicaria,
Trichoderma, Verticillium nemzetséghez tartozd fajok térzseinek extracelluldris o-galaktozidaz aktivitasait
vizsgaltdk. Eredményeik is alatdmasztjdk, hogy egy adott fajhoz tartozd térzsek is jelentds kiildnbségeket
mutathatnak az enzimaktivitasok tekintetében. Az Aspergillus niger térzsek o-galaktozidaz aktivitasai 5-15
NE/ml, mig a Penicillium canescens 2-21 NE/ml és a Penicillium frequentans 1-17 NE/ml értékek kozott
valtoztak.

Tovabbi kisérleteimet elsédlegesen a legigéretesebbnek tartott T. lanuginosus CBS 395.62b jelzés(i
torzs vizsgalatara dsszpontositottam. Az enzim fermentéciok hatékonysdganak maximalizalasa elétt,
fontosnak itéltem adatokat gyCijteni az adott gombabdl szarmazd enzim aktivitasanak optimélis paramétereire
vonatkozéan.

4.1.2 Az enzimaktivitas mérés optimalis koriilményeinek meghatarozasa
Az enzim fermentacidk értékeléséhez elészér meghataroztam az o-galaktozidaz aktivitasmérés
azon komyezeti paramétereit, amelyek mellett maximalis aktivitas mérhet6. A meghatarozasokhoz a
T. lanuginosus CBS 395.62b jelzési térzs 1 % raffindz, 0,1 % glikoz valamint 0,4 % L-aszparagin tartalmi

fermentacios tapkdzegen elééllitott 4 napos tenyészetének szrletét alkalmaztam.

4.1.21  pH optimum

Az enzimaktivitas szempontjabdl optimalis pH érték meghatarozdsdhoz Mcllvaine puffereket
(pH=3,0-7,8) alkalmaztam. Az aktivitas mérés eredményeit a 8. &bra szemlélteti. A maximalis enzimaktivitasok
a savas pH tartomanyban mérhetdek. A pH=3,8-4,4 kdzétti tartomanyban az aktivitas értékek csupan 5 %-0s

eltéréseket mutattak. Az aktivitis a savasabb pH értékek iranydban gyorsabban csdkken, mig a lugos
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tartomany felé haladva a csdkkenés lasstbb dtemd. A fenti meggondolasbél az aktivitismérésekhez pH=4,2

értéket valasztottam.

4.1.22  Hoémérséklet optimum

A hémérséklet optimum meghatarozésa szintén aktivitisméréseken keresztil tértént 35 °C-tdl
70 °C-ig terjedd hémérsékleti tartomanyban. A mérési adatok a 8.B abrén keriltek dsszefoglalasra.

A maximalis a-galaktozidaz aktivitast 58 °C-on mértem. Az aktivitas értékek a nagyobb
hémérsékleteken meredeken csokkentek és 70 °C-on az 58 °C-on tapasztalt aktivitds értéknek mar csak

11 %-at lehetett mérmi.

relativ alfa-galaktozidaz aktivitas
[%]
3
relativ alfa-galaktozidaz aktivitas
[%]
3

0 T
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

30 34 38 42 46 50 54 58 62 66 70 74
pH hémérséklet [°C]

8. abra Az extracellularis o-galaktozidaz aktivitas pH és hémérséklet fiiggése a tenyészlé sziirletében
vizsgalva

4.1.3 Az enzimaktivitas alakulasa o-galaktozidos kotéseket tartalmaz6 szubsztratumokon
Az a-galaktoziddz enzimtermelést megalapoz6 kisérletek soran ndvekedési szubsztratumként olyan
vegylleteket alkalmaztam, amelyek o-galaktozidos kotéseket tartalmaznak, illetve olyan mezégazdasagi

eredet(i 6sszetett anyagokat vélasztottam, amelyekben ilyen komponensek talalhatoak.

4.1.3.1  Extracelluléris c-galaktozidaz termelés raffinoz szubsziratumon

A maximdlis o-galaktozidaz aktivitds elérése érdekében az optimdlis tapkdzeg Osszetétel
meghatarozdsahoz elsé Iépésként 1 (m/v) % raffindz és 0,1 (m/v) % glukdz szénforrdsokon, valamint
0,4 (m/v) % L-aszparagin nitrogénforrason torténé enzimtermelést kivintam megismerni abbdl a célbdl, hogy a
tovabbiakban eredményeimet ehhez viszonyithassam. A fermentacids kisérletet harom ismétlésben hajtottam

végre, amely vizsgalatoknak &tlagait mutatom be a 9. &bréan.
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alfa-galaktozidaz aktivitas [NE/ml]

2 3 4 5 6 7 8
fermentacids idé [ora]

9. 4bra A T. lanuginosus CBS 395.62b gombatdrzs extracellularis o-galaktozidaz aktivitasanak
alakulasa 1 (m/v) % raffindz szubsztratumon

0,1 (M) % gliikdz, 0,4 (m/v) % L-aszparagin

Az o-galaktozidaz aktivitas a fermentécids idé fiiggvényében monoton névekedést mutatott, amely a
fermentéci6 5. napjara elérte a 12 NE/ml értéket, de a fermentacio 7. napjan is csupan 12,66 NE/ml értéket
mutatott.

Zapater és munkatérsai (1990) Aspergillus ficuum NRRL 3135 t6rzs o-galaktozidaz termelésére
szintén raffindzzal térténd indukciét alkalmazott. Az indukcid hatasa csak azutdn jutott érvényre, amikor a
tapkdzegbdl mar elfogyott a glikdz. Ezt kdvetden az o-galaktozidaz aktivitds monoton ndvekedett, de a
fermentacio 7. napjan mért legnagyobb aklivitas is egy nagysagrenddel kisebb volt, mint a T. lanuginosus CBS
395.62b torzs altal kivlasztott enzimé.

4.1.32  a-Galaktoziddz enzimtermelés galaktomannan szubsztratumokon

Az a-galaktozidos kotést tartalmazd oligoszacharidok mellett megvizsgéltam a galaktomannanok
alkalmazhatdsagat extracelluldris o-galaktoziddz enzim eléallitasara. Ezen vegyiletekben a mannén
gerinchez oldalldncként o-galaktozidos kétéssel kapcsolodnak a galaktdz molekuldk. Vizsgélataimban az
o-galaktoziddz enzim indukalasara guar és szentjdnoskenyér eredetli galaktomannant alkalmaztam, mint 6

ndvekedési szubsztratumot.

Fermentacios kisérletek guar gumi tartalmu tapkdzegeken

A fermentécids alapdsszetevéket 0,1 (m/v) % glukdzzal, 0,4 (m/v) % L-aszparaginnal és kiilénbdzd
koncentraciéban guar gumival egészitettem ki. A 8 napig vezetett fermenticié folyaman az

o-galaktozidaz aktivitas alakulasat szemlélteti a 10. abra.
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alfa-galaktozidaz aktivitas [NE/mI]

0.0 T T T T T T 1

fermentacids idé [nap]

10. dbra Extracellularis o-galaktozidaz aktivitas alakulasa kiilonb6zé mennyiségii
guar gumit tartalmazo tapkozegeken

Guar gumi koncentracio (m/v) %: 0,5 B, 1,0 =f— 1,5-@—

A mért aktivitasok a fermentécid soran 0,63 és 1,59 NE/ml értékek kozott valtoztak. Ezek az értékek
egy nagységrenddel alacsonyabbak voltak, mint a raffindz szubsztratum alkalmazésanal, igy nem bizonyulhat
alternativnak az enzimtermeltetésre. 1,5 % guar gumi ndvekedési szubsztratumként val6 alkalmazéaséanal a
viszkozitds ndvekedésének és ezéltal az elégtelen levegdellatas eredményeként, az enzimaktivitds mar
alacsonyabb szinten maradt, mint 1 % guar gumi esetében.

Fermentacios kisérletek szentjanoskenyér gumit tartalmazé tapkdzegeken

A fermentécids alapdsszetevéket 0,1 (m/v) % glikédzzal, 0,4 (m/v) % L-aszparaginnal és kiilénb6z6
koncentracioban szentjdnoskenyér gumival egészitettem ki. A 6 napig vezetett fermentdcié soran az
aktivitisok 1,83 és 3,39 NE/ml értékek kozott voltak. Az aktivitisok csupan egy 6tddét, illetve negyedét
mutattdk az 1 % raffindz szubsztratumon tapasztalt titereknek. Figyelembe véve az adott tapkomponens
beszerezhet8ségét és az arat, nem bizonyulhat versenyképes szubsztratumnak az o-galaktozidaz enzim

eléallitasahoz.

4.1.3.3  Enzimfermentdcios kisérletek borsdliszten

A kisérletekben fajtaazonos (UM-1103, Hunor 1997) borsoliszteket alkalmaztam. Elékisérletek soran
meggy6zédtem arrdl, hogy a borsé fajtaja nincs szignifikdns hatassal az enzimaktivitas alakuldsara.

A fermentaciéknal 0,4 (m/v) % L-aszparagint tartalmazé tapkdzegeket hasznaltam és a raffindzos
kisérletekben 1 (m/v) % raffindzt és 0,1 (m/v) % glikozt tettem a taplevesbe. A borsoliszttel készitett

tapkdzegek 0,1 (m/v) % raffindz és 0,5 (m/v) % gliikoz kiegészitést is tartalmaztak. Az enzimfermentécidk
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sorén a kiemelkedden j6 teliesitményt mutaté CBS 395.62b, valamint a kdzepes aktivitdssal rendelkez6 DSM
5826 jelzési torzsek termeléképességét is megvizsgéltam. A két parhuzamos vizsgélatban megvalositott

kisérletek eredményeinek atlag értékeit a 11. abra mutatja.

alfa-galaktozidaz aktivitas
[NE/ml]

fermentacids idé [nap]

11. dbra Az a-galaktozidaz aktivitasok alakulasa kiilonbozé szubsztratumokon az idé fliggvényében

DSM 5826-2 (m/v) % borsdliszt =1, DSM 5826-1 (m/v) % raffinéz & ,
CBS 395.62b-2 (m/v) % borséliszt [ | CBS 395.62b-1 (M) % raffinoz B

Ebben az esetben is a CBS 395.62b térzs mutatta a kedvezébb o-galaktozidaz aktivitdsokat. E térzs
esetében 1 (m/v) % raffindz indulé koncentracional a fermentacié 5. napjan az aktivitds megkdzelitette a
10 NE/ml értéket, mig 2 (m/v) % borsolisztet tartalmazé tdpkdzegen csupén 4,8 NE/ml aktivitast tapasztaltam.
Ez utdbbihoz hasonld aktivitdsi goérbét kaptam a DSM 5826 jelzési tdrzs alkalmazasaval raffindz
szubsztratumon. Ettél elmaradt a borsélisztet tartalmazé tapkdzegen tapasztalt aktivitas, ahol a maximalis
aktivitas 2,5 NE/ml volt.

Az enzimaktivitdsok fokozasa céljabél mind a raffinz, mind a borséliszt (Hunor 1997)
koncentraciokat megndveltem és a tapkdzegben nitrogénforrdsként tovabbra is L-aszparagint alkalmaztam, de
a glukdz kiegészitést elhagytam. A 32 (m/v) % borsolisztet tartalmazé tapkdzeg igen sdrli volt, a gomba
csupén a feliletén ndvekedett, igy szubmerz fermentécié megvaldsitasahoz alkalmatlannak bizonyult. A 7
napos fermentacio sordn elért aktivitis értékeket, valamint a fermentacidk természetének mélyebb

megismerése miatt a pH értékeket is bemutatom a 12. abrén.
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alfa-galaktozidaz aktivitas [NE/ml]

fermentacids idé [nap]

12. dbra Az o-galaktozidaz aktivitasok alakulasa kiilénb6zé 6sszetételii tapkdzegeken
raffindz 1 (m/v) % =B, raffindz 2,8 % =&, borsdliszt 8 (M/v) % ==, borsoliszt 16 (m/v) % =&=

A legkedvezdbb o-galaktozidaz aktivitisokat a 2,8 (m/v) % raffindz tartalmd tapkdzegen értem el,
amely a fermentacié 6. napjan kdézel 30 NE/ml értéket mutatott, ezt kovette a 16 (m/v) % borsélisztet
tartalmaz6 tpkdzegen ugyancsak a 6. napon tapasztalt 18,95 NE/ml aktivitas érték.

Az 1 (m/v) % raffindzt és a 8 (m/v) % borsélisztet tartalmazé tapkdzegen elért termelési értékek
azonos aktivitasi profilt mutatva a fermentacio 7. napjan kozelitették meg a 10 NE/ml-es értéket.

A pH értékek — a 16 % borsolisztet tartalmazé tapkdzegen térténé fermentacio kivételével —
mindegyik kisérletben pH=8,3 értékii maximumot mutatnak. Ezzel szemben a 16 (m/v) % borsélisztet
tartalmaz6 tapkdzeg esetében a fermentacié egész folyamén a pH érték stabilan pH=5,4-5,7 kdz6tt volt. Ez a
jelenség a borsolisztben 1évé nagy pufferkapacitassal rendelkezé komponenseknek tulajdonithaté.
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4.1.34 Faktorialis kisérletek

Kétszintl(l harom faktoros kisérleti terv

Az elSkisérletek eredményeibdl arra kdvetkeztettem, hogy az o-galaktozidos kétéseket tartalmazo
megerdsitésére kétszintl 3 faktoros kisérleti tervet allitottam fel. A faktortervben a raffindz koncentracié mellett
vizsgéltam az L-aszparagin és a Mg-ion koncentracitjanak hatasat is az o-galaktozidaz aktivitds alakulaséra.
Kdzponti elrendezésli ortogondlis tervet szerkesztettem és teljes faktoridlis tervet valdsitottam meg. A
0,1 (mN) % glikézt tartalmazd fermentaciés tapkdzeget a faktortervnek megfeleld koncentraciéban
egészitettem ki a kisérleti tervben szerepl6é faktorokkal, azaz az optimalizalandd tapkomponensekkel. A

kisérleti tervet mutatja a 8. tablazat.

8. tablazat A kisérleti terv a természetes és a transzformalt faktorokkal

S Koncentraciok [(m/v) %] Transzformalt faktorok / szintek
21 22 23 X1 X2 X3

1. 1,5 0,6 0,07 +1 +1 +1
2. 1,5 0,2 0,07 +1 -1 +1
3. 1,5 0,6 0,03 +1 +1 -1
4. 1,5 0,2 0,03 +1 -1 -1
5. 0,5 0,6 0,07 -1 +1 +1
6. 0,5 0,2 0,07 -1 -1 +1
7. 0,5 0,6 0,03 -1 +1 -1
8. 0,5 0,2 0,08 -1 -1 -1

z1és x1: raffindz; z2 s xz: L-aszparagin; zs és xa: MgSO4*7H20

Matematikai statisztikai értékelés segitségével meghatarozhatd az egyes paraméterek hatdsa az
o-galaktozidaz termelésre, valamint interakciojuk hatdsa is értékelhetd. A taptalaj optimalizaciés kisérletek
értékelésére tdbbvaltozos lineéris regressziét alkalmaztam az aldbbi modellt feltételezve:

Y =bo + b1z1 + D222 + b3zs, ahol Y a maximalizalandd fliggvény, azaz az a-galaktozidaz aktivitas
bo, b1, b2, bsaz egyenlet meghatarozand6 paraméterei.
A 7 napos fermentécid 7. napjan az enzimaktivitast prognosztizalé egyenlet az alabbi:
Y=2,255+12,434"21-7,372*22+6,531"23
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Az egyenletben a vastagon kiemelt szam azt mutatja, hogy mely faktor volt 95 %-0s szignifikancia szinten

hatassal az enzimtermelésre. Az L-aszparaginnak (bo) és a MgSOy-nak (b3) ebben a tartomanyban nincs
szignifikans hatasa, mig a raffindznak (b1) kiemelkedGen pozitiv hatasa van az enzimtermelésre.

Tekintettel arra, hogy a kisérleti eredmények alapjan csupan a raffindznak volt szignifikins hatésa az
enzimtermelésre, a tovabb 1épésnél csupén e faktor esetében hatéroztam meg j munkapontot, a masik két
faktort rogzitettem az eredeti munkapont értékein és Ujabb faktor tervet allitottam fel.

