BUDAPESTI

CORVINUS

EGYETEM

Elelmiszertudomanyi Kar

Uj, rogzitett B-glikkozidaz enzimkészitmény eléallitasa

¢s ¢lelmiszeripari felhasznalhatosaganak vizsgalata

RADVA DANIEL
Doktori (PhD) értekezés

Keésziilt:
Budapesti Corvinus Egyetem
Alkalmazott Kémia Tanszék

Budapest, 2013.



A doktori iskola

megnevezése: Elelmiszertudomanyi Doktori Iskola
tudomanyaga: Elelmiszertudomanyok
vezetdje: Dr. Felfoldi Jozsef

Egyetemi tanar ]
Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomanyi Kar,
Fizika-Automatika Tanszék

Témavezet6: Dr. Kosary Judit
Egyetemi tanar, az MTA doktora
Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomanyi Kar
Alkalmazott Kémia Tanszék

A doktori iskola- és a témavezet6 jovahagyo alairasa:

A jelolt a Budapesti Corvinus Egyetem Doktori Szabalyzataban el6irt valamennyi
feltételnek eleget tett, a mihelyvita soran elhangzott észrevételeket és javaslatokat az
értekezés atdolgozasakor figyelembe vette, ezért az értekezés védési eljarasra bocsathaté.

Az iskolavezet6 jovahagyasa A témavezets jovahagyasa



A Budapesti Corvinus Egyetem Elettudomanyi Teriileti Doktori Tanacsanak 2013. év december
3.-ki hatarozataban a nyilvanos vita lefolytatasara az alabbi biralé Bizottsagot jelolte ki:

BIRALO BIZOTTSAG:

Elnoke
Biacs Péter, DSc

Tagjai
Bélafiné Bako Katalin, DSc
Halasz Anna, DSc
Gelencsér Eva, CSc
Nguyen Duc Quang, PhD

Opponensek
Rezessyné Szabo Judit, PhD
Nemestothy Nandor, PhD

Titkar
Woller Agnes, PhD



TARTALOMJEGYZEK

ROVIDITESEK ..ottt 9
L. BEVEZETES .......ooiiiiiiiiitet ettt 10
2. IRODALMI ATTEKINTES .....ooooitiiiiiiiiiitiiesiee st 12
2.1 A B-glUKOZIAAZ (EC 3.2.1.21) oottt ettt 12
2.1.1 A Bgliikozidaz a glikozidazok cSOPOFGADAN ........................cccoooviiiiiiiiiiiiii i 12
2.1.2 A B-gliikozidaz altaldnos Jellemzese .......................ccocooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 12
2.1.2.1 A S-gliikozidaz szerkezeti felEPilese ...............ocovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 13
2.1.2.2 A p-gliikozidaz miikédése és Optimum €rtékei. . .......ccc.oivuiiiiiiiniiiiiiiiiiiie e 14
2.1.2.3 A p-gliikozidaz eloforduldsa és izolAlASa ................cccccooiiiiiiiiiiiiiiiic i 14
2.1.3 A B-gliikozidaz aktivitismérésének dltalanos modszerei............................cccoocvviiiiiiiininninnnn, 15
2.1.3.1 A p-gliikozidaz aktivitasmérése p-nitro-fenil- g-D-gliikopiranozid szubsztrdton....................... 16
2.1.3.2 A p-gliikozidaz aktivitasanak meghatarozasa a felszabadulo gliikoz mennyisége alapjan........ 16
2.2 AZ eNZIMEK FOGZIESE ..........oouiiiiiiiiiiiii et 17
2.2.1 A rogzitett enzimekkel szemben tamasztott altalanos kovetelmények....................................... 17
2.2.2 A7 enzimrogzités fontosabb tiPDUSAL...........................cccccuuveiiiiiiiiiiiiiiiee e 18
223 HOPAOZOK ... 20
2.2.3.1 TONCSETEIOK ...t 21
2.2.3.2 Polisztirol szarmazékok, mint i0NCS@FELOK .........ouuuuueiiiiii ittt 21
2.2.4 A rogzités hatdasa az enzimek tulajdonsdgaird .........................cccooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieesiieeeens 22
2.2.4.1 A rogzités hatasa az enzimek katalitikus tulajdonsagaira.....................ccceevveiviiniiiiiniiiinennnnns 22
2.2.4.2 A rogzités hatasa az enzimek StADIIIIASAVA ............cccuuvvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 24
2.2.5 A B-liKOZIAAZ FOZTILESE ...ttt 25
2.3 Enzimkészitmények alkalmazasa az élelmiszeriparban .....................coocc i 28
2.3.1 Hidrolazok alkalmazdsa az élelmiszeriparban............................cccccovviiiiiniiiiiiiiiiiiiniieeesssninns 29
2.3.2 A glitkozidazok élelmiszeripari felhasznaldsa.......................cc.cccocoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 30
2.3.2.1 A p-gliikozidaz enzimkészitmények hidrolitikus alkalmazasa az élelmiszeriparban.................. 31
2.3.2.2 A p-gliikozidaz enzimkészitmények hidrolitikus alkalmazdsa bordszatban............................... 31

2.3.2.3 A p-gliikozidaz hidrolitikus alkalmazdsanak lehetdsége a gabona eredetii élelmiszeripari

alapanyagok p-gliikan tartalmanak lebontasaban ....................cccocccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 35
2.4 A hidrolaz enzimek preparativ céli alkalmazasa ......................ccooiiiiiii 38

4



2.4.1 A gliikozidazok preparativ alkalmazdsa, O-gliikozidok szintézise.....................ccccccoocveviinnnnnnn.. 39

2.4.1.1 A O-glikozidok eléallitasa transzglikozilezeéSsel ...............ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 39
2.4.1.2 A O-glikozidok eléallitasa reverz hidroliziSSel ...............cccccooiiiiiiiiiiiiiiiii i 40
2.5 A HPAEC-PAD, nagyhatékonysagu-folyadékkromatografias modszer alkalmazasa a
szénhidrat analitikaban ..................cco 42
2.5.1 A HPAEC-PAD rendszer miikodésének feltételei és fobb elemei .........................c.ccccoeennn.n. 43
2.5.2 A HPAEC-PAD rendszer felhasznalasa f-gliikanok és gliikanaz daltal hidrolizalt p-gliikanok
MEGRALAPOTASATA ...ttt e e e e e st e e s e e e e e e e 45
3. CELKITUZESEK ...c.ocouituiiiiiiiiiities sttt 47
4. ANYAGOK ES MODSZEREK .........ocooiiiiimiiiiniiiiiiesisiesesi s 48
4.1 Kisérletek helye, alkalmazott miiszerek és berendezések ....................cccooiiiiiiiiiinnn. 48
4.2 Felhasznalt anyagokK ..............ccooiiiiiiiiiiii e 49
A4.2.1 ERZIMEKESTIMENYEK. ...ttt 49
4.2.2 Az enzimrogzitési eljarashoz haszndlt hordozo ..o 49
4.2.3 VEQYSZETEK ...tttk E bbbttt 50
4.3 A kisérletek soran altalanosan alkalmazott mitveletek......................ccooi 51
4.4 EnzZimro@zZitési @LJATAS .............ovvviiiiiiiiiii e 51
4.4.1 HOrdoZzo €lOKESTILESE................cccoiiieeiiiiiii ettt 51
4.4.2 ROGTILEST CUIATAS ...............ccceeeeeie ettt e e e e a bbbt e e e e e e s bbb e e s 52

4.5 A rogzitési eljaras és az enzimkészitmények altalanos jellemzése soran alkalmazott mérési és
VIZSZALAtE MOUSZETEK .......ooiiiiiiiiiiiiiiii et e et e e e e e e s s 52
4.5.1 B-gliikozidaz enzimaktivitas meghatdrozdsa az dltaldnosan alkalmazhato szubsztrdtok

@SC@IOM ..ottt ettt e Rt e e e e oo R e e e e e e R e e e e e e et e st e e e e e s e e e 52
4.5.1.1 Enzimaktivitas meghatarozas cellobioz SzubSztrat eSEten ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiiiiiiienneens 52

4.5.1.2 Enzimaktivitas meghatdrozas a mesterséges p-nitro-fenil-g-D-gliikopiranozid (pNPG)

SZUBDSZIFAL @SN ...ttt ettt e et e e ekt e e e ek bt e e e kbt e e e s an b b e e e s nba e e e e s nnneeas 53
4.5.2 A hordozohoz adszorpcidsan kotott fehérje mennyiségének meghatdarozdsa ............................ 54
4.5.2.1 Meghatarozas a rogzitési elegy feliiluszojanak aktivitdsa alapjan................cc.cccocvveiiiiiiinncnnn 54
4.5.2.2 Meghatarozds spektrofotometrias mOASZerrel ..............ccoooueeiiiiiiiiiiiiiiie e 55
4.5.3 Kinetikus-1eoldodasi VIZSGALAL ........................cc.cccooiiiiiiiiiiiiie et 55
4.5.4 Az enzimkészitmények kinetikai paramétereinek meghatdrozdsa.........................cccccovvnncenn. 56
4.5.5 Az enzimkészitmények pH optimumadnak meghatdrozdsa..........................ccooocviiiiiiiiiiiiinnnnnnnn. 57



4.5.6 Az enzimkészitmények homérséklet optimumanak meghatdrozdsa ........................c...coccuee.. 57

4.6 A megndvelt stabilitasu rogzitett enzimkészitmény felhasznalhatésaganak vizsgalati

modszerei élelmiszeripari folyamatokban....................ccooo 58
4.6.1 Felhasznalhatosagi vizsgdlat a cellobioz hidrolitikus bontdasdban...................................c........ 58
4.6.2 Felhasznalhatosagi vizsgalat bordszati koriilmények kOZOt ..., 59
4.6.2.1 A pH és etanoltartalom hatdasa az enzimkészitmények katalitikus aktivitasara......................... 59
4.6.2.2 A régzitett enzimkészitmény felhasznalasi stabilitasanak vizsgalata ..............cc.ccoocvevvieeiinnnnnn. 60

4.6.3 Felhaszndlhatosagi vizsgalat O-glikozidok reverz hidrolitikus modon torténd

CLOAIITLASADAN ....................coooiiiiiiiiieiii et e et e e e e e s 60
4.6.4 Felhasznalhatosagi vizsgalat az arpa f-gliikan tartalmanak lebontdsdaban.............................. 62
4.6.4.1 A nativ enzim inaktivaldsi lehetoségeinek vizsgalata ...............ccccccovviviiiiiiiiiiciiii e 62
4.6.4.2 A HPAEC-PAD nagyhatékonysagu-folyadékkromatografias mérési modszer .................cc....... 63
4.6.4.3 Az enzimoldat MEmMbBYANSZUFESE ...........cc..uuiiiiiuiiiieiiiii ettt et araea e e 64

4.6.4.4 Az enzimkészitmények miikodésének vizsgalata a tiszta arpa [-gliikan oligo- és diszacharid

SZUDSZIFALOKON..........cccoo oo 65
4.6.4.5 Az Endo-(1—3),(1—4)-p-D-gliikan-4-gliikanohidrolaz (gliikandz) dltal hidrolizalt drpa
LGUUKAN CLOAIITIASA. ...ttt 66
4.6.4.6 Az enzimkészitmeények mitkédésének vizsgalata a gliikandz dltal hidrolizalt arpa

PrQUUKANON ...t 66
4.7 Mérési eredményeim reprodukalhatOsaga ...............cccevvviiiiiiiiiiiiii 67
5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK .........cooiiiiiiiiiie s 68

5.1 A B-gliikozidaz enzim aktivitasmérési modszerének kivalasztasa és az aktivitasmérés

paramétereinek MeghataroZASa................oooouviiiiiiiiiiiiii 68
5.2 RO@zitési eljAras VIZSGALAta ................oooiiiiiiiiiiii i 70
5.2.1 A rogzitési vizsgalatok sordan alkalmazott kinetikus-leoldodasi vizsgadlat elve........................... 71
5.2.2 Adszorpcios rogzitési eljards vigSAlALA ........................ccovviiiiiiiiiiiiii e 72
5.2.2.1 A pH és a 50 koncentracio hatasa az adszorpcios kotodeés kialakulasara....................ccoouvun.... 73
5.2.2.2 A homeérséklet hatasa az adszorpcios kotodés kialakuldsara ..................cccoovvviiiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 75
5.2.2.3 Szubsztrat jelenlétének hatasa az adszorpcios kétodes kialakulasara ... 75

5.2.2.4 A hordozohoz adszorpciosan rogzitheto aktivitds és enzimfehérje mennyiség

TNEGIAIATOZASEA ...ttt ekttt e ookt e ookttt e oo a bt e e ek bbbt e e s e R R e e e e b e e e e r e e e e 76
5.2.3 A glutaraldehides kezelési eljards vizsgalata ...........................cccccoovviiiiiiiiiiiiiiiiie 80
5.2.3.1 A glutaraldehides kezelés idejének hatasa a rogzitési eljards hatasfokara.............................. 80

6



5.2.3.2 Kiilonbozo pH értékeken végzett glutaraldehides kezelés hatasa a rogzitési eljaras

PUALASTORATQ ...ttt ekt e oot e e e e ettt e e e e a bt et e e e antb e e e e s antnreee s 82
5.2.3.3 A glutaraldehid koncentracio hatasa a rogzitési eljards hatasfokara ..................cccccoevevinncnnn. 83
5.2.3.4 Szubsztrat jelenlétének hatasa a glutaraldehides kezelés hatdsfokara ................cccccoceeieennne. 85

5.2.4 A kombinalt rogzitési eljardassal elérheté maximalis aktivitds és rogzitési hozam

MUEGRATATOTASA ...ttt ettt ettt et et e 85
5.2.5 A kombinalt rogzitési technika elOnyei ........................ccccooviiiiiiiiiiiiiiii e 87
5.3 A rogzitett enzimKkészitmény JellemzZESe ................cooovviiiiiiiiiiiii i 88
5.3.1 A rogzitett enzimkészitmény kinetikai dllandoinak (Vmax Kn) meghatarozisa ....................... 89
5.3.2 A rogzitett enzimkészitmény aktivitasanak pH fliggese...................c.ccccooviiiiiiiiiiiiiiiniiiiniinen, 90

5.4 A rogzitett enzimkészitmény stabilitasanak novelése, ezaltal boraszati felhasznalasra is

alkalmas készitmény eloallitasa €s JEllemZESe ................ccceeiiiiiiiiiiiiiiee e 90
5.4.1 Leoldodasi vizsgalatok a rogzitett enzimkeészitménnyel..........................ccccccvvviiiieiiiiiiiiiiinnnenn. 91

5.4.2 A glutdraldehides kezelés idejének hatdsa a rogzitett enzimkészitmény stabilitdisara, pH 4,00
kémhatdasu kozegben torténo felhasznalas eSeten........................ccoccccuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 92

5.4.3 A megndovelt stabilitasu rogzitett enzimkészitmény kinetikai allandoinak

MEGRALATYOTASA ...ttt ettt e e e e e oottt e e e e e s e e bbbttt e e e e e e e e bbb b e ea e s 94
5.4.4 A megnovelt stabilitasu rogzitett enzimkészitmény aktivitasanak pH fiiggése .......................... 96

5.4.5 A megnovelt stabilitasu rogzitett enzimkészitmény aktivitasanak homérséklet

JUGGESE ...t e et e e e 97
5.5 A megnovelt stabilitasu rogzitett enzimkészitmény élelmiszeripari felhasznalhatésaganak

VAZSGALATAT ........oiiiiiii et e s et e et e e e a e et e et e e et e e e ba e e anteeeanaeens 98
5.5.1 Felhasznadlhatosagi vizsgalat a cellobioz hidrolitikus bontdsdban............................cccocennnnnn. 99
5.5.2 Felhasznalhatosagi vizsgdlat bordszati koriilmények kOZOtt .....................cccoceiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 102
5.5.2.1 A pH és etanoltartalom hatdsa az enzimkészitmények aktivitasértékeire..............cccccovvinrnn. 102
5.5.2.2 A megndvelt stabilitasu rogzitett készitmeény felhasznaldsi stabilitasanak vizsgdlata ............. 104

5.5.3 Felhasznalhatosdgi vizsgalat O-glikozidok reverz hidrolitikus modon torténo

CLOAIITIASADAN .........................ooii ittt 106
5.5.4 Felhaszndlhatosagi vizsgadlat az drpa f-gliikan tartalmdnak lebontdsdban............................ 110
5.5.4.1 A nativ enzim inaktivalasi lehetoségeinek vizsgalata ...............ccccccovvvoiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee 112

5.5.4.2 Az arpa p-gliikan oligo- és diszacharidok HPAEC-PAD rendszerrel torténd

TNEGIAIATOZASA ...ttt oottt e ookt ee e ekt e e e ek bt e e et e e e e e e s 114



5.5.4.3 Az enzimkészitmények kinetikai paramétereinek meghatarozdsa a tiszta arpa f-gliikan oligo- és
AISZACKATIA SZUDSZIFATOKOM ...ttt e e e e e a e e e e e e e e nreees 116

5.5.4.4 A gliikanaz altal hidrolizalt arpa p-gliikan oligoszacharid tartalmanak meghatarozdsa a

FEAKCIORIBOYDIBN ...ttt b ettt 124
9.5.4.5 Az enzimkészitmények kinetikai paramétereinek meghatarozasa a gliikandz altal hidrolizalt

AVDA PGIURARON ...ttt 125
6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ..........ccccoviviiiiiiiiieieiee et es st en s 128
OSSZEFOGLALAS .........ooiieeeeee ettt ettt en et 130
SUMMIOARY ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt e e et e ettt en e e e ettt et s en ettt 132
MELLEKLET: IRODALOMUIEGYZEK .........ccvuiuiiiiititeeeeeeeeee et sees et en s 134
PUBLIKACIOS TEVEKENYSEG .......ocooviiiiiieeeeeet ettt en st an s 148



Rovidités Magyar megfelelo

DAE Diacetoxi-etan (etilénglikol-diacetat)

DINISA A redukal6 cukor tartalmat meghatarozo dinitro-szalicilsavas modszer
DP Polimerizacié foka

EDTA Etiléndiamin-tetraecetsav

FD Fluoteszcensz detektalas

G3G Laminaribiéz

G4G3G 3-O-B-cellobiozil-D-gliikopirandz

G4G4AG3G 3-O-B-cellotriozil-D-gliikopirandz

GC-MS Gazkromatografiaval dsszekapcsolt tomegspektrometria
HPAEC-PAD Nagyhatékonysagu anioncserés kromatografia pulzaldo amperometrikus detektalassal
HPLC Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
HPTLC Nagyhatékonysagt vékonyrétegkromatografia

Kn Michaelis-Menten féle reakciosebességi allando
MS rogzitett enzim/enzimkészitmény Megnovelt stabilitasa rogzitett enzimkészitmény
NaOAc Natrium-acetat

PNPG p-Nitro-fenil-p-D-gliikopiranozid

rpm Fordulatszam

RD radioaktivitds mérésen alapulé detektalas
S-layer Feliileti réteg

T Hoémérséklet, °C

t 1d6, perc

TRA Triacetin (Glicerin-triacetat)

TRISZ Trisz-(hidroximetil)-amino-metan

Triton X-100 Helyettesitett polietilén-glikol (fantdzia név)
uvD Ultraibolya tartomanyban valé detektalas

V max Maximalis reakcid sebesség

ROVIDITESEK



1. BEVEZETES

Az enzimek nyujtotta lehetdségeket mar Oseink is kihasznaltdk pl. borkikészités, len
megmunkalas vagy éppen indigd eldallitas soran. A természetben eléforduld enzimeket, igy régota az
¢lelmiszer elballitas soran is széleskoriien alkalmazzak (pl. sor-, bor- és sajtkészités esetében). A
fermentacios technologidk fejlodésének kovetkeztében a mult szazad végén nyilt lehetdség az enzimek
ipari méretekben torténd eldallitdsara, amely lehetové tette az enzimek felhasznaldsat az ipar szdmara
(pl. textil-, detergens- és élelmiszeripar). A jelenlegi ipari felhasznalasban, tiilnyomo tobbségben a 3.
enzimosztalyba (hidrolazok) tartoz6 enzimek vannak jelen, amelyek szerepe a kiilonbdzd biomolekulak
hidrolizises lebontasa. A proteazokat széleskoriien alkalmazzak a husiparban, tejiparban,
detergensiparban, mosdszeriparban, stb. Masik nagyobb csoportba a szénhidratbontd enzimek tartoznak
(foként az amilazok és a cellulazok), mivel a keményitd-, textil-, lizemanyag-, siit6- és detergens ipar
nagy mennyiségben hasznalja fel Oket. Az élelmiszeripar altal leginkabb alkalmazott enzimek a
proteaz, lipaz (sajtgyartasban), laktdz (tejiparban), pektin-metil-észteraz (gyiimolcs alapanyagok
puhitasdhoz, lényeréshez és deritéshez), pektindz, transzglutamindz.

A szintén a hidrolazok osztalyaba tartozo B-glilkoziddz enzim az ¢élelmiszeriparban alkalmas
lehet a glikozidos kotést tartalmazd biomolekulak hidrolizisére, igy a cellul6z bontas utols6 1épésében a
cellobidoz, a mindséget rontd szacharidok bontasara, a glikozidos kotésben levé aromaanyagok
felszabaditasara, a gabonafélékben el6forduld B-gliikanok lebontasara, valamint a kitiind emulzio ¢€s
habstabilizald képességli O-glikozidok ¢€s glikoproteinek reverz hidrolizissel torténd eléallitasara. Az
enzimek (igy a B-glikozidaz enzim is) fehérje jellegiikb6l adoddan hé, pH és so-érzékenyek, emiatt
stabilitasukrol és a miikodési paramétereik optimalasardl is gondoskodni kell, a megfelel és hatékony
felhasznalasuk érdekében. Problémat jelenthet az is, hogy az enzimek idegen fehérjeként dnmaguk is
szennyezést jelenthetnek az élelmiszerben, amennyiben eltavolitasuk nem kivitelezhetd. A rogzitett
enzimek alkalmazasaval a stabilitds, valamint az Ujrafelhasznalhatosag és a konnyi eltavolitas kérdése
megoldhatd és ebbdl adoddan a koltségek is szamottevden csokkenthetok. A rogzitett enzimek
gyakorlati alkalmazasi elényei miatt a B-gliikozidaz enzim immobilizalasara is mar tobb eljarast
kidolgoztak, amelyekben a rogzitéshez hasznalt hordozok tobbnyire dragak és nehezen beszerezhetdek,
a rogzitési technikak sok esetben Osszetettek és bonyolultak voltak, tovabba sok enzimpreparatum az
élelmiszer technologidkban nem alkalmazhatd. Ilyen immobilizalt B-glikoziddz készitmények ipari

méretekben torténd eldallitdsa ezért nehézkes ¢és gazdasagilag eldnytelen lenne. Ezért olyan
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enzimpreparatumok eldallitdsara van sziikség, amelyek egyszerre tesznek eleget az élelmiszeripari
felhasznalasra vonatkozo eldirasoknak ¢€s eldallitasuk, hasznalatuk gazdasagilag is elonyos.

Az Elelmiszertudomanyi Kar Alkalmazott Kémia Tanszékén Dr. Kosary Judit egyetemi tanar
témavezetésével, illetve kozremiikodésével mar tobb olyan palyazati projekt futott, amely hidrolazok,
kozottik a B-glikoziddz rogzitését, a rogzitett enzimek stabilitasat, illetve alkalmazhatosagukat
tanulmanyozta, elsésorban reverz hidrolitikus folyamatokban. Témavezetésével Balogh Teréz PhD
dolgozataban [BALOGH, 2004] kétféle rogzitett B-gliikozidaz készitményt allitott elé. Ezek koziil az
Akrilex C-100 hordozora rogzitett B-gliikkozidaz igen alkalmasnak bizonyult az O-alkil-gliikozidok uj,
preparativ 1éptékii reverz hidrolitikus szintézisére. Ezt a készitményt, a feliileti réteghez kotott, majd
gélbezart készitménnyel egyiitt borjavitasi kisérletekben is tesztelték.

Doktori munkdm soran, tehat olyan 1j, rogzitett B-glikoziddz enzimkészitmény eldallitasara
torekedtem, amelynek eldallitasa olcsd €s egyszerti technologiat igényel, valamint az eldallitott
preparatum biztonsadgosan alkalmazhat6 kiilonb6zo ¢€lelmiszeripari folyamatokban. Kiilonds figyelmet
kivantam forditani az alkalmazott kombinalt rogzitési technika (els6 1épésben adszorpcids rogzités az
Amberlite IRA 900 anioncser¢ld gyanta feliiletén, majd keresztkotések kialakitasa a feliileten
megkotddott enzimek kozott) vizsgalatara, mivel B-gliikoziddz enzim esetében el0szor Kkeriilt
alkalmazasra, valamint az igy kialakitott kotderdk és a rogzitési eljaras paraméterei kozott fennallo
Osszefliiggések vizsgalatait még szintén nem végezték el. Ehhez sajat vizsgalati modszer kidolgozasa
volt sziikséges. Az ujonnan eléallitott rogzitett enzimkészitmények altalanos jellemzésén tul, minden
esetben sziikséges megvizsgalni az ipari felhasznalhatosdganak lehetdségeit, valamint a kiilonb6zo
alkalmazasok soran annak viselkedését. Ezért az eldallitott preparatum felhasznalhatosagat igyekeztem
minél tobb élelmiszeripari folyamatban megvizsgalni: cellobioz hidrolitikus bontasa, boraszati
koriilmények kozott vald felhasznalas, O-glikozidok reverz hidrolitikus eldallitasa és az arpa B-gliikkan
tartalmanak lebontasa sordn. Az irodalmi attekintésben felhasznaltam azokat a forrasokat és adatokat is,
amelyek a Dr. Kosary Judit altal vezetett két évtizedes kutatas soran osszegytltek, és amelyeket a tobbi
résztvevovel kozosen, szabadon hasznalhattam mind a tudomanyos diakkoéri, mind a doktoranduszi

munkam soran.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A B-gliikozidaz (EC 3.2.1.21)

2.1.1 A Bgliikozidaz a glikozidazok csoportjaban

A glikoziddzok O-, N- és S-glikozid szerkezeti szubsztratok (szénhidratok) hidrolizalasara
szolgalnak. Az egyszerli cukrokbol felépiild 6sszetett szénhidratok hidrolizisét a karbohidroldz enzimek
veégzik. Az egyszerli cukorrészeket dsszekapcesold glikozidos kotések azok, amelyeket bontani képesek.
A szénhidratbont6 enzimeken beliil is elkiilonithetdk, amelyek képesek a nem szénhidrat aglikonnal
rendelkez6 glikozidokat bontani, ezeket heterozidazoknak, valamint azok, amelyek csak a szénhidratot
tartalmaz6 glikozidokat bontjak, ezeket pedig holoziddzoknak nevezziik. Tovabbi csoportositas
végezhetd aszerint is, hogy a katalizalt reakci6é soran megtartjak-e, vagy izomerizaljak az anomer hely
konfiguraciojat. A trehaldz és B-amildz nem véaltoztatja meg az anomer hely konfigurdciojat, ezért
ezeket ,konformacid6 megtartd glikozidazoknak”, amig az invertaz és lizozim pedig invertald
enzimeknek tekinthetk [VAN RANTWIIK et al., 1999]. A gliikozidazok a gliikkoz polimerek hidrolizisét
végz6 holozidaz enzimek. Az ipariban kihasznaljak, hogy a holozidaz enzimekkel heterozidokat is
lehet bontani. Ilyen az élelmiszeriparban is alkalmazott holozid tipust szénhidratbontd enzimek példaul
az a-, B- és glikoamilaz.

A természetben szinte mindeniitt fellelhetok glikozidos kotésben levd vegyiiletek.
Legjellemz6bben a novényvilagban vannak jelen, ahol alkoholok, fenolok és merkaptanok fordulnak
elo glikozidos kotésben. A gyiimdlcsokben is ilyen glikozidok alkotjdk az aromavegyiiletek
prekurzorait. A tovabbiakban a témam szempontjabdl fontos O-glikozidazzal, a B-glikozidazzal

foglalkozom.

2.1.2 A B-gliikozidaz daltalanos jellemzése

A B-gliikozidaz a béta térallasu gliikkozidos hidroxilt tartalmazé gliikoz glitkozidjait hidrolizalja.
Szinonim nevei a kovetkezok: cellobiaz, emulzin, genciobiaz, elatraz, arbutiniz és amigdalinaz. A
legjelentésebb PB-gliikozidos kotéssel rendelkezé diszacharid a cellobioz, innen ered az enzim cellobiaz
elnevezése is. Els6ként mandulatej emulzidban azonositottdk az enzimet, innen ered az emulzin név

[WIESMAN, 1975]. Az emulzin jelentés D-galaktozidaz és D-mannozidaz aktivitassal is rendelkezik.
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2.1.2.1 A p-gliikozidaz szerkezeti felépitése

A B-gliikozidaz enzim olyan glikoprotein, amelynek szerkezetét altalaban 447 aminosav alakitja
ki és két aktiv alegységbdl all [GROVER et al., 1977]. A B-gliikozidaz haromdimenzids képét az 1. abra
szemlélteti. A manduldbdl izolalhatd B-glikoziddz 117 és 66,5 kDa [HELFERICH & KLEINSCHMIDT,
1965], a Flavobacterium johnsonae esetében 72 kDa [OKAMOTO et al., 2000], amig a Debaryomyces
hansenii B-gliikozidaz enzim molekulai 122 ¢s 95 kDa molekulatomegtiek [RICCIO et al., 1999]. A
B-glikozidaz enzimek a termeld szervezet fajtaja szerint, a [-glikozidos kd&tés bontasanak
szempontjabol némileg kiilonbozhetnek. A bemutatott eltéréseket az I. aktiv centrum méret és alak
szerinti eltérései vagy a két aktiv centrum (I. és II.) egymdshoz viszonyitott tdvolsagkiilonbségei

eredményezhetik. Veibel és Larner 6sszefoglalo munkat is készitett a B-gliikkozidaz enzimrdl [VEIBEL,

1950; LARNER, 1960].

1. abra

Thermogata maritima torzsbél izolalt és tisztitott B-glitkozidaz hAromdimenzios szerkezete.

Forras: http:\\edi.ac.uk/thornton-srv/databases/enzymes
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2.1.2.2 A p-gliikozidaz miikédése és optimum értékei

A B-glikozidaz olyan exohidrolaz enzim, amely a [B-térallasu hidroxil kotést tartalmazo
molekuldkat hidrolizalja, amelynek elsé 1épéseként a szubsztratummal bomlékony, komplex vegyiiletet
kialakitva kapcsolodik. Milkddési hatasmechanizmuséat tekintve, az enzimmolekula feliilletén
elhelyezkedd mélyedésekbe a kis szubsztrat molekulak belesimulnak, és ezaltal a szubsztratumban az
elektron eloszlas gy modosul, hogy a reakcid végbemeneteléhez sziikséges aktivalasi energia
lecsokken. A reakcié az enzim feliiletén megy végbe, amelyhez a viz OH™ és H' ionjai is sziikségesek,
majd ezutan a kialakult komplex a végtermékekre és az enzimre bomlik szét.

Az enzim nagyon széles szubsztrat specifitassal rendelkezik, ugyanis a p-(1—4) kotés
felszakitasan tal, egyéb gliik6z diszacharidokat pl. B-(1—3) kotést tartalmaz6 laminaribidzt, valamint
B-(1—6), B-(1—2) kotést tartalmazd szofordzt is hidrolizalni képes, azonban lényegesen Kisebb
aktivitassal. Az oligomerek lebontasa soran minden esetben a nem redukalé molekulavégen kezdi meg
a bontast [WIESMAN, 1975] és altalanosan elmondhatd, hogy az aktivitasa az oligomer lanc hosszanak
novekedésével csokken [DAY & WITHERS, 1986].

A szubsztrattol, az eléfordulasi helyt6l és a termeld szervezettdl fliggben a B-gliikozidaz enzim
aktivitasanak pH optimuma 3,0-7,0 k6zott valtozik. Aktivitasanak hémérséklet optimumat alapvetéen
meghatdrozza az enzimet termeld szervezet homérséklet optimuma, igy ez az érték 20-85 °C
tartomanyban valtozik. Az enzim altalanos aktivatorai az alkali foldfém sok. Inhibitoraiként emlithet6k
a C-vitamin, formaldehid és a natrium-hidrogénszulfit (NaHSOs3), nehézfémsok (pl. higany-klorid),
gliikoz, cellobiéz (nagy koncentracioban), genciobidz, maltéz, melibidéz, cello-oligoszacharidok,
p-kloromerkuriobenzoat, EDTA, AI**, Cd**, Cu®*, Ni**, Hg®*, Fe**, Ca**, Co**, Ag", Pb*", zn*
[LARNER, 1960].

2.1.2.3 A p-gliikozidaz eldfordulasa és izoldlasa

A B-glikoziddz enzim megtalalhaté penész-, élesztégomba torzsekben, baktériumokban,
malataban, szilvamagban, édes és keserli manduldban, egyéb ndvényekben (rizs, cseresznye, szdja,
stb.), eml6sok vesében, majban, az éti csiga emésztOnedveiben és a talajban is. Keserli barackmagbdl is
izolaltak mar, ahol elésegitheti a magban 1évé mérgez6 ciangliikozidok lebontasat [TUNCEL et al.,
1997]. Azonban a mai napig a mandula az elsddleges forrasa a kereskedelemben elérhetd

enzimpreparatumoknak. [GASZTONYI & LASZTITY, 1992].
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Az enzim izolalasa csak tobblépcsds tisztitasi folyamaton keresztiil lehetséges. Az enzim
altalanos forrasai és termeld szervezetei: édes-mandula (Amygdalus communis), papaja (Carica
papaya), kasszava (Manihot esculenta), Alternaria alternata, Aspergillus niger, Mucor mihei,
Aspergillus oryzae, Saccharomyces cerevisiae, Trichoderma viride, stb [FREER, 1993]. Mivel az enzim
forrasa nagymértékben meghatarozza annak izolalhatosagat, ezért kiillonbozo tisztitdsi technikak
kertiltek kidolgozasra, amelyekbdl néhany valtozat az alabbiakban keriil bemutatésra.

A Sulfolobus solfataricus esetében lecentrifugaltak a sejteket, majd 0,05 M natrium-foszfat
kloridot tartalmazott. Miutan a sejteket feltartak, sziirték a szuszpenziot. A frakciok szétvalasztasat
oszlopkromatografias modszerrel végezték el, és gélsziiréssel koncentraltak [ KENGEN & STAMS, 1994].

Watanabe ¢és Kuwahara Aspergillus niger-b6l affinitds kromatografiai technikaval,
keresztkotéseket tartalmazo metakrilamid kopolimeren tisztitottak a B-glikkozidazt. Az enzimet 0,01 M
natrium-Klorid oldattal 0,02 M koncentracioju acetat pufferrel oldottak le az oszloprél [WATANABE &
KUWAHARA, 1993].

A szdjabab (Glycine soja) csiraleveleibdl elballitott szuszpenziot, 0,2 M toménységii foszfat
pufferrel (pH 6,0), amely 0,2-0,5 mM natrium-kloridot tartalmazott, vakuumban lesziirték. A

készitmény jelentdsen feldusult a B-glikoziddz enzimben, miutan a nedves csapadékot centrifugéaltak

[HSIEH & GRAHAM, 1997].

2.1.3 A B-gliikozidaz aktivitasmérésének dltalanos modszerei

Az enzimaktivitds meghatarozasanal altalanos gyakorlat szerint a lehetdségektol fiiggden a
szubsztrat mennyiségének, a keletkezett termék mennyiségének, de mas reakciopartnert is igényld
reakcioknal a koenzim valamely formédjanak iddegységre esd véltozasat is mérhetjik. Altaldban a
fotometrids mérési modszereket részesitik eldnyben, de nem ritka az egyéb miiszeres analitikai
meghatarozasi modszer sem.

Kétféle fotometrias modszer lehetséges. A direkt médszerhez olyan reakciokomponens jelenléte
sziikséges, amely adott hullamhosszon a reakcié sebességével azonos iitemben valtoztatja a rendszer
abszorbanciajat. Abban az esetben ha nincs fotometralhaté reakciokomponens, akkor meghatarozott
idépontokban kivett mintakban valamelyik reakciotermékbdl fotometralhaté szarmazékot kell képezni,
és ezen szarmazék koncentracid valtozasanak mérésével, kozvetett uton 4llapithatdé meg az

enzimaktivitas [SzZABOLCSI, 1991].
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Tobb modszer is rendelkezésre all a B-gliikkozidaz aktivitasanak meghatarozasara, amelyekben
természetes vagy mesterséges -O-gliikozidok hidrolizisével, és/vagy a reakcid soran keletkez6 glikoz
koncentracidjanak a nyomon kovetésével allapithatd meg az enzim aktivitdsa. Az enzimreakcid
nyomon kovetésének a modjat alapvetden a szubsztrat hatdrozza meg, azonban altalanosan elterjedtek a

crcr

mérési elegyben hatarozzak meg.

2.1.3.1 A p-gliikozidaz aktivitasmérése p-nitro-fenil- 5-D-gliikopiranozid szubsztrdton

Altalanosan elterjedt a p-nitro-, azaz 4-nitro-fenil-B-D-glitkopiranozid (pNPG) szubsztrétot
alkalmazé modszer, amelyben a felszabaduld gliikoz koncentracid valtozasaval azonos mértékii
p-nitro-fenol koncentraciovaltozas fotometriasan kovethetd [STERNBERG et al., 1977]. A Calzyme
Laboratories, Inc. meghatarozasa szerint az a -gliikkozidaz mennyiség felel meg 1 egységnek, amely

katalizalja 1 umol p-nitro-fenol egy perc alatti képzédését 37 °C homérsékleten.

2.1.3.2 A p-gliikozidaz aktivitasanak meghatarozasa a felszabadulo gliikoz mennyisége alapjan

Amennyiben nincs specialis szines szarmazékot képz6 aglikon (mint pl. a pNPG) akkor indirekt
modon, a gliikkoz koncentracio valtozasanak mérésével allapithatd meg az aktivitas. Ebben az esetben
az az enzimmennyiség felel meg 1 egységnek, amely 1 umol glikdzt képes felszabaditani adott
szubsztratbol (pl. szalicin, cellobidz, cellotrioz stb.) percenként, pH 5,0 értéken ¢és 37 °C
hémérsékleten. Erre a modszerre elterjedten analitikai Kitteket alkalmaznak.

Ha a felszabaduld D-gliikkdzt hexokinaz/gliikk6z-6-foszfat-dehidrogenaz rendszerben hatarozzak
meg, akkor a hexokinaz kdzremitkodése kovetkeztében keletkezd gliikdz-6-foszfatbol és a NADP*
novekedése 340 nm hullimhosszon fotometriasan kdvetheté [ BEUTLER et al., 1974].

Gliik6z analizisre mas enzimeket (pl. gliik6z-oxidazt) is alkalmazhatnak [SzAaBoLcCSI, 1991]. A
redukalo cukrok (pl. glik6z) koncentracidjat meghatarozé modszerek (pl. a 3,5-dinitro-szalicilsavas

modszer) a cellobidz szubsztrat esetében nem alkalmazhatok, 1évén a cellobioz is redukdld cukor.
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2.2 Az enzimek rogzitése

Az élelmiszeripari folyamatokban alkalmazott enzimeket, az adott folyamatokra jellemz6
koriilmények gyakran részben vagy teljes egészében inaktivalhatjak. Amint mar a bevezetésben utalast
tettem ra az enzimek valamilyen hordozohoz torténd rogzitése (immobilizalasa), szamos gyakorlati
elénnyel jarhat. Altalanosan jellemz6, hogy a rogzitési eljaras hatdsara, a rogzitett allapotban 1év6
eredményezheti, ami az enzim stabilitasat jelentdésen képes novelni. Az elobb leirtak is hozzajarulnak
ahhoz, hogy, a rogzitett enzimek altalaban konnyen eltarthatok, szallithatok és ujra felhasznalhatok,
valamint kevésbé tamadhatok a kiillonb6z6 mikroorganizmusok altal [KLIBANOV, 1979].

A rogzitett enzimek szamos elonyos tulajdonsaggal rendelkeznek az oldott enzimekhez
képest. Mivel elvalasztasuk 4ltalaban egyszerii sziiréssel megvaldsithatd, igy nem szennyezik a
keletkezd terméket. Elkiilonitésiik utan Gjra felhasznalhatok, igy fajlagos koltségiik kisebb. A beldliik
készitett oszlopreaktorok jol szabalyozhatok és folyamatos ilizemmodban is alkalmazhatok a
folyamatok igy jobban kontrollalhatoak és hozam tekintetében is jelentds javulas érhetd el [ GODFREY &
REICHELT, 1983].

A fent bemutatottak jol alatamasztjak, hogy miért tudott a rogzitett enzimek hasznalata széles
korben elterjedni az élelmiszeripari-, és mas ipari folyamatokban [HEICHAL-SEGAL et al., 1995]. Az
enzimek rogzitésével kapcsolatos kutatdsok és kozlemények szama jelentds mértékben megndtt az
1980-as ¢évektdl kezdddden, igy még gyakorlati jelentdséggel nem, vagy csak kismértékben rendelkezd
enzimeket is szamos esetben rogzitettek [MONSAN & COMBES, 1988]. Mivel nincs lehetdségem az
Osszes rogzitési eljaras €és hordozo tipus bemutatasara, ezért az attekintés és Osszefoglalds csak a
legjelent6sebb modszerekkel és a dolgozat témajanak szempontjabol jelentdséggel bird rogzitési

teriiletekkel foglalkozik.

2.2.1 A rogzitett enzimekkel szemben tamasztott dltalanos kovetelmények

Az immobilizalt enzimkészitményeknek alapvetden két kdvetelménynek kell megfelelnitik. A
nem-katalitikus  tulajdonsagokon  alapuld  kovetelmények a  konnyl  izolalhatosagot,
ujrafelhasznalhatosagot és megfeleld stabilitast hatarozzdk meg, amig a katalitikus sajatsagokkal
szemben tamasztott kovetelmények a megfeleld aktivitas, produktivitds és hozam elérését jelentik.

Mindezen tulajdonsagok folyamatfliggdk, azaz az adott reakcid, szubsztrat, termék, reaktortipus
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hatdrozza meg a rogzités alapanyagat, modszerét és annak koriilményeit, ezért kivalasztasuknal
mindezekre figyelemmel kell lenni [CAO, 2005].

Altalanos elvnek mondhato, hogy azok az enzimek rogzithetdk konnyen, illetve azok vesztik el
kevésbé aktivitasukat, amelyek negyedleges szerkezettel nem rendelkeznek, illetve azok, amelyek
mitkodéséhez nem kell koenzim. A biokatalizatorok rogzitésekor torekedni kell arra, hogy a

mukddésiikhoz feltétleniil sziikséges kotohelyek szabadon maradjanak.

2.2.2 Az enzimrogzités fontosabb tipusai

Az enzimek rogzitésére szdmos modszer ismert. Vannak olyan eljardsok, amelyekben az
enzimet oldott allapotban immobilizaljdk €s maga a rogzitett enzimkészitmény is oldott allapotu lesz,
igy csak ultraszir6 membran hasznalataval valaszthato el a rendszert6l. Ennél altalanosabbak azonban
a ,tényleges” rogzitést alkalmazo eljarasok, ezek kozott is megkiilonboztetjiik a kotést €s a gélbezarast
[WoobwARD, 1985].

Az enzim rogzitése torténhet a hordozoéhoz valamilyen kémiai kotéssel (adszorpcios-, ionos-,
kovalens-, vagy fémes kotéssel), illetve az egyes enzimmolekulak kozott valamilyen bifunkcios
vegylilet kozremiikodésével. Az enzim-fehérje aminosav oldallancai kozott kialakuld kovalens
keresztkotéseket kiilonbozo, altalaban két reaktiv funkcios csoporttal rendelkezé kis molekulak hozzak
létre (pl. glutaraldehid). Ebben az esetben nem sziikségszert kiilon hordozo molekula jelenléte, mivel a
keresztkotésekkel térhalositott fehérje tekintheté egyben a hordozonak is.

A kombinalt rogzitési eljarasok meghatarozott sorrendben és moédon alkalmazzak a hordozot,
az enzimet ¢és a keresztkotések kialakitasara szolgald agenst. Az egyes egységek bonyolult
keresztkotéses rendszerrel kapcsolodnak 6ssze, enzim-enzim, hordozo-hordozé kapcsolat is kialakulhat
az enzim-hordozé kapcsolaton kiviil [WOODWARD, 1985].

Egy enzim ¢és egy oldhatatlan hordozo kozotti rogzités egyik legegyszerlibb és legrégebbi
fajtaja az adszorpcios kotddés. A mddszer eldnye, hogy nagyon egyszerii és nem igényel erélyes kémiai
behatdsokat. Ebben az esetben az enzimmolekuldk a hordozo feliiletén elsésorban gyenge van der
Waals-erékkel kotddnek, de a kotésben hidrogénhidak és hidrofob kolcsonhatasok is részt vehetnek.
Hordozoként szervetlen (aluminium, bentonit, szilikagél, iiveg stb.) és szerves (celluloz-szarmazékok,
faforgacs, polimergyongydk stb.) hordozdk egyarant hasznalhatok. [ANDREWS & FONTA, 1989;
KENNEDY & CABRAL, 1983]. Az egységnyi mennyiségili hordozéra felvihetd enzimmennyiség novelése
érdekében a pordzus szerkezetli hordozok hasznalata célszerii, amelyek lehetdvé teszik, hogy az

enzimek a hordozo belsd feliiletén is megtapadjanak [IWASAKI et al., 1993]. A kotédés kialakitasa
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érdekében az altalanos gyakorlat szerint az enzim vizes oldatdt hozzdk a hordozdval érintkezésbe.
Ennek négyféle kivitelezési modja ismeretes [KENNEDY & WHITE, 1985]: statikus eljaras,
elektrodepozicid, adszorpcid a reaktorban és adszorpcid keverés és razatas segitségével. Ugyancsak
elényds lehet, hogy egyes adszorpcids rogzitési technikak kivételt képezhetnek a biokatalizatorok
rogzitését altalanosan kovetd enzimaktivitas csokkenés aldl. Az adszorpcids rogzités gyakori hatranya,
hogy a gyenge kotderdk kovetkeztében a reakcid kdzben bekovetkezd szubsztrat- és ionkoncentracid
valtozasok, illetve a hdmérséklet emelkedésének hatasara konnyen deszorpciod kdvetkezhet be [ RANI et
al., 2000; DIMITRIU et al., 2003].

Az ionos rogzités az enzim €s a hordozoé ellentétes toltésii csoportjai kozotti elektrosztatikus
vonzas révén jon létre. A kotés erdsebb, mint az adszorpcido esetében, de gyengébb a kovalens
rogzitésnél. lonos csoportokat tartalmazo természetes alapu (pl. celluloz, dextran), valamint szintetikus
ioncseréloket (pl. polisztirol szdrmazékok) alkalmaznak hordozdként. Az enzimek 4&ltaldban nagy
aktivitassal rogzithetok, emellett a modszer jelentds elonye a hordozd regeneralhatosidga, hatranya
viszont a kovalens rogzitéshez képest a gyengébb erdsségili kotés €és az idegen ionok lehetséges zavaro
hatasa [ GODJEVARGOVA et al., 2006; JANG et al, 2000]. A rogzitési eljaras soran kiilonos figyelmet kell
forditani a megfeleld pH ¢és ionerdsség biztositasara. Olyan koriilményeket kell teremteni, hogy az
enzim erdsen kotddjon a hordozoéhoz. Ehhez az kell, hogy a fehérje feliilete kelld szdmu, a hordozé
toltéseivel ellentétes toltéssel rendelkezzen. A fehérjék az izoelektromos pontjuk (pl) alatti pH értéken
kationok, a pl feletti pH értéken anionok, ennek megfelelden, a pl alatti pH értékeken kationcserélokon,
a pl feletti értékeken anioncserélokon rogzithetok. Az elegy pH értékét ugy kell megvalasztani, hogy
biztositsa a fehérjén és a hordozon a megfeleld toltésviszonyokat. Az ionerdsség megvalasztasanal az
az iranyado, hogy a sOkoncentracid segitse stabilizalni a fehérjeszerkezetet és ezaltal a katalitikus
aktivitast, de a tul magas koncentracidé miatt ne szorithassa le az enzimet a hordozé kotohelyeirdl. Az
ioncserélokként hasznalt anyagokkal a 2.2.3.1 fejezet foglalkozik.

A legelterjedtebb modszer a kovalens rogzités, amelyet szdmtalan enzim esetében hasznaltak.
A kovalens kotéseken keresztiili rogzités esetében a hordozo és a biokatalizator kdzott megosztott
elektronpar képez kapcsolatot. Ez biztosit erds kotést a biokatalizator és a hordozd egyes funkcids
csoportjai kozott. Olyan, széles szubsztratkoncentracido tartomanyban alkalmazhatd, a koérnyezet
valtozasara kevésbé érzékeny makromolekularis katalizator keletkezik, amely kémiai értelemben az
eredeti enzim katalitikus aktivitasat nagyban megérzd, j polimer vegyiiletnek tekintheté. Az ilyen
jellegll rogzitést altalaban szubsztrat jelenlétében végzik és igy elkeriilhetd a szubsztratkotd hely,
illetve az aktiv hely konformacié véltozasa, amely akar a biologiai aktivitas elvesztéséhez is vezethet.

Ebbe a csoportba tartozd rogzitési eljarasokat Kennedy €s White (1985) rendszerezte. A kovalens
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kotések kialakitasanak legaltalanosabb modszerei: diazotalas, amidkdtés képzése, észter kotés képzése,
alkilezés és akrilezés, Schift-bazis képzése, amidalasi reakciok, y-besugarzas altal indukalt kapcsolas.

Az n. keresztkotéses modszer az enzimmolekuldk kozotti intermolekularis kovalens kotések
létrehozasan alapul. Lényege hogy az egyes enzimmolekuldkat bi- vagy multifunkcids reagensek
segitségével Osszekapcsoljak egymassal, és igy nagy molekulaméretli, oldhatatlan aggregatumok
alakulnak ki [ILLANES et al., 2006; JIN et al., 2006]. Keresztkotések kialakitasara tobbek kozott
glutaraldehidet, bisz-izocianat szarmazékokat, N,N’-etilén-bisz-maleinimidet alkalmaznak. Ezek koziil
a legelterjedtebb a glutaraldehid, amely azometin (Schiff bazis) képzés kozben reagal a fehérje
molekulak oldallancainak szabad amino csoportjaival, esetenként az iminokotéseket utdlag kevert
fémhidridekkel aminokka redukaljak. Egyes esetekben az enzim aktivcentrumanak konformaciojat
érintheti az emlitett reakcio, €s ez jelentds mértékii aktivitdscsokkenéshez vezethet, ami inert fehérje
(pl. szérum albumin) jelenlétével csokkentheté [WWOODWARD, 1985].

A bezaras gélbe vagy membranba torténhet. A legelterjedtebbek a természetes alapt gélek, mint
példaul az agarodz, alginat, kKitozan vagy karragén. Mivel a gélek porusai nagyméretiiek, igy elsésorban
ezeket sejtek rogzitésére hasznaljak, ugyanis a kisebb mérettel rendelkezd biokatalizatorokat (pl.
enzimek) nem képes a szerkezetében tartani. Kombinalt rogzités esetén azonban a gélbezaras is
megfelelé eredményre vezethet [WOODWARD, 1985; BALOGH et al., 2005].

A bemutatott kiilonb6oz6 rogzitési technikak kombinalhatoak is, igy lehetévé valik az egyes
modszerek hatranyanak kikiliszobolése, vagy egyébként gazdasdgilag és fizikai tulajdonsagaiban
elényds, azonban az enzimrogzités szempontjabol kémiai felépitésében hatranyos hordozok alkalmassa
tétele, megfeleld rogzitett enzimkészitmények kialakitasdhoz. Ilyen, a kutatdsom szempontjabol is
lényeges, az a kombinalt rogzitési eljaras amelynek soran az elsé lépésben az enzimet a hordozéd
porusszerkezetéhez adszorbedltatjak, amely soran van der Waals, ionos kotések és hidrogénhidak
alakulhatnak ki a hordozo6 és az enzimmolekula k6zott. Mivel ezek a kotések nem elég stabilak, ezért a
rogzitési eljaras madasodik lépésében glutiraldehides kezelést alkalmaznak, ami egy stabilabb
enzimfehérje-struktira kialakuldsat eredményezi, a hordozo feliiletén levé enzimfehérje molekulak

Osszekapcsolasa révén [D’SOUZA & KUBAL, 2002; LOPEZ-GALLEGO et al., 2005; CSANADI, 2008].

2.2.3 Hordozok

Az enzimek rogzitéséhez eldnyos fizikai és kémiai tulajdonsagokkal rendelkezd hordozokra van
sziikség. Ipari szempontbodl 1ényeges, hogy ezek nagy mennyiségben, folyamatosan és lehetdleg olcson

legyenek hozzaférhetok. Reaktortoltetként vald alkalmazhatosaguknal meghatdrozok a mechanikai
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tulajdonsagok (pl. nyomas- és kopasallosag), tovabba a részecskék alakja (lehetdleg gomb) és
feliiletének jellege, illetve a fajlagos feliilet nagysaga. Eredetiiket és kémiai tulajdonsagaikat tekintve a
hordozok tobb csoportba sorolhatok. Lehetnek természetes és mesterséges eredetiiek, szervetlen és
szerves anyagok. Szervetlen hordozok az aluminium-oxid, az aktiv szén, a nem por6zus €s porozus
iiveg, szaniterporcelan tormelék, homok, Ti(OH)s, illetve magnetitszemcsék stb. A természetes eredetii
szerves hordozok koziil kiemelkedd jelentdséglick egyes poliszacharidok (celluldz, dextran, agardz,
keményitd), amelyeket altaldban szintetikusan moddositanak. Olcsé lignocelluloz tartalmu
mez6gazdasagi hulladékok is szolgalhatnak hordozoként [BOROSS et al., 2008].

Felhasznalasi teriilet alapjan az enzimrogzitéshez hasznalt hordozdk nagy csoportjat képzi, a
munkam soran is alkalmazott ioncserélok csoportja, ezért a tovabbiakban ez keriil bemutatasra - ezen

beliil is a polisztirol szdrmazékok.

2.2.3.1 loncserelok

Enzimrogzitéshez kiilonboz6 ioncserélok alkalmazhatok, amelyeknek két nagy csoportja van:
az egyik Un. ioncseréld ,,gyantak”, amelyek szintetikus ioncserélok (pl. polisztirol szarmazékok), a
masik a természetes, pl. celluldz alapu ioncserélék csoportja. Az ioncserélé gyantak vizben nem oldodo
polimerek, rendszerint polisztirolok anionos vagy kationos csoportokkal. A kationos hordozok esetében
H* ion, az anionosoknal OH™ ion cserélddik a megfelelé toltéssel rendelkezé molekulakra. A
kationcserélok legtobbszor karboxilcsoportokat tartalmaznak. Az anioncserélok altaldban kvaterner
ammoniumesoportokat (pl. -NH*3CI") hordoznak [Boross et al., 2008].

Az ioncserélé gyantdknak nagy a kotOkapacitasuk €s erds kotések kialakuldsat teszik lehetove.
Elonylik a nagy mechanikai szilardsag, a jo iilepedés és oszlopok készitésénél a nagy atfolyasi
sebesség, valamint a hordozo regeneralhatdosaga, hatranyuk viszont a rendszerben 1évo kiilonb6zo
ionok lehetséges zavard hatdsa. A celluléz alapt ioncserélok kotdkapacitasa altaldban lényegesen

kisebb, mint az ioncserél6 gyantaké (kb. egytizede) [BOROSS et al., 2008].
2.2.3.2 Polisztirol szarmazékok, mint ioncserélok
A polisztirol szarmazékok, olyan sztirol-divinil-benzol kopolimerek (2. abra), amelyek

altalaban ionos csoportokkal (szulfo-, karboxil- fenolos-hidroxil-, kvaterner ammoénium) vannak

ellatva. Képzddésiik gyokos- vagy ionos mechanizmussal mehet végbe, porusméretiik viszonylag kicsi,
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valamint hidroféb sajatsaguak. Gyodngypolimer formaban kedvezé mechanikai- és hidrodinamikai

tulajdonsagokkal rendelkeznek [BOROSS et al., 2008].

L CHa cHzx H,I::HEM ICHEE ,’,CHEM f,r::HE,M f,
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sztirol polisztirol

2. abra

Forras: http://images.absoluteastronomy.com/images/encyclopediaimages/p/po/polystyrene _formation.png

2.2.4 A rogzités hatdsa az enzimek tulajdonsdgaira

Az enzimek rogzitésekor rendszerint a katalitikus tulajdonsagok é€s a stabilitds jellegzetes
valtozasait figyelhetjik meg. A megvaltozott tulajdonsdgok ismerete gyakorlati szempontbol
nélkiilozhetetlen, azonban ezeknek elméleti értelmezésekor a jelenségek nagyfoku Osszetettsége miatt
igen Ovatosan kell eljarni. A kovetkezOkben a teljesség igénye nélkiil, a dolgozat ¢és a gyakorlat

szempontjabol leglényegesebbnek tekintett hatasokat fogom bemutatni.
2.2.4.1 A rogzités hatasa az enzimek katalitikus tulajdonsagaira

A rogzitett enzimek kinetikai allando6i altalaban eltérnek a nativ, oldott forma kinetikai
allandoitol. Ezt az alabbi tényezokre lehet visszavezetni [BALLESTEROS et al., 1994]:

-  Konformaciés  hatdsok, amelyek az enzim aktiv centrumdban elhelyezkedd
aminosav-oldallancok modosulasat is jelenthetik,

- Térbeli hatasok, mikor az enzim és a szubsztrat kolcsonhatasat térbeli gatlasok akadalyozzak,

- Megoszlasi hatdsok, amelyek megvaltozott mikrokdrnyezetet hozhatnak Iétre a kis
molekulatomegii molekulafajtak elektrosztatikus vagy hidrofob kdlcsonhatésai révén,

- Anyagatviteli vagy diffiizios hatasok, amelyek felléphetnek a szubsztratnak a kiilsé oldatbdl az
aktiv helyhez torténd jutdsaval szemben, valamint a reakcidterméknek a kiils6 oldatba torténd
diffuziojaval szemben. Ezeket a diffuzidval szembeni ellendllasokat a kovetkezOképpen lehet

osztalyozni:
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- a szemcséken beliili anyagatviteli hatdsok, amikor az enzim pordzus kozegben
helyezkedik el (pl. porozus szerkezetii anioncseréld gyanta),

- kiils6- vagy részecskék kozotti anyagatviteli hatasok, amelyek a kiils6 oldat és a
rogzitett enzimrészecske kiilsé feliilete kozott lépnek fel.

A rogzitésnek a katalitikus tulajdonsagokra gyakorolt és megfigyelheté valtozasai a fent
emlitett tényezOk kdlcsonhatdsai eredményeként jonnek létre. Az egyes tényezOknek a valtozasokhoz
valdo hozzajarulasdit nehéz meghatarozni. A felsorolt hatdsok miatt kiilonbséget kell tenni az
enzimreakciok valddi, azaz a nativ, oldott enzimre jellemzd sebességi paraméterei, €s a rogzitett
enzimekre diffizids korlatok nélkiil jellemzo6, és a difftizids korlatok esetén megfigyelhetd, effektiv
sebességi paraméterek kozott [ENGASSER & HORVATH, 1976].

Irodalmi adatok szerint adszorpcioval torténd rogzités esetében nem kell konformaciod
valtozassal szdmolni, €s ezért nagyban vagy teljes egészében megdrizhetd az enzim aktivitasa, bar ez
elméleti szempontbol a feliileti denaturaci6 lehetdsége miatt vitathatd. Porozus hordozok esetén a
diffazi6 okozhat problémat [HARTMEIER, 1988]. Ionos rogzitéskor hasonld a helyzet, de az ionos
mikrokornyezet és az erdsebb kdlcsonhatasok aktivitas csokkenéshez vezethetnek.

A rogzitési eljarasok hatast gyakorolhatnak az enzimek konformaci6é valtozasan tilmenden az
ionizacidés allapotra, disszociacido erésségére ¢s varhatdban megvaltozik a pH-nak a Katalitikus
aktivitasra kifejtett hatasa is. Hozzajarul ehhez az is, ha a hordozo toltésekkel bir. Ez 6nmagéban is az
enzim kinetikus tulajdonsagainak a megvaltozasdhoz vezethet még akkor is, ha nincsenek anyagatviteli
korlatok [BALLESTEROS et al., 1994]. Ionos hordozoba zart vagy ionos hordozohoz kotétt enzimek
esetében a rogzitett enzim mikrokdrnyezetében eltéré a H' ion koncentraciéja a kiilsé oldatban, az un.
makrokdrnyezetben mért H® jon koncentracidhoz képest. Polianionos kornyezetben a H™ ion
koncentracié nagyobb, polikationos mikrokornyezetben pedig kisebb a kiilsé oldatéhoz képest. Ennek
megfeleldoen, ligos vagy savas irdnyu eltolodas észlelhetd a katalitikus aktivitas pH optimumaban
[GOLDSTEIN & KATCHALSKI-KATZIR, 1976].

Az enzimek 4ltal katalizalt reakciok homérséklet fliggése is Osszetett jelenség. Egyrészt a
hémérseklet emelése megndveli a reakcidsebességet, masrészt az enzimmolekuldk katalitikusan aktiv
konformacidja a fokozott hémozgas hatdsara megbomlik, a rendezett ,,gombolyag” rendezetlenné valik.
A rogzités hatasara megvaltozhat a katalitikus reakcio aktivalasi energidja és az enzim hdstabilitasa. E
két tényezd ereddjeként valtozhat a latszolagos hdmérséklet-fliggés. Magasabb lehet az optimalis
hdmérséklet a hordozoba bezart és a porézus hordozon régzitett enzimek esetében is, mert a diffuzids
hatasok védik az enzimet a hdédenaturacioval szemben [BALLESTEROS et al., 1994]. Megnovekedett

hotlirést lehet észlelni az ionos vagy kovalens kotéséken keresztiili rogzitésnél is. Ebben az esetben a
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konformaciovaltozasok €s a térbeli gatlasok jatszanak fontos szerepet a homérséklet emelésével
szembeni megndvekedett tiirdképességben [MARSH, 1973].

A szilard fazisu hordozon tortént rogzités daltaldban nem befolydsolja mélyrehatdéan a
szubsztratspecifitast, kisebb eltérések —elsdsorban térbeli okok miatt— azonban kimutathatok.
Adszorbealt, illetve ionosan kotott enzimek esetében kismértékii valtozast észleltek a szubsztrat- és az
inhibitorspecifitasban [ZABORSKY, 1974]. A rogzités tovabba befolyasolhatja az enzimeknek a
makromolekularis szubsztratokkal szembeni viselkedését is, mivel megvaltozik a szubsztrat

hozzaférhetdsége a rogzitett enzimmolekulakhoz [BOROSS et al., 2008].

2.2.4.2 A rogzités hatasa az enzimek stabilitasara

A Dbiokatalizatorok gyakorlati alkalmazhatdsaganak egyik fontos kritériuma az alkalmazas
koriilményei kozotti ellendllo képességiik, azaz stabilitasuk. Gyakorlati szempontb6l a hdstabilitas, pH
stabilitas, szerves oldoszerekkel szembeni stabilitas, tarolasi stabilitas és a miikodési stabilitas a
legjelentdsebb tulajdonsaga a biokatalizatoroknak. A rogzitett enzimek stabilitasa fiigg az enzim
szerkezetétdl, a rogzités modjatol és az alkalmazas koriilményeitdl. A legtobb irodalmi adat a rogzités
stabilitasndveld hatasardl szamol be, de ebben szerepet jatszhat, hogy a negativ eredményeket altalaban
nem publikaljak.

Bar a rogzitett enzimek hdstabilitdsa nyilvanvaloan fiigg az alkalmazott rogzitési eljarastol és
magatél az enzimtdl, altalaban megéallapithatd, hogy a hidrofil hordozok javitjak, a hidrofob karakterti
hordozok pedig rontjak a hdstabilitast [GOLDSTEIN & KATCHALSKI-KATZIR, 1976; ZABORSKY, 1974].
Gélbezart enzimeknél a bezard kozegtdl fliggden a hdstabilitas altaldban né vagy valtozatlan marad.
Kedvez stabilitdst mutatnak a mikrokapszulazott enzimek. Adszorpcidval vagy ioncserével rogzitett
enzimek hdstabilitasa ndhet, csokkenhet vagy valtozatlan maradhat az oldott enzim hdstabilitdsahoz
viszonyitva. Kovalensen rogzitett enzimek esetében nagyszamu adat ismeretes a megndvekedett
hdstabilitdsra vonatkozdan, de ismeretesek példak a csokkend ellenalloképességre is [ GOLDSTEIN &
KATCHALSKI-KATZIR, 1976].

A pH stabilitas alatt a hdinaktivalodas pH fliggését értjik. A pH jelentdsen hat az
inaktivalodasra. Mivel a pH befolyasolja a fehérjék maésodlagos, harmadlagos és negyedleges
szerkezetét, az enzimek inaktivalodasasnak sebessége a legtobb esetben nagyban fiigg az oldat pH
értékétdl [DIXoN & WEBB, 1979]. A rogzitésnek a katalitikus aktivitasra kifejtett hatasaihoz hasonldan,

a pH stabilitasndl is szdmitani kell a mikrokdrnyezeti hatdsokra, igy a kiilsé kozeg €s a hordoz6 belseje
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kozotti egyenlétlen ioneloszlasra. Altaldban az oldott enzim maximalis stabilitasat biztositdo pH
értékhez képest jelentds eltolodasok figyelhetok meg savas vagy ligos iranyban [ZABORSKY, 1974].

A viz helyettesitése szerves oldoszerrel a katalitikus aktivitds drasztikus csokkenéséhez és a
szubsztratspecifitas elvesztéséhez vezethet. Ennek egyik oka az enzimmolekuldk aggregacidja lehet. A
masik ok az aktiv konformacié elvesztése. A konformaciovaltozds megakadalyozhaté az
enzimmolekula rogzitésével, amely merevebbé teszi a szerkezetet. Torténhet a rdgzités olyan hordozon
is, amely részlegesen kizarja a szerves olddszert. Ha az enzim tobb ponton kotddik a hordozéhoz, ez
megvédi a szerves olddszerek altal okozott inaktivalodastol [KLIBANOV, 1979].

A rogzités altalaban kedvezden befolyasolja egy enzim tarolasi stabilitasat, amelynek mértéke
fligg az alkalmazott rogzitési modszertdl €s a tarolas koriilményeitdl. A rogzitett enzimeket altalaban
0-4 °C hoémérsékleten taroljak, szobahdémérsékleten a tarolasi stabilitds jelentosen csokken.
Adszorpcioval vagy ionos kotéseken keresztiil rogzitett enzimek stabilitdsa kedvezdtlenebb, mint mas
moddon rogzitett enzimeké. Kovalens kotéseken keresztiili rogzités altaldban javitja a tarolasi stabilitast.
Ugyancsak kedvezd tarolasi stabilitast mutatnak a keresztkotéssel rogzitett enzimek [BOROSS et al.,
2008].

A rogzitett enzimek miikddési stabilitdsa meghatdrozd jelent0ségli a gyakorlati alkalmazés
szempontjabol. A szilard fazisu biokatalizatorok miikddési stabilitasat lehetetlen megbecsiilni a
hdstabilitasra és a tarolasi stabilitdsra vonatkozo6 adatok alapjan. Ennek oka, hogy mind a szubsztratnak,
illetve a koenzimnek (amennyiben sziikséges), mind pedig a terméknek lehet stabilizald hatasa
biokatalizatorra. Altalanossagban elmondhaté, hogy a rogzitési eljarasnak pozitiv hatdsa van az enzim
miik6dési stabilitasara [BOROSS et al., 2008; SIMON et al., 1986; SIMON et al., 1992], azonban ett6l

eltéré eredményeket is megfigyeltek mar [CABRAL et al., 1981; MAEDA et al., 1973].

2.2.5 A Bgliikozidaz rogzitése

A kordbban bemutatott legfontosabb rogzitési eljarasokat mar mind alkalmaztdk
B-gliikoziddz esetében, igy az irodalomban sok példa talalhaté mind adszorpcios (szilikdton, kaolinon,
kitozanon, stb.), mind keresztkotéssel (glutdraldehid, stb.) mind pedig kovalens kotéssel kialakitott
rogzitési modszerre, illetve ezek kombinacidjara [BROUN et al., 1973; RAVET et al., 1993]. A
B-glikoziddz rogzitésének irodalmabol a teljesség igénye nélkiil, a dolgozat szempontjabdl is
jelentdséggel bird, néhdny ipari és borédszati felhaszndlasra létrehozott rogzitett enzimkészitmény,

valamint a legfontosabb eljarasokkal eldallitott készitményekbdl keriil néhany bemutatésra.
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A celluléz enzimatikus hidrolizisekor, a B-glikozidaz 4ltal katalizalt folyamat gazdasagi
paramétereinek javitdsa céljabol, adszorpcioval kaolinon és szilikagélen végeztek immobilizalasi
kisérleteket. A kaolinhordozd azonban olcsobbnak és technologiai szempontbdl eldnydsebbnek
bizonyult. A kezdetben felvitt B-glikozidaz 95 %-a rogziilt kaolinon és nem tapasztaltak jelentds
aktivitds veszteséget, viszont lényeges deszorpcido kdvetkezhet be az ipari folyamatokban, amit az
oldott enzimpreparatum eldzetes acetilezésével csokkentettek sikeresen 75 %-16l, 25 %-os deszorpcios
aranyt érve el [KARAGULYAN et al., 2008]. Gargouri és munkatarsai szintén az adszorpcios rogzités
lehetdségét vizsgaltak kiilonb6zd hordozok felhasznalasaval: Amberlite (IRA 67, XAD 4, XAD 7),
Duolite (A 7 és A 58), Celite 545 ¢s DEAE-sepharose, olyan B-gliikoziddz enzim esetében, amelyet
Sclerotinia sclerotiorum torzsbdl izolaltak. A szerz6k hidrolitikus folyamatokban az enzim
stabilitdsanak ndovekedését tapasztaltak azokban az esetekben, amikor az enzim az Amberlite ioncseréld
gyantakhoz lett rogzitve. A legnagyobb rogzitett enzimaktivitds viszont a DEAE-sepharose
alkalmazasa esetén volt megfigyelheté [ GARGOURI et al., 2004]. A szerzOk azonban nem vizsgaltak a
készitmények miikodési stabilitasat, pedig ez a tulajdonsadg az adszorpcids rogzités esetén kiilondsen
nagy jelentdséggel bir.

Egy tovabbfejlesztett adszorpcidos eljarassal —enzim-szilikat gélt alakitottak — ki.
A tetra- és trialkoxi alkil-szilanok megfelelé szol-gél prekurzorként szolgalhatnak. Az enzimoldatot
részlegesen hidrolizalt szol-gél prekurzorokkal valo Osszekeverése hatékony rogzitési eljarashoz
vezethet. A mechanikailag stabil, tivegszerii gél nagy meg0Orzott enzimaktivitast képes magaba zarni.
Az igy eldallitott készitmény kapcsan a szerzOk tobb olyan eldnyds tulajdonsdgot is azonositottak,
amelyek az altalanosan alkalmazott rogzitési eljarassal nem érhet6k el, valamint nagymértékben
csokkenthetd a diffuzio és a kiszivargds okozta enzimveszteség. A bemutatott technikaval eléallitott
enzimkészitmény hdinaktivalédasi sebességében akar két nagysagrendnyi csokkenés is megfigyelhetd
[HEICHAL-SEGAL et al., 1995].

Kiilonboz6 termeld szervezetekb6l (Pseudomonas picketti, Aspergillus niger) szarmazo
mikrobialis B-glikozidaz enzimeket rogzitettek sikeresen kalcium-alginat gélbe vald bezarasi
technikaval [BusTO et al., 1994]. Az igy ecléallitott rogzitett enzimkészitmények alkalmasnak
bizonyultak a cellobioz hidrolizisére valod felhasznalasban, azonban ilyen esetben szamolni kell a
kiszivargas okozta enzimveszteséggel [WOODWARD & CLARKE, 1991]. Ennek a technikanak a
tovabbfejlesztési lehetdségeként az enzimet eldszor rovid ideig glutaraldehiddel kezelték, hogy a
megfeleld méretli aggregatumok létrehozéasa révén megakadalyozzak vagy csokkentsék a gélbdl vald

kiszivargas lehetdségét. Ezutan zartak polipropilén glikol alginit-csont zselatin gyongyokbe, ilyen
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modon a katalitikus aktivitds meg0rizhetd és folyamatos celluloz hidrolizis végezhetd [WOODWARD &
CApPpPs, 1992]. O'neil és munkatarsai a rogzitett p-glikozidazt még glutaraldehiddel kezelték, s igy a
biokatalizatort a sol-gél matrixban tartottak a folyamatos reakcio kdzben [O'NEIL et al., 2002]. Ennek a
technikanak egy madsik lehetséges valtozata mikor a gélbezaras (kalcium-alginat) soran keresztkotd
agensként nem az altalanosan alkalmazott glutaraldehidet, hanem genipint alkalmaztak [FUJIKAWA et
al., 1988]. A szerzok ugy talaltak, hogy a genipin alkalmazasa esetén magasabb rogzitett enzimaktivitas
érhetd el, mint egyéb keresztkotd reagensek (glutaraldehid, EDC) esetén, és a készitmény aktivitas
értékében 12 felhasznalasi cikluson keresztiil nem volt csokkenés tapasztalhato.

Gallifuoco és munkatarsai — tobb 1épéses folyamatban — kitozanon rogzitettek p-gliikozidazt
glutaraldehides keresztkotések kialakitdsaval. Optimalis miitkodési feltételeket biztositva vizsgaltdk a
rogzités hatasfokat, a stabilitast, aktivitast €s a gliikoz, valamint az alkohol gatld hatasat. A szerzdk
sikerrel alkalmaztdk a rogzitett enzimet a borkészités sordn a bor aroma értékének javitdsara
[GALLIFUOCO et al., 1998].

Gueguen és munkatarsai borok aromaprofiljanak javitasara hasznaltak fel a Duolit A-568
gyantdra adszorpcidval rogzitett [-glilkoziddzt, amely aktivitdsanak jelentds részét megtartotta.
Laboratoriumi reaktorkisérletek soran nem tapasztaltak jelentds enzimleoldddést és a készitmény a
kezelés végéig megtartotta az aktivitasait [GUEGUEN et al., 1997]. Ez ellentétben all mas kutatok
[GUNATA et al., 1990; COLAGRANDE et al., 1994] eredményeivel, miszerint a borok aromaanyagainak
felszabaditasat katalizalé enzimeknek nem kedvez a bor matrixdnak osszetétele €s az ipari felhasznélas
koriilményei.

Spagna ¢és munkatarsai a [-gliikozidazt egy enzimkomplex részeként kitozdn hordozohoz
rogzitették, glutaraldehides keresztkotések segitségével a bor-, és gyilimdlcslé iparban torténd
lehetséges felhasznalas érdekében. Zselatin és szilikagél hozzaadasat kovetden jelentds mértékben
javult a fizikai, mechanikai tulajdonsaga az enzimkészitménynek, emellett n6tt az alkalmazaskor mért
stabilitas, valamint a ténylegesen rogziilt enzimmennyiség, igy csOkkent az enzim kioldodasa a
preparatumbol [SPAGNA et al., 2002]. Hasonlo -eljarast alkalmaztak Chang és Juang, mikor
B-glikoziddzt rogzitettek kitozanhoz ¢és agyag elegyébdl all6 kompozithoz glutaraldehides
keresztkotések segitségével. Az agyagot is tartalmazd hordozd esetében itt is a készitmény fizikai és
mechanikai tulajdonsagainak, tovabba a miikddési stabilitdsdnak javulasat tapasztaltdk, valamint
megallapitottak, hogy az igy eléallitott készitmény szélesebb hdmérséklet é¢s pH tartomanyban mutat
magasabb aktivitast, mint a hagyomanyosan csak kitozdn alkalmazasaval létrehozott készitmény

[CHANG & JUANG, 2007].
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A korabbi Kertészeti és Elelmiszeripari Egyetem Kémia és Biokémia Tanszékén, két elnyert
OTKA palyazat keretén beliil, részben Dr. Kosary Judit vezetésével mar az 1990-es évek elejétol
kezdve részletes tanulmanyokat végeztek az aminoacilaz enzim rogzitésével kapcsolatban. A kutatas
soran a Reanal cég altal korabban eldallitott Akrilex C-100 hordozot alkalmaztak. Az Akrilex C-100
hordoz6 elballitasa soran a poliakrilamidban savamid csoportok egy része hidrolizalasra keriil. A
karboxil csoportjainak koszonhetden ez a hordozd messzemendleg alkalmas az enzimek karbodiimides
modszerrel vald kovalens rogzitésére [SZAJANI et al., 1980a]. Az Alkalmazott Kémia Tanszéken ezt a
modszert az irodalomban els6ként alkalmaztak tobbek kozott mind az a-, mind a B-glikozidaz
rogzitésére [KOSARY et al., 1998]. Késobb ezt a rogzitési technikat tokéletesitették [BALOGH et al.,
2004], majd preparativ alkalmazasat kiszélesitették [ BALOGH & KOSARY, 2005].

A Surface layer vagy masnéven S-layer (feliileti réteg) olyan kétdimenzids, kristalyos vagy
szemikristalyos szerkezetii, fehérjék vagy glikoproteinek altal felépiild egyrétegli képzddmény, amelyet
egyes baktériumok a sejtfalhoz kotott formaban szintetizalnak [SLEYTR, 1986]. Ahhoz, hogy képesek
legyenek mas enzimekkel vagy fehérjékkel kotéseket kialakitani, a feliileti rétegben elhelyezkedd
aminosav oldallancok szabad amino- és karboxilcsoportjait aktivalni sziikséges.

Az irodalomban foként csak olyan kutatasi eredmények talalhatok, ahol lipidekben gazdag
molekulakat kapcsoltak a feliileti réteghez [WEYGAND et al.,, 2000], vagy funkcionalizalt
lipidmembranok stabilizaci6jahoz hordozonak hasznaltak az S-layert, azonban enzimek rogzitésére
val6 felhasznaldssal kapcsolatban igen kevés adat talalhato.

Az Alkalmazott Kémia Tanszéken korabban vizsgalatokat végeztek a Bacillus
stearothermophilus PV72 torzsbol izolalt, csak fehérjébdl felépiild feliileti rétegre torténd rogzitéssel
kapcsolatban. A térhaldsitott feliileti réteghez korabban karbodiimides modszer segitségével rogzitettek
fehérjéket [WEBER et al., 2001]. A tanszéken alkalmazott karbodiimides rogzitési modszer helyett egy
uj, szokatlanul egyszeriinek tind, a koimmobilizalashoz hasonlé metodikaval, eljarast dolgoztak ki a
B-gliikozidaz feliileti rétegre torténd rogzitéséhez. Boraszati felhaszndlds céljabol a készitményt alginat

gélbe zartak [BALOGH et al., 2005].

2.3 Enzimkészitmények alkalmazasa az élelmiszeriparban

Az ¢élelmiszertechnologidban az enzimek fontos szerepet toltenek be. Egyrészt hatékonysagukat

régota felhasznaljuk sok élelmiszer (kenyér, sor, ecet, szalami, sajt stb.) eldallitdsdhoz, masrészt meg
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kell akadalyoznunk a mikodésiikk kovetkeztében fellépd romlasi folyamatokat (gylimolcsok é€s
z0ldségek barnulasa, zsirok avasodasa, hiisok rothadésa stb.) [GASZTONYI & LASZTITY, 1992].

Els6ként alkalmazott ipari enzimek az amilazok (keményit6t hidrolizaléo enzimek), valamint a
szintén szénhidratbontd invertaz enzim ¢és a fehérjebontd protedzok voltak. Ipari szempontbdl a
legjelentdsebbek a proteazok, a detergens-, a mososzer-, illetve a tejiparban alkalmazzak Oket
[AUNSTRUP, 1979]. Emellett ipari szempontbol nagy jelentéséggel birnak még az amilazok és az
amilogliikozidazok, mivel a felhasznalasukkal torténd keményitd-hidrolizis nagyon jelentds ipari
felhasznalast jelent. Napjainkban egyre nagyobb jelentdséggel bir az izocukor eldallitasa soran
alkalmazott gliikoz-izomerdz enzim, amelyet altaldban a keményitdbdl egyensulyi reakcidoban
eldallitott D-gliikoz, D-frukt6zza valo részleges izomerizaciojara hasznalnak. Az eljaras eldnye, hogy a
fruktoz édesebb, mint a gliikoz €s egészségiigyi szempontbdl is eldnydsebb.

Az élelmiszeriparban egyre tobb technoldgiai folyamatban alkalmaznak régzitett enzimeket,
ezek kozott szamos hidroldz talalhato. Mint mas iparagak is, az €élelmiszeripar is felhasznalja a szilard
fazist biokatalizatorokat, mint egyes technoldgidk részét, a mindségjavitas, illetve a kihozatal
novelésének eszkozét. Ipari felhasznalas esetén is a rogzitett enzimek alkalmazasanak szamos elénye
lehet az oldott enzimekkel szemben: az ismételt felhasznalhatosdg révén kisebb koltség, az esetek
jelentds részében az enzim megndvekedett stabilitasdval lehet szamolni, megfeleléen megtervezett €s
jol ellendrizhetden miikodd bioreaktorban vald alkalmazhatdsag, kiilonbozo katalitikus hatast enzimek
meghatéarozott sorrendben valo alkalmazhatosaga tobblépéses folyamatokban, az enzim a reakcid végén
nem szerepel a reakcidelegy szennyezdi kozott. Ezért tobbek kozt a gylimdlcslégyartasban és
boraszatban is elonyos lehet a rogzitett enzimek alkalmazasa, mert ezaltal elkeriilheté az idegen
fehérjék bevitele [MARTINO et al., 1995]. A szilard fazisu biokatalizatorok ipari alkalmazhatosaga
szempontjabol az alabbi tényezOk a legfontosabbak [CHIBATA et al., 1987]: a rogzitéshez alkalmazott
hordozd és reagensek ara, a rogzitett biokatalizator aktivitdsa, a rogzitett biokatalizator muikodési

stabilitasa és az elhasznalddott biokatalizator regeneralhatosaga.

2.3.1 Hidrolazok alkalmazasa az élelmiszeriparban

Az élelmiszeriparban az alkalmazott enzimek jelentds részét a hidrolazok teszik ki, A
hidrolazokat széleskortien alkalmazzak mas iparagakban is, legelterjedtebben: a mezégazdasaghan (pl.
mezOgazdasagi nyersanyagok Dbiokonverzidja), a gyogyszeriparban (pl. kiilonb6z6 szteroid
transzformaciok) és a szerves vegyiparban (pl. szennyvizkezelés, bioszenzorok, stb.) [CRUEGER &

CRUEGER, 1987]. A hidrolaz enzimek élelmiszeripari felhasznalasanak, és az ezekhez kapcsolodo
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rogzitési eljarasainak szamos példaja ismert, ezért a kovetkezokben csak a dolgozat szempontjabol
lényeges, ¢és néhany fontosabb alkalmazas keriil bemutatasra.

A hidrolazok egyik lehetséges felhasznalasa lehet a mar kész élelmiszerek, illetve
alapanyagok mindségjavitasa is, példaul a B-gliikozidaz hasznalata a boraszatban elényos lehet az
aromaanyagok felszabaditasa kapcsan [GUEGUEN et al., 1997]. A B-glikozidaz enzim ilyen iranya
felhasznalhatosagaval és rogzitésének lehetdségeivel a 2.3.2.2 fejezetben fogok foglalkozni. Kiillonb6zo
célokra az tidit6ital-iparban pektinaz enzimkészitményeket hasznalnak. Ezek altalaban legalabb hat féle
pektinazt tartalmaznak, amelyek a pektin molekula hidrolizisében vesznek részt, annak kiilonbozo
helyein valo bontasaval. A pektinbont6 enzimek rogzitését mar a 80-as években tobben leirtak, tobbek
kozt PIFFERI és munkatarsai (1989), de a tapasztalatok szerint ezen készitmények kihasznalhatosagat
tobb tényez0 is megakadalyozza. Enzimek segitségével tovabba befolydsolhatod a termények iz-, szin-,
allomany, illetve beltartalmi érték valtozasa is [ CRUEGER & CRUEGER, 1987].

Hidrolitikus tton, amilazok segitségével gyarthato az izocukor a keményitdbol. A
keményitObontas soran szerepet jatszo enzimek: o-amilaz, B-amildz, glikoamilaz, pullulanaz,
mindegyikére 1étezik tobb kidolgozott rogzitési eljaras [DEY et al., 2003; BRENA et al., 1993; D’Souza
& KUBAL, 2002], azonban ezen enzimek koimmobilizalasara is talalhatunk irodalmi adatokat [PATIL &
PATIL, 2000; PARK et al., 2005]. A gliikozt, amelyb6l fermentacioval nyerik az alkoholt a
biolizemanyagok eldallitasahoz, a celluldz, cellulazzal (pl. Trichoderma eredeti) és altalaban
Aspergillus B-gliikkozidazzal végrehajtott lebontasaval allitjak el6 [CRUEGER & CRUEGER, 1987]. Ebben
az esetben, csak ugymint a soriparban, az alkohol fermentaci6jahoz hasznalt — 4ltaldban —
Saccahromyces cerevisiae sejtek rogzitésének van ipari jelentdsége, amelyre szamos példa talalhato az

irodalomban [DE BARI et al., 2004; TAHERZADEH et al., 2001; NAVRATIL et al., 2000].

2.3.2 A gliikozidazok élelmiszeripari felhaszndldsa

A munkam szempontjabol elsdsorban a B-glilkozidaznak volt jelentdsége, igy a tovabbiakban
ennek az ¢lelmiszeripari felhasznalasi lehetdségeit fogom bemutatni, azonban nem szabad elfelejteni,
hogy az élelmiszeriparban a gliikozidazok koziil kétségteleniil az amilazok és a gliikoamilazok
segitségével torténd keményitd-hidrolizis, valamint a cellulozbdl cellulazzal végrehajtott gliikoz-

eléallitas a legfontosabb.
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2.3.2.1 A p-gliikozidaz enzimkészitmények hidrolitikus alkalmazasa az élelmiszeriparban

Altalanosan elmondhatd, hogy a kiilonbozd eredetli B-gliikozidazok élelmiszeripari
felhasznalasa (a boraszati alkalmazastol eltekintve) Kiegészitd jellegii. A celluloz hidrolizisére
alkalmazott mikrobialis rendszerek ugyanis, altalaban magas endo- és exocellulaz aktivitasuak, viszont
szamottevd [-glikoziddz aktivitassal nem rendelkeznek. Ezért a B-gliikozidazt célszerlien rogzitett
allapotban, kiviilr6l kell a rendszerbe juttatni cellobidéz hatékony lebontasa érdekében [BUSTO et al.,
1994]. Amennyiben viszont a cél a biofuel eldallitsa, akkor a gliikoz fermentaciojara szolgalo élesztot
¢és a B-gliikozidaz enzimet egyiitt rogzitve folyamatos rendszerben hasznaljak [LEE et al., 1983].

A gliikéz alifas alkoholokkal képzett O-glikozidjai a nem ionos, feliiletaktiv anyagok egyik
nagyon fontos csoportjat képezik, amelyek rdadasul nem is toxikusak és biologiailag lebonthatok.
Mivel koziilik néhanyat nemcsak a gyogyszeriparban, hanem az élelmiszeriparban is sikeresen
alkalmaznak detergensként, ezért szintézisiik glilkozidazok katalizalta reverz hidrolitikus
folyamatokkal, azaz szerves olddszeres kozegben végrehajtott kapcsolasi reakcidval élelmiszeripari
jelleginek is tekintheté [BALOGH et al., 2004]. Az Alkalmazott Kémia Tanszéken a rogzitett
B-glikozidazt szerves oldoszeres kozegben, az ¢lelmiszeriparban is felhasznalhatd feliiletaktiv
anyagok, O-glikozidok elballitasara is hasznaltak kapcsolasi reakcioban (reverz hidrolizissel) [BALOGH
& KOosAry, 2005]. Eredményeik kiilonos jelentOséggel birtak, ugyanis nem az alkohol volt az
elsddleges oldoszer, ezért olyan glikozidok is eldallithatok voltak, amelyek hidroxil vegyiilete nem

hasznalhat6 olddszerként (pl. fenol). Ezzel az eljarassal preparativ 1éptékben allitottak el6 glikozidokat.

2.3.2.2 A [-gliikozidaz enzimkészitmények hidrolitikus alkalmazasa bordszatban

A hidrolitikus (enzimes) eljarasok egyre nagyobb szerepet kapnak az altaldnosan alkalmazott
kémiai kezelések mellett, a borokban az aromaanyagok koncentraciojanak ndvelésében, azaz
aromaprofiljanak javitasiban. A p-glikozidaz enzim hidrolitikus aktivitasanak meghatarozo
jelentésége van az aromaanyagok felszabaditasa kapcsan, ugyanis a borokban az aromaanyagok
tobbsége alkoholos hidroxilcsoportot tartalmaz, de tilnyomoé részben nem illékony formaban, hanem
B-glikozidos kdtésben. Mivel a borok természetes B-gliikozidaz aktivitasa jelentéktelen, ezért kiviilrdl
bevitt B-glikozidaz alkalmazasa sziikséges. Végeztek mar kisérletet, amelyben az aromaanyagok
felszabaditasat savas hidrolizissel kivantak végrehajtani, azonban az enzimet alkalmazd mddszerrel

ellentétben az eljaras nagymértékben megvaltoztatta a termék természetes aromaprofiljat [GUEGUEN et
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al., 1997]. A kiviilrél bevitt B-gliikkozidaz enzim alkalmazasanak elonye, hogy csak specifikusan az

aromaprofilt képzo és kialakito hidroxil vegylileteket szabaditja fel [GUNATA et al., 1985].

A mustban jelenlevé terpénalkoholok tilnyomo tobbségben inaktivak (az aromakarakter
szempontjabol), ugyanis gliikozidos kotésben vannak. A sz6l6 aromapotencial, must és a bor
vizsgalatai soran azt is megallapitottak [GUNATA et al., 1985], hogy eredetileg az aromaprofilt
meghatarozo vegyiiletek jelentds része glikozid formajaban van jelen a sz610bogyo héjaban. A kipréselt
must 1 % aranyban tartalmaz csak szabad illatkomponenseket [CORDONNIER et al., 1986]. Az
aromaprofilt a szabad (illékony) és kotott (nem illékony) aromavegyiiletek Osszessége alakitja ki
[WiLLIAMS et al., 1983]. A zold szovetek az aromaanyagok forrasai, ahol glikozidok formajaban
keletkeznek, és transzportalodnak a gylimolesbe vagy a viragba. Els6 1épésként az
o-arabinofuranozidaz és a-ramnozidaz aktivalédik, amelynek hatasara elérhetdvé valnak azok a
gliilkozidok, amelyek szubsztratumként szolgdlnak a [-glikoziddz enzim szamdra. Ennek hatdsara a
B-gliikozidaz enzim aktivalodik és felszabaditja az aglikont a cukor-aromavegyiilet k6zotti glikozidos

kotések hidrolizalasa altal [WILLIAMS et al., 1983; SHOSEYOV et al., 1990].

Amennyiben az erjesztést szdmottevo B-gliikkozidaz aktivitassal rendelkez6 élesztovel végzik,
vagy ha az erjedésben 1év6 vagy mar kierjedt borhoz B-gliikkozidaz enzimkészitményt adagolnak, akkor
az aromaanyagok felszabaditdsa nagymértékben meggyorsithato. Ezért tobb olyan kisérletet is végeztek
mar, ahol hozzdadott B-glikoziddz enzimet alkalmaztak a muskotalyos borok aromaprofiljanak a
javitasa érdekében [SHOSEYOV et al., 1990; CABAROGLU et al.,, 2003]. A borok utolagos
aromaprofiljanak modositasa tehat csak kozvetlen modon bevitt B-glilkoziddz enzimmel lehetséges.
Amint mar kordbban is emlitettem a nativ enzim alkalmazasa nem kivanatosan megndveli a kezelt bor
fehérje tartalmat, ezért az enzimet szinte kizarolag csak rogzitett formaban alkalmaztak [GALLIFUOCO
et al., 1998]. Ipari eljarast is kidolgoztak mar, amelynek soran azt talaltak, hogy a rogzitett enzimek
haszndlata gazdasdgosabb lehet, a konnyebb eltavolithatosdga és tujrafelhaszndlhatdésaga kapcsan

[GALLIFUOCO et al., 1999].

Mint korabban emlitettem mar Gallifuoco és munkatarsai kitozanon rogzitettek B-glikkozidazt
glutaraldehides térhalositas segitségével. Ennek soran vizsgaltdk a rdgzités hatasfokat, a stabilitast,
aktivitast és a gliikkoz, valamint az alkohol gatlo hatéasat, az altaluk optimalisnak valasztott koriilmények
kozott. A borkészités és a bor aroma értékének javitdsaban hatékonynak bizonyult az eldallitott

rogzitett enzimkészitmény [GALLIFUOCO et al., 1998].
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GUEGUEN ¢s munkatarsai Candida molischima 35M5N élesztobdl szarmazo p-glilkozidaz
enzimet rogzitettek ioncserélé Duolit A-568 hordozon, muskotalyos bor aromamindségének a javitas
érdekében. Toltott agyas és fluidagyas reaktorokkal végzett kisérletekben is igazoltak, hogy mind a
koltségek csokkentése, mind pedig a bor mindségének javitasa szempontjabdl kedvez6 lehet a rogzitett
enzim alkalmazasa a boraszatban [GUEGUEN et al., 1996]. A szerzdk a rogzitett enzimmel végrehajtott
kezelés idejének a hatasat is vizsgaltak (1-9 ora kozott). Az altalanos elvarasok szerint a leghosszabb
kezelési id6 esetében tapasztaltdk a legjobb eredményt. Azt, hogy az enzim aktivitasa alkohol
jelenlétében fokozodott és az aktivitasdnak a pH optimuma 3,5 volt, az enzim gomba eredetének

tulajdonitottak [ GUEGUEN et al., 1997].

A magas gliik6z koncentracio gatolhatja az enzim miikodését (katabolit represszio), ezért az
enzimes kezelést a bor aromaprofiljanak a javitasa érdekében, mindenképpen csak a fermentacié utolsod
szakaszaban vagy utana érdemes elvégezni, mert ekkor a gliikozkoncentracié mar kelléen alacsony. Az
etanol szintén gyakorolhat aktivitascsokkenté hatast az enzimre [GALLIFUOCO et al., 1998]. A
magasabb etanol tartalom kétféle modon képes csékkenteni a 3-gliikkozidaz aktivitasat. Egyfel6l direkt
moddon képes inaktivalni az enzimet, masrészt pedig a rogzitett enzimkészitményt karosithatja a szilard
hordozo szerkezetének a modositasan keresztiil [PEMBERTON et al., 1980]. Ennck ellenére a kisérletek
azt igazoltak, hogy a Trichoderma reseei eredetii B-gliikozidaz aktivitasat 8 %(m/V) alkoholtartalom
kis mértékben novelni tudta [PEMBERTON et al., 1980]. Abban az esetben is vizsgaltak az etanol
koncentracié hatasat [3-12 %(V/V)] az enzimaktivitasra, amikor mikrobalis eredetii B-gliikozidaz
enzimet rogzitettek kitozanon, és nem tapasztaltak csOkkenést a rogzitett enzim aktivitasaban

[GALLIFuOCO et al., 1999].

Jenadet és munkatarsai a rezveratrol koncentracié valtozasanak a tiikrében vizsgaltak az o- és
B-gliikozidazos kezelés hatasat vorosborokban. A vartnak megfelelden azt tapasztaltak, hogy az
o-glikozidaz nem befolyasolta a rezveratrol koncentracidjat, azonban a p-glikozidaz hozzaadasat
kovetd 24 draban a rezveratrol koncentracidé szamottevéen megemelkedett [JENADET et al., 1994]. Arra
vonatkozoan is végeztek kisérleteket, hogy a B-gliikozidaz enzim nagy mennyiségben (aktivitassal)
valo alkalmazasa, hogyan befolyasolja az antocianin szinanyagokat [BLOM, 1983]. A szerz6é azt
tapasztalta, hogy az enzim ilyen médon valé alkalmazasa karositani képes a szinanyagokat, azonban
ennek okat nem magyarazta. Feltételezhetden az enzim a polifenolos szinanyagok gliikozidjait is

részben hidrolizalta.
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Az Alkalmazott Kémia Tanszéken a 2.2.5 fejezetben bemutatott, feliileti réteghez rogzitett,
majd alginat gélbe zart B-gliikozidaz készitményt eredményesen hasznaltdk egyes borok néhany
aromaanyaganak felszabaditasara. A kezeletlen és kezelt borok aromamindségének vizsgalatat
gazkromatografids modszerrel végezték el. Teljes aromaprofil vizsgalatot nem végeztek, de az egyes
aromaanyagok mennyiségének novekedését két jellemzé aromakomponens (geraniol és linalool)
koncentracidjanak szignifikans valtozasaval jellemezték. Ezeknek az igéretes eredményeknek azonban
egyelore inkabb csak elvi jelentdsége van a készitmények korlatozott eldallithatdsagi lehetdségei és

magas eldallitasi koltségei miatt [BALOGH, 2004; BALOGH et al., 2005].
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2.3.2.3 A pPgliikozidaz hidrolitikus alkalmazasanak lehetésége a gabona eredetii élelmiszeripari

alapanyagok p-gliikan tartalmanak lebontasaban

A gabonaféléket vilagszerte fontos kereskedelmi arucikkekként tartjak szamon. Napjainkban
egyre nagyobb figyelmet kap a gabonafélék egyik szénhidrat  Osszetevdje, az
(1-3, 1—4)-B-D-gliikan, rovidebb nevén B-gliikan. A kiillonboz6 gabonaszemek B-gliikkan tartalmaban
eltérések tapasztalhatok, ugyanis amig a buzafélék 1 % korili tartalommal rendelkeznek, addig a
zabfélék esetében 3-7 % és az arpafélék esetében pedig 5-11 % kozotti ez az értékek [SKENDI et al.,
2003]. Tehat az arpafélék, ebbol a szempontbdl a B-gliikkan elsddleges forrasanak tekinthetdk. Jelenleg
az arpa legfobb felhasznalési teriiletei az allattakarmanyozéas (durva liszt formdjaban) és a szeszipar,
azon beliill is a sor és viszki elddllitassal foglalkoz6 ipardgak. Azonban a mai €lelmiszeripari
gyakorlatban még mindig kevéssé alkalmazott alapanyagnak szamit (altaldban csak allomanyjavitoként
van jelen az ¢élelmiszerekben), figyelembe véve felhasznalasdnak lehetdségét a feldolgozott
¢lelmiszerek osszetevdjeként. Az elmult idészakban ugyanis egyre tobb kutatds foglalkozik az arpabol
¢s egyéb gabonafélekbdl szarmazd [-glilkanok, funkcionalis élelmiszerek OsszetevOjeként valo
felhasznalasi lehetdségeivel [MALKKI, 2004; TREPEL, 2004]. A gabonafélék vizoldhato rostosszetevoi,
amelyek magas [B-gliikan tartalommal rendelkeznek, bizonyitottan jotékony szerepet toltenek be a
vércukorszint szabdlyozasdban és a szérum koleszterinszint csokkentésében, ezaltal a szivroham
esélyének kockazatat is csokkenteni képesek [FROST et al., 1999; GERMAN et al., 1996]. A
tovabbiakban a dolgozat szempontjabdl is Iényeges arpa -gliikdnnal fogok részletesebben foglalkozni.

A B-gliikan az arpa endospermiumat koriilvevo sejtfal {6 0sszetevdje, ugyanis a sejtfal csaknem
75 %-at alkotja kiilonboz6 fehérjékkel és arabinoxildnnal egyiitt. Az endospermium sejtfalat felépito
B-gliikan olyan linearis gliikoz polimer, amely megkdzelitdleg 30 % aranyban tartalmaz (1—3) és 70 %
aranyban  (1—4), p-térallaisu  kotéseket [BACIC &  STONE, 1981]. A linearis
B-gliikan lancban az (1—4) kotések egymas utan rendezddve helyezkednek el, amig az (1—3) kotések
mindig egyediilalloan vannak jelen [SKENDI et al., 2003]. Altalaban 2 vagy 3, (1—4) kotés utan
talalhatd egy (1—3) kotés, de ritkabban eléfordulhat, hogy 4 vagy annal tobb egymas mellé
rendez6dott (1—4) kotés utan kovetkezik az (1—3) kotés [Cul & WooD, 2000]. Az elmondottak
értelmében a B-gliikkdn olyan polimernek tekinthetd, amely tobbnyire (1—3)-p-cellotriéz és cellotetroz
egységekbdl épiil fel [WooD, 2001]. A B-glikdnok a mar emlitett kedvezd élettani hatdsaikon tul,
egyes élelmiszeripari folyamatokban nem kivénatos anyagként vannak jelen. Ilyen a sdripar, ahol a
technologia soran til nagy mennyiségben jelen levé és visszamaradt [B-gliikan csokkentheti az
extrakcids, sziirési folyamatok hatékonysagat, tovabba nem kivéanatos iiledékképzddést eredményezhet
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a kész sorben, amely folyamatok hatterében a -gliikkdn duzzado és gélképzd tulajdonsagai allnak. Ezen
tulajdonsagoknak szintén a negativ hatdsai érvényesiilnek olyan élelmiszeripari folyamatokban is, ahol
szintén extrakcidos és/vagy szlirési technologiai 1épések sziikségesek, mint példaul a
gyimdlcsfeldolgozasban és a boraszatban. Ezek értelmében, sok esetben az ¢€lelmiszeripari
technologiak megkivanjak a PB-glikdn degradaciojat, amelynek legaltalanosabb és legelterjedtebb
modja az enzimes hidrolizis. Ezentul a B-gliikan teljes hidrolizise olyan élelmiszeripari teriiletek felé is
utat nyithat, amelyek a gliik6zbol vald etanol eléallitassal foglalkoznak.

A novényekben a [B-glilkkdn lebontdsa a csirdzasi folyamat egy korai 1épése, amelyet elsd
lépésben kiilonbozd specifitasu endogén enzimek katalizalnak: az (1—4)-B-D-gliikkan 4-gliikan hidrolaz
(EC 3.2.1.4), az (1-3)-p-D-glikdn  4-glikdn  hidroldz (EC  3.2.1.39) ¢és az
(1-3, 1—4)-B-D-glikén-4-gliikdn hidrolaz (tovabbiakban gliikkandz) (E.C. 3.2.1.73). A lebontasi
folyamat utolsd 1épésében, amely soran glilkéz molekuldk szabadulnak fel, B-glikoziddz és egyéb
B-gliikan exo-hidrolaz enzimek vesznek részt [STONE & CLARKE, 1992]. A felsorolt endogén enzimek
koziil a gliikanaz rendelkezik a legnagyobb aktivitassal, igy a B-glikdn depolimerizaciojanak elsé
Iépésében is ennek van a legnagyobb jelentdsége. Nem csak ndvények hanem szamos baktérium ¢&s
gomba faj is termeli a gliikkanaz enzimet. Iparilag a Bacillus torzsekbdl izolalt gliikanazoknak van nagy
jelent6sége, amelyek molekulatomege 25-30 kDa, izoelektromos pontjuk pl 7,5-7,9, Kkatalitikus
aktivitasuk pH optimuma pH 6-7,5, katalitikus aktivitdsuk hémérséklet optimuma 45-55 °C és a
katalitikus aktivitasuk pedig 1200-4500 umol perc™ enzim mg™ (a p-gliikanbol felszabaduld redukéld
cukor mennyisége alapjan, gliikoz ekvivalensben kifejezve) kozott valtozik [TABERNERO et al., 1994;
OLSEN et al., 1991]. A glikandz enzim nagyon szigoru szubsztratspecifitast mutat, ugyanis csak azokat
az (1—4) kotéseket hidrolizalja, amelyek egy (1—3) kotés mellett helyezkednek el. Az emlitett
folyamat végtermékei foként tri- s tetraszacharid egységek (altalaban a keletkezett végtermékek 90 %
aranyban tartalmazzak ezeket), névlegesen a 3-O-B-cellobiozil-D-gliikkopiranéz (G4G3G) és a
3-O-B-cellotriozil-D-gliikkopirandz (G4G4G3G) (3. abra), azonban lényegesen kisebb mennyiségben,
hasonld felépitésii és magasabb polimerizaltsdgi fokkal rendelkezd egységek is szabaddd valnak
[WooD et al., 1991]. Az ilyen iranyl enzimes bontasi folyamat végeredményeként keletkez6
oligoszacharidok mindsége és mennyisége, mintegy ujjlenyomatként jellemz6 a kiilonb6z6 eredetii
B-gliikanokra, tehat ezek detektaldsa és mennyiségiiknek a meghatarozasa lehetdséget ad a B-gliikanok
eredettdl figgd megkiilonboztetésére. A kiilonbozo fajtaju arpakbol izolalt B-gliikkanok esetében példaul
a G4G3G ¢és G4G4G3G aranya altalaban 1,62-2,15 kozott valtozik [JIANG & VASNTHAN, 2000].
Napjainkban az emlitett oligoszacharidok meghatdrozasadnak, a nagyhatékonysdgii anioncseréld
kromatografia, pulzaldé amperometrikus detektalassal (HPAEC-PAD) a legelterjedtebb eszkoze,
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azonban a méréshez kidolgozott mennyiségi meghatarozasi eljardas még rejthet magaban

hibalehet6ségeket [WOOD et al., 1994].

Gliikanaz hidrolizis
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3. abra

A gliikanaz hidrolizis mechanizmusa és fobb termékei.

A novényekben a csirdzasi folyamat sordn, a B-glikdn lebontas utolsd Iépéseként az eldbb
bemutatott oligoszacharidok lebontasara keriil sor, amelyet a [-glikozidaz ¢és egyéb [-gliikan
exo-hidrolaz enzimek katalizalnak. Mivel a B-gliikozidaz olyan exohidrolaz enzim amely a B-térallasu
hidroxil kotést tartalmazoé molekuldkat hidrolizalja, ezért valhat a glilkanaz altal hidrolizalt B-gliikkan
két f6 osszetevoje a G4G3G ¢és G4G4G3G az enzim szubsztratjava. Mivel az enzim a nem redukalo
lancvégrol képes gliikoz molekuldkat lehasitani, ezért miitkodése hatdsaként a G4G4G3G szubsztratbol
G4G3G ¢és egy szabad gliik6z molekula, a G4G3G szubsztratbol laminaribidéz (G3G) és egy ujabb
gliik6z molekula, a G3G szubsztratbol pedig két szabad gliikoz molekula keletkezik. A B-gliikan és
enzimes lebontdsdnak a fentiekben ismertetett élelmiszeripari jelentdségei miatt, az enzim mitkddési
mechanizmusanak és kinetikai paramétereinek ismerete elengedhetetlen fontossagu, annak hatékony és
gazdasadgos felhaszndlasa érdekében. Korabban mar folytak kutatdsok, amelyek soran az enzim
kinetikai paramétereit hataroztdk meg arpabol eléallitott B-gliikan di- és oligoszacharid szubsztratokon
[HRMOVA & FINCHER, 1998; HRMOVA et al., 1998]. Ezekben a kisérletekben a kinetikai paramétereket
mindig egy adott tiszta szubsztrat esetében hataroztak meg hagyomanyos biokémiai modszerekkel, a

felszabadulo gliikkoz vagy redukalo lancvégek mennyisége alapjan. Megéallapitottak, hogy a katalitikus
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aktivitds mértékét leginkabb a hidrolizalt kotés fajtdja és a szubsztrat polimerizacids foka befolyasolja,
ugyanis a szubsztrat polimerizaciés fokanak novekedésével az enzim Kkatalitikus aktivitasa
nagymértékben csokken. Azonban meg kell jegyezni, hogy a felszabaduld gliikéz vagy redukald
lancvégek mennyiségének nyomon kdvetésével nem minden esetben kapunk pontos képet a szubsztrat
mennyiségének alakuldsardl a reakcid soran. Ez egyes kinetikai paraméterek meghatarozasa soran
hibadkhoz vezethet, tovabba ez az eljards nem alkalmazhat6 olyan rendszerekben ahol egyszerre tobb

B-gliikan di- és oligoszacharid szubsztrat van jelen.

2.4 A hidrolaz enzimek preparativ célu alkalmazasa

Szerves preparativ célokra tobb évtizede alkalmazzak az €16 szervezetekben végbemend szerves
kémiai folyamatok biokatalizatorait, az enzimeket. Ertelemszeriien a kordbban bemutatott hidrolazok
felhasznalasi lehetéségei is széleskoriiek a kiillonbozé vegyiiletek szintézisében. A hidrolazok
alkalmazasaval a savamidok karbonsavakka és aminokka, az észterek karbonsavakka és alkoholokka,
amig a gliikozidok cukrokka €s hidroxil vegytiletekké hidrolizalhatok [ BORNSCHEUER & KAZLAUSKAS,
1999]. A lipazok, mint észterazok felhasznalasaval zsirsavakat, a proteazok alkalmazasaval
aminosavakat, amig a glikozidazok részvételével pedig cukrokat allitanak ¢l6.

Vizes oldatban a hidrolazok altal katalizalt folyamatok, olyan egyensulyi reakciok, amelyek
gyakorlatilag teljes mértékben a hasitas felé tolodnak el. Amennyiben a viztartalom lecsokken, példaul
szerves olddszer jelenléte miatt, akkor lehetdség nyilik arra, hogy a szintézis irdnyaba katalizalja az
enzim a reakciot. Jakubke az ilyen jellegi reakcidkat reverz hidrolitikus folyamatoknak nevezte el

[JAKUBKE, 1991]. A reverz hidrolitikus reakciok soran, a rendszerben mindig sziikséges annyi viz

crcr
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2.4.1 A gliikozidazok preparativ alkalmazdsa, O-gliikozidok szintézise

Preparativ. megfontoldsu hidrolitikus céllal a glikoziddzokat, valamint a munkdm
szempontjabdl kiemelked6 fontossagh B-glikozidaz enzimet, csak nagyon ritkan, specialis aglikonok
felszabaditasara alkalmazzak. Az O-gliikkozidok eldallitasara transzglikozilezési €s a reverz hidrolitikus
folyamatokban azonban széleskoriien hasznaljak 6ket. ElsGsorban a gliikoznak (és egyéb egyszeri
cukroknak) alifas alkoholokkal alkotott O-gliikozidjai a nem ionos, feliiletaktiv anyagok egyik jelentds
csoportjat képezik és antimikrobas tulajdonsagaik mellett, biologiailag lebonthatok [PAINTRARUX et al.,
1995]. Ezek koziil, elsddlegesen az O-oktil-B-D-gliikozt nemcsak az élelmiszer- és a gyogyszeripar
alkalmazza sikeresen [HUGHES & LEw, 1970], hanem megfelel6 detergensnek bizonyult az allati
szOvetek membranjai szamara [LIN et al., 1979].

Mivel az oligoszacharidok is az O-glikozidok koz¢é tartoznak, ezért az O-glikozidok enzimes
eléallitasanak az irodalma kifejezetten terjedelmes. Ezekben a folyamatokban két enzimosztaly enzimei
is alkalmazhatok, igy a glikoziltranszferazok, amelyek csak transzglikozilezési reakcioban
hasznalhatok ¢és a glikozidazok (gliko-hidrolazok), amelyek az O-glikozidok szintézisére reverz
hidrolizissel is képesek. A glikozidazok alkalmazasa azért is elénydsebb lehet, mert az O-glikozidok
szintézisére transzglikozilezési és reverz hidrolitikus reakciokban is eredményesen felhasznalhatok
[VAN RANTWIK et al., 1999]. Amig a transzglikozilezési folyamat nehézkesnek és draganak nevezhetd
a reakcidhoz sziikséges aktivalt cukor-szarmazék miatt, addig ez a reverz hidrolitikus reakciokrol nem

mondhato el, igy alkalmasabb mddszernek latszik az O-glikozidok eléallitasara.

2.4.1.1 A O-glikozidok eloallitasa transzglikozilezéssel

A transzglikozilezési folyamatban a kotést kialakito aktivalt glikozil donor (mint példaul a
kereskedelmi forgalomban kaphaté O-fenil- vagy O-4-nitro-fenil-glikozid), és glikozil transzferaz
enzim alkalmazasa sziikséges [MITSUO et al., 1984]. Az aktivalt donor eldallitasa bonyolultabba teheti
a szintézist és noveli a koltségeket, ugyanis ez kémiai szintézist, vagy egy megel6z6 enzimes reakciot
igényel. A transzglikozilezési reakciokban tovabba nehezen eltavolithatd melléktermék is keletkezhet a
glikozil donorok 6sszekapcsolddasa soran. Az O-glikozidok felhalmozodasa, a felbomlas és a képzddés
kozott kialakult érzékeny egyenstlytol fiigg a transzglikolzilezési reakcioban [RAVET et al., 1993]. Az
irodalomban a nagyon elterjedten hasznalt B-gliikkozidazon és [-galaktoziddzon kiviil kiilonb6zo

glikozidazokat is alkalmaztak mar transzglikozilezési reakciokban, tobb esetben rogzitve. Andersson és
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AdlIrcreutz  O-4-nitro-fenil-pB-D-gliikozbol allitottak elé O-hexil-B-D-gliikozt, alacsony viztartalmi
hexanolos reakcidelegyben, Celitre rogzitett [-glikozidaz enzimkészitmény felhasznalasaval

[ANDERSSON & ADLRCREUTZ, 2001].

2.4.1.2 A O-glikozidok eléallitasa reverz hidrolizissel

A reverz hidrolizishez sziikséges egyensuly eltolasara tobb gyakorlati megoldas is 1étezik.
Egyik megoldas lehet, hogy a reakcidelegyhez adagolt vizzel elegyedd oldoszer, a termodinamikus
vizaktivitas lecsokkentése révén segiti eld a kapcsolasi reakciot. A bemutatott esetben egyfazisunak
tekinthetd a reakcidelegy. A propanol, mint reakciokdzeg esetén a mandulabol izolalt B-gliikozidaz
enzim legalabb 0,4-0,5 vizaktivitas [VIC & CROUT, 1995], amig acetonitril [VIC et al., 1995], 1-oktanol
[LJUNGER et al., 1994] és tercier-butil alkohol alkalmazasa mellett, pedig 0,8 vizaktivitas sziikséges
[Vic & CrouUT, 1994].

Vizzel nem elegyedd olddszerek adagolasaval kétfazisu reakcioelegyek alakithatok ki az
egyensuly eltolasa érdekében. llyen rendszerekben a hidrofob termék koncentracioja a vizes kézegben
allandoan alacsony, mivel az a szerves fazisban halmozddik fel, igy Gjabb €s Gjabb termék szintézisére
van lehet6ség [LIUNGER et al., 1994]. Az O-alkil-gliikozidok szintetizalasara hatékonyan alkalmaztak
kétfazisu rendszereket, ahol a hidrofob alkoholok egyszerre voltak jelen szubsztratként és oldoszerként
[VULFSON et al., 1990; PAINTRARUX et al., 1995; KOBAYASHI et al., 2000]. Az O-gliikozid szintéziseket
(glikozidaz enzimek, elsdsorban az a- és B-gliikozidaz, valamint glilkoamilaz altal katalizalva) Laroute
¢s Willemot vizsgalta abbol a szempontbdl, hogy a kapcsolasi reakci6 hozamat a viztartalom, a
vizaktivitds és a szerves kozeg tulajdonsagai hogyan befolyasoljak [LAROUTE & WILLEMOT, 1992].
Vizsgalataik alapjan megallapitottak, hogy a B-gliikozidaz sokkal hatékonyabban alkalmazhat6, mint a
gliitkoamilaz.

Olyan példat is taladlhatunk az irodalomban, ahol vizes kdzegben végeztek reverz hidrolizist.
Trehal6z és szachardz szarmazékok szintézisét ugy hajtottak végre glikozidok katalizalta reakcioban,
hogy nagyon magas cukorkoncentraciot és viszonylag nagy, 55 °C hémérsékletet alkalmaztak.  Mivel
a reverz hidrolitikus reakciok jellegiikbl adoddan tobb napig is tarthatnak, ezért az alkalmazott szerves
kozeg enzimek stabilitasara, oldhatosagara és aktivitasara kifejtett hatasat a reakcio6 alatt is vizsgaltak
az egyfazisii és a kétfizisu reakcidelegyekben is. Altalaban csokkent stabilitast, oldhatosagot és
aktivitast tapasztaltak, mind B-gliikozidaz, mind pedig mas hidrolazok esetében [CANTARELLA et al.,

1991; GUPTA, 1992]. Masok vizsgalataik soran azt talaltak, hogy a B-gliikkozidaz enzimre stabilizaléan
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hat a szerves olddszeres kdzegben a szubsztrat jelenléte, a feltételezhetéen kialakuld enzim-szubsztrat
komplex miatt [PAINTRARUX et al., 1996]. Vic és munkatarsai azonban azt tapasztaltak, hogy 10 %
vizet tartalmazo acetonitriles kozegben a mandula -gliikkozidaz enzim napokig képes volt meg0rizni az
aktivitasat (40 °C homérséklet mellett) [Vic et al., 1995], illetve tercier-butil alkoholban (50 °C
homérséklet mellett) [VIC & CROUT, 1994]. A reverz hidrolitikus reakciokban egyre szélesebb korben
alkalmaznak rogzitett enzimeket, mivel a kordbban leirtak miatt, az enzimek rogzitése altalaban
stabilizalni képes az enzim konformaciojat, és ezaltal a katalitikus aktivitdsa nagyobb mértékben
megOrizhetd [KLIBANOV, 1983].

Az Alkalmazott Kémia Tanszéken a 2.2.5 fejezetben bemutatott, feliileti réteghez rogzitett
B-gliikozidaz készitményt eredményesen hasznaltak O-alkil-gliikozidok reverz hidrolitikus szintézisére.
Célkittizéseik kozott szerepelt higitoszerek bevezetése és az O-alkil-gliikozidok preparativ 1éptékii
eléallitasa, tovabba egy 1j, eddig még ismeretlen feliiletaktiv O-alkil-gliikozid csoport, az
O-alkoxi-alkil-gliikozidok szintézise is. Ennek érdekében a tanszéken korabban is vizsgalt alkoholok
korét (n-butanol, n-pentanol, n-hexanol, ciklohexanol) két alkoxi-alkohollal ¢és egy
ariloxi-alkohollal bévitették (2-metoxi-etanol, 2-butoxi-etanol, illetve 2-fenoxi-etanol). A korabbi
tapasztalatok alapjan a reakcié hémérsékletét szobahdmérsékletnek, idétartamat 6 napnak, illetve az
elegy viztartalmat 5-15 % értékiinek ¢és gliikkoz tartalmat 10 mM koncentraciojinak valasztottak. A
korabban leirtak alapjan a jelen levé gliikoz nemcsak szubsztrat, hanem az enzimet stabilizalo szer is
volt. Ugy talaltdk, hogy a vizsgalt higitoszerek koziil az 1,2-diacetoxi-etan (DAE) és a triacetin (TRA)
bizonyult alkalmasnak az O-alkil-gliikozidok 1j, preparativ 1éptékii az Akrilex C-100 hordozéra
rogzitett B-glikkozidaz katalizalta reverz hidrolitikus szintézisére a megfelelé alkoholokkal képzett 9:1
aranya elegyben, ahol az elegy viztartalma 10 % volt, tovabba az O-alkoxi-alkil-glikozidok
szintézisére tett kisérleteik is sikeresnek bizonyultak [BALOGH et al., 2004; BALOGH, 2004; BALOGH et
al., 2005; BALOGH & K0sARY, 2005].
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25 A HPAEC-PAD, nagyhatékonysagu-folyadékkromatografidss mdédszer alkalmazasa a

szénhidrat analitikaban

A nagyhatékonysagu anioncseréld kromatografia (HPAEC), pulzald6 amperometrikus
detektalassal (PAD), a huszadik ¢évszdzad végének egyik forradalmi el6relépése a
szénhidrattudomanyban. A HPAEC-PAD rendszerrdl €s a hozza tartozé két 1ényegi technikai 0jitasrol,
amelyek megkiilonboztetik a kordbban a szénhidrat analitikdban alkalmazott anioncseréld
kromatografiatél, ROCKLIN és POHL (1983) szamolt be elsészor. Az egyik, hogy az erdsen bazikus
jellegli és pellikuléaris szerkezetli anioncseréld gyanta drasztikus mértékben képes volt novelni az
oszlop hatékonysagat. Lugos oldatokban a cukrok hidroxil csoportjai oxianionokka ionizalodnak, igy a
gyanta erdsen bazikus jellege lehetdévé teszi a cukrok ¢€s az allo fazis kozott a kozvetlen kotddeés
kialakulasat. Ezen talmendleg, a gyanta pellikularis szerkezetébdl adodo nagy hatékonysag biztositja az
elvalasztashoz sziikséges 1d6 oly mértékben vald lecsokkentését, amellyel a cukrok fragmentaciojanak
€s epimerizaciojanak a mértéke minimalisra csokkenthetd [LEE, 1990]. A masik technikai 0jitds a PAD
tandem alkalmazésa. Ez egy olyan arany elektréddal ellatott detektor, amely lugos koriilmények kozott
lehetové teszi a cukrok pikomol nagysagrendii kimutatésat, elozetes szarmazékképzési 1épések nélkiil.
A HPAEC-PAD rendszer hasznalatdnak elsddleges elényei a szénhidrat analitika teriiletén, annak
nagymértéki hatékonysagaban, érzé¢kenységében ¢€s a biologiai, természetes €s szintetikus mintakban
lev6 mono-, oligo- és poliszacharid Osszetevok egyszerli mintakezelésében és el6készitésében
mutatkoztak meg [TOWNSEND et al., 1988; Koizumi et al., 1988]. Ezért a mérési technika az tjdonsaga
¢s kezdeti sikerei utan, széles korben is elterjedt és valt elfogadottd, mint a szénhidrattudomany
altalanos analitikai eszkoze. Az ismertetett HPAEC-PAD mér6rendszert az a norvég kutatocsoport is
sz¢leskorlien alkalmazza kiilonb6z6 szénhidratok mindségi és mennyiségi meghatarozasara [ BALLANCE

et al., 2005], akikkel doktori munkam egy részét kozosen végeztem el.
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2.5.1 A HPAEC-PAD rendszer miikodésének feltételei és fobb elemei

A toltéssel nem rendelkezd szénhidratok nagyhatékonysadgi kromatografids elvalasztasanak
alapfeltétele, hogy a vizsgalni kivant szénhidratok hidroxil csoportjai oxianionokka legyenek ionizalva.
Mivel a semleges szénhidratok altalaban 12 feletti pK, értékkel rendelkeznek [RENDELMAN, 1973],
ezért az erOsen ligos kémhatasu eluensek haszndlata elkeriilhetetlen, amely kémhatasra nem csak az
elvalasztas soran, de a PAD detektalashoz is sziikséges van. Az erésen lugos oldoszerek hasznalata,
mind a rendszer szerkezeti felépitése €s kialakitasa, mind pedig a mikodés tekintetében szigora
kovetelményeket tamaszt. Az egyik, egy olyan HPLC rendszer, amely képes elviselni a magas pH érték
melletti, hosszl 1d6n at tartdé lizemelést [ROCKLIN & POHL, 1983]. Ezentul olyan eluens tarold és
szallitd rendszerre is sziikség van, amely nem csak a beoldddott szén-dioxid eltavolitasara, de a
légkorbol vald tovabbi beoldddas megakadalyozasara is képes, ugyanis a beoldddott szén-dioxid a
retencios idok cstszasat és az alapvonali zaj fokozodasat eredményezheti [LEE, 1990]. A rendszer a
magas pH érték melletti tizemelésbdl adédoan, specidlis eluens készitési és elokészitési, valamint
oszlopregeneralasi folyamatokat is igényel [HARDY & TOWNSEND, 1988]. Az eddigi gyakorlatban a
HPAEC mérések kivitelezéséhez szinte kizardlag a Dionex vallalat altal kifejlesztett és eldallitott
HPLC rendszereket alkalmaztdk, amelyeket specialisan Ugy terveztek, hogy a fent emlitett
feltételeknek egyidejlileg eleget tegyenek. Mas rendszeren kivitelezett HPAEC mérésre csak néhany
emlités talalhat6. A HPAEC rendszer kialakitasabol adodd megndvekedett hatékonysag biztositja
tobbek kozt az elvalasztashoz sziikséges 1d6 csokkenését, ezdltal az epimerizacid és a lebomlas
vesz€lyének nagymértékii csokkenését. Olyan meghatarozandd mintdk esetében, amelyek lagos
kozegben érzékeny redukalo végekkel rendelkez6 szénhidratokat tartalmaznak, ezeket a folyamatokat
nem lehet figyelmen kiviil hagyni [LEE, 1996]. Ennek elkeriilése érdekében sok kutatd alkalmazza azt
az eljarast, amely soran az oligoszacharidokat alditolokka redukaljak [BROWN et al., 1995].

A szénhidrat analitikdban, a HPAEC rendszerekben a legelterjedtebben hasznalt oszlopok a
Dionex altal megtervezett és eldallitott CarboPac sorozat tagjai, ezen beliil is a PA-1, PA-10, PA100,
MA-1 és az AminoTrap és BorateTrap jelolésti oszlopok. A legszélesebb korben a PA-1 oszlop
haszndlata terjedt el, és a munkam szempontjabol is ennek van jelentdsége. A kolonna toltetét 10 pm
atmérdjli, 2 % divinil-benzollal keresztkotott polisztirol hordozok alkotjak, amelyek teljes feliiletén 500
nm atméréjl, kvaterner amin funkcids csoportokkal rendelkezd latex mikrogyongyok helyezkednek el.
A PA-1 oszlop a sokoldalisdga és robosztussdga miatt, az emlitett felhasznalasi teriileten nagyon
sokféle, kiilonbozo iranyu vizsgalat elvégzésére alkalmas. Emellett elmondhato, hogy nagyon sok PA-1

oszlop tobb mint tiz év utan is kifogastalanul miikodik. Mivel a kolonna képes ellenallni az olyan
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oszlopot ért szennyezések is kdnnyen eltavolithatok az emlitett oldatokkal valé mosédssal. Nagy
hatranya viszont, hogy a szerves olddszerek karos hatast gyakorolnak az oszlop szerkezetére [Dionex
Technical Note 20]. llyen esetekben a mar emlitett PA-10 és PA-100 oszlopok hasznalata kivanatosabb
lehet.

A vizsgélati koriilmények és vizsgalni kivant szénhidratok sajatossdgai tobb eluens rendszer
kidolgozasat is megkivantak, mint az NaOH / NaOAc, nitrat, alkali-foldfém és oxalat eluens
rendszerek. Ezek koziil, a HPAEC-PAD mérésekben a legelterjedtebben az NaOH / NaOAc eluens
rendszert alkalmazzak, €s egyben a dolgozat szempontjabdl is ez bir jelentdséggel. Az oszlophoz
hig NaOH eluensek egyediili hasznalata is elegendd lehet a megfeleld elvalasztas biztositasahoz.
Azonban olyan oligo-, poliszacharidok vagy savas jellegli szacharidok esetében, amelyek er&sebb
kotddésre képesek, az OH™ anion elacios képessége elégtelen lehet, ezért ilyen esetekben egy erdsebb
elualod szer hasznalata is sziikségessé valik. Az anionok egy erdsen bazikus ioncseréld gyantdhoz vald
affinitdsa meghatarozott hierarchiat kovet: fluorid < hidroxid < acet4t< format < klorid < bromid <
kromat stb. [MIKES, 1975]. Ennek értelmében az OAc™ anion is mérsékelt eluciés képességgel
rendelkezik mivel az affinitas tekintetében kézvetleniil koveti a OH ™ aniont. Sok eljaras soran a kisebb
eltcios képességgel birdo oldoszerek alkalmazéasa elénydsebb lehet, mivel lehetévé teszik az elicios
koriilmények finom beallitasat, ezzel biztositva mind a gyengébben és mind pedig az er6sebben kotott
komponensek megfeleldé mértékii elvalasztasat. Az OH™ és OAc™ anionok hasonld, oszlophoz vald
affinitdsanak koszonhetéen az oszlop regeneralasa gyorsan és hatékonyan kivitelezhetd [LANDBERG,
1998].

A HPAEC mérésekhez altalanosan hasznalt detektorok a pulzalé amperometrikus detektalas
(PAD), a radioaktivitds mérésen alapuld detektalas (RD) és a fluoreszcens (FD) vagy UV detektalas
(UVD). Ezek koziil a PAD technika a legelterjedtebb és leghatékonyabb detektalasi modszer. A
kimutatés elve, hogy a szénhidratok magas pH érték és pozitiv elektromos fesziiltség mellett, egy adott
arany elektrod feliiletén elektrokatalitikusan oxiddlodnak. Az oxidacids folyamat altal 1étrejové dram
erdssége aranyos a szénhidrat koncentracidjaval, igy valnak a szénhidratok kimutathatovd és
mennyiségileg meghatarozhatovd. Amennyiben allandé potencial keriil alkalmazésra, a keletkezd
oxidacios termékek fokozatosan beszennyezhetik az elektrod feliiletét, ami a detektalando anyag altal
kivaltott jel elvesztéséhez vezethet. Ennek elkeriilése érdekében a detektalashoz sziikséges potencial
alkalmazasa utan az elektrod feliiletét tisztitjak, amelyhez meghatarozott iddintervallumokra létrehozott

kiilonb6z6é elektromos fesziiltségek sorozatat hasznaljadk. Az 1d6 fliggvényében abrazolva a
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potencialértékeket egy ,,hullam” formara emlékezteté mintazatot kapunk [ROCKLIN et al., 1998]. Az
ilyen jellegii mérések soran alkalmazand6 korilmények és a meghatirozandd anyagok mindsége
tobbféle ,,hullam” mintazat kidolgozasat is megkovetelte, amelynek helyes kivalasztasa a koriilmények

pontos ismeretét s gondos elokészitési munkat igényel.

2.5.2 A HPAEC-PAD rendszer felhaszndlisa f-gliikanok és gliitkandz dltal hidrolizalt B-glitkanok

meghatdrozdsdra

A HPAEC-PAD rendszert a mar emlitett nagyfokt érzékenysége, szelektivitdsa és nem utolso
sorban megbizhatdsaga széles korben keresett és alkalmas eszkdzéveé teszi, olyan tudomanyteriileteken
eléforduld mintak vizsgélatdra, mint a biotechnologia, orvostudomany, mezdgazdasag, ¢lelmiszeripar
¢s kornyezetvédelem. A rendszerrel a gyakorlati tapasztalat szerint a kovetkezd szénhidrat
vegyiiletcsoportok hatarozhatok meg megbizhatéan: monoszacharidok, N-glikanok, O-glikanok, tej
vagy glikolipid oligoszacharid szarmazékok, savas jellegli szénhidratok, poliszacharidok,
oligoszacharidok és gliikanok [CATALDI et al., 2000]. A felsoroltak koziil, a HPAEC rendszerrel
napjaink egyik leginkdbb vizsgalt szénhidratvegyiiletei a glilkanok csoportja, mind a mar emlitett
¢lelmiszeripari, mind pedig gyogyaszati jelentosége miatt.

Altalanossagban elmondhaté, hogy egy molekula affinitasa egy anioncseréld oszlophoz,
aranyban all a molekulan taldlhatdo tényleges toltések mennyiségével [MIKES, 1975]. Lugos
koriilmények kozott a szénhidratok affinitdsa a CarboPac oszlopokhoz, a kdvetkezd sorrendet koveti:
poliszacharidok > oligoszacharidok > monoszacharidok, amely szabalyszeriiség megfelel a vartnak, a
lugos eluens altal a szénhidrat molekuldkon létrehozott oxianionok szdma alapjan. Ennek értelmében a
B-gliikanok és a gliikanaz altal hidrolizalt B-gliikanok is els6dlegesen a méretiik alapjan valaszthatok
sz€t, vagyis a retencids idok a polimerizaltsag fokanak (DP) emelkedésével ndvekednek [ROCKLIN &
POHL, 1983]. Amennyiben azonos DP értékkel rendelkezé gliikanok keriilnek szétvalasztasra, a
kotddés mértékét az adott gliikkdnban jelen levd kotések mindsége €s ardnya hatdrozza meg, ugyanis a
leggyengébb kotodés kialakulasat az (1—6), majd az (1—2), (1—4) és a legerdsebbet pedig az (1—3)
kotések jelenléte eredményezi [Koizumi et al., 1989]. Ezaltal a glitkanaz hidrolizatumban legnagyobb
aranyban jelen levd G4G3G (DP3) és a G4G4G3G (DP4) hatékonyan szétvalaszthatdo a megfeleld
NaOH / NaOAc gradiens elicios program megvalasztasaval [JOHANSSON et al., 2005; Yoo et al., 2007;
JIANG & VASANTHAN, 2000].

A B-gliikdnok és a glilkanaz altal hidrolizalt B-gliikdnok meghatarozasanak masik Iényeges
eleme a detektalds, amellyel kapcsolatban az altalanos gyakorlat szerint elmondhato, hogy a PAD
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detektor érzékenysége nagymértékben csokken a DP2 értékrdl, DP6 értékre vald ndvekedés soran,
azonban DP7-DP17 kozott az érzékenység csokkenésének mértéke minimalis [ TIMMERMANS et al.,
1994]. A gliikanaz altal hidrolizalt B-gliikanok és a magasabb DP értékkel rendelkezd B-gliikanok
kvantifikalasdhoz altalanosan malto-oligoszacharidokat haszndlnak, mivel ezen B-glikkanok elegendd
mennyiségben valo eléallitasa hosszadalmas és draga, valamint kereskedelemben csak az elmult egy-
két évben valt elérhetévé. Korabban tobben is ugy talaltdk, hogy a tobbféle kotést is tartalmazo
B-gliikan oligoszacharidok viselkedése a detektorral szemben hasonld, mint az azonos DP értékkel
rendelkez0 malto-oligoszacharidoké, ezért ezek a szerzOk a megfeleld DP értékkel rendelkezd
malto-oligoszacharidokat hasznaltak a mennyiségi meghatarozas alapjaul [JIANG & VASANTHAN, 2000,
Koizumi et al., 1989, VAN RIEL & OLIEMAN, 1991]. Azonban nem szabad figyelmen kiviil hagyni a
strukturdlis  kiilonbséget a P-glikanok ¢és a malto-oligoszacharidok kozott, mivel a
malto-oligoszacharidok olyan linearis glik6éz lancok, amelyekben kizarolag o-(1—4) kotések
fordulnak eld. Ezaltal a jelen levé malto-oligoszacharidok mennyiségének valtozasaval, a detektorban
kivaltott jel mértékének valtozasa eltérd lehet. Ezért olyan mérések soran, mint példaul egy
enzimaktivitds meghatarozas, ahol a jelen levd szubsztratok és termékek mennyiségének pontos
ismerete szilikséges, egy az irodalmi gyakorlattél eltéré mennyiségi meghatarozasi moédszer kidolgozas

valik sziikségessé, a tényleges standardok hasznalatéval.
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3. CELKITUZESEK

Doktori munkam soran egy olyan rogzitett B-gliilkoziddz enzimkészitmény eléallitasat tiiztem ki
célul, amely alkalmas lehet kiilonbdzd élelmiszeripari folyamatokban vald felhasznalasra. Ennek
megvalositasdhoz olyan, az enzimrogzitéshez hasznalt hordozé kivalasztasat terveztem, amely
megfeleld fizikai és kémiai tulajdonsdgokkal rendelkezik, valamint olcsé és konnyen beszerezhetd.
Emellett egy olyan, eddig a B-gliikozidaz enzimre az irodalomban nem ismertetett immobilizalasi
eljarast szerettem volna kidolgozni, amely technologiai szempontbol egyszertien kivitelezhetd és

gazdasagos. Ezek értelmében munkam kezdetekor a kdvetkezo célokat fogalmaztam meg:

1. A B-gliikozidaz enzim aktivitasmérésére a legmegfeleldbbnek tlind modszer kivalasztasa.

2. Az immobilizalasi eljardshoz olyan hordoz6 kivalasztasa, amely olcsd, konnyen
beszerezhetd, valamint megfeleld fizikai €s kémiai tulajdonsdgokkal rendelkezik, tovabba
olyan rogzitési technika kidogozéasa, amely egyszertien kivitelezhetd €s gazdasagos.

3. Olyan vizsgalati modszer kidolgozasa, amely lehetové teszi a rogzitési eljaras
paramétereinek, a rogzitett enzimkészitmény tulajdonsdgaira gyakorolt hatdsainak a
vizsgalatat, ezaltal a rogzitési eljaras kedvezd patamétereinek a meghatarozasat.

4. Elméleti megfontolasok alapjan kivalasztani azokat a paramétereket, amelyek a rogzitési
eljarasra leginkabb hatassal lehetnek, és ezek kedvezd értékeinek kisérleti uton torténd
meghatarozasa.

5. A kidolgozott immobilizalasi eljaras vizsgélata és a rogzitett enzimkészitmény altalanos
jellemzése.

6. A rogzitett enzimkészitmény ¢élelmiszeripari folyamatokban vald felhasznalhatdésaganak
vizsgalatai, valamint tudomanyos ¢és gyakorlati megfontolasok alapjan kivalasztani egy
felhasznalasi lehetdséget €és azon részletes vizsgalatokat végezni. A tervezett élelmiszeripari
alkalmazasok: cellobi6z hidrolitikus bontasa, boraszati koriilmények kozott wvalo
felhasznalas, O-glikozidok reverz hidrolitikus eldallitasa és az arpa B-gliikan tartalméanak

lebontasa.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Kisérletek helye, alkalmazott miiszerek és berendezések

A dolgozat kisérleti része a Budapesti Corvinus Egyetem, Alkalmazott Kémia Tanszékén
tortént. A nativ és rogzitett B-glikoziddz enzimkészitmények, arpa B-glikan lebontasaban vald
felhasznalhatdsagi vizsgalatait a norvégiai Nofima Mat (The Norwegian Institute of Food Research)
kutatdintézetben végeztem. Méréseimet a kdvetkezd miiszerek felhasznalasaval hajtottam végre:

Magyarorszagi miiszerek és berendezések:

- Analitikai Mérleg (Precisa, 40SM-200A)

- Razogép (Ika-Vibrax-Vxr-Nr.514336, Janke & Kungel Gmbh)

- pH mér6 (Hanna Instruments, pH209 pH Meter)

- Vezet6képesség mérd (Horiba Ltd., Compact Conductivity Meter C-172)
- Spektrofotométer (Thermo Electron Corporation, Nicolet Evolution 300 BB)
- Vizflirdd (Memmert, WNB7-45)

Norvégiai miiszerek és berendezések:

- Vizfirdék (GFL, 1003, 1004 és 1086)

- pH mér6 (Beckman, 032pH)

- Razogép (Biosan, Multi PSU-20)

- Spektrofotométer (Shimadzu, UV MINI-1240)

- Termosztalhat6 razogép (New Brunswick Scientific, INNOVA 40R)

- Centrifuga (Heraeus, MULTIFUGE 4 KR)

- Analitikai mérleg (Mettler Toledo, (A/S) (CER 2008016))

- HPAEC-PAD berendezés
- Oszlop (Dionex, CarboPac PAL, 4 x 250 mm Analytical)
- El6tét oszlop (Dionex, PA1 Guard (10-32))

- Oszloptermosztalo egység (DioneX, AS50)

- Eluens generator (Dionex, EG50)

- Gradiens pumpa (Dionex, GP50-2)

- Automata mintaadagolé (Dionex, AS50)

- Elektrokémiai detektor (PAD) (Dionex, ED50A)
- Szoftver (Chromeleon 6.80 SR7)
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4.2 Felhasznalt anyagok
4.2.1 Enzimkészitmények

Munkam soran, a rogzitési eljaras és az enzimkészitmények élelmiszeripari felhasznalhatosagi
vizsgalataihoz, Sigma és Fluka, mandulabdl izolalt B-glikoziddz (EC 3.2.1.21) enzimkészitményeket
(M;~135000) hasznaltam. A Sigma termék aktivitasa a katalogus szerint szalicin szubsztratra 37 °C
hémérsékleten, pH 5,0 értéken 3,4 pmol gliikoz perc™ enzim mg™ volt. A Fluka készitmény aktivitasa
katalogus szerint szalicin szubsztratra, 35 °C hémérsékleten, pH 5,0 értéken 8,06 pmol gliikoz perc™
enzim mg™ volt.

Az arpa B-gliikan hidrolizatum eldallitasahoz, a Megazyme altal forgalmazott, Bacillus subtilis
torzsbdl izolalt glikanaz enzimet (EC 3.2.1.73) hasznaltam. Az enzimkészitmény aktivitdsa a
katalogus szerint arpa B-glikan szubsztratra 40 °C hémérsékleten, pH 6,5 értéken 336 pumol gliikoz

perc™ enzim mg™ volt.
4.2.2 Az enzimrogzitési eljarashoz hasznalt hordozo

Az altalam hasznalt biokatalizator (B-gliikozidaz, Fluka) immobilizalasanal hordoz6anyagként
Amberlite IRA 900 Cl (Rohm & Haas) tipusu makroporusos anioncserélé gyantat alkalmaztam. A
gyanta anyaga sztirol-divinil-benzol kopolimer matrix, mely 650-820 um atlagos atmér6ji, 40-75 nm
atlagos porusatmérdjii és 25 m® g™ fajlagos feliiletii. Az anioncserélé gyanta funkcids csoportja
trimetil-ammonium, amelyekhez az el6allitds soran Cl° ionokat kapcsolnak és igy hozzak Oket

kereskedelmi forgalomba [Amberlite IRA 900 CI Product Data Sheet].

CsHioN
4, abra

Az anioncseréld gyanta funkcids csoportjanak (trimetil-ammoénium) kémiai szerkezete.
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4.2.3 Vegyszerek

Kisérleteim €s az azokat kiegészitd munkdim soran a kovetkezé p.a. mindségli vegyszereket

hasznaltam:

Vegyszer Gyarté
Natrium-karbonat Reanal
Natrium-hidrogén-karbonat Reanal
Citromsav-monohidrat Reanal
Dinéatrium-hidrogén-foszfat Merck
Natrium-dihidrogén-foszfat Merck
Natrium-acetat Merck
Ecetsav Reanal
Natrium-hidroxid (lemezes) Reanal
Natrium-hidroxid (oldat) Fluka
D(+)-gliikdz Reanal
D(+)-cellobiéz Fluka
25 %-0s glutaraldehid Merck
96 %-os etanol Reanal

4-nitrofenil-B-D-glikopiranozid Sigma

n-hexanol Fluka
2-butoxi-etanol Fluka
butanol Fluka
1,2-diacetoxi-etan Fluka
Kromkénsav Reanal
Acetonitril Merck
Hisztidin Sigma
Imidazol Sigma
w-N-acetil hisztamin Sigma
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4.3 A Kkisérletek soran altalanosan alkalmazott miiveletek

Kisérleteim soran tobb olyan altalanosan alkalmazott eljards volt, amelyeket csak itt
ismertetek, ezekre a késébbiekben kiilon nem fogok kitérni. Ezen altalanosan alkalmazott miiveletek a
kovetkezOk voltak:

- az enzimrOgzitéshez hasznalt hordozot a rogzitési vagy reakcidelegytdl minden esetben
zsugoritott livegsziird (PO4) hasznalataval kiilonitettem el, amely folyamat elsegitéséhez
szivattyaval vakuumot allitottam eld,

- az elobb emlitett miivelethez hasznalt zsugoritott livegsziir@ tisztitasat, minden esetben
vizzel 1:1 ardnyban higitott kromkénsav felhasznalasaval hajtottam végre,

- kisérleteim soran az alkalmazott pufferek és hasznalt oldatok elkészités¢éhez minden
esetben a Millipore F7THN14663 A tipusu gép altal eldallitott kétszeresen ioncserélt vizet
hasznaltam,

- a spektrofotometrids vizsgalatokat minden esetben 1 cm fényuttal rendelkezé kvarc

kiivettaban végeztem.

4.4 Enzimrogzitési eljaras

4.4.1 Hordozo elokészitése

Az enzimrogzitési eljarashoz alkalmazott Amberlite IRA 900 OH gyantat a rogzitési kisérletek
elott az alabbi Gton, ugynevezett regeneralasi eljarasban allitottam el6 a gyari, klorid ion fazisban 1évé
termékb6l. A katalogus a regeneralashoz 50-100 g gyanta liter™ 2-4 % koncentraciéjii natrium-
hidroxid aranyt és minimum 30 perces kezelési id6t hatdrozott meg iranyvonalakként. Ez alapjan a
rogzitési eljaras eldtt a kovetkezOképpen végeztem el a kezelést: 2 g szaraz gyantara 15 ml 4 %
koncentracidju natrium-hidroxid oldatot mértem és 30 percen keresztiill 150 rpm fordulatszdmon
rdzattam. Ezutan a hordozot szlirtem, és addig mostam vizzel, amig a mosofolyadék vezetOképessége a
viz vezetdképességével megegyezd nem lett. A gyantat exszikkatorban, az alland6 tomeg eléréséig
szilard natrium-hidroxid felett szaritottam, és a tovabbiakban ebben az allapotdban keriilt

felhasznalasra.
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4.4.2 Rogzitési eljardas

Kisérleteimben a hordozét olyan kombindlt rdgzitési eljarasban alkalmaztam, amely két
1épésbdl tevodott dssze: EI6bb a hordozé feliiletére torténd adszorpcids rogzitéssel kapcsoltam az
enzimmolekulat, majd keresztkotések létrehozasaval kivantam fokozni a biokatalizator stabilitasat,
amihez glutaraldehid oldatot hasznaltam.

Ennek megfelelden altalaban, az adszorpcids rogzitéshez, a hordozot és az enzimet adott
aranyban, vizben vagy kiilonb6zd toménységli €s homérsékletli natrium-acetat pufferben 24 oran
keresztiil razattam (150 rpm). A glutaraldehides kezeléshez az elobbi elegy feliiliszojat dekantaltam és
rogzitett enzimet kisziirtem, az eredeti, szaraz hordoz6 tOmegére szamitott 250x mennyiségii 0,1 M
toménységli és 25 °C hémérsékletli natrium-acetat pufferrel (pH 5,50) mostam, majd nedves
allapotban, azonnali tomegmérés utan hasznaltam fel. Ez utobbitol csak az 5.2.2.1 fejezetben tértem el,
ahol a mosast vizzel vagy kiilonb6z6 toménységli natrium-acetat pufferrel (pH 5,50) végeztem.

A fent ismertetett rogzitési eljarasok pontos paramétereit az 5.2 fejezetben fogom ismertetni,
mivel ezen koriilményeket mindig a vizsgalni kivant folyamat és/vagy hatds jellegétdl fiiggéen

valasztottam meg.

4.5 A rogzitési eljaras és az enzimkészitmények altalinos jellemzése soran alkalmazott mérési és

vizsgalati moédszerek

4.5.1 B-gliikozidaz enzimaktivitas meghatdrozdsa az dltaldanosan alkalmazhato szubsztrdtok esetén

Az aktivitasokat az irodalomnak megfeleléen, standard egységben (U) azaz, pmol perc™
mértékegységben adtam meg és ezt az enzimaktivitast minden esetben 1 mg oldott enzimre, 1 mg
rogzitett enzimre vagy 1 g szdraz hordozdéra vonatkoztattam. Az ettdl eltérd szamitasi modszert a

megfeleld kisérlet targyalasanal tiintetem fel.

4.5.1.1 Enzimaktivitas meghatdrozas cellobioz szubsztrat esetén

A mérési modszerhez szubsztratként cellobidzt hasznaltam és az enzimaktivitast a felszabaduld
gliilkdz mennyiségének enzimatikus uton torténd meghatarozasaval allapitottam meg [Larner, 1960].
Ennek megfelelden a mérési és reakcioelegyet a kovetkezoképpen allitottam Ossze:
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Reakcidelegy: a cellobidz szubsztrat hidrolizalasdhoz 1900 pl 0,1 M toménységli kiillonb6zo
kémhatast és homérsékletli natrium-acetat puffert hasznaltam, amely cellobiézra nézve 150 mM
reakcioelegy kémhatasaval megegyez6 pH értéki és 25 °C homérsékletli natrium-acetat pufferben
oldva) vagy 50 mg nedves allapoti rogzitett enzimmel inditottam és a reakcidelegyet 150 rpm
fordulatszdmon razattam.

Meérési elegy: a reakcid soran felszabadult gliikéz mennyiségének meghatarozasahoz a
kereskedelemben kaphatd, Boehringer Mannheim 4ltal forgalmazott szachar6z/D-gliik6z/D-fruktoz
meghatarozasara alkalmas kittet hasznaltam (Cat. Nr. 10 716 260 035).

A mérési elegy a kovetkezoket tartalmazta:

- 635 ul viz

- 330 pl gliikéz analizdld oldat: NADP'-t, ATP-t és magnézium-szulfatot tartalmazo
trietanolamin puffer (pH 7,6)

- 30 ul reakcidelegy, amelyet percenként vételeztem 4 percen keresztiil

- 5 ul glikéz analizdld enzimkeverék: amely tartalmazta a hexokinazt és a

gliik6z-6-foszfat-dehidrogendzt

Az aktivitast az egy perc alatt keletkezd NADPH+H" okozta, 340 nm hulldmhosszon mérheté
abszorbancia valtozasbol szamoltam, amelyhez a NADPH+H" abszorpcids koefficiensét hasznaltam

(e340= 6220 M cm™).

4.5.1.2 Enzimaktivitas meghatdrozas a mesterséges p-nitro-fenil-5-D-gliikopiranozid (pNPG)

szubsztrat esetén

Ezen mérési modszerhez szubsztratként p-nitro-fenil-p-D-gliikopiranozidot (pNPG)
hasznaltam és az enzimaktivitast a felszabaduld p-nitro-fenol mennyiségének 410 nm hullamhosszon
torténd fotometralasaval allapitottam meg [STERNBERG et al., 1977]. Ennek megfeleléen a mérési és

reakcioelegyet a kdvetkezOképpen allitottam Gssze:

Reakcidelegy: a pNPG szubsztrat hidrolizalasahoz 2980 ul 0,1 M toménységti pH 5,50 (az
enzimkészitmények pH optimumanak meghatdrozédsa sordan a pH 3,0 és 7,5 értékek kozott valtozott)

kémhatast és 25 °C hdmérsékletii natrium-acetat puffert hasznaltam, amely a pNPG szubsztratra nézve
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10 mM toménységii volt. A reakciot vagy 20 pl 4 mg ml™* koncentraciéju enzimoldattal (0,1 M
toménységli, a reakcidelegy kémhatasaval megegyezd pH értéki és 25 °C hdmérsékletli natrium-acetat
pufferben oldva) vagy 20 mg nedves allapoti rogzitett enzimkészitménnyel inditottam és a
reakcioelegyet 150 rpm fordulatszdmon razattam.

Meérési elegy: a reakcid soran felszabadult p-nitro-fenol mennyiségének meghatarozasahoz a
kovetkezd mérési elegyet hasznaltam:

- 980 ul 0,2 M, 25 °C, pH 10,2 karbonat puffer

- 20 pl reakcidelegy, amelyet percenként vételeztem 4 percen keresztiil.

Amennyiben a reakcid vagy mérési elegy Osszetételében és/vagy paramétereiben a fent
emlitettektdl eltértem, azt a megfeleld kisérlet targyalasanal tiintetem fel. Az aktivitast az egy perc
alatt keletkez6 p-nitro-fenol okozta abszorbancia valtozasbol szamoltam, amelyhez a p-nitro-fenol

abszorpcios koefficiensét hasznaltam (e410= 18300 M™ cm™).

4.5.2 A hordozohoz adszorpciosan kotott fehérje mennyiségének meghatdarozdsa

4.5.2.1 Meghatarozas a rogzitesi elegy feliiluszojanak aktivitasa alapjan

A hordozohoz adszorpcidosan kotdédott fehérje (P-glikoziddz) mennyiségét a rogzités
végeztével, a rogzitési feliiliszo maradék enzimaktivitasabol kdzvetett médon kivantam meghatarozni,
amelyhez a mar ismertetett, pNPG szubsztratot alkalmazo6 aktivitasmérési modszert hasznaltam. A
szamitashoz kontrollként, a régzitéshez hasznalttal megegyez6 koncentracioji enzimoldatot tettem fel
razatni, a rogzités idejével megegyezd idore. Ennek az oldatnak ¢és a rogzitési feliilliszonak az
enzimaktivitasai alapjan a rogziilt fehérje mennyisége kovetkeztethet6 volt. A fent emlitettek alapjan a
reakci6 és mérési elegyet a kovetkez6képpen allitottam Gssze a rogzitési feliiluszé enzimaktivitasanak

meghatarozasara:

Reakcioelegy: 800 ul 0,1 M koncentracioji, 25 °C hémérsékletli natrium-acetat puffert (pH
5,50) hasznaltam, amely a pNPG szubsztratra nézve 10 mM toménységli volt. A reakcidt a rogzitési
elegy feliilluszojanak 200 pl mennyiségével inditottam és a reakcidelegyet 150 rpm fordulatszamon

razattam.
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M¢érési elegy:
- 950 ul 0,2 M, 25 °C, pH 10,2 karbonat puffer

- 50 ul reakcioelegy, amelyet percenként vételeztem 4 percen keresztiil

4.5.2.2 Meghatarozas spektrofotometrias modszerrel

Az 5.2.2.4 fejezetben fogom ismertetni, az irodalomban is alkalmazott fehérje meghatarozasi
modszer modositott valtozatat, amelyben pontosan 278 nm hullamhosszon hataroztam meg az altalam
hasznalt oldott [B-glilkoziddz enzimfehérje koncentracidjat. Ezt az eljardst hasznaltam fel az

adszorpciosan rogziilt B-glilkozidaz mennyiségének indirekt meghatarozéasara.

4.5.3 Kinetikus-leoldodasi vizsgalat

A rogzitett enzimkészitmények jellemzésére, egy un. Kinetikus-leoldodasi vizsgalatot
dolgoztam ki, amelynek elvi hatterét és felhasznalasi lehetdségeit az 5.2.1 fejezetben ismertetem. A

vizsgalatot minden esetben az aldbbiak szerint végeztem el:

1. az adott rogzitési vagy enzimaktivitas mérési eljaras végén a hordozot kisziirtem és az
eredeti, szaraz hordozo tomegére szamitott 250% mennyiségli 0,1 M toménységli 25 °C
hémérsékletii natrium-acetat pufferrel (pH 5,50) mostam,

2. a sziirés utan adott mennyiségii nedves allapott hordozot (10-30 mg) 3000 ul 0,1 M
toménységli pH 5,50 kémhatast és 25 °C homérsékletli natrium-acetat pufferbdl eléallitott
reakcidelegybe helyeztem, amely a pNPG szubsztratra nézve 10 mM toménységii volt, €s 4
percig végeztem az enzimaktivitds mérést, a kezelést tovabbi 6 percig folytattam, de mar
aktivitasmérés nélkiil. Az enzimaktivitas mérés soran a mérési elegy, 20 ul reakcioelegybol
¢s 980 ul 0,2 M, 25 °C, pH 10,2 karbonat pufferbdl allt. A felszabadul6é p-nitro-fenol

okozta abszorbancia valtozast 410 nm hullamhosszon kévettem nyomon.

Ezen vizsgalati modszer esetében az 1. és 2. pontban leirt miiveleteket tekintettem egy
ciklusnak, amelyet a vizsgélattol fliggben tobbszor megismételtem. A vizsgéalat sordn a hordozd
aktivitasanak meghatarozasa utan, a kezelés (4 perc enzimaktivitas mérés, majd 6 perc tovabbi razatas)

hataséra leoldodott enzim aktivitdsat is meghataroztam a reakcidelegybdl a ciklus végén kivett minta
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segitségével. Ehhez adott mennyiségl feliiliszobol (20-100 pl) és annyi 0,1 M toménységti pH 5,50
kémhatasu és 25 °C homérsékletli, pNPG szubsztratra nézve 10 mM toménységli natrium-acetat
pufferb6l képeztem reakcioelegyet, hogy a térfogata pontosan 1000 pl kellett legyen, és a
reakcioelegyet 150 rpm fordulatszamon razattam. A mérési elegyet és a mérést a fent emlitett modon

allitottam Ossze és végeztem el.

4.5.4 Az enzimkészitmények kinetikai paramétereinek meghatdarozdsa

A nativ és rogzitett enzimkészitmények kinetikai paramétereinek meghatirozasit pNPG
szubsztraton, az altalanosan alkalmazott gyakorlat alapjan hajtottam végre. Eszerint az
enzimkészitmeények aktivitasat, a szubsztratra nézve kiilonb6z6 koncentracidju reakcioelegyekben, a
felszabaduld termék mennyisége alapjan szamitottam, majd a Michaelis-Menten egyenlet alapjan, a
kettOs reciprok abrazolassal hataroztam meg a Kinetikai paramétereket.

A nativ, oldott enzimkészitmény esetében a mérést a kovetkezOképpen hajtottam végre: a
reakcioelegy minden esetben 1950 ul 0,1 M toménységti pH 5,50 kémhatasu és 25 °C hémérsékletii
natrium-acetat puffer volt, amely koncentracidja a pNPG szubsztratra nézve 0,1-10 mM kozott
valtozott, és a reakciot minden esetben 50 ul 2 mg ml™ (0,1M téménységli pH 5,50 kémhatasa és
25 °C hémérsékletii natrium acetdt pufferben oldva) koncentracioji enzimoldattal inditottam ¢és a
reakcidelegyet 150 rpm fordulatszdmon razattam. A mérési elegyet 900-980 ul 0,2 M toménységii €s
25 °C hémérsékletii pH 10,2 kémhatéasu karbonat pufferbdl és 100-20 ul reakcioelegybdl allitottam
Ossze ugy, hogy a végtérfogat minden esetben 1000 ul volt. A felszabaduld p-nitro-fenol okozta
abszorbancia valtozast 410 nm hullamhosszon kévettem nyomon.

A rogzitett enzimkészitmény esetében a mérést a kovetkezoképpen hajtottam végre: a
reakcidelegy minden esetben 2000 pul 0,1 M toménységti pH 5,50 kémhatasa és 25 °C hdmérsékletii
natrium-acetat puffer volt, amely koncentracidja a pNPG szubsztratra nézve 10-0,1 mM kozott
valtozott, és a reakciot minden esetben 10 mg nedves allapotu rogzitett enzimkészitménnyel inditottam
¢s a reakcidelegyet 150 rpm fordulatszdmon razattam. A mérési elegyet 970-950 ul 0,2 M toménységii
¢s 25 °C homérsékletii pH 10,2 karbonat pufferbdl ¢s 30-50 pl reakcidelegybdl allitottam Ossze gy,
hogy a végtérfogat minden esetben 1000 pl volt.
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4.5.5 Az enzimkészitmények pH optimumdnak meghatdrozdsa

A nativ és rogzitett enzimkészitmények katalitikus aktivitdsdnak a pH fliggését pNPG
szubsztrat alkalmazasa mellett hataroztam meg. A reakcidelegyek minden esetben 0,1 M toménységii
¢s 25 °C homérsékletli natrium-acetat pufferbol alltak, amelyek a pNPG szubsztratra nézve 10 mM
koncentracidjuak voltak. A reakcidelegyek kémhatasa pH 3,0-7,5 kozott valtozott fél pH egységenként
¢s térfogata a nativ enzim esetében 3000 pl volt, amig a rogzitett enzimkészitmény vizsgalata soran
2000 pl. A reakciot 20 pl 2 mg ml™ (0,1 M tdménységii, a reakcidelegy kémhatdsaval megegyezd,
25 °C homérsékletii natrium-acetat pufferben oldva) koncentracioju enzimoldattal vagy 15 mg nedves
allapotu rogzitett enzimkészitménnyel inditottam és a reakcidelegyet 150 rpm fordulatszdmon
razattam. A mérési elegyet mind a két esetben 980 pl, 0,2 M, 25 °C, pH 10,2 karbonat pufferbdl és

20 ul reakcidelegybdl allitottam Ossze.

4.5.6 Az enzimkészitmények homérséklet optimumanak meghatdrozdsa

A nativ és rogzitett enzimkészitmények katalitikus aktivitdsanak homérsékletfliggését fliggését
pNPG szubsztrat alkalmazisa mellett hatdroztam meg. A reakcidelegyek minden esetben 0,1 M
toménységli és pH 5,50 kémhatasu natrium-acetat pufferbdl alltak, amelyek a pNPG szubsztratra
nézve 10 mM koncentraciojiak voltak. A reakcioelegyek homérsékletét vizfiirdo alkalmazéasaval
24 °C homérsékletrdl kdzel linearis mértékben emeltem 75 °C homérsékletre tigy, hogy a nativ enzim
esetében tiz, a rogzitett enzimkészitmény esetében pedig tizenegy mérési ponthoz jutottam. A
reakcidelegy térfogata mind a nativ, mind pedig a rogzitett enzimkészitmény vizsgalata soran 5000 pl
volt. A szubsztratot is tartalmazo puffer oldatot, az enzimkészitmények hozzaadasa elott, a
meghatarozott allandé hdmérséklet eléréséig termosztaltam, amelyet a reakcid sordn allando értéken
tartottam. A reakciot 30 pl 2 mg ml™ (0,1M téménységii pH 5,50 kémhatasa és 25 °C hémérsékletii
natrium-acetat pufferben oldva) koncentracioji enzimoldattal vagy 15 mg nedves allapotu rogzitett
enzimkészitménnyel inditottam és a reakcidelegyet magneses keverdvel kevertettem. A mérési elegyet
mind a két esetben 970 ul, 0,2 M, 25 °C, pH 10,2 karbonat pufferbdl és 30 pl reakcidelegybdl

allitottam Gssze.

57



4.6 A megnovelt stabilitaisu rogzitett enzimkészitmény felhasznalhatéosaganak vizsgalati

modszerei élelmiszeripari folyamatokban

A végrehajtott felhasznalhatosagi vizsgéalatokhoz a megndvelt stabilitasi rogzitett
enzimkészitményt minden esetben azonos mddon allitottam eld: 20 mg szaraz hordozéra 1 ml 2 mg
ml? koncentracioju 0,1 M natrium-acetat pufferrel (pH 5,50) kialakitott enzimoldatot mértem, és az
elegyet 24 oran keresztiil 25 °C hémérsékleten razattam (150 rpm). A razatas végén a feliiliszot
dekantaltam és a nedves hordozohoz 2 ml 0,1 M koncentracidju natrium-acetat puffert adtam, ami
minden esetben 0,25 %(m/V) koncentracioju volt a glutaraldehidre nézve. Ezt az elegyet 30 percig
razattam (150 rpm), majd a rogzitett enzimet kisziirtem, az eredeti, szaraz hordoz6 tomegére szamitott
250% mennyiségli 0,1 M natrium-acetat pufferrel (pH 5,50) mostam. Amennyiben a rogzitett
enzimkészitményre nagyobb mennyiségben volt sziikségem, az alkalmazott hordoz6 tomegét, valamint

az enzimoldat és az elegyek térfogatait ardnyosan néveltem.

4.6.1 Felhasznalhatosagi vizsgalat a cellobioz hidrolitikus bontdsaban

A cellobiéz hidrolitikus bontasanak vizsgalataihoz 2 ml térfogatu reakcidelegyeket
alkalmaztam, amelyek olyan 0,1 M koncentracioji natrium-acetat puffer oldatok voltak (pH 5,50 és
pH 4,00), amelyek 250 mM koncentracioban tartalmaztak cellobiézt. A reakciot 0,4 mg oldott
enzimmel (0,1 M toménységili, a reakcioelegy kémhatasaval megegyez6é pH értékii és 25 °C
homérsékletii natrium-acetat pufferben oldva) vagy megkozelitéleg 50 mg nedves allapotu rogzitett
enzimkészitménnyel inditottam (ezzel érve el, hogy a rendszerbe bevitt, pNPG szubsztraton
meghatarozhato enzimaktivitas mind a nativ, mind pedig a rogzitett enzimkészitmény esetében azonos
volt). Az elegyeket 30 °C hdmