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1 A munka el6zményei és célkitlizései

A gazdasagi és tarsadalmi fejlédés eredményeként megvaltozott értelmet
nyert a taplalkozas fogalma. Ma mar a taplalkozas nem csupan azt jelenti, hogy
szervezetlink szdméra biztositsuk a létfontossagu tdpanyagokat és energiaforrast,
hanem alapveté szempont olyan élelmiszerek el6allitasa és fogyasztasa, amelyek
szerepet jatszhatnak az egészségmegdbrzésben. Azokat az élelmiszereket, amelyek
a tapértékik mellett jotékony hatassal vannak az egészségre, funkcionalis
élelmiszereknek nevezik. Tébbféle modon vélhat egy élelmiszer funkcionalissa:

— ha a negativ fiziolégiai hatasi komponenseket eltavolitjak, vagy helyettesitik

— egészségjavitd tulajdonsaggal rendelkezé komponenseket adnak hozza.
Tovabbi feladatokat és kihivasokat allit az élelmiszertudomany és az
élelmiszeriparban dolgozd szakemberek elé a specialis taplalékot igényld népesség
élelmiszerellatdsa. Egyre nagyobb az igény olyan termékekre, amelyeket a
hianybetegségben és az  élelmiszerallergidban szenvedd emberek is
fogyaszthatnak.

A jov6 fébb élelmiszeripart érinté kutatasi terletei:

= ahatékonysag novelése a kdrnyezeti problémak csékkentésének
figyelembevételével

= azeértékndveld technoldgiak kifejlesztése

= azélelmiszerkomponensek kélcsonhatasanak feltarasa és kiaknézésa az
élelmiszertermékekben

= stratégiak kifejlesztése az élelmiszer eredetli betegségek
megakadalyozasara

= funkciondlis élelmiszerek tervezése

E feladatok megvalésitasanal kiemelkedd szerephez juthatnak az enzimes
technologiak, mivel az enzim katalizis nemcsak helyspecifikus, hanem
sztereoszelektiv is. Az enzimes reakciok kiméletes koérlilmények kozott mennek
végbe és gyakorlatilag veszélytelenek a kdrnyezetre.
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Az élelmiszerfeldolgozas soran leggyakrabban alkalmazott enzimek a
hidroldzok csoportjaba tartoznak. Ipari méretekben is tébb évtizede alkalmazzék az
amilolitikus, a proteolitikus, a pektolitikus, a laktaz, az invertaz és a lipaz enzimeket.

Az a-galaktozidaz (EC 3.2.1.22) enzimet ipari kdriilmények kozott jelenleg a
cukorgyartas soran hasznaljak a raffindztartalom hidrolizisével a szacharéz hozam
novelésére. Az a-galaktozidaz enzim széleskorlien felhasznalhaté lenne az
élelmiszergyartds mas teriiletein is. Alkalmazédsaval az élelmiszerek funkcionalis
tulajdonsagai javithatok. Az enzim hidrolitikus aktivitasa révén képes a flatulenciat
kivaltdé raffinz csaladhoz tartozd galakto-oligoszacharidok lebontasara.
Felhasznalasaval a hiivelyesekben 1évé antinutritiv oligoszacharidok eliminalhatok,
ezaltal funkcionalissé tehetbk és tapértékik is ndvelhetd. A szentjdnoskenyér
eredetli galaktomannédn j6 gélképz6 tulajdonsagu élelmiszeradalék, de csak
korlatozott mennyiségben hozzaférhetd. Ez a termék sikeresen helyettesithetd guar
eredetli modositott galaktomannannal, amely a-galaktozidaz enzim segitségével
szintén el6allithatd. A kedvezd manndz:galaktéz arény létrehozasat kovetben a
biokonverzidval elballitott  termék  gélképzd hajlama  fokozhaté, azaz
technofunkcionalis tulajdonsaga javul.

Szamos olyan a-galaktozidaz enzim is ismert, amelyek transzferaz
aktivitdssal is rendelkeznek, igy hasznosithatok kilénbdz0 —szerkezetl
transzgalakto-oligoszacharidok szintézisére, amelyek prebiotikumként
alkalmazhatok funkcionalis élelmiszerekben. Beszamoltak olyan specialis
a-galaktozidaz enzimekrél is, amelyek ciklodextrinekre is képesek atvinni a galaktéz
molekuldkat, mind oldalldncként, mind a gy(riibe beépitve. Ezek a heteropolimerek
sikeresen  felhasznélhatok  bioaktiv  anyagok  mikrokapszulazasara. Az
o-galaktoziddz enzim hasznositasanak széleskor(i bovilése a kozel jovében
varhaté.

Az ipari enzimek legnagyobb része ma mar fermentacidval el6allitott
mikroba eredetii termék. A fonalasgombak természetes éléhelyei az elhalt ngvényi
részek, amelyek igen valtozatos Gsszetétellel rendelkezd polimereket tartalmaznak.
Eletben maradasukhoz és szaporodasukhoz sziikségiik van igen sokfajta enzim
szintézisére és kivalasztasara, hogy megfelelé tapanyagokhoz jussanak. E
tulajdonsagai miatt a gombakat enzim el6allitdsi technoldgidban termeld
szervezetekként hasznositjak. A termofilgombék altal szintetizalt enzimek altaldban
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hdstabilisabbak, mint a mezofil eredetli megfelelSik. Biotechnoldgiai hasznositasuk
igy szamos technolégiai elénnyel kecsegtet (pl. révidebb technolégiai idd, jobb
kapacitas kihasznalas és hosszabb életidd), ugyanakkor nem olyan problematikus
inaktivalasuk, mint az extrém termofil baktériumokbol szarmazé enzimekeé.

A termofil gombak kézll a Thermomyces lanuginosus rendelkezik a
legnagyobb szaporodasi hémérséklettartomannyal. A gomba nem patogén, nem
termel toxinokat, j6 szaporodd képességgel rendelkezik és gazdag forrdsa szamos
extracellularis enzimnek. llyenek a hemicelluldzok, az amilolitikus, a pektolitikus, a
lipaz, és a fitaz enzimek. A hemicellulazaik kézil a legtobb ismeret a xilanaz
meghatéroztak. Ezen xilanaz kutatasokat az is inspiralta, hogy a T. lanuginosus
nem celluloliikus mikroorganizmus, ezért celluldzmentes termostabilis xilanaz
enzimet termel. A hemicelluldzok lebontasaban szerepet jatszé T. lanuginosus
eredetii glikozilhidrolazokra, kéztilk az o-galaktozidazra, vonatkoz6 irodalmi adatok
igen szlkdsek. A szakirodalomban csupdn egyetlen kdzlemény tesz emlitést
T. lanuginosus eredetil o-galaktoziddz enzimrél, de e kdzleménynek sem témaja az
enzim mennyiségi el6allitisa. A fenti hiany potlasara kivantam foglalkozni a
T. lanuginosus eredetli o-galaktozidaz enzim el6allitasi lehetdségeivel,
jellemzésével és alkalmazastechnoldgiai felhasznalhatdsagaval.

Kutatomunkam fobb célkitiizései:
=  Enzim eléallitasi technolégia kidolgozasa egy meghatarozott térzsre

o Optimalis tApkdzeg Gsszetétel kidolgozasa

o Inokulum készités standardizalasa

= Fermentacios technolégia kidolgozasa
= Eljaras kidolgozasa az a-galaktozidaz enzim kinyerésére és tisztitdsara
» Az enzimfehérje jellemzése

o Molekulatdmeg, izoelektromos pont, szénhidrattartalom

o Optimélis mikddési feltételek meghatarozasa

= Az enzim katalitikus tulajdonsagainak meghatarozasa



2 Anyagok és modszerek

A felhasznalt vegyszerek mind analitikai min6ségliek voltak és a Sigma, a
Reanal, a Merck és a Pharmacia cégektdl keriltek beszerzésre.

A kisérletekben alkalmazott Thermomyces lanuginosus torzsek kildnb6z6
gyljteményekbdl szarmaztak. A fermentacids kisérleteket razatott lombikos
technoldgiaval valositottam meg.
p-nitro-fenil-ai-D-galaktopiranozid szubsztratumot hasznaltam. 5 perces reakcidid6
elteltével az enzimreakciot 0,1 M-os natrium-karbonat oldat adagolasaval allitottam
le. A felszabadult p-nitrofenol mennyiségét 405 nm-en spektrofotometriasan
hataroztam meg. Egy egységnyi o-galaktozidaz (NE) az az enzimmennyiség, mely
1 wmol p-nitrofenolt szabadit fel percenként az enzimreakcié korlilményei kdzott.

Az enzim tisztitasara kiilonbdzd oszloptdlteteken megvaldsitott alacsony
nyomasu folyadék kromatografias mddszereket hasznaltam. Az oszlopok FPLC és
GradiFrac rendszerekhez csatlakoztak, amelyek FPLCAssistant és FPLCDirector
szoftverekkel (Pharmacia) vezérelhetok.

A fehérjekoncentraci6 meghatarozésara kiildnb6z6 mddszereket (Biuret,

Lowry, mddositott Lowry, 280 nm-en torténd fényelnyelés) alkalmaztam.
Redukalécukor  meghatarozasokhoz ~ Somogyi-Nelson  és  réz-bicinkoninat
modszereket hasznaltam. A szénhidratok mennyiségi és mindségi meghatarozasa
HPLC technikaval tortént. Az a-D-galaktéz mennyiségének meghatarozasahoz a
Roche cég (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) altal gyartott
diagnosztikai készletet hasznaltam.

Az enzim molekulatdmeg meghatarozasa poliakrilamid gélelektroforézissel
tortént. A fehérjék festésére Coomassie Brillant Blue reagenst alkalmaztam. Az
izoelektromospont meghatarozasa agar6z gélen tortént.



3 Azeredmények dsszefoglalasa

Tizenhét T. lanuginosus t0rzset rangsoroltam extracellularis o-galaktozidaz
aktivitas alapjan raffindz ndvekedési szubsztratumon. A legjobb aktivitasu torzset
-CBS 395.62b- vélasztottam az enzimfermentacios technoldgia kidolgozasahoz.
Ennek a torzsnek az 58°C-on meghatarozott 15,7 NE/ml aktivitasa kdzel két és
félszerese volt az dsszes torzs termel6képességének atlagahoz viszonyitva.

A vizsgalt ndvekedési szubsztratumok kézll a szacharéz, a raffindz, a
laktoszukréz, az L-arabindz és a galaktomannanok indukaltak az extracellularis
o-galaktoziddz enzim szintézisét. Hatékonynak bizonyultak az enzim szintézis
szempontjab6l azon 0dsszetett mezOgazdasagi eredetli termények illetve
melléktermékek, amelyek ilyen komponenseket tartalmaztak, mint a borsoliszt és a
korpakivonatok. Az enzimszintézis szempontjabol a szachardz bizonyult a legjobb
induktornak. A vizsgalt torzsek tdbbsége jobb, vagy kézel azonos aktivitasokat
mutatott szacharézon, mint raffindz novekedési szubsztratumon. Az enzim
eléallitasara szelektalt torzs 23 %-kal nagyobb aktivitast mutatott szachardzon, mint
raffindzon.

Hét megvizsgalt nitrogénforras —élesztdkivonat, L-aszparagin, ammonium-
acetat, ammonium-nitrat, natrium-nitrat, ammonium-szulfat, ammonium-dihidrogén-
foszfat— kézll az ammonium-acetat alkalmazasa soran kaptam a legkedvez6bb
eredményeket.

Ipari megvaldsithatosag szempontjabdl is kedvezd a szacharéz és
ammonium-acetat alapon torténé technolégia kidolgozésa, mivel mindkét
tapkomponens kdnnyen beszerezhets, olcsé fermentacios alapanyag.

Az a-galaktozidaz enzim termelés tovabbi fokozasa céljabdl faktorialis
kisérlettervezési modszerrel, valamint id6ben egy faktoros vizsgalatokkal
optimalizaltam a szacharéz és az ammadnium-acetét tartalmu tapkbzeg dsszetételét
T. lanuginosus CBS 395.62b termel6torzsre. Az optimalizalt tapkozeg dsszetétele a
kévetkezd: szacharéz 30g, ammonium-acetat 9g, KH2POs 3 g, KeHPOs2g,
MgS04*7H20 1 g, Vogel-féle nyomelem oldat 1 ml. A fenti komponensek Mcllvaine
pufferral (pH=7,5) 1000 ml-re oldandok. Az enzimfermentacio inditasahoz a 2 napos
inokulum tenyészet alkalmazésat talaltam optimélisnak.

A kidolgozott technolégiaval 7-8 napos fermentaciés id6tartammal
100 NE/ml enzim aktivitasok érheték el. Az optimalizalas eredményeként az
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enzimhozamot sikerillt hatszorosara ndvelni. Ez az irodalmi adatokkal
dsszehasonlitasban is kiemelkedének tekinthetd, mivel a kdzlemények tulnyomd
tobbségében csupan 1-5 NE/ml enzimaktivitdsokrol szamolnak be, valamint alapjat
képezheti ipari fermentacios technoldgia kidolgozasanak is.

A tenyészlé szlirletébbl az enzim kinyerésére és tisztitisdra amménium-
szulfatos kicsapast kovetden négy lépéshdl allé kromatografias eljarast dolgoztam
ki, amely soran molekulaméret és toltés alapjan torténd elvalasztasokat
alkalmaztam. Az enzim tisztitds soran 114-szeres tisztulast, 59 %-os kitermelést
értem el, és 1813 NE/mg specifikus aktivitasi terméket kaptam. Az enzimfehérje
homogenitasat denaturald poliakrilamid gélelektroforézissel ellenériztem. Az enzim
molekulatémege 94 kDa és az izoelektromos pontja 3,9-4,1 kéz6tt volt. Az enzim
glikoprotein és szénhidrat tartalmat 5,3 (m/m) %-ra becsiiitem. Az enzimhez
kapcsolodo szénhidratok vizsgalata soran a kévetkezd megoszlast talaltam: 56 %
manndz, 36 % gliikdzamin, 8 % galaktoz. A glikéz tartalom kisebb volt, mint 1 %.

Az enzim optimalis pH-ja pH=5,0-5,5 és optimalis hémérséklete a fenti
kértlmények mellett 65 °C volt p-nitro-fenil-o-D-galaktopiranozid szubsztratumon
meghatdrozva. Az enzim stabilnak bizonyult 55°C-on pH=6,4-8,3 kdzott
tartomanyban legalabb 1 napon keresztil.

60 °C-on 24 ¢dra hosszat tartd vizsgélatok sordn megallapitottam, hogy
pH=4,0-nél 1 6ran és pH=4,5-nél 7,5 6ran beliil inaktivalddott 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 torténé kezelés soran pH=4,0-nél 20 percen, pH=45-nél
40 percen, pH=7,5-nél, pH=8,5-nél és pH=9,0-nél 3 oran, pH=5,0-nél 4 odran,
pH=5,5-nél és pH=7,0-nél 5 6ran beliil inaktivalodott az enzim. pH=6,0 és pH=6,5-
nél 6 6ra mulva is megtartotta az enzim aktivitasanak tobb, mint 40 %-at.

70 °C-on és e feletti hémérsékleteken torténd inkubélas sordn az
enzimkészitmény nagyon révid idén belil inaktivalodik.

Az enzim aktiv volt p-nitro-fenil-a-D-galaktopiranozidon, melibiézon,
raffinézon és sztachidzon, de nem tett szabadda galaktdzt intakt
galaktomannanokbdl.

Az enzim kinetikai paramétereit meghatarozva  p-nitro-fenil-o.-D-
galaktopiranozidra nézve a Kn=1,13 mM, a Vmax=2498 pmol.min-'.mg*; raffinézra
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Km=1,61 mM, Vmax=4434 umol.min-t.mg és sztachiézra Kn=1,17 mM, Vmax=4889
pmol.min-t.mg-! értékeknek adddtak. A fenti értékek alapjan megallapithato, hogy
az enzim a legnagyobb affinitast raffin6zhoz mutatta és hasonld affinitast volt
p-nitro-fenil-a.-D-galaktopiranozidra és sztachidzra nézve.

A Mn* aktivatorként, mig a Ca**, a Zn** és a Hg** ers inhibitorként hat a
T. lanuginosus o-galaktozidaz enzim aktivitasara. Ag* ionok hatéséra az enzim
inaktivaladik.

Az enzim alkalmazasi kisérletek soran megallapitottam, hogy 55°C-on és
pH=5,5 Mcllvaine pufferral 50 NE o-galaktozidaz/g szubsztratum aranynal 1 és
8 (m/m) % szubsztratum koncentraciokat alkalmazva 3 éran belll a teljes hidrolizis
lezajlik. Raffindz szubsztratum esetében kimutattam, hogy a hidrolizis elsé 6rajaban
atmeneti termékként 3, illetve 4 monoszacharidbdl all6 trimer és tetramer vegyiletek
is keletkeznek. A sztachiéz hidrolizisénél 24 éras hidrolizis id6 utan csak 60 %-0s
konverziot figyeltem meg.

A T. lanuginosus CBS 395.62b enzimtermelése eltérd kilonbdzé ndvekedési
szubsztratum alkalmazasanal. Szacharéz és galaktomannan szubsztratumon az
enzim kivalasztodott a tenyészlébe, mig melibi6z szubsztrdtumon csupén
intracellularisan szintetizalédott.

Az extracellularis enzimtermelésnél is meghatarozénak bizonyult az
alkalmazott ndvekedési szubsztratum minésége. Galaktomannanon optimalizalt
korilmények kozott is egy nagysagrenddel kisebb aktivitasokat értem el, mint
szachar6z novekedési szubsztratumon. Ennek magyarazata, hogy a
galaktomannan koncentréci6 gélképzé tulajdonsaga miatt nem névelhetd 1 (miv) %
folé. E koncentraciéban torténd alkalmazésa is problémat okozott az enzim
kinyerése soran. A szintetizalt enzimek eltéré voltara utal az is, hogy a tisztitast
kévetden a galaktomannanon el8allitott enzim molekulatdmege 54 kDa, mig a
szachardzon nyert enzimé 94 kDa volt.
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Az eredmények tovabbfejlesztési és hasznositasi lehetéségei

Az a-galaktozidaz elballitasara laboratdriumi szinten kidolgozott technolégia
|éptékndvelésével megvaldsithatd az ipari szintli enzimtermelés. Az ipari
fermentacidhoz javasolhatdé a melasz alapon térténd technoldgia kidolgozasa
és megvalositasa, mivel a melasz mind raffinézt, mind szacharézt tartalmaz,
melyek indukaljk az enzimtermelést. Tovabba elényt jelenthet, hogy a melasz
gazdag a kdnnyen hasznosithat6 szabad aminosavakban.

A Thermomyces lanuginosus gomba extracellularis o-galaktozidaz enzimeinek
feltérképezésére érdemes lenne korpa alapl tenyészlevekbdl is izolaini és

jellemezni az a-galaktozidaz aktivitassal rendelkezé komponenseket.

Az enzimfehérje aminosav szekvencidjanak, valamint térbeli szerkezetének
meghatarozdsa a glikozilhidroldzok csaladjdba torténd besoroldssal, modot
adhat az enzim Kkatalitikus tulajdonsagainak és hatdsmechanizmusanak
feltarasara.

Az enzim hatasmechanizmusanak feltairasa molekularis moddszerek

alkalmazasaval.

Az enzimalkalmazasi kisérletek eredményei alapjan megallapithato, hogy az
eléallitott enzim alkalmas az antinutritiv galakto-oligoszacharidok lebontasara.
lgy hasznosithatok a hiivelyesekben 1évé flatulencia faktorokként ismert
galakto-oligoszacharidok mennyiségének csokkentéseére, illetve eliminalasara,
ezaltal ezen alapanyagok funkcionalissa teheték, valamint tapértékiik
ndvelhets.

A prebiotikumként hasznosithat6 transzgalakto-oligoszacharidok szintézisének

kidolgozasa az enzimes transzfer reakciok optimalizalasaval.
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Uj tudomanyos eredmények

Rangsoroltam tizenhét Thermomyces lanuginosus térzset extracellularis
o-galaktoziddz aktivitdsuk alapjan razatott lombikos tenyésztés sorén.
Megallapitottam, hogy a vizsgélt tdrzsek enzim termelképességében
szamottevd kilonbség van. Az enzim eldallitas céljara a T. lanuginosus
CBS 395.62b torzset itéltem megfelelének. Meghataroztam azon
novekedési szubsztratumok korét, amelyek indukaljak a T. lanuginosus
CBS 395.62b torzs extracellularis a-galaktozidaz szintézisét. A legjobb
induktornak a szachardz bizonyult. Az enzim szintézisét indukaltak
tovabba az a-galaktozidos koétést tartamazd oligo- és poliszacharidok (a
raffinbz és a galaktomannanok), az L-arabinéz, valamint a
prebiotikumként alkalmazott bioszintetikus laktoszukrdz.

Megéllapitottam, hogy melibi6z ndvekedési szubsztrdtumon a
T. lanuginosus CBS 395.62b t6rzs intracelluléris a-galaktozidaz enzimet
szintetizal.

Laboratoriumi fermentécios technolégiat dolgoztam ki a T. lanuginosus
CBS 395.62b torzzsel torténé a-galaktozidaz enzim eldallitasara. Az
enzimfermentécié inditdsédhoz a 2 napos inokulum tenyészet alkalmazasat
talaltam optimélisnak. Optimalizaltam a tapkdzeg Osszetételét és igy az
enzimtermelési szintet hatszorosara ndveltem.

Modszert fejlesztettem ki az o-galaktoziddz enzim kinyerésére. A
szachar6z  szubsztrdtumon termelt és homogenitasig tisztitott
a-galaktoziddz enzim molekulatomege 94 kDa, izoelektromos pontja
3,9-4,1. Az enzim glikoprotein, szénhidrattartalma 5,3 %, fékomponensei:
manndz 56 %, gliikozamin 36 %, galaktoz 8 %. A homogenitasig tisztitott
enzim pH optimuma pH=5,0-5,5 tartomadnyban van és hémérséklet
optimuma 65 °C p-nitro-fenil-a-D-galaktopiranozid  szubsztratumon
meghatarozva. A Mn** gyenge aktivatorként, mig a Ca**, a Zn** és a Hg**
erds inhibitorként hatnak az enzimaktivitasra. Ag* jelenlétében az
a-galaktozidaz enzim inaktivalodik.
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Az enzim katalitikus tulajdonségaira vonatkozdan megallapitottam, hogy a
p-nitro-fenil-a-D-galaktopiranozid - szubsztratumon kivil hidrolizalja a
melibiézt, a raffindzt és a sztachiézt, de nem mutatott aktivitast az intakt
galaktomannan szubsztratumokon. Meghatéarozott kérlilmények kozott
transzferaz aktivitas is kimutathato.

Meghatdroztam az a-galaktozidaz készitmény kinetikai paramétereit,
amelyek p-nitro-fenil-a-D-galaktopiranozid  jelenlétében: Km=1,13 mM,
Vmax=2498 umol*min-*mg-; raffindznél Km=1,61 mM,
Vmax=4434 umol*min'*mg' és sztachioznal Km=1,17 mM, Vmax=4889
pmol*min-*mg-! értékeknek adadtak.

Bebizonyitottam, hogy a T. lanuginosus CBS 395.62b jelzésl torzs
legalébb két kilonb6z6 molekulatdmegli extracelluléris o-galaktozidaz
enzimet szintetizal. A szacharézon szintetizalt enzim molekula témege:
94 kDa, mig a szentjanoskenyér eredetli galaktomannanon el&allitott
enzimé 54 kDa volt.
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