Kétszint(l két faktoros kisérleti terv

Ebben a kisérletben a raffindznak, mint mennyiségi faktornak és a N-forrasoknak - L-aszparagin és
éleszt6kivonat formajaban-, mint minéségi faktoroknak hatasat vizsgaltam az enzimtermelésre vonatkozban. A
vizsgalt nitrogénforras mennyiségének meghatarozdsa az azonos nitrogéntartalomra vonatkoztatva tortént. A
raffindz Uj munkapontjaként 2,0 (m/v) %-os értéket valasztottam 0,5 (m/v) %-o0s |éptéktényezével. A véltozatlan
paraméterek koncentréacioi: glikdz 0,1 (m/v) %; KH2PO4 0,3 (m/v) %; K2HPO4 0,2 (m/v) %; Vogel 0,1 (v/vf) %;
MgSO4*7H0 0,05 (m/v) %. A kisérlet soran ketszint(i két faktoros teljes faktortervet készitettem es
valositottam meg. Ennek megfeleléen 22=4 kisérleti bedllitds szerepelt a kivitelezendd tervben. A kisérlethez

az alabbi 4 féle tapkdzeget alkalmaztam (9. tablazat).

9. tablazat Az alkalmazott tapkézegek raffindz koncentracidja és nitrogénforras tartalma

Kisérlet Raffin6z [(m/v) %] N-forras
1. 1,5 0,4 (m/v) % L-aszparagin
2. 1,5 0,8 (m/v) % élesztékivonat
3. 2,5 0,4 (m/v) % L-aszparagin
4, 2,5 0,8 (m/v) % élesztékivonat

Az egyes kisérleti fermentacioknal az o-galaktozidaz aktivitdsok alakulasat a 13. abran mutatom be.
A fermentaciok soran az élesztékivonaton nevelt gomba magasabb enzimaktivitisokat adott, mint
L-aszparagin nitrogénforrdson, de a raffinz mennyiségének ndvelése jelentésebb aktivitasnévekedést
okozott. 2,5 (m/v) % raffindz koncentraci6 alkalmazasaval a fermentacié 7. napjan az o-galaktozidaz aktivitas
36-37 NE/ml értékd volt. A tapkdzeg raffindz koncentrécidjat a nemkivanatos ozmotikus viszonyok kialakulasa

miatt, valamint gazdasagossagi megfontoldsokbdl sem kivantam tovabb névelni, ezért stratégiat valtoztattam.
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alfa-galaktozidaz aktivitas [NE/ml]

fermentacids idé [nap]

13.dbra Az a-galaktozidaz enzimaktivitas alakulasa a kétszintii két faktoros kisérletsorozatban

1. kisérlet =7'v=, 2. kisérlet =Cm 3. kisérlet == 4. kisérlet =@=—

4.1.35  Kiilonb6zb nitrogénforrdsok alkalmazasanak hatdsa az a-galaktozidaz aktivitasra

2,5 (m/v) % raffindzzal és 0,1 (m/v) % gllkdzzal kiegészitett fermentaciés tapkdzegben 7 féle

nitrogénforrast vizsgaltam meg az o-galaktozidaz termelés szempontjabdl. A vizsgaland6 nitrogénforrdsok

koncentraciok feltintetésével a 10. tabldzatban adom meg.

A kulénbdzé nitrogénforrast tartalmazo tapkdzegekben a gombatdrzs jol szaporodott, de
pigmentképzésikben jelentds eltérés mutatkozott. A 4., 6. és 7. kisérletben szinanyag termelés nem volt. Az
5. kisérletben sététbarna pigmentet valasztott ki a gomba, mig az 1., 2. és 3. kisérletben enyhén rézsaszin(i
pigmentképzést tapasztaltam. A kisérleteknél észlelt megfigyeléseket és a mérési eredményeket a 11.

tablazatban gydjtéttem dssze.

10. tablazat A tapkozegekben alkalmazott nitrogénforrasok
Kisérlet Nitrogénforras Koncentracio [(m/v)%)]
1. Elesztékivonat 0,80
2. L-aszparagin 0,40
3. Amménium-acetat 0,45
4, Amménium-nitrat 0,24
5. Natrium-nitrat 0,50
6. Amménium-szulfat 0,40
7. Ammonium-dihidrogén-foszfat 0,70
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11. tablazat Kiilénb6z6é nitrogénforrasok alkalmazasaval végzett fermentaciok eredményei

Kisérlet o-galaktozidaz aktivitas (NE/ml) Pigmenttermelés oH
3.nap | 4. nap | 5.nap 6. nap 7. nap
1. 13 29 39 46 25 rézsaszin 7,0
2. 10 24 34 25 27 rézsaszin 7,0
3. 18 31 44 50 41 rézsaszin 7,0
4, 0 0,01 na na na nincs pigment 3,0
5. 0,01 0,03 na na na stétbama 6,0
6. 0 0,01 na na na nincs pigment 3,0
7. 0 0,01 na na na nincs pigment 3,0
na: nem volt meghatarozas

Szémottevd o-galaktozidaz termelés csak az élesztékivonat, az L-aszparagin és az ammdnium-

acetét tartalml tapkdzegek alkalmazasanal volt. A 11. tablazat adatai alapjan az o-galaktozidaz aktivitas

hianya a 4., 5., 6. és 7. kisérleteknél az alacsony pH kévetkezményeként az enzimstrukturaban bekdvetkezé

ireverzibilis valtozassal magyardzhaté. A 14. &bran mutatom be az o-galaktozidaz enzimtermelés

szempontjabdl igéretes nitrogénforrdsokon vezetett fermentéciok enzimtermelési profilidt. L-aszparagin

nitrogénforrason vezetett fermentacioé esetén a maximalis o-galaktozidaz aktivitast az 5. napon mértem, mig

éleszt6kivonat és ammadnium-acetét alkalmazdsanal a maximalis aktivitas értékek a 6. napon jelentek meg és

40-50 %-kal magasabbak voltak, mint az L-aszparagin nitrogénforras jelenlétében. A T. lanuginosus

CBS 395.62b térzs fermentacidjaval 2,5 (m/v) % raffindz szénforrason és 0,45 (m/v) % ammoénium-acetat

tartalmu tapkdzegben a 6. napon 50 NE/ml a-galaktoziddz aktivitast mértem, ezért a tovabbi kisérletekben

nitrogénforrasként ammaonium-acetatot alkalmaztam.

14, abra Kiilénbdz6 nitrogénforrasok hatadsa a Thermomyces lanuginosus CBS 395.62b torzs
o-galaktozidaz enzimtermelésére

alfa-galaktozidaz aktivitas (NE/ml)

fermentacids idé (nap)

ammonium-acetat =@, |-aszparagin ¢, élesztékivonat =&=—
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4.1.36  Korpakivonatok alkalmazésa az c-galaktozidaz enzim elballitisanal

Korpakivonatokat készitettem, hogy a raffindznél olcsobb szubsztratumot talaljak az extracellularis
o-galaktozidaz enzim el6éllitasahoz. A fermentaciohoz 0,45 (m/v) % amménium-acetét tartalmi tapkdzeget
allitottam el8, az enzim indukalasahoz pedig kildnbdzd mennyiségben alkalmaztam a korpakivonatot. A
korpakivonat elkészitési modjat az ANYAGOK ES MODSZEREK fejezetben ismertettem. A fermentacios
tapkdzegek 2, 4, 6, 8, 10, 25, 50 és 75 (v/v) %-ban tartalmaztak korpakivonatot, illetve készitésik
korpakivonattal (100 %) tortént. A 7 napos fermentaci6 soran elért eredményeket a 15. bran adom kdzre. A
fermentacio 3. napjan a pH értékeket vizsgalva megallapithatd, hogy a korpakivonat tekintetében higabb
tapkdzegekben magasabbak voltak a pH értékek (pH=8,7-8,6), amelyek a fermentécids idé elére haladtaval
tartalmazé tapkdzegekben ebben az idépontban a pH értékek 8,5 alatt maradtak, illetve a 75 és a 100 (v/v) %
esetén a pH=8,0 értéket sem érték el. Ezekben az estekben a pH ndvekedését kdvetden szintén csdkkenést
tapasztaltam. A fermentacio végén a pH értékek 8 és 8,3 kdzott voltak, fuggetlendl a kezdeti korpakivonat
koncentracioktdl. Az o-galaktozidaz aktivitds alakulasanak értékelésénél megéllapithatd, hogy 10 (v/v) %
NE/ml alatt maradt, mig a 25, 50, 75 és 100 (v/v) % korpakivonatot tartalmazé tapkdzegekben elért maximalis
aktivitdsok rendre 1,6, 2,9, 4,6 és 7,2 NE/ml érntékiek voltak. Kévetkeztetésként levonhat6, hogy a vizsgalt
aktivitas névekedésével.

A fenti eredményre alapozva célul tliztem ki, hogy téményebb korpakivonatokat &llitsak elé és
ezekben oldjam a tébbi tapkomponenst. A kivonatok jeldlései Ke, Ki és Kz a legtéményebbtdl a leghigabb felé
haladva. A Kz jelélési kivonat megegyezik az el6z6 kisérletben szereplé korpakivonat dsszetételével. Az ily
modon készitett tapkdzegekben elért aktivitds értékeket mutatia a 16. abra. Megdllapithatd, hogy a K
korpakivonattal készitett tApkdzegben a maximalis aktivitdst az 5. napon mértem, amely 10 NE/ml és a
fermentacio végén is 7 NE/ml értékl volt, amely megfelel az elézé kisérletben elért eredményeknek. A
kevéshé higitott extraktum (K1) alkalmazésa esetén az enzimaktivitds mintegy 50 %-0s ndvekedését
tapasztaltam. Ez azt jelenti, hogy a maximalis akfivitast — 15 NE/ml értéket — az 5. napon mértem és az
aktivitas értékek ezt kdvetden 9,5 és 11NE/ml kdz6tt valtoztak.

A témény korpakivonat (Ke) felhasznaldséaval késziilt tapkdzegen a vizsgalt id§ intervallumban az
o-galaktozidaz aktivitds monoton ndvekedett és a legmagasabb értéket -13 NE/ml- a 7. napon kaptam. Ezek
az értékek mar megfeleinek az 1 (m/v) % raffin6z tartalmu tapkdzegen tapasztalt eredményeknek, de nem érik
el a 16 (m/v) % borsdliszten tapasztalt aktivitdst és messze elmaradnak a 2,5 (m/v) % raffinéz tartalmu

tapkdzegen tapasztalt 50 NE/ml-es értéktdl.
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pH

alfa-galaktozidaz aktivitas [NE/ml]

fermentacios idé [nap]

15. dbra  Thermomyces lanuginosus CBS 395.62b t6rzs o-galaktozidaz aktivitasanak alakulasa
korpakivonatot kiilonbdzé koncentracidban tartalmazo tapkozegeken
korpakivonat (v/v) %: 2 =#—, 4 == 6={1= 8 =C— 10 =C= 250~ 50— 75=0—100 =0—

alfa-galaktozidaz aktivitas [NE/miI]

2 3 4 5 6 7 8
fermentacids idé [nap]

16. abra  Kiilénbdz6 tdménységii korpakivonatokkal késziilt tapkdzegeken az o-galaktozidaz aktivitas

alakulasa a fermentacios idé fliggvényében
Korpakivonatok jeldlései: KE == K1 =0— K2 =
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Szamos szerz6 szilard szubsztratum( fermentécidkban korpét hasznal az a-galaktozidaz enzim
indukalasara és eléallitasdhoz (McGhee et al., 1978; Srinivas et al., 1993; Brumerlll et al., 1999). E kisérletek
eredményeinek 6sszehasonlitdsa szdmos problémat vet fel, mivel nem ismert a fermentéci6 soran a mikroba
tdmege, a szubsztrdtum fogyés, valamint eltéré modszerekkel torténik az enzim extrakcidja. Kotwal
munkatarsaival kildnbdz8 szénforrasok alkalmazasaval egy Humicola fajjal megvalésitott szubmerz
fermentaciokndl az o-galaktoziddz szintézisét konstitutivnak irja le, ahol a legnagyobb aktivitast
(3,47 NE/ml) 2 % raffin6z szénforrason érte el, ezt kdvették az 5-7 % korpakivonatot tartalmazé tapkézegen
tapasztalt 2,5-2,6 NE/ml értékek. 2 % szacharéz jelenlétében 1,46 NE/ml-es és 2 % maltdz tartalm0
tapkdzegen 1,03 NE/ml-es aktivitdsokat mértek. Ezen értékek jelentésen elmaradnak az enzimtermelésre

kivalasztott T. lanuginosus CBS 395.62b térzs termelési értékeitdl.

4.1.4  Kiilénbozé szerkezetii szénhidratok hatasa az o-galaktozidaz enzim termelésére

A T. lanuginosus CBS 395.62b térzs o-galaktozidaz enzim termelését kivantam megvizsgalni
kilonbdzd kémiai szerkezettel rendelkez szénhidratok és szénhidrat szdrmazékok alkalmazasaval. Ezen
vegylletek kozott voltak természetes szénhidratok és mesterséges korlimények koz6tt elSéllitott
oligoszacharidok is. A fermentacios tapkdzegek az alapdsszetevékon kivil 0,45 (m/v) % ammadnium-acetétot
és a megfeleld cukor illetve cukorszdrmazékok 1-1 (m/v) %-at tartalmaztak. Rib6z jelenlétében a gomba nem
névekedett. A 6 napig tartd fermentaciés kisérlet eredményei (17. &bra) o-galaktoziddz hozamok
szempontjabdl 4 csoportba sorolhatok. Az elsd csoportba tartoznak azok a szénforrsok, amelyeken az
o-galaktozidaz aktivitas nem érte el az 1 NE/ml értéket. Ezek a kdvetkezdk: a gliikoz, a galaktdz, a mannit, a
melibioz, a laktéz, a maltéz, az inulin és a mezo-inozit. Az a-galaktozidos kotést tartalmazd melibioz
szénforrds esetén extracellularis o-galaktozidaz aktivitdst nem tapasztaltam. Ez arra utal, hogy a melibi6z
hasznositasaban mas tipusu enzim illetve enzimek vehetnek részt. A masodik csoportba tartozik az L-
arabindz, mely szénforrdson az o-galaktoziddz enzim hatérozott indukcidjat tapasztaltam. Az aktivitas
monoton ndvekedése figyelheté meg, mely a fermentéci6 6. napjan 1,6 NE/ml volt. A harmadik csoportba
sorolhaté — a prebiotikumként kereskedelmi forgalomba hozott — mesterséges oligoszacharid laktoszukréz,
amelyet a szacharéz transzgalaktozilélasaval allitanak elé és feltehetéen o-galaktozidos kétést is tartalmaz. A
laktoszukroz szintén indukalta az o-galaktozidaz enzim szintézisét. A fermentacié 3. és 6. napja kdzott az
aktivitas értékek monoton ndvekedtek és a 6. napon megkdzelitették a 9 NE/ml-es titert. A negyedik csoportba
sorolhaté a raffindz és a szacharbz. Ezeken a szénhidratokon tapasztaltam a legnagyobb aktivitdsokat,
amelyek 2,5-3,0-szor nagyobbak voltak az L-arabin6z szubsztratumon tapasztalt aktivitdsnal. A fermentaciés
technoldgia kidolgozasa szempontjabdl figyelemremélté eredmény, hogy szacharéz szénforrdson nagyobb
aktivitds érhetd el, mint raffindz esetében, mivel ez kdnnyebben hozzaférhetd és viszonylag olcsd
szénforrasnak tekinthetd.
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alfa-galaktozidaz aktivitas [NE/ml]

fermentacios idé6 [nap]

17. dbra  Extracellularis oi-galaktozidaz aktivitasok alakulasa kiilonbdzé szénhidratok és szénhidrat
szarmazeékok jelenlétében
ammonium-acetat 0,45 (m/v) % és 1-1 (m/v) % cukor illetve cukorszarmazék: szachar6z=&=, raffindz <&,
laktoszukroz ==, L-arabinoz ==, glikéz = =, fruktéz —@—, galaktéz —em—, mannit =#— melibioz ——,
laktdz —+—, maltéz =, inulin B, mezo-inozit —=>—

Eredményeim arra utalnak, hogy a vizsgalt T. lanuginosus térzs minden vizsgalt szénforrdson
alapszinten szintetizdlia az o-galaktoziddz enzimet, azonban az o-galaktozidos koétéseket tartalmazo
szubsztratumok, és a D-galaktézzal szerkezeti rokonsagot mutatd L-arabindz, valamint a szacharéz is
indukaljdk termelését. A Pycnoporus cinnabarinus IFO 6139 jell tdrzs termostabilis a-galaktozidaz enzim
termeléséhez szintén szachardz tartalmu tapkdzeget alkalmaznak, igaz arra vonatkozé adat nem All
rendelkezésre, hogy az enzim konstitutiv médon, vagy indukcié eredményeként szintetizalodik.

66



4.1.41 Az argalaktozidaz aktivitds alakuldsa tébb szénhidrét egyiittes jelenlétében

Az o-galaktoziddz enzim szintézis mechanizmusanak felderitésére olyan fermentécidkat terveztem,
amelyekben 2 (m/iv) % szachar6z és 0,45 (m/v) % ammodnium-acetat jelenlétében vizsgaltam az
o-galaktozidaz aktivitds alakuldsdt, illetve e taptalajokat 0,5 (m/v) % és 1 (m/v) % glikdzzal kiegészitve
vizsgaltam az aktivitasok valtozaséat a fermentéciés idé flggvényében. A kisérleteket két parhuzamosban
valositottam meg és az eredmények &tlagait mutatja a 18. dbra.

alfa-galaktozidaz aktivitas [NE/miI]

fermentacids idé [nap]

18. dbra Az a-galaktozidaz aktivitas alakulasa szachardz tartalmu tapkdzegen gliikéz jelenlétében és
hianyaban
kontroll: 2 (m/v) % szachardz és 0,45 (m/v) % ammonium-acetat =@
kontroll +0,5% gliikéz <&, kontroll + 1,0% glikéz ==

A kilénbdz6 fermentécidk soran tapasztalt aktivitas értékeket dsszevetve megallapithat6, hogy adott
valtozik az a-galaktozidaz aktivitds. Szamszerisitve ez azt jelentette, hogy 0,5 (m/iv) % glikoz tartalmd
tapkdzegben az aktivitds a glikéz nélkili tapkdzegen elért értéknek csupan 60 %-a volt, mig ez az érték 1
(m/v) % glikédz tartaml kdzeg alkalmazasanal 40 %. Megéllapithato tovabba az is, hogy a kontroll kisérlet

sorén a pH értékek a pH=6,5 és 7,6 kdzdtti tartomanyban ndvekedést mutatnak. Ezzel ellentétben a gliikozt is
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tartalmazé6 tapkdzegek pH-ja a fermentécié soran jelentdsen csékken és a fermentacié végére pH=5,0-6,0
kozotti tartomanyban taldlhato. A kisérleti eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az a-galaktozidaz enzim
szintézise soran katabolit represszi 1ép fel, de a kisebb aktivitds értékek magyarazhatok az eltéré pH
értékekkel is.

4142 Az orgalakioziddz szintézis vizsgdlata melibioz szubsztratum esetén

Abbol a célbdl, hogy melibiéz szubsztratum esetében az o-galaktozidaz enzim szintézisére
vonatkozéan mélyebb informéacidkat szerezzek 0,45 (m/v) % amménium-acetdt tartalmu tapkdzegekben
egyedili szénforrasként 1, 2 és 3 (m/v) % melibioz diszacharidot alkalmaztam. A fermentécié elsé napjatdl
kezdve vizsgaltam a melibiéz koncentraci6 valtozasat és az extracellularis, valamint az intracellularis enzim

aktivitisokat. A mérési eredményeket a 19. dbran foglaltam dssze.
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19. dbra A Thermomyces lanuginosus CBS 395.62b jelzésii térzs a-galaktozidaz enzim termelése
melibiéz szubsztratum jelenlétében

0,45 (m/v) % ammdnium-acetat
1 (MNV) % melibioz - intracellularis aktivitas =&=, extracellularis aktivitas ==
2 (miv) % melibiéz — intracellulris aktivitas ==, extracellularis aktivitas =2'==
3 (M) % melibioz - intracelluléris aktivitas =@, extracellularis aktivitas =C—

Az enzimaktivitdsoknal szignifikans eltéréseket nem tapasztaltam a kiilénbdz6 melibidz

intracelluléris enzimaktivitisok alakulasaban. Az extracellularis enzimaktivitdsok a 4 napos vizsgélati

perioduson bellil nem érték el a 0,01 NE/ml-es értéket. A sejten belilli, illetve a sejthez k6tédd — intracellularis -
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aktivitdsok ennek tobbszdrosét mutattdk a fermentécios kisérlet folyaman. A legkifejezettebb kiildnbséget a
fermentacio elsé napjan észleltem, amikor az intracelluléris 6-25-sz6rdse volt a tenyészet sz(lirletében mérhetd
értékeknek, de ezek az értékek is két nagysagrenddel elmaradtak a szachardz és a raffindz szubsztratumokon
tapasztalt aktivitasi értékektdl.

4.1.5 T lanuginosus torzsek a-galaktozidaz termelése raffindz és szacharéz szénforrasokon

Az o-galaktozidaz enzim elballitaséra iranyuld fermentacios technoldgia kidolgozasa szempontjabél
legigéretesebbnek a szachar6z szubsztratum tlnik. Az enzimaktivitis fokozasara iranyuld kisérletek
megkezdése eldtt ismételten torzsszelekcids kisérleteket végeztem, hogy megéllapithassam vajon mindegyik
vizsgalt T. lanuginosus tdrzsnél érvényesil-e, hogy nagyobb o-galaktozidaz aktivitisok érheték el szachardz
szubsztratumon, mint raffindz esetében.

A kilénbdz6 torzsgylijteményekbdl szarmazd térzsek o-galaktozidaz aktivithsanak alakulasét
vizsgéltam egy 7 napos fermentacié soran 0,45 (m/v) % ammadnium-acetét és 0,1 (m/v) % glikédz tartalmd
tapkdzegeken, 1-1 (m/v) % raffindzzal illetve szachardzzal kiegészitve. A 3. naptdl kezdve naponként
vizsgéltam a tenyészetek pH-jat, valamint a fermentlevek szirleteiben az o-galaktozidaz aktivitisokat és a

fehérjetartalmat. A 20. 4bran mutatom be az egyes tdrzsek esetében elért maximalis aktivitdsokat.
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Thermomyces lanuginosus torzsek

20. abra  Thermomyces lanuginosus torzsek o-galaktozidaz aktivitasa 1 (m/v) % raffinéz L] és
1 (m/v) % szacharoz B2 tartalmu tapoldatokban
ammonium-acetat 0,45 (m/v) %, gliikéz 0,1 (m/v) %
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A kisérleti eredményekbél megéllapithatd, hogy a vizsgalt tdrzsek legtébbjénél nagyobb aktivitdsok
mutatkoztak szachardz szubsztratumon, mint raffindz tartalmd oldatban. Két torzs esetében -a CBS 218.34 és
az ATCC 16455- a raffindz szubsztrdtumon tapasztalt o-galaktozidaz aktivitas jelentésebb mértékben
meghaladta a szachardzon elért értékeket. Az extracelluldris o-galaktozidaz aktivitas szempontjabdl harom
torzsnél tapasztaltam szamottevéen nagyobb értékeket szachardzon, mint raffindz jelenlétében. Ezek a
CBS 395.62a és b, valamint az ATCC 84400 jelzés(i térzsek voltak. A legkiemelkedébb o-galaktozidaz
aktivitisokat tovabbra is a CBS 395.62 jelzési torzsbdl szdrmazé izolatumok mutattak. Ezen eredmények is
alatdmasztottdk, hogy az «-galaktoziddz enzimfermentacié szempontjabdl legigéretesebb térzs a
T. lanuginosus CBS 395.62b. A Thermomyces lanuginosus tdrzsek részletes analizise végett az
o-galaktoziddz aktivitas mellett a fermentlé fehérjetartalmat és pH értékeit is megmértem. A fermentécid soréan

tapasztalt legnagyobb aktivitas értékekhez tartozd adatokat foglaltam dssze a 12. tablazatban.

12, tablazat A vizsgalt torzsek maximalis aktivitasaihoz tartozo fehérje tartalmak és pH értékek

Sz‘:gtizrtr; Raffin6z Szachar6z
Torzs Al,fltliz\;it?s Feh;érjle Sﬁ(lezc;.akt. oH F?J?' Ahtliz\;ital's Feh;érjle Sﬁ(lezc/:.akt. oH F?J?'
NEMmI] | [mgimi] | [NE/mg] inap] | INE/mIL | [mgmi] | [NE/mg] inap]
ATCC 16455 22,27 8,17 2,73 78] 6 9,88 7,68 1,29| 78] 5
ATCC 28083 0,33 6,00 006( 75| 7 0,06 7,10 001 76| 7
ATCC 34626 0,36 5,60 006( 77] 7 0,87 7,02 0,12] 76| 6
ATCC 36350 4,42 4,63 095 77] 7 5,44 3,83 142 791 5
ATCC 44008 11,97 7,59 1,58| 7,71 5 12,69 6,81 1,86| 78] 5
ATCC 46882 2,60 2,94 088 77] 7 3,1 3,28 095| 7,7] 7
ATCC 84400 5,54 7,30 0,76 79] 5 10,33 8,98 115 7,71 6
CBS 218.34 14,16 3,69 384 79| 6 9,95 4,13 2411 78| 6
CBS 224.63 6,84 5,74 1,19] 81| 6 6,81 5,14 1,32| 81| 6
CBS 288.54 1,29 3,77 034 81] 7 1,86 4,26 044] 81| 7
CBS 395.62a 17,24 9,54 1,811 79[ 5 29,62 10,86 273 78| 6
CBS 395.62b 24,28 9,26 262 78] 7 29,76 9,74 306| 80| 6
DSM 5826 6,62 8,10 082| 80] 5 7,03 8,13 086] 79| 5
IMI 096218 3,45 4,54 0,76 79| 6 2,63 4,91 054] 81| 6
IMI 110803 2,74 9,03 0,30 82| 5 2,30 9,11 025| 78] 7
IMI 131010 6,94 10,54 066| 82| 4 6,72 8,93 0,75 81| 3
IMI 140524 4,36 7,42 059 79| 6 6,70 7,70 087 79| 6

Az egyedi trzsek fehérje kivalasztas tekintetében nem mutattak szignifikins eltérést a két vizsgalt

figyelhet6k meg, ami arra utal, hogy a fehérje kivalasztas torzsre jellemz6 sajatossag. Az aktivitds értékekbdl
és a fehérjetartalombdl szarmaztatott specifikus aktivitasok alapjdn megéllapithatd, hogy a legjobb

termelSképességgel rendelkezé térzsek specifikus aktivitasukat tekintve 1,5 és 4,0 NE/mg fehérje
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tartoméanyban talélhatok. Kiemelném, hogy szacharéz szénforrason a fehérjetartalomra vonatkoztatott legjobb
specifikus aktivitisokat a CBS 395.62 jelzés(i térzsek mutattak. A fermentacié enzimtermelési szakaszaban a
pH értékek 7,2 és 8,5 tartoményban valtoztak.

4.1.6  Atapkozeg iontartalma és az o-galaktozidaz aktivitas kozti 6sszefiiggés
A fermentécids tapkdzegben alkalmazott Vogel-féle nyomelem oldatban 1évs dsszetevék kdzll
elhagytam azon vegylleteket, amelyek irodalmi adatok szerint gatlélag hathatnak az o-galaktozidaz
aktivitdsra. Ezért 1 (m/v) % szachardz és 0,45 % amménium-acetat tartalmu tapkdzegeket allitottam el6,
amelyek nem tartalmaztak réz-szulfatot, illetve cink-szulfatot. A fermentécié hatodik napjan kapott maximalis
értékeknek a kontroll tApkdzegen mutatott aktivitisra vonatkoztatott szazalékos ardnyat mutatom be a 21.
abrén.
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21.abra A tapkdzegek iontartalmanak hatasa az o-galaktozidaz aktivitasok alakulasara
szachar6z 1 (m/v) %, ammonium-acetat 0,45 (m/v) %

A maximdlis o-galaktozidaz aktivitasokban a kulénbdz6 iontartalommal készilt tapkdzegeken
vezetett fermentaciokndl szignifikdns eltéréseket nem tapasztaltam, mivel ezek a kiilénbségek messze a
kiséreteimben tapasztalt 10-15 % hiba hataron belll maradtak. Az alkalmazott koncentracidban a cink- és a
rézionok az o-galaktozidaz aktivitasokra gyakorolt negativ hatdsa nem volt bizonyithatd, ugyanakkor
létfontossaglak lehetnek a gomba ndvekedése szempontjab6l, ezért nem médositottam a fermentacios
tapkdzeg alapdsszetevéit.

417 A szachar6z és az ammonium-acetat koncentracioé optimalizalasa
Az a-galaktozidaz aktivitis maximalizaldsara faktoridlis és klasszikus egy faktoros kisérleteket
terveztem és valbsitottam meg. A kisérleti eredmények értékelésénél az o-galaktoziddz aktivitds mellett

szempont volt az is, hogy a fermentaciés idé minél révidebb legyen.
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Kdzponti elrendezést kétszint( két faktoros kisérleti terv

A fermentécids alapdsszetevéket a kisérleti tervben megadott koncentricidban egészitettem ki
szachardzzal és ammoénium-acetéttal. Minden fermentaciét két parhuzamosban végeztem. Az 5. kisérletet,
amely a kisérleti terv centruméban tortént 3 parhuzamos vizsgalattal valdsitottam meg. A kisérleti tervet
szemlélteti a 13. tablazat.

13. tablazat Kozponti elrendezésii kétszintii két faktoros kisérleti terv
Kisérlet szama Koncentraciok [ (m/v) %] Transzformalt faktorok

Z1 22 X1 X2
1 3 0,60 1 1
2 3 0,30 1 -1
3 1 0,60 -1 1
4 1 0,30 -1 -1
5 2 0,45 0 0

z1, X1: szacharéz Zo, X2: ammonium-acetat

A kisérleti terv megvalésitasa soran kapott eredményekbdl szerkesztett diagramot mutatja a
22. dbra. A vizsgélt faktorok az adott tartoményban nem voltak szignifikans hatéssal az o-galaktozidaz
aktivitdsra. A kisérleti eredmények azonban révilagitottak arra, hogy a szacharéz koncentracid névelése az
o-galaktoziddz aktivitds ndvekedését eredményezi. Az 1. és a 2. kisérletek eredményeinek dsszevetése
nyilvanvaléva teszi, hogy az o-galaktozidaz aktivitds szempontjabél fontos a szacharéz és az ammonium-

acetat optimalis aranyanak meghatarozasa.

A szachardz koncentracié és az o-galaktozidaz aktivitas kdzti dsszefligaés

Az optimélis szacharéz koncentracié meghatérozasara 0,45 (m/v) % ammonium-acetét tartalmu
tapkozeget és 2, 2,5, 3, 3,5 és 4 (m/v) % szachardz koncentracidkat alkalmaztam. A tapkdzeg készitésnél a

szachardzt kiildn sterileztem. A fermentacids kisérlet eredményeit szemléltetem a 23. abréan.
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22. abra  Kdzponti elrendezésii kétszintii két faktoros kisérleti terv eredményei
1. kisérlet =@ 2. kisérlet =, 3. kisérlet =Cm, 4. kisérlet =", 5. kisérlet

pH

alfa-galaktozidaz aktivitas [NE/ml]

2 3 4 5 6 7 8
fermentacids idé [nap]

23.abra T. lanuginosus CBS 395.62b térzs a-galaktozidaz enzimtermelése kiilénb6z6 szachar6z
koncentracioknal
amménium-acetat 0,45 (M/v) % , szachar6z koncentracio (miv) %: 2 =&= 2,5 < 3 =@— 35=fr= 4 =C—



A 7 napos fermentaciot értékelve megallapithato, hogy a legkisebb aktivitast a 2 (m/v) % szachardz
tartalmu tapkdzegen kaptam. A 3 (m/v) % szachardzt tartaimazo kdzegen tapasztaltam a legnagyobb aktivitas
értéket, amely tdbb mint 15%-kal meghaladta a 2 (m/v) % szacharéz tartalm( tapkdzegen elért aktivitast. A
3 (m/v) % szachardznal nagyobb cukor koncentraciok alkaimazds esetén az o-galaktozidaz aktivitas
névekedése csak késleltetve indult meg, amely a kedvezétlen ozmotikus kdrnyezettel magyarazhat6. Az a
tény, hogy 2,5, 3 és 4 (m/v) % szachardz koncentraciéju tdpkdzegeken is hasonld a-galaktozidaz aktivitasokat
tapasztaltam, az ammdnium-acetat koncentraci6 limitdld hatasara utal. A fermentacioés kisérlet pH értékei
alapjan megéllapithatd, hogy a termelési fzisban a pH értékek monoton ndvekednek, de a kezdeti szachar6z
koncentraciéval forditott aranyban valtoznak. Minél nagyobb a kezdeti szachar6z koncentracié, annal kisebbek
a pH értékek. Osszegezve megallapithatd, hogy mind pH tekintetében, mind az aktivitasok szempontjabdl,

valamint gazdaségi megfontolasbdl is a legkedvezdbb szachardz koncentréacié a 3 (m/v) %.

A szachardz és az ammoénium-acetat optimalis aranyanak meghatarozasa

A szachardz és az ammonium-acetéat optimalis ardnyanak meghatarozaséhoz 3 (m/v) % szacharéz
és kilénbdzé ammonium-acetat tartalmu tpkdzegeket készitettem. Az egyes tapkdzegekben az ammonium-
acetat koncentraciét 0,6 (m/v) %-tdl kiindulva 0,15 (m/v) %-0s Iépésekkel valtoztattam egészen 1,2 (m/v) %-ig.
A tapkozegek Osszedllitasanal a szachardzt kildn sterileztem. A fermentécids kisérletek o-galaktozidaz
aktivitdsainak alakulasat mutatom be a 24. abréan. 7-8 napos fermentacios idét figyelembe véve allapitottam
meg a maximdlis o-galaktozidaz aktivitas biztositasahoz szilkséges optimélis ammonium-acetat koncentraciot

(25. abra). Ez az érték mindkét fermentécios idé esetében 0,9 (m/v) %-nak adodott.
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24, abra  T. lanuginosus CBS 395.62b tdrzs o-galaktozidaz enzimtermelése kiilénb6z6
ammonium-acetat koncentracioknal
szachar6z 3 (m/v) %, ammonium-acetét koncentracio (m/v) %: 0,6 ==, 0,75 ==, 0,95 =B— 1,05 =& 1,20
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25.abra T lanuginosus CBS 395.62b torzs o-galaktozidaz termelése kiilonbozé
ammonium-acetat koncentracioknal
szachar6z 3 (m/v) %

4.1.8 Az enzimaktivitas novelése a fermentacio kdrnyezeti paramétereinek valtoztatasaval

4.1.81 A tdpkozeg elkészitésének modja és az or-galaktozidaz enzim termelése kézti 6sszefiiggés

A fermentécids kisérletek soran felvetéddtt az a kérdés, hogy a tapkézeg készitésénél az
enzimtermelés szempontjabdl elényds vagy hatrdnyos a szachardzt kiildn sterilezni. Ennek a kérdésnek a
megvalaszolasara olyan kisérleteket végeztem, amelyek 3 (m/v) % szacharézt és 0,6 illetve 0,75 (m/v) %
ammonium-acetatot tartalmaztak. A fermentaciés idé fliggvényében az o-galaktozidaz aktivitasok alakulasat
mutatja a 26. abra.

A fermentécid soran az o-galaktozidaz aktivitasok tekintetében kedvezébb eredményeket értem el,
ha a szachar6zt a tébbi tapkomponenssel egyitt sterileztem, igy felesleges 1épés a szachar6z kiildn térténd
sterilezése.
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26.abra Az o-galaktozidaz aktivitas alakulasa és a tapkozeg készitési médja kozti 6sszefiiggés

szachardz 3 (m/v) %, kiilén sterilezve:[2], tapkdzeggel egyitt sterilezve &

4.1.82 A pH szabélyozds hatdsa az -galaktozidaz enzimtermelésére

Tisztazni kivantam, hogy a fermentacié soran a pH milyen hatassal van az enzimaktivitdsok
alakulasara, ezért a razott lombikos fermentaciok soran a pH szabalyozast olymddon valdsitottam meg, hogy
pufferolt tapkdzegeket &llitottam eld. A fermentacios kisérlethez 3 (m/v) % szacharéz és 0,9 (m/v) %
ammonium-acetat tartalmu tapkozegeket alkalmaztam. Az elsé kisérletsorozatban a tapkdzegek készitéséhez
pH=5,5; 6,0; 6,5; 7,0, 7,5 és 7,8 Mcllvaine puffereket hasznaltam desztillalt viz helyett. Kontrollként a desztillalt
vizzel készilt tApkdzegen vezetett fermentacid szolgalt. A két parhuzamos kisérlet eredményeinek &tlag
értékei a 27. abran keriltek bemutatésra.

A gombatdrzs egyaltalan nem ndvekedett pH=5,5 pufferral készilt tapkdézegben. Az
o-galaktoziddz aktivitsok tekintetében igen hasonlé lefutdsi gdrbéket kaptam a kontroll kisérletben és a
pH=6,0 Mcllvaine pufferral készilt tapkdzeg alkalmazéséval. Ezen vizsgalatoknal a pH gbrbék azt mutattak,
hogy a pH szabalyozas nélkili kontroll kisérletben a fermentacio elsé szakaszdban a pH értékek joval
magasabbak, mint a pH=6,0-r6l indul6 fermenticional. Mindként kézeg pH-ja a fermentécio
6. napjara pH=7,0 kérili értékre csdkkent, majd fokozatosan névekedett és a 8. napra érte el a pH=8 értéket.
A pH=6,5; 7,0; 7,5 és 7,8 Mcllvaine pufferral késziilt tapkdzegek alkalmazasa esetén az enzimtermelésben
szignifikans kiilénbség nem mutatkozott, de a termelési értékek jelentésen meghaladték a kontroll kisérletben
elért titereket. Az a-galaktoziddz enzim termelés fokozasa érdekében és a tapkdzeg pH szabélyozasara a

tovabbi kisérletekben a pH=7,5 puffert alkalmaztam.
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alfa-galaktozidaz aktivitas (NE/ml)
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27. abra A tapkoézeg pufferolasanak hatasa az o-galaktozidaz fermentacidjara

szacharéz 3 (m/v) %, amménium-acetat 0,9 (M) % ;
a tapkdzeg készitéséhez alkalmazott pufferek: pH=6,0="—, pH=6,5 ==, pH=7,0 =fir=, pH=7,5 =8— pH=7,8 <~
desztillalt vizzel készitett kontroll =C—

4.1.9  Azinokulum tenyészet koranak hatasa az o-galaktozidaz aktivitas alakulasara
Az enzimfermentaciés technoldgia standardizaldsa céljabdl az inokulum korat is optimalizalni
kivantam. Kulénbdzé koru inokulum tenyészetekkel inditottam a fermentaciokat. A vizsgélatoknal harom
parhuzamost alkalmaztam. A kulénbdzé korG inokulum tenyészettel oltott fermentaciok o-galaktozidaz
aktivitdsainak atlagait mutatja a 28. abra.
A tul fiatal tenyészetekkel, ahol a micélium még nem fejlédétt ki teljesen, oltott fermentacioknél az

enzim kivalasztas nehezebben indult és a fermentacid soran elért aktivitasok is kisebbek voltak, mint a kifejlett
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48 6rés inokulum tenyészetekkel torténé oltdsok esetén. 48 6ranal idésebb tenyészeteknél mar a micélium

szétesését tapasztaltam és ezért alkalmatlannak itéltem azokat az enzimfermentaciok inditasahoz.

alfa-galaktozidaz aktivitas
[NE/ml]

fermentacios idé
[nap]

inokulum kora [6ra]

28. abra Az inokulum koranak hatésa az o-galaktozidaz aktivitas alakulasara
szachar6z 3 (m/v) %, ammonium-acetat 0,6 (m/v) %

42  AZ ALFA-GALAKTOZIDAZ ENZIM KINYERESE ES TISZTITASA

Szachar6z/amménium-acetdt tartalmu tapkdzegben tenyésztett Thermomyces lanuginosus
CBS 395.62b torzs altal kivélasztott o-galaktoziddz enzim kinyerését és tisztitdsadt amménium-szulfatos
kicsapéssal, ioncserélé kromatografia és gélszlrés kombinécidjaval valésitottam meg. A tisztits folyamata
lathat6 a 29. 4bran.

A kinyerés elsé lépéseként a gomba tenyészetének szlrletébdl amménium-szulfattal (70 %-o0s
telitettség) csaptam ki az enzimfehériét. A csapadékot centrifugalassal gydjtéttem 6ssze és minimalis
mennyiségli pH=5,6 50 mM citrat-foszfat pufferban oldottam fel. Az oldatban 1év6 a-galaktoziddz enzimet
gélszlréssel (Sepharose CL-6B tdltet) valasztottam el a kisérd fehérjéktél. Az oszlopot 0,2 % nétrium-azidot
tartalmazé pH=5,5 20 mM citrat-foszfat pufferral hoztam egyensulyba és 0,25 ml/perc &ramlasi sebesség
mellett mostam le a fehérje frakciokat. A gélsz(irés kromatogramjat a 30. &bra mutatja.
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Thermomyces lanuginosus tenyészetének sziirlete

!

Ammonium-szulfatos kicsapas

il

Gélsziirés: Sepharose CL-6B

il

loncserélé kromatografia:
DEAE-Sepharose Fast Flow

Il

loncserélé kromatografia:
Q-Sepharose Fast Flow

|

Gélsziirés: Superose 12

29. abra A Thermomyces lanuginosus CBS 395.62b térzs o-galaktozidaz enzimének tisztitasi Iépései
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30. abra A gélsziirés kromatogramja

Sepharose CL-6B /5 cmx70 cm/ aramlési sebesség: 0,25 ml/perc
-0- ol-galaktozidaz aktivitas; ~ — abszorbancia 280nm

Az o-galaktozidaz aktivitast mutaté frakciokat (19-41. frakcidk) egyesitettem, majd az igy nyert
enzimoldatot ultraszlréssel (Amicon) 20 mM pH=6,4 citrat-foszfat puffer alkalmazaséaval koncentraltam. A
koncentratumot FPLC rendszerhez kapcsolt 50 mM pH=6,4 citrat-foszfat pufferral egyensilyba hozott DEAE-
Sepharose Fast Flow (2,5 cm x 50 ¢cm) anioncserélé oszlopra vittem. A megkétott fehériéket 50 mM pH=6,4

citrat-foszfat pufferben 1M NaOH segitségével létrehozott 0,1 és 0,4 M sdgradiens tartomanyban
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1,75 ml/perces &ramlési sebesség mellett és 5 ml-es frakciokat gydjtve eludltam. Az o-galaktozidaz aktivitast

mutatd frakciokat 6sszedntéttem és 20 mM pH=7,0 citrat-foszfat puffer alkalmazasaval Amicon ultrasz(ird

berendezésen koncentraltam. A koncentratumot 30 mM citrat-foszfat pH=7,0 pufferral egyensilyba hozott

Q-Sepharose Fast Flow téltet(i er6s anioncserélé oszlopra (1 cm x 30 cm) vittem, majd 50 mM nétrium-foszfat

pufferban elballitott 0,05-0,4 M natrium-klorid gradienssel tértént a fehérjék frakciondldsa. Az alkalmazott

aramlasi sebesség 1,5 ml/perc volt. Az o-galaktozidaz aktivitassal rendelkezé frakciokat egyesitettem, és

koncentraltam. Az enzim tisztitas utolsé Iépéseként a fehérje oldatot 2 cm x 60 cm hosszusagu Superose 12

toltetli gélsz(iré oszlopra vittem, amelyet elézdleg 0,2 % néatrium-azidot tartalmazé 20 mM pH=5,4 citrat-foszfat

pufferral hoztam egyensulyba. Az eludlas 0,25 ml/perc &ramlasi sebesség mellett ugyanezzel a pufferral

tortént. Az o-galaktozidaz tartalmu frakcidkat egyesitettem és desztillalt vizzel szemben dializaltam, majd az

enzimfehérjét liofilizaltam. Az egyes tisztitasi Iépesek jellemz6 adatait a 14. tablazatban foglaltam 6ssze.

14, tablazat Thermomyces lanuginosus eredetii a-galaktozidaz enzim tisztitasa
Osszes Osszes Specifikus Kitermelés
Miivelet aktivitas fehérje aktivitas (%) Tisztulas
[NE] [mg] [NE/mg]
Fermentlé 7000 439,8 15,92 100 1,0
Kisozas 6900 160,4 43,02 98 2,7
Sepharose CL-6B 6741 65,5 102,92 96 6,5
DEAE-Sepharose 6050 20,3 298,03 86 18,7
Q-Sepharose 5450 47 1159,57 78 72,9
Superose 12 4170 2,3 1813,04 59 113,9

A kidolgozott és a megvaldsitott enzimkinyerési és tisztitasi eljarassal a homogenitasig tisztitott

enzimet mintegy 59 %-ban sikertilt kinyerni és megkézelitéen 114-szeres specifikus aktivitds ndvekedést

értem el. A SDS-PAGE alapjan kapott egyetlen fehérje savot mutato elektroforetogram bizonyitja, hogy a

kinyert enzim homogén (31. abra).
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— a~galaktozidaz

31. abra Thermomyces lanuginosus eredetii o-galaktozidaz enzim elektroforetogramja
1. s&v: Molekulatémeg markerek: A: foszforilaz [94 kDa], B: bovin szérum albumin [67 kDa], C: ovalbumin [43 kDa],
D: anhidraz [30 kDa], E: sz¢ja tripszin inhibitor [20,1 kDa], F: at-laktalbumin [14,4 kDa]
2. sav: Fehérje oldat a Superose 12 tolteten vald gélsz(irés elétt
3. sav: A homogenitasig tisztitott o-galaktozidaz enzim.

43  THERMOMYCES LANUGINOSUS EREDETU ALFA-GALAKTOZIDAZ ENZIM JELLEMZESE

4.3.1 Molekulatomeg és izoelektromos pont

A homogenitasig tisztitott egy dimenziés SDS-PAGE mintdzatot 1-D Analysis v2.4b szoftverrel
(Signum/Biotech Fisher Gmbh, Gemany) feldolgozva a tiszta enzim moltémge 92-94 kDa-nak adédott és
izoelektromos pontja pl=3,9-4,1 tartoméanyban volt. A fonalasgomba eredetl o-galaktoziddz enzimek
molekulatdmegei 41-87 kDa tartomanyban taldlhatok és izoelektromos pontjuk pl=3,73-7,0 értékek kozott
valtozik (Zapater et al., 1990; Rios et al., 1993; Adya & Elbein, 1977; Civas et al.,1984a; Shibuya et al., 1997;
Dey et al., 1993; Shibuya et al., 1995a; Luonteri et al., 1998a; Brumerlll et al., 1999; Mitsutomi & Ohtakara,
1984; Golubev & Neustroev, 1993; Zeilinger et al., 1993). Az &ltalam izolalt o-galaktoziddz enzim a fenti
tartomanyok széls6értékeit képviselik. A meghatarozott molekulatdmeg, ha kis mértékben is, de meghaladja az
eddig leirt legnagyobb o-galaktoziddz monomerek molekulatdmegét és a meghatérozott izoelektromos pont
legkisebb izoelektromos ponttal rendelkezd enzimekével (pl=4,1) mutat hasonlésagot (Shibuya et al., 1995a;
Scigelova & Crout, 2000).

4.3.2 A szénhidrattartalom
Kémiai 6sszetételét tekintve az enzim 5,3 % szénhidrattartalommal glikoproteinnek bizonyult. Ezen
bellll 56 % D-manndz, 36 % D-glukdzamin, 8 % galakt6z és kisebb, mint 1% gliikoz tartalmat mutattam ki.

Enzimes deglikolizalassal is bizonyitast nyert, hogy az elédllitott o-galaktozidaz enzim glikoprotein. Ezt
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szemlélteti a 32. abra, ahol SDS-PAGE mintazat alapjan megéllapithat6, hogy a kezelt enzim molekulatémege

csOkkent és ennek megfeleléen elektroforetikus mobilitésa nvekedett.

M, 1 2 3 M,

A—
B_

7 —_c

e b—u‘

D — —_—D

E—3 —E

' — F

—G

32. abra Endoglikozidaz H enzimmel emésztett oi-galaktozidaz enzim elektroforetogramja

A mintékat 7,5 % SDS-PAGE-re vittem fel. M1: nagy molekulatdmegi kalibrald fehérjék
Mz: kis molekulatdmegi kalibrald fehérjék
1. sév: glikolizalt enzim
2. s&v: N-deglikolizalt enzimfehérje
3. sév: endoglikozidaz H enzim

Ezek az eredmények dsszhangban vannak az irodalmi adatokkal, mivel az eukarita eredetd

o-galaktoziddz enzimek jellemzéen glikoprotein jellegliek, azonban itt is talalhaté kivétel. llyen a Zeilinger és

munkatérsai (1993) altal tisztitott enzim, amely nem tartalmazott kovalensen kététt szénhidrat részt.

433 A készitmény pH optimuma

A tisztitott enzimkészitmény aktivitisanak pH figgését vizsgéltam a pH=2,5-9,0 tartoményban -
glicin/HCL, Mcllvaine és TRIS/HCI pufferek alkalmazasaval — 58°C-on végrehajtott aktivitisméréssel. A kapott
o-galaktozidaz aktivitisokat a 33. dbra szemlélteti.

A tiszta enzimkészitmény optimalis pH tartoméanya az enzimaktivitdsra vonatkoztatva pH=>5,0-5,5
kdzott taldlhatd. Ez dsszhangban van az irodalmi adatokkal, mivel a T. lanuginosus IMI 158749 gomba altal
szintetizalt o-galaktozidaz pH optimuma 4,5-5,0 (Puchart et al., 2000) és a Humicola sp.-bél tisztitott
o-galaktoziddz enzimé 5,0 (Kotwal et al., 1999). A gombaeredet(i o-galaktozidaz enzimek optimélis pH
értékeit tekintve, az altalam eléallitott enzimkészitmény a legnagyobb pH optimummal rendelkezé enzimek
kdzé sorolhatd.
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33. abra Az a-galaktozidaz enzimkészitmény aktivitdsanak pH fiiggése
Alkalmazott pufferek: glicin/HCl =>—, Mcllvaine =@—, TRIS/HC| <—

434 A hdémérséklet optimum

Az a-galaktozidaz enzimkészitmény hémérséklet optimumanak meghatarozaséat Mcllvaine puffert
hasznalva az optimalis pH tartomény kérmyezetében végeztem el p-nitro-fenil-o-D-galaktopiranozid
szubsztratumon t6rténé aktivitasméréssel. A 34. abran bemutatott kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy a
kdrnyezet hidrogénion koncentracitja hatassal van az enzimaktivitas hdmérséklet optimuméra. A vizsgalati
kordlmények kozott pH=4,5-nél az optimalis hdmérséklet 60 °C, mig pH=5,0-6,0 tartoményban a 65 °C
hémérsékletet talaltam optimélisnak. Puchart és munkatarsai szentjdnoskenyér eredetli galaktomannanon
eléallitott T. lanuginosus eredetl o-galaktoziddz enzim hémérséklet optimumaként a 65-70 °C kdzotti

tartoményt adjak meg.
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34. abra Az o-galaktozidaz enzimkészitmény aktivitisanak hémérséklet filggése
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A 65 °C hdmérséklet optimum fonalasgomba eredetii o-galaktozidaz enzimekre nézve a felsé hatarnt
jelenti, amely ipari felhasznalds szempontjabdl kedvezd érték, de az enzimalkalmazési kisérletek

szempontjabdl fontos informéaciét szerezni az enzim stabilitisara vonatkozoan.

435 Enzimstabilitasi vizsgalatok eredményei

Az o-galaktoziddz enzimkészitmény stabilitisat 40-80 °C-os hdémérsékleti tartomanyban és
30 éra hosszat. A pufferolashoz Mcllvaine (pH=4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0 és 7,5) és TRIS/HCI (pH=7,5;
8,0; 8,5 és 9,0) pufferokat alkalmaztam. A kapott adatokat tébb szempontbdl is feldolgoztam a stabilitas
értékeléséhez. Kiilonbdzd pH-ju kdryezetben a 40 °C-on mént aktivitasi értékeket az id6 fliggvényében
mutatja a 35. abra.

relativ alfa-galaktozidaz aktivitas [%]

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

inkubacids idé [6ra]

35.abra Az a-galaktozidaz enzimkészitmény aktivitdsanak valtozasa kiilonbzé pH-jui kornyezetben
40 °C-on inkubalva
Mclivaine pufferek
pH=4,0 ——, pH=4,5 ——, pH=5,0 pH=5,5—@—, pH=6,0 == pH=6,5 - pH=7,0 == pH=7,5 =0—
TRIS pufferek
pH=7,5 =C=, pH=8,0 =, pH=8,5 <, pH=9,0~<—

Az enzimkészitmény 40 °C-on pH=6,0-9,0 tartoményban 30 6ras inkubalds soran stabilnak
bizonyult, mig pH=5,0-5,5 kdz4tti tartomanyban megtartotta aktivitisanak mintegy 80 %-at és pH=4,5-nél tébb
mint 40 %-at. pH=4,0-nél az enzimaktivitas felezési ideje 3,4 6ranak adddott.
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Az enzimkészitmény 45 °C-on inkubalva 30 6ran at pH=5,5-9,0 tartoményban stabilnak bizonyult,
pH=5,0 értéknél, mintegy 60 %-at és pH=4,5-nél 50 %-&t tartotta meg a kiinduldsi aktivitisanak. pH=4,0
értéknél az enzimaktivitas felezési idejét 3,2 dranak hataroztam meg.

Az enzimet 50 °C-on kilénbdzé pH-ju kdrnyezetben hékezelve az 30 éran keresztil pH=6,5-9,0
tartoméanyban megtartotta a teljes aktivitdsat. pH=4,0-es kdryezetben inaktivalddott, mig pH=4,5 pH=5,0
mellett rendre megtartotta aktivitdsanak 28 %-at és 70 %-at. pH=5,5 és pH=6,0 kémyezetben az eredeti
aktivitds mintegy 90 %-a volt mérhetd.

55 °C-on 30 6réig inkubalva az enzimet pH=4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 és 9,0
pufferekben az eredeti aktivitdsnak rendre 12, 50, 66, 67, 100, 76, 71, 82, 84 és 71 %-at mértem. pH=4,0-nél
az enzim 4 6ran belul inaktivalédott.

60 °C-on 24 dra hosszat tartd vizsgalatok soran megallapitottam, hogy pH=4,0-nél 1 4ran és
pH=4,5-nél 7,5 6ran belill inaktivalodott az enzim. pH=5,0-nél 52 %, pH=5,5-nél 58 %, pH=6,0-nal 68 %,
pH=6,5-nél 75 %, pH=7,0-nél 79 %, pH=7,5-nél 45 %, pH=8,0-nal 51%, pH=8,5-nél 59 % és pH=9,0-nél 19 %
maradék aktivitast mértem vissza.

Az enzimkészitmény 65 °C-on térténé kezelés sordn pH=4,0-nél 20 percen, pH=4,5-nél 40 percen,
pH=7,5-nél, pH=8,5-nél és pH=9,0-nél 3 éran, pH=5,0-nél 4 éran, pH=5,5-nél és pH=7,0-nél 5 6ran bell
inaktivalédott, pH=6,0 és pH=6,5-nél 6 6ra mllva is megtartotta az enzim aktivitdsanak tobb, mint 40 %-at és
pH=8,0-nal 10 %-nyi aktivitds maradt.

70 °C-on és e feletti hdmérsékleteken tdrténd inkubélas soran az enzimkészitmény nagyon révid
id6n belll inaktivalodik.

Az enzimek stabilitdsa jellemezheté az inaktivalasi sebességi allanddval (k), amely az alabbi

A
h{—’j-loozk-z
AO

ahol t; id6, Ao: kiindulasi aktivitas At t idépontban mért aktivitas

egyenlet segitségével kiszdmithaté:

A 65 °C-on kapott mérési adatokhoz illesztett egyenesek Iathatok a 36. abran és a meghatérozott
sebességi allanddk keriltek Osszefoglalasra a 15. tablazatban, amelyekbdl megallapithatd, hogy egyes
esetekben a mérési adatok két egyenessel irhaték le. Azokban az esetekben, ahol a linearizalas soran a mért
értékek két fliggetlen egyenest hataroztak meg, az inaktivalodas Iétrejéttében t6bb tényezd jatszik szerepet. A
meghatarozott inaktivalddasi sebességi llanddk a pH ndvekedésével csdkkennek és abszolut értékben a
legkisebb értékeket pH=6,0-6,5 tartoményban hataroztam meg. Ezt kdvetden az inaktivalddasi sebességi
allanddk abszolit értékei ismét névekedtek. pH=7,0-9,0 tartoményban végzett vizsgalatoknal a sebességi
allanddknal tapasztalt kiugrd értékek magyarazataként szolgalhat, hogy puffer valtas tortént, mivel pH=8,0-9,0
tartoméanyban TRIS/HCI puffert alkalmaztam.
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LN (maradék aktivitas %)

1.0

3

4

Inkubacids idé [6ra]

36. abra  Kiilonbozé pH-ji kdrnyezetben 65 °C-on torténé inkubalas soran az oi-galaktozidaz
aktivitasok természetes alapu logaritmusa az idé fiiggvényében abrazolva
A vizsgalatoknal alkalmazott pH értékek: pH=4,0 X, pH=4,5 A\, pH=5,0 (], pH=5,5 X, pH=6,0 <, pH=6,5 O, pH=7,0

+, pH=7,5 —, pH=8,0 @, pH=8,5 @, pH=9,0 A

15. tablazat Az a-galaktozidaz enzimkészitmény 65 °C-on meghatarozott

inaktivalodasi sebességi allandoi

Sebességi
allando pH
[h] 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 7,0 | 75 | 80T | 85T | 9,07
18,3 | 7,68 | 0,94 | 0,54 | -038 | -038 | -0,80 | -1,31 | -062 | -136 | -1,02
:— 0,14 | -0,06 | -0,05 [ -0,31 0,25

A puffer mindség és az enzimaktivitds kdzotti dsszefiiggés felderitésére Mcllvaine és TRIS/HCI

pufferekben (pH=7,5) kildénb6z8 hémérsékleteken vizsgaltam az enzimaktivitdsok alakulasat 6 oras

id6intervallumban. Ezen adatokat foglalja dssze a 37. abra, amelybdél megéllapithatd, hogy a TRIS/HCI

pufferben t6rténd inkubélds kedvezdbb az enzimaktivitas megdrzése szempontjabdl. A kilénb6z6 pufferek

alkalmazésa még azonos koncentrécidban és pH értéknél is eltérd ionerésségii lehet, amely kdzvetett modon

hathat az enzimszerkezetre (Segel,

1975). Az aktivitds gorbéken lathatd torések feltehetéen azzal

magyarazhatok, hogy a pH okozta inaktivalodas soran az enzim kezdeti és végéllapota kozétt atmeneti

allapotok johetnek létre. Ez azt jelenti, hogy az enzimmolekul&dnak szamos ionizécids forméaja lehet (Chitnis &

Sadana, 1989).
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Maradék aktivitas [%]

0 T T * T
0 1 2 3 4 5 6 7

Inkubacios idé [ora]

37.abra Az o-galaktozidaz enzimkészitmény aktivitadsanak alakulasa kiildnbozé hémérsékleteken
pH=7,5 TRIS/HCI és Mcllvaine pufferek jelenlétében inkubalva
Mcllvaine pufferekben vizsgélva

40°C —4—, 45°C —h—, 50°C —@—, 55°C 1, 60°C ——_, 65°C —¥—
TRIS/HCI pufferekben vizsgalva

40°C - <>+ 45°C - £\ - 50°C == O~ 55°C~ T} * 60°C - s -, 65°C ===~

Az enzimalkalmazasi vizsgélatok szempontjabdl fontosnak tartottam egy olyan megkézelitést és
abréazolast is, amely szemléletesen mutatja a hémérséklet és a pH egyittes hatisat az enzim stabilitasara. Az
enzim stabilitdsat vizsgalva a pH-t és a hémérsékletet valasztottam fliggetlen véltozénak és a maradék
aktivitds szolgélt flggdvaltozoként. A legkisebb négyzetek mddszerét hasznéltam a kisérleti adatok
kdzelitésére. A 24 6ras inkubécid soran a szézalékos relativ o-galaktoziddz aktivitisok alakulasat mutatja a
38. ébra.

0,
Homérseklet [C] 90 %

38. abra 24 oras inkubaciot kovetéen a maradék enzimaktivitasok szazalékos értékei kiilonbozé
kornyezeti paramétereknél
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Az illesztett modell segitségével megallapithatd, hogy az enzimkészitmény 55 °C-on pH=6,4-8,3
tartomanyban térténé inkubalas sordn legaldbb 1 napig megérzi aktivithsat és az optimalisnak
meghatarozott pH=5,5 értéknél visszamérhetd az aktivitas 76 %-a. Ezen idStartam alatt az enzim elveszti
az aktivitasat 65 °C-on vagy efelett. A 65 °C-os hémérséklet optimummal rendelkezd Humicola eredet(
o-galaktoziddz enzim csupén 60 percig érizte meg aktivitasat 55 °C-on (Kotwal et al., 1999). Talbot és
Sygusch (1990) Bacillus stearothermophilus — o-galaktozidaz enzimének stabilitasat  vizsgélva
megallapitotta, hogy a 24 6rés 60°C-on térténé hdkezelés soran megtartotta aktivitdsat, de 65 °C-on mar
elveszitette aktivitisanak 30 %-at. Thippeswamy és Mulimani (2002) Giberella fujikuroi eredet(i enzimet
allitottak elé és 55 °C-on (0,2 M acetét puffer pH=5,5) vizsgaltak annak hdstabilitasat mind szabad, mind
régzitett formaban. 24 6ras inkubalds utan az oldott szabad enzim aktivitasanak 44 %-at, mig a rogzitett
enzim 36%-at tartotta meg. Haromnapos hoékezelést kdvetéen az oldatban 1évé enzim kezdeti
aktivitisanak csupan 6 %-a, mig az immobilizalt enzim 17 %-a volt visszamérhets.

A T. lanuginosus CBS 395.62b eredet( tiszta o-galaktozidaz enzim vizes oldatban gyorsan
inaktivalodik. Hatészekrény hémérsékletén tarolva 4-5 nap alatt elveszti aktivitdsanak 60-70 %-at. Az
enzim stabilis fagyasztva széritva vagy oldott formadban 10-20 % NaCl jelenlétében. Puchart és
munkatérsai (2000) T. lanuginosus IMI 158749 eredetl o-galaktozidaz enzim stabilizilasara marha

szérumalbumint hasznaltak.

4,3.6 Fémionok hatasa az enzim aktivitasara
A Kkiilénbdzd fémionok enzimaktivitdsra gyakorolt hatdsét mutatja a 16. tablazat. A vizsgalatok
aktivitasmérésen keresztill torténtek.

16. tablazat Kiilonbozé fémionok hatasa az oi-galaktozidaz aktivitasara

lonok o-galaktozidaz aktivitas Relativ aktivitas
[10 mM] [NE/ml] [%]

Mn++ 211 113
K+ 197 106
Mg+ 192 103
Kontroll 186 100
Co+ 164 88
Ni+ 162 87
Cu+ 158 85
Ca 24 13
Zn+ 12 6
Hg* 6 3
Ag+ 0 0
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Az irodalmi adatok alapjadn a Mn+, a Mg+ az o-galaktozidaz enzim kofaktorai lehetnek és a K+
aktivatorként szerepelhet. E megfigyeléseket kisérleti eredményeim is aldtdmasztigk. 10 mM Mn+
koncentracié alkalmazasa a reakcid elegyben mintegy 13%-0s aktivitas ndvekedést eredményezett. Mn+
aktivalé hatasat mutattdk ki Lactobacillus fermentum 236 (Garro et al., 1993) és Bifidobacterium longum
CRL 849 (Garro et al., 1994) jelzésu térzsek o-galaktozidaz enzimeinél is. Ezzel ellentétes megfigyelések is
fellelheték az irodalomban pl. a Lactobacillus fermentum CRL 251 jelzési torzs o-galaktozidaz enziménél
10 mM koncentraciéban jelenlévé Mn+ nem befolydsolta az aktivitdst (Garro et al., 1993). Penicillium
janthinellum eredetl o-galaktozidaz enzim esetében kimutattak, hogy a Mn+ 5 mM koncentraciéban 30%
aktivitds ndvekedést eredményezett, de 10 mM koncentracidban mar nem gyakorolt hatast az enzim az
aktivitasra (Elshafei et al., 1993).

A Mg+ és a K+ ionok csak kis mértékii enzimaktivitds ndvekedést (Mg+-nél 3 %-, K+-nal 6 %)
okoztak a méréseim soran. Ez nem tekintheté szignifikans hatasnak. Hasonlé adatok azonban fellelhet6k a
szakirodalomban is: Monascus pilosus eredetli o-galaktozidaz enzimnél 1 mM-os koncentraciéban mind a
Mg+, mind a K+ 4 % aktivitas ndvekedést idézett elé (Wong et al., 1986). Néhany esetben 1-3 % aktivitas
csbkkenésrdl is beszamoltak (Garro et al., 1993; Garro et al. 1994; Garro et al., 1995). A K+ ion &ltaldban nincs
hatassal a mikroba eredet(i o-galaktozidazok aktivitasara.

12-15 % aktivitds csdkkenést tapasztaltam a Co+, a Ni++ és a Cut+ ionok jelenlétében. A Cu+
enyhén gatlé hatasat mas mikrobdknal is tapasztaltdk (pl. Lactobacillus fermentum CRL 251 és CRL236
jelzésu térzsnél) (Garro et al., 1993). 1 mM Cu+ a Monascus pilosus eredetli o-galaktozidaz enziménél erés
inhibitornak bizonyult, 69%-kal csdkkentve az enzimaktivitast (Wong et al., 1986). Ni++ ionok jelenléte néhany
prokaridta eredetli o-galaktoziddz enzim esetében pozitiv hatast gyakorolt az enzimaktivitdsokra (Garro et
al.,1993; Garro et al.,1994).

A Ca+, a Zn+ és a Hg ionok erbsen gatoltdk az o-galaktoziddz enzim mukddését és Agr
jelenlétében az enzim teljesen inaktivva vélt. Candida guilliermondii H-404 éleszté mindkét izoenzimét szinte
teljesen inaktivalta mar 1 mM AgNOs és 1 mM HgClz (Hashimoto et al., 1992). Hg++ altal okozott inaktivalodast
Penicillium janthinellum (Elshafei et al., 1993) és Lactobacillus fermentum CRL 236 és CRL 251 tdrzsek
o-galaktoziddz enzimeinél (Garro et al., 1993) is kimutattak. Az Ag+ és a Hg+ altal okozott gatlas az dsszes
vizsgalt o-galaktozidaz enzimnél érvényesdlt. A fémionok kdz0l mar kis koncentracidban is a Hg+ gétl6 hatasa
a legerdsebb. Az Ag+ inhibicids hatdsa talan annak kdszonhetd, hogy reakcidba 1ép az aktivcentrumban
talalhatd karboxil-csoportokkal és hisztidin molekuléval (Wong et al., 1986). A Hg+ pedig az enzim aktiv-
centrumanak katalitikus helyén lévé tiol-csoportokhoz kétédve &tmeneti komplexet képez, igy az aktivitas
megszlinését, vagy jelentds csdkkenését eredményezi. A fémionok (az Ag+re is jellemz6) ilyenkor komplexet
képezve katalizaljak az SH-csoportok oxidaciojat. Az oxidacié eredményeként diszulfid S-S kdtés alakul ki két

tiol-csoport kdzétt (Stimegi, 1997).
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A Zn+ hataséra a Lactobacillus fermentum CRL 236 és CRL, a Bifidobacterium longum CRL 849
jelzési baktérium térzseknél és Monascus pilosus fonalasgombanal maximum 25%-o0s aktivitas csdkkenést
tapasztaltak, ellentétben az altalam kapott eredménnyel, ahol kdzel 93%-0s aktivitas veszteség Iépett fel.

A Cat+ az &ltalam vizsgalt Thermomyces lanuginosus a-galaktoziddz enzim aktivitast 87 %-kal
lecsdkkentette.

4.3.7  Enzimkinetikai vizsgalatok eredményei
A kinetikai paraméterek meghatérozasa sorén a szintetikus p-nitro-fenil-o-D-galaktopiranozid és a
raffinéz hidrolizisét 0,15 mM, és 7,5 mM koncentrécid tartoményban vizsgaltam, mig a sztachiéz esetében a
vizsgalt koncentrdcié tartomany 0,5 mM és 10 mM volt. A kinetikai adatokat Hanes-Woolf (Segel, 1975)

mddszerével hataroztam meg és a 17. tiblazatban adom kozre.

17. tablazat T. lanuginosus CBS 395.62b a-galaktozidaz enzimének kinetikai paraméterei

Szubsztratum K Vinax

[mM] [umol:min-mg]
p-nitro-fenil-o-D-galaktopiranozid 1,13 2498
raffindz 1,61 4434
sztachioz 1,17 4889

(A Km és Vimax értékek meghatarozdsa Hanes-Woolf mddszerrel tértént)

A Km értékek alapjan az o-galaktoziddz enzimnek a legnagyobb affinitasa a szintetikus
szubsztratumhoz van, kdzel azonos affinitdst mutat a tetramer szerkezetl sztachidzra nézve, amely két
o-galaktozidos koétéssel kapcsolddd galaktéz molekuldt tartalmaz. A vizsgélt szubsztrdtumok kdzil a
raffindzzal szemben mutatia a legkisebb affinitast az enzim. Osszegzésként megallapithatd, hogy nem
tapasztalhatd jelentés kilonbség az enzim affinitasaban  kiildnb6z6 1&nchosszisaggal rendelkezd
o-D-galaktozidokra, illetve az eltéré aglikon egységeket tartalmazé oligoszacharidoknal. A maximalis reakcié
sebesség tekintetében meghatarozé a szubsztratum aglikon része. A legkisebb Vmax értéket a szintetikus
szubsztratumon kaptam, mig az oligoszacharidokon tapasztalt Vmax értékek jelentésen nagyobbak voltak. A
legnagyobb értéket sztachiéz szubsztratumon mértem, ahol egy két szubsztratumos kinetikai rendszer val6sul
meg, mivel a sztachiéz hidrolizise soran keletkezd raffindz szintén szubsztrdtuma az enzimnek. A kinetikai
paraméterek tekintetében igen jelentds eltérések talalhatok az irodalomban. Ezek az eltérések nemcsak azzal
magyarazhatok, hogy a vizsgalt enzimek igen kilénbdzé forrdsokbol szarmaznak, hanem azzal is hogy az
indukciés korliimények és nem utolsd sorban meghatérozasi médjuk is kilénbdzik. A szubsztratumokra
vonatkoz6 affinitasi sorrend tekintetében eredményeim hasonlésagot mutatnak a T. reesei RUT C-30 eredet(
o-galaktoziddz enzimmel (Zeilinger et al., 1993). Jelent6s eltérések fedezhetdk fel katalitikus tulajdonsag
tekintetében egy mésik T. lanuginosus gombatdrzs, az IMI158749 &ltal galaktomanndn ndvekedési

szubsztratumon szintetizalt o-galaktoziddz enzimhez viszonyitva (Puchart et al., 2000). Ez a torzs
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hatékonyabban hidrolizalja a szintetikus p-nitro-fenil-o.-D-galaktopiranozid szubsztratumot, mint a raffindzt, mig
az Altalam vizsgalt T. lanuginosus CBS 395.62b jelli térzs szacharbzon szintetizalt enziménél ennek

ellenkezdje tapasztalhaté.

44  THERMOMYCES LANUGINOSUS CBS 395.62b GOMBATORZS ALFA-GALAKTOZIDAZ ENZIMEI

Szémos fonalasgombandl kimutattdk, hogy Osszetett szubsztratumokon eltér§ fiziko-kémiai
tulajdonsagokkal és szubsztratum specifitissal rendelkezé o-galaktoziddz enzimeket szintetizalnak. A
Thermomyces lanuginosus CBS 395.62b jelzésl tbrzset kildnbdzd kémiai szerkezetl szénhidratokon
szaporitva vizsgaltam az extracellularis o-galaktozidaz termelésiiket és az enzimfehériéket kinyerve
dsszehasonlitottam molekulatdmegiket. Az enzimek el8allitasa optimalizalt dsszetételli szacharbzos (F1),
illetve szentjanoskenyér galaktomannant (F2) tartalmazé tapkdzegeken tértént. Az enzim fermentacio

eredményeit a 18. tablazatban foglaltam 6ssze.

18. tablazat Extracellularis o-galaktozidaz aktivitasok killénbdz6 szénforrasokat tartalmazé optimalizalt
fermentacids tapkozegben

Fermentacids id6é o-Galaktozidaz aktivitas [NE/ml]
[nap] Szacharézos tapkézegen (F1) Galaktomannanos tapkozegen (F2)
2 6,7 2,9
3 24,4 5,9
4 54,9 7,8
7 109,0 9,4

A T. lanuginosus CBS 395.62b jelzés(i térzs az oligoszacharid tartalmu tapkdzegen egy
nagysagrenddel nagyobb o-galaktoziddz aktivithst mutatott, mint a szentjdnoskenyér eredetl
galaktomannanon. A galakiomannan szubsztratumon szintetizalt enzim kinyerésénél a tisztitasi eljarast
modositani kellett, mivel a fermentlé viszkozus anyagokat tartalmazott, ezért izo-propanoclos frakcionalt
kicsapést alkalmaztam. Elsé |épésben azonos térfogatu izo-propanolt adtam a sejtmentes fermentléhez. A
kicsapddott anyagot centrifugalassal (10000 rpm, 10 perc) eltivolitottam. Ezt kdvetéen a tukrds fellilszobdl
2 térfogatnyi izo-propanollal kicsaptam a fehérjéket. A csapadékot centrifugalassal gydjtdttem dssze és
minimalis mennyiségli 50 mM Mcllvaine pH=6,0 pufferben oldottam fel. Az oldhatatlan részeket
centrifugalassal, majd membransz(iréssel tavolitottam el. Az izo-propanol nyomoktdl ultrasz(iréssel tisztitottam
meg a fehérjeoldatot. Ezt kdvetéen a kidolgozott eljarasnak megfeleléen homogenitasig tisztitottam az
o-galaktoziddz enzimet. SDS-PAGE segitségével ellendriztem az enzimpreparatum tisztaségat, valamint
meghataroztam molekulatémegét. Szacharéz (F1) és galaktomannan (F2) szénforrason szintetizalt enzimek
elektroforetogramjat mutatja a 39. abra.
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D F1: szachar6zos tapkdzegen szintetizalt o-galaktozidaz | enzim

Lo . B F2: galaktomannan tartalmu tapkdzegen szintetizalt o-galaktozidaz Il
a-galaktozidaz Il ——— =\

|

! M: molekula marker
e~ .— E A: 200 kDa, B: 116 kDa, C: 97kDa, D: 66 kDa, E: 45 kDa

39. dbra T. lanuginosus CBS 395.62b torzs kiilonb6zé szénforrasokon szintetizalt o-galaktozidaz
enzimei

A szentjanoskenyér gumit tartalmazé tpkdzegen (F2) termelt enzim molekulatémegét 53-54 kDa-ra
becsiltem és a-galaktozidaz Il-nek neveztem. Ez j6 egyezést mutat a Puchart és munkatérsai (2000) altal
kézolt adattal, akik a T. lanuginosus egyik mannanolitikus térzse — a T. lanuginosus IMI 158749 - Aaltal
galaktomannan szubsztrdtumon termelt a-galaktozidaz enzimének molekulatémegét 57 kDa-nak hataroztak
meg. Hasonlé molekulatémegl (57,5-60,2 kDa) enzimet nyertek guar eredetli galaktomannédn névekedési
szubsztratumon szaporitott Penicillium ochrochloron gombéval. Ezzel szemben a szachar6zos tapkdzegen
(F1) szintetizalt a-galaktozidaz | enzim molekulatémege joval nagyobb — 94 kDa — volt.

Kisérleti eredményeim alapjan megallapithatd, hogy az alkalmazott ndvekedési szubsztratumtl
fuggden, a T. lanuginosus fonalasgomba egy adott torzse is tdbb o-galaktozidaz enzimet szintetizal és vélaszt
ki. A T. lanuginosus CBS 395.62b jelzés( t6rzs fermentéciéja soran siker(ilt két eltéré molekulatémegii enzimet
kimutatnom.

Az a-galaktoziddz enzim galaktdz anyagcserében betdltétt kiemelkedd jelentéségét bizonyitja, hogy
szamos szervezet — ndvények, allatok és a mikroorganizmusok — tébb féle o-galaktozidaz enzimet is
szintetizl. Ezeknek az enzimeknek a szintézisét altalaban mas-mas gének kddoljak. A fonalasgombék o
galaktozidaz enzimeire vonatkozdan is egyre tébb olyan kdzlemény jelenik meg, amelyek egy faj, illetve torzs
altal termelt enzimek tisztitasaval és jellemzésével foglalkozik. Aspergillus niger térzsek esetében tdbb
kutatécsoport is kimutatott harom eltéré fiziko-kémiai és biokémiai tulajdonsagu enzimet (de Vries et al., 1999;
Manzanares et al, 1998). Ademark munkatarsaival (2001) négy o-galaktoziddz enzimet tisztitott
galaktomannént tartaimazé tapkdzegen szaporitott Aspergillus niger tenyészlevébél. Harom o-galaktozidaz
enzimet (AGLI, AGLII és AGLIIl) mutattak ki Penicillium simplicissimum (Luonteri et al., 1998b), valamint
Trichoderma reesei (Margolles-Clark et al., 1996) gombaknal.
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45  ENZIMALKALMAZASI KiSERLETEK

A Thermomyces lanuginosus CBS 395.62b jelzés(i torzs ltal szachar6z ndvekedési szubsztratumon
termelt és homogenitésig tisztitott enzimkészitménnyel természetes szubsztratumok hidrolizisét vizsgaltam. A
kisérleteket az enzim optimlis paramétereinek és stabilitasi tulajdonséagainak figyelembevételével 55 °C-on
végeztem.

45.1  Galakto-oligoszacharidok hidrolizise
A galakto-oligoszacharidok hidrolizisének koévetésére kiildénbdzé szénhidrdt meghatarozasi
mddszereket alkalmaztam.

Melibioz hidrolizise

A hidrolizist 2, 4, 6 és 8 (m/v) % melibidz koncentracidk alkalmazasaval és a szubsztratum
1 grammjara szamitva 50 NE o-galaktoziddz enzim alkalmazasaval valdsitottam meg. Harom 6réig tart6
biokonverziét hajtottam végre 55°C és pH=5,5 (Mcllvaine puffer) kéryezeti paraméterek mellett. A
szénhidratok azonositasara és mennyiségi meghatérozasara HPLC technikat alkalmaztam. A kisérleti
eredmények a 40. &bran kerlilnek bemutatasra.

A 2 (m/v) % melibidz teljes hidrolizise 2 6ran bellil megtértént. A nagyobb melibiéz koncentrécidk
(4, 6 és 8 (m/v) %) esetében a teljes hidrolizishez szilkséges idétartam 3 6ra volt. A termékképzédési gorbék
azt mutatjék, hogy minden vizsgélatnal és minden iddpontban a galaktéz mennyisége kisebb, mint a glikézé,
pedig a hidrolizis eredményeként azonos molaris aranyban kellene keletkeznilik. Ez a jelenség utalhat arra,
hogy transzgalaktozilalas is lejatszddik, ahol a reakcidelegyben jelenlevé mindhdrom szénhidrat szerepelhet
akceptor molekulaként.

Raffinoz hidrolizise

1 (mlv) % raffindz koncentraciéndl 50, 100 és 200 NE o-galaktozidaz enzimet alkalmaztam 1 g
szubsztrdtumra vonatkoztatva és galaktéz koncentracid meghatarozaséval vizsgéaltam a hidrolizist, a
biokonverzi6 18. és 24. drajdban. A kisérleti eredményeimet a 41. abrén foglaitam dssze. A hidrolizis 18.
Orajdban 86 és 89 %, mig a 24. braban 89 és 95,5 % kozotti hidrolizist tapasztaltam. Az enzim-szubsztratum
arany ndvelésével egyenes aranyban névekedett a hidrolizisfok.

A kildnbdz6 enzim:szubsztratum aranyokndl tapasztalt hidrolizisekben nem volt jelentés kilébség,
ezért 50 NE/g szubsztratum ardnynal viszgéltam a raffindz o-galaktozidaz enzimmel térténé hidrolizisét 1, 2, 4
és 6 (wiv) % szubsztrdtum koncentracidknal 55°C és pH=5,5 kdrnyezeti paramétereket alkaimazva. A
biokonverzi6 folyamatanak kdvetésére redukald cukortartalom meghatarozést alkalmaztam. A kisérleti
adatokat és eredményeket a 42. bran szemléltetem.
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40. abra Melibioz hidrolizise
A: 2 (mNV) %, B: 4 (M) %, C: 6 (m/V) %, D: 8 (m/v) % melibiéz szubsztratum
Szénhidratok: melibioz @, gliikoz <, galaktéz 2\; Kémyezeti paraméterek 55°C, pH=5,5 (Mcllvaine puffer)
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41, abra Raffin6z 1 (m/v) %-os oldatanak hidrolizise kiilonbdzé enzim:szubsztratum aranyoknal
Kdmyezeti paraméterek: 55°C, pH=5,5 (Mcllvaine puffer)
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42. abra Kiilonb6z6 koncentracidju raffindz oldatok hidrolizisénél a keletkezé redukalé cukor
mennyisége az id6 fiiggvényében

Kiindulési raffin6z koncentraciok (m/v) %: 14, 2l 4 A 6 @
Kdmyezeti paraméterek: 55°C, pH=5,5 (Mcllvaine puffer)

A nemredukal6 raffindz hidrolizise minden vizsgalt koncentracional lezajlott 3 6ran beldl. A redukald
cukor koncentraciéban tapasztalhatd ingadozas oka a reverz reakcioval és az enzim transzferaz aktivitdséval
magyarazhatd. Ennek felderitésére 6 (m/v) % raffindz szubsztratumot alkalmaztam. Az &ltalam dsszeallitott
rendszerben a raffindz szolgélt donor szubsztrdtumként. Az akceptor lehet akér a raffindz, akér a hidrolizis
soran keletkezd szacharéz. Ennek alapjan 3, illetve 4 monoszacharidbdl all6 trimer, illetve tetramer termék
keletkezése varhato. A transzfer reakciok pH fiiggésének meghatérozasahoz kildnbézé pH-ji kémyezetben
hajtottam végre a kisérletet. A hidrolizis folyamatok soran keletkezd transzfer termékek kimutatdsa HPLC
technikaval tértént. A hidrolizis sordn kimutathaté mennyiségben keletkezett egy tetramer szerkezet(i termék,
amelyet 4-es polimerizaltsagu galakto-oligoszacharidnak (GOS4) neveztem el.

A termékek kozt megjelend GOSs részaranyét a hidrolizis idé és a pH fiiggvényében a 43. &bra
mutatja. Az adatokbdl leolvashato, hogy a hidrolizis elsé 6rdjaban keletkezik a legnagyobb mennyiségu
tetramer szerkezet( transzfer termék. A legnagyobb részaranyban a tetramer termék pH=7,0-nél keletkezett,
ahol elérte a 10 % koncentraciét. Ezt kévette a pH=6,5-6n vezetett hidrolizis. A transzfer reakciét igen
problematikus optimalizalni, mivel ez a reakcid6 mindig verseng a donor és a transzglikolizalt termékek
hidrolizisével.

A fenti eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a Thermomyces lanuginsus CBS 395.62b torzs altal
szachardz szubsztratumon szintetizalt enzim a galakto-oligoszacharidok hidrolizise mellett, galaktéz transzfert
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is képes megvalositani. A transzfer reakcid hatékonységa tébb tényezé mellett nemcsak a reakcididétél fiigg,
hanem a kdrnyezet pH-ja is meghatarozo.

—_
N
|

—_
o
|

GOS, a termékek %-aban

0 30 60 90 120 150 180 210

Hidrolizis idé [perc]

43. abra Tetramer termékek keletkezése 6 (m/v) % raffindz hidrolizise soran

A biokonverzioknal alkalmazott kdrmyezeti paraméterek: 55°C
pH értékek: pH=7,0 —O—, pH=6,5 —@—, pH=6,0 ——, pH=5,5—="—, pH=5,0 —ll—
Sztachioz hidrolizise
1 (m/v) % sztachidz hirolizisét vizsgéltam 1 gramm szubsztratumra szémitott 50, 100 és 200 NE

o-galaktoziddz alkalmazasaval. A folyamatot 18. és 24. draban torténd mintavételezéssel és a galaktéz
meghatarozasaval kdvettem. Eredményeimet a 44. dbran mutatom be.
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44, abra Sztachioz 1 (m/v) %-os oldatanak hidrolizise kiilonb6z6 enzim:szubsztratum aranyoknal
Kdrmyezeti paraméterek: 55°C, pH=5,5 (Mcllvaine puffer)
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A biokonverzi6 18. drajaban a hidrolizisfok 54 és 56 % volt, mig a 24. éraban ezek az értékek
csupan 61 és 64 %-nak adodtak. Az enzim-szubsztratum ardny ndvelésével egyenes aranyban ndvekedett a
hidrolizisfok.

452  Galaktomannanok hidrolizise

Két ndvényi eredetli galaktomannént vizsgéaltam annak kideritésére, hogy az altalam eldéllitott
T. lanuginosus eredetli o-galaktoziddz enzim képes-e hidrolizAlni azokat. A szentjanoskenyér eredetl
galaktomannanban mannéz/galakt6z=3,1, mig a guar gumiban ez az arany 1,5. A galaktomannanokbdl 1 (m/v)
%-0s oldatokat készitettem. A hidrolizis soran a szubsztrdtumra nézve nagy feleslegben alkalmaztam az
enzimet, ez azt jelentette, hogy 1 g szubsztrdtumhoz 16 pg enzim preparatumot adtam. Ez az eddigi
kisérletekben alkalmazott szubsztratum-enzim ardnynak, tébb mint 15-szérose volt. A hidrolizis kisérlet
értékelésére enzimes galaktéz meghatarozast alkalmaztam. A kisérlet soran galaktéz felszabadulast nem
detektaltam, ami arra utal, hogy hidrolizis nem tortént. Az eredmények azt igazoljdk, hogy a vizsgalt

galaktomannéanok nem szubsztratumai az alkalmazott T. lanuginosus eredeti o-galaktozidaz enzimnek.
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5 (SSZEFOGLALAS

Az a-galaktoziddz enzim ipari alkalmazasanak attérése a kdzeljovSben varhatd, mivel szdmos
o-galaktoziddz enzim, hasonldan mas konformacié megtartd hidrolitikus enzimhez, transzglikozidaz
aktivitdssal is rendelkezik. E tulajdonségai alapjan nemcsak oligo- és poliszacharidok lebontaséra alkalmasak,
hanem helyspecifikus szintézissel galakto-oligoszacharidok felépitésére is. Ezek a tulajdonsagok
hasznosithatok az éleimiszer-, a gyogyszer-, a papir- és az olajiparban, tovabba a szerkezetkutatdsban és a
gybgyészatban is.

Meghatarozott feladatra specidlis enzimkészitmény sziikséges, ezért szakadatlanul folyik az djabb
és Ujabb enzimforrasok felkutatdsa. Potencidlis enzimforras lehet a Thermomyces lanuginosus termofil
fonalasgomba, amely kénnyen szaporithat, nem patogén, nem termel toxinokat és gazdag forrdsa szamos
extracellularis enzimnek. llyenek a hemicelluldzok, az amilolitikus, a pektolitikus, a lipdz és a fithz enzimek.
Szédmos kutatd foglalkozik a T. lanuginosus eredetl amilolitikus enzimek el6allitasaval, tisztitasaval,
jellemzésével és szerkezetilk vizsgalataval. A hemicelluldzaik kdzil a legtébb ismeret a xilandz enzimrdl &ll
rendelkezésre. Az enzim telies szekvencigjat és kristaly szerkezetét is meghataroztdk. Ezen xilanaz
kutatasokat az is inspirdlta, hogy a T. lanuginosus celluldzmentes, termostabilis xilandz enzimet termel és
ezen tulajdonséga alapjan igéretes a papir- és a sitéipari alkalmazasa.

A hemicellulézok lebontasaban szerepet jatszd T. lanuginosus eredetl glikozilhidrolazokra, kdztlk
az o-galaktoziddzra, vonatkozd irodaimi adatok igen szlkdsek. E hiany pétlasara tliztem ki célul a
T. lanuginosus termofil gomba a-galaktozidaz enzimtermelésének tanulmanyozasat, az enzim kinyerését és
jellemzését, valamint alkalmazhatésdganak vizsgalatat.

Tizenhét T. lanuginosus torzset rangsoroltam raffindz névekedési szubsztrdtumon extracellularis
o-galaktoziddz aktivitasra nézve. A legjobb aktivitisi torzset - CBS 395.62b - vélasztottam az
enzimfermentécids technoldgia kidolgozasdhoz. Ennek a térzsnek az 58°C-on meghatéarozott 15,7 NE/ml
aktivitdsa kozel két és félszerese volt az dsszes vizsgalt torzs termeldképességének atlagahoz viszonyitva.

A vizsgalt ndvekedési szubsztratumok kézill a szachardz, a raffindz, a laktoszukrdz, az L-arabindz
és a galaktomannanok indukéltak az extracellularis o-galaktozidaz enzim szintézisét. Hatékonynak bizonyultak
az enzim szintézis szempontjabél azon dsszetett mezégazdasagi eredetl termények;, illetve melléktermékek,
amelyek ilyen komponenseket tartalmaztak (a borsoliszt és a korpakivonatok). Az enzimszintézis
szempontjabdl a legjobb induktornak a szachardz bizonyult. A vizsgalt tdrzsek tdbbsége jobb, vagy kdzel
azonos aktivitdsokat mutatott szacharézon, mint raffindz nvekedési szubsztratumon. Az enzim el8éllitdsara
szelektalt torzs 23 %-kal nagyobb aktivitast mutatott szachardzon, mint raffindz szénforrdson. Ipari
megvalbsithatosag szempontjabdl is kedvezd a szachardz alapon torténd technoldgia kidolgozasa, mivel

kénnyebben hozzéaférhetd, olcsobb tapkomponens, mint a raffindz.
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A T. lanuginosus CBS 395.62b termeltdrzs o-galaktoziddz enzim termelésének maximalizalasara
meghataroztam a tapkdzeg optimélis szachar6z és ammonium-acetat koncentraciéjat, valamint az inokulélasi
technoldgiat. Az optimalizalt tapkdzeg dsszetétele a kdvetkez6: szachardz 30 g, amménium-acetdt 9 g,
KH2PO4 3 g, K2HPO42 g, MgSO4*7H20 1 g, Vogel-féle nyomelem oldat 1 ml és a fenti komponensek Mcllvaine
pufferral (pH=7,5) 1000 ml-re oldanddk. Az enzimfermentécid inditasahoz a 2 napos inokulum tenyészet
alkalmazasét talaltam optimalisnak.

A kidolgozott technol6gidval 7-8 napos fermentéciés idétartammal 100 NE/ml enzimaktivitas érheté
el. Az optimalizalas eredményeként az enzimhozamot sikerilt hatszorosara ndvelni. Ez kiemelkedének
mondhat6 az irodalmi adatokkal 6sszehasonlitasban is, mivel a kdzlemények tulinyomé tébbségében csupan
1-5 NE/ml enzimaktivitdsokrol szamolnak be.

Az enzim kinyerésére és tisztitdsara a tenyészlé sz(rletébdl térténd ammonium-szulfatos kicsapast
kdvetden négy lépésbdl all6 kromatogréfias eljarast dolgoztam ki, amely molekulaméret és téltés alapjan
torténd elvalasztasokbdl allt. Az enzim tisztitas soran 114-szeres tisztuldst és 59 %-os kitermelést értem el,
valamint 1813 NE/mg specifikus aktivitdst terméket kaptam. Az enzimfehérje homogenitasat denaturald
poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriziem. Az enzim molekulatémege 94 kDa és izoelektromos pontja 3,9-
4,1 kozé6tt volt. Az enzim glikoprotein és szénhidrat tartalmat 5,3 (m/m) %-ra becsiitem. Az enzimhez
kapcsolddo szénhidratok vizsgalata sorén a kdvetkezd megoszlast talaltam: 56 % manndz, 36 % glikdzamin,
8 % galaktoz. A glikéz tartalom kisebb volt, mint 1 %.

Az enzimaktivitds optimalis pH-ja pH=5,0-5,5 és optimlis hémérséklete ebben a pH tartomanyban
65 °C volt p-nitro-fenil-o-D-galaktopiranozid szubsztrdtumon meghatdrozva. Az enzim legaldbb 1 napon
keresztlll stabilnak bizonyult 55°C-on pH=6,4-8,3 tartomanyban. 60 °C-on 24 6ra hosszat tartd vizsgélatok
soran megéllapitottam, hogy pH=4,0-nél 1 6ran és pH=4,5-nél 7,5 éran belill inaktivalodott az enzim. pH=5,0-
nél 52 %, pH=>5,5-nél 58 %, pH=6,0-nal 68 %, pH=6,5-nél 75 %, pH=7,0-nél 79 %, pH=7,5-nél 45 %, pH=8,0-
nal 51%, pH=8,5-nél 59 % és pH=9,0-nél 19 % maradék aktivitast mértem vissza. 65 °C-on térténé kezelés
soran pH=4,0-nél 20 percen, pH=4,5-nél 40 percen, pH=7,5-nél, pH=8,5-nél és pH=9,0-nél 3 éran, pH=>5,0-nél
4 6rén, pH=5,5-nél és pH=7,0-nél 5 6ran bell inaktivalodott. pH=6,0 és pH=6,5-nél 6 dra mulva is megtartotta
az enzim aktivitdsanak tébb, mint 40 %-at és pH=8,0-ndl 10 %-nyi aktivitds maradt. 70 °C-on és e feletti
hémérsékleteken t6rténd inkubalds soran az enzimkészitmény nagyon rovid idén belll inaktivalddik.

Az enzim aktiv volt p-nitro-fenil-o-D-galaktopiranozidon, melibiézon, raffindzon és sztachiézon, de
nem tett szabaddé galaktézt intakt galaktomannanokbdl. Az enzim kinetikai paramétereit meghatarozva p-
nitro-fenil-o-D-galaktopiranozidra nézve a Kwn=1,13mM, a Vmax=2498 umol*'minmg*; raffindzra
Km=1,61 mM, Vinax=4434 umol*min-*mg-' és sztachidézra Kn=1,17 mM, Vmax=4889 umol*min-"*mg-! értékeknek
adbdtak. A legnagyobb affinitdst az enzim a raffindzhoz mutatta és hasonl6 affinitdsu volt p-nitro-fenil-c.-D-
galaktopiranozidra és sztachi6zra nézve is.

A Mn+ aktivatorként, mig a Ca*, a Zn+ és a Hg+ erds inhibitorként hat a vizsgalt a-galaktozidaz

enzim aktivitasara. Ag+ionok hatisara az enzim inaktivalodik.
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Az enzimalkalmazasi kisérletek soran megallapitottam, hogy 55°C-on és pH=5,5 Mcllvaine pufferral
50 NE «-galaktozidaz/g szubsztratum enzim/szubsztratum aranyndl 1 és 8 (m/m) % koncentracidkat
alkalmazva a melibioz és a raffindz hidrolizise 3 éran belil lezajlik. Raffindz szubsztratum esetében
kimutattam, hogy a hidrolizis els6 6rdjaban atmeneti termékként 3, illetve 4 monoszacharidbdl &ll6 trimer és
tetramer vegylletek is keletkeznek. A sztachiéz hidrolizisénél 24 6ras hidrolizis id6 utdn csak 60 %-0s
konverzi6t figyeltem meg.
A T. lanuginosus CBS 395.62b térzs o-galaktozidaz enzim szintézise eltérd kiildnb6z6 ndvekedési
szubsztratum alkalmaziséanal. Szachar6z és galaktomannadn szubsztratumon az enzim kivalasztddott a
tenyészlébe, mig melibidz szubsztratumon csupén intracellulérisan szintetizalddott.
Az extracellularis enzimtermelésnél is meghatarozénak bizonyult az alkalmazott ndvekedési
szubsztratum mindsége. Galaktomannénon optimalizalt kériimények kozott is egy nagysdgrenddel kisebb
aktivitisokat értem el, mint szachar6z ndvekedési szubsztratumon. Ennek magyarazata, hogy a
galaktomannan koncentracié gélképz6 tulajdonséga miatt nem ndvelhets 1 (m/v) % f6lé, e koncentracioban
torténd alkalmazasa is problémat okozott az enzim kinyerése soran. A szintetizalt enzimek eltérd voltara utal
az is, hogy a tisztitast kdvetéen a galaktomannanon eléallitott enzim molekulatémege 54 kDa, mig a
szachardzon nyert enzimé 94 kDa volt.
Az eredmények tovabbfejlesztési és hasznositasi lehetéségei
» Az o-galaktozidaz el6éllitasara laboratoriumi szinten kidolgozott technoldgia |éptékndvelésével
megvalésithatd az ipari szintl enzimtermelés. Az ipari fermentéaciohoz javasolhatd a melasz alapon
torténd technoldgia kidolgozasa és megvaldsitasa, mivel a melasz mind raffindzt mind szacharézt
tartalmaz, mely indukéljak az enzimtermelést. Tovabbé elényt jelenthet, hogy a melasz gazdag a kénnyen
hasznosithat6 szabad aminosavakban.

= A Thermomyces lanuginosus gomba extracelluléris o-galaktozidaz enzimeinek feltérképezésére érdemes
lenne korpa alapu tenyészlevekbdl is izolalni és jellemezni az o-galaktoziddz aktivitdssal rendelkezé
komponenseket.

= Az enzimfehérie aminosav szekvenciajanak, valamint a térbeli szerkezetének meghatarozésa a
glikozilhidrolazok csalddjaba torténé besorolassal, mddot adhat az enzim katalitikus tulajdonsagainak és
hatasmechanizmusanak feltarasara.

= Az enzim hatdsmechanizmusanak feltarasa molekularis modszerek alkalmazasaval.

= Az enzimalkalmazési kisérletek eredményei alapjan megéllapithatd, hogy az eldallitott enzim alkalmas az
antinutritiv galakto-oligoszacharidok lebontasara. Igy hasznosithaté a hiivelyesekben 16vé flatulencia
faktorokként ismert galakto-oligoszacharidok mennyiségének csdkkentésére, illetve eliminélasara, ezaltal
ezen alapanyagok funkciondlissa tehetdk, valamint tapértékik ndvelhets.

= A prebiotikumként hasznosithaté transzgalakto-oligoszacharidok szintézisének kidolgozasa az enzimes
transzfer reakcidk optimalizalasaval.
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6 SUMMARY

The industrial exploitation of c-galactosidase is expected in the near future, since several
o-galactosidase enzymes, simirarly to other conformation retaining hydrolase enzymes, also have
transglycosidase activities. These features make them capable not only for the degradation of the oligo- and
polysaccharides but the synthesis of galacto-oligosaccharides, too. Therefore the a-galactosidases can be
utilised in the food, pharmaceutical, paper and oil industry, moreover in the studies of the structures of
glycoprotein and carbohydrates, and in the medicine as well.

For defined tasks special enzyme preparations are needed. To meet this requirement the search is
continuously going on to discover new enzyme sources. One of the potential candidates is Thermomyces
lanuginosus a thermophilic filamentous fungus, which can be easily cultivated. This fungus is not pathogenic
and does not produce toxins, moreover it secrates several enzymes, such as hemicellulases, amylolytic,
pectolytic, lipase and phytase enzymes. Numerous researchers deal with the production, the purification, the
characterisation and the studying of the structure of amylolytic enzymes from Thermomyces lanuginosus. Of
their hemicellulases most information is known about the xylanase enzyme. Its sequence and crystal structure
are defined. The researches on xylanase enzyme were driven thereby that T. lanuginosus is non-cellulolytic,
therefore it produces cellulase free thermostable xylanase. This feature is promising from the point of view of
utilization in the paper and baker industry.

Data on the other glycosylhydrolases from T. lanuginosus i.e. the a-galactosidases, which
participate in the degradation of the hemicelluloses, are very limited. To get detail information about
o-galactosidase enzyme from Thermomyces lanuginosus, it was aimed to study its enzyme production,
recover and characterise the enzyme, and to investigate possible utilisations.

Seventeen T. lanuginosus strains cultivated on raffinose substrate were ranked based on their
o-galactosidase activities. T. lanuginosus CBS 395.62b strain with the best activity was selected for the
elaboration of enzyme fermentation technology. The activity of 15.7 U/mL of this strain defined at 58 °C was
two and half times higher than the average productivity of all other investigated strains.

Of the investigated growth substrates only sucrose, raffinose, lactosucrose, L-arabinose and
galactomannans induced the synthesis of extracellular o-galactosidase enzyme. Some agricultural products
and by-products (pea flour, wheat bran extracts) also efficiently induce the synthesis of o-galactosidases.
Among the investigated inducers, sucrose proved to be the best one for enzyme production. The majority of
the tested strains showed better or near identical activities on sucrose, than on raffinose growth substrate. The
T. lanuginosus strain selected for enzyme production exhibited 23 % higher activity in sucrose than in raffinose
containing media. The industrial feasibility of the elaboration of fermentation technology, which applies sucrose
as carbon source is promising, since it is more available and cheaper nutrient than raffinose. To maximize the

production of the o-galactosidase of T. lanuginosus CBS 395.62b strain, the optimum concentrations of
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sucrose and ammonium acetate as well as the preparing of inoculum and fermentation culture were
determined. The optimal composition of the medium is the following: sucrose 30 g, ammonium acetate 9 g,
KH2PO4 3 g, K2HPO4 2 g, MgSO4*7H20 1 g, Vogel's mineral solution 1mL. The above mentioned components
are dissolved in Mcllvaine buffer (pH=7.5) and its volume is adjusted to 1000 mL. For the initiation of enzyme
fermentation two-day old inoculum culture is advised.

After seven- or eight-day fermentation using the elaborated technology about 100 U/mL enzyme
activity was achieved. The optimisation of fermentation medium enhanced the enzyme yield six times. This
achievement is outstanding comparing to the data presented so far in the literature, while the majority of
publications communicate only o-galactosidase activities of 1-5 U/mL

The o-galactosidase was isolated by precipitation with ammonium sulphate from the filtrate of the
ferment broth. For the enzyme purification a four-step chromatographic process was elaborated, in which the
separations were carried out by combinations of ion-changing and geffiltration chromatography. Applying this
procedure 114-fold purification and yield of 59 % was achieved, and an enzyme preparation with 1813 U/mg
was gained. The homogeneity of the enzyme protein was proved by SDS-PAGE. The molecular mass was
calculated to be 94 kDa and the isoelectric point of the enzyme was between pl=3.9-4.1. The oa-galactosidase
enzyme seems to have glycoprotein character and its carbohydrate content was estimated to be 5.3 (w/w) %.
The distribution of carbohydrates linked to the enzyme protein was the following: 56 % of D-mannose, 36 % of
glucosamine, 8 % of D-galactose and the D-glucose content was less than 1 %.

The optimal pH of the enzyme activity was between pH=5.0-5.5 and in this pH range the optimum
temperature was 65°C determined at presence of p-nitro-phenyl-o-D-galactopyranoside substrate. The
enzyme preparation was stable at 55°C between pH=6.4 and 8.3 for at least one day. It was determined that
the o-galactosidase enzyme at 60°C under pH=4.0 and pH=4.5 was inactivated in one hour and 7.5 hour,
respectively. Residual activities measured at pH=5.0, pH=5.5, pH=6.0, pH=6.5, pH=7.0, pH=7.5, pH=8.0,
pH=8.5 and pH=9.0 were 52, 58, 68, 75,79, 45, 51, 59 and 19 %, respectively. During the treatment at 65 °C
the enzyme was inactivated at pH=4.0 in 20 minutes, at pH=4.5 in 40 minutes, at pH=7.5, pH=8.5 and pH=9.0
in 3 hours, at pH=5.0 in 4 hours at pH=5.5 and pH=7.0 in 5 hours, however at pH=6.0 and pH=6.5 it kept more
than 40 % of its activity and at pH=8.0 10 % residual activity was measured after 6 hours. When incubated at
70 °C or higher, the enzyme preparation lost its activity very quickly.

The relevant o-galactosidase enzyme is active on p-nitro-phenyl-o-D-galactopyranoside, melibiose,
raffinose and stachyose, but it was not capable to liberate galactose from intact galactomannans.

The kinetic parameters of the enzyme were determined, and following values were found:
Kn=1.13mM,  Vmax=2498 umol*'min-*mg® for  p-nitro-phenyl-o-D-galactopyranoside;  Km=1.61 mM,
Vimax=4434 umol*min*mg! for raffinose and Km=1.17 mM, Vmax=4889 umol*min"*mg" for stachyose.
o-Galactosidase showed the highest affinity to raffinose and had similar affinity to p-nitro-phenyl-o.-D-

galactopyranoside and stachyose substrates.

102



The manganese ions serve as activator, while the calcium, the zinc and the mercury ions act as
inhibitors of the enzyme.
The hydrolysis of melibiose and raffinose happened at 55 °C and pH=5.5 (Mcllvaine buffer) applying
50 U o-galactosidase for 1g substrate, when the concentration of the substrates was between 1 and
8 (w/w) % in 3 hours. In case of raffinose hydrolysis, trimer and tetramer oligosaccharides as intermedier
products were also formed. In case of the hydrolysis of stachyose only 60 % conversion was observed after 24
hours.
The synthesis of the o-galactosidase enzyme of T. lanuginosus CBS 395.62b strain was different
when various growth substrates were applied. In presence of sucrose and galactomannan the enzyme was
secreted into the medium, while in melibiose containing medium the enzyme was synthesized in intracellular
form. In the production of extracellular o-galactosidase enzyme the quality of growth substrate was also
decisive. Under optimal circumstance one order of magnitude less activity was reached on galactomannans,
than on sucrose. One of the possible explanations of this is that the concentration of galactomannan cannot be
increased above 1 (w/v) % because its gel forming capacity. When galactomannan concentration was applied
in 1 (w/v) %, it caused problems during the isolation of enzyme. The difference in the synthesised enzymes
was proved, while the molecular masses of galactomannan and sucrose induced enzymes are 54 kDa and
94 kDa, respectively.
The further prospects of the research
= The elaborated technology for the production of o-galactosidase is suitable for scaling-up. For industrial
manufacture of o-galactosidase molasses is proposed as growth substrate, because it contains sucrose
and raffinose. Both of them induce the synthesis of ai-galactosidase, moreover it is rich in easily available
amino acids and minerals.

= |t would be worth to isolate extracellular protein components possessing o-galactosidase activity when
the fungus is cultivated in media containing extract of wheat bran. These enzymes should be
characterised and compared with other o-galactosidase enzymes.

= The determination of amino acid sequence and geometry of the enzyme protein may lead to classify it into
the families of the glycohydrolases, and determine its catalytic behaviour and mechanism.

= Exploration of the mechanism of the enzyme by molecular methods.

= Based on the results of hydrolysis experiments on laboratory scale, a-galactosidase from T. lanuginosus
is able to hydrolyse anti-nutritive galactooligosaccharides. The bioconversion technology applying this
enzyme is suitable to reduce or eliminate the amount of these galactooligosaccharides from legumes that
cause flatulence effects, therefore the functionality and the nutritional value of these foods can be
improved.

= The optimisation of transgalactosylation leads to production of transgalacto-oligosaccharides, which are

applicable as prebiotics in production of functional foods.
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7

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Rangsoroltam tizenhét Thermomyces lanuginosus torzset extracelluléris a-galaktozidaz aktivitasuk
alapjan razatott lombikos tenyésztés soran. Megéallapitottam, hogy a vizsgélt tdrzsek enzim
termel6képességében  szamottevd  kildnbség van. Az enzim eléllitds céljara a
T. lanuginosus CBS 395.62b tbrzset itéltem megfelelének. Meghatéroztam azon névekedési
szubsztratumok koérét, amelyek indukéljgk a T. lanuginosus CBS 395.62b térzs extracellularis
o-galaktoziddz szintézisét. A legjobb induktomak a szachardz bizonyult. Az enzim szintézisét
indukaltak tovabbd az a-galaktozidos kétést tartalmazd oligo- és poliszacharidok (a raffindz és a
galaktomannanok), az L-arabindz, valamint a prebiotikumként alkalmazott bioszintetikus

laktoszukréz.

Megallapitottam, hogy melibiéz ndvekedési szubsztrdtumon a T. lanuginosus CBS 395.62b t6rzs

intracelluléris a-galaktozidaz enzimet szintetizal.

Laboratériumi fermentacios technol6giat dolgoztam ki a T. lanuginosus CBS 395.62b tdrzzsel térténd
o-galaktoziddz enzim el6éllitasara. Az enzimfermentacio inditasahoz a 2 napos inokulum tenyészet
alkalmazasét talaltam optimalisnak. Optimalizaltam a tdpkdzeg dsszetételét és igy az enzimtermelési
szintet hatszoroséara néveltem.

Mdbdszert fejlesztettem ki az o-galaktozidaz enzim kinyerésére. A szachardz szubsztratumon termelt
és homogenitasig tisztitott o-galaktozidaz enzim molekulatdémege 94 kDa, izoelektromos pontja
3,9-4,1. Az enzim glikoprotein, szénhidrattartalma 5,3 %, fékomponensei: mann6z 56 %, glikézamin
36 %, galaktdz 8 %. A homogenitasig tisztitott enzim pH optimuma pH=5,0-5,5 tartoményban van és
hémérséklet optimuma 65 °C p-nitro-fenil-o-D-galaktopiranozid szubsztratumon meghatéarozva. A
Mn+ gyenge aktivatorként, mig a Ca+, a Zn+ és a Hg= erés inhibitorként hatnak az

enzimaktivitasra. Agt jelenlétében az a-galaktozidaz enzim inaktivalodik.

Az enzim katalitikus tulajdonsagaira vonatkozéan megéllapitottam, hogy a p-nitro-fenil-o-D-
galaktopiranozid szubsztrdtumon kivil hidrolizalja a melibiézt, a raffindzt és a sztachiézt, de nem
mutatott aktivitast az intakt galaktomannan szubsztratumokon. Meghatérozott kdriilmények kdzott
transzferaz aktivitas is kimutathato.

Meghataroztam az o-galaktozidaz készitmény kinetikai paramétereit, amelyek p-nitro-fenil-a-D-

galaktopiranozid jelenlétében: Km=1,13 mM, Vmax=2498 umol*min*mg; raffindznal Km=1,61 mM,
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Vinax=4434 umol*min-*mg-! és sztachiéznal Km=1,17 mM, Vma=4889 umol*'min*mg* értékeknek
adaodtak.

Bebizonyitottam, hogy a T. lanuginosus CBS 395.62b jelzésl térzs legalabb két kiildnbdzd
molekulatdmegU extracelluldris o-galaktozidaz enzimet szintetizl. A szachar6zon szintetizalt enzim
molekula témege: 94 kDa, mig a szentjnoskenyér eredetl galaktomannénon el8allitott enzimé
54 kDa volt.
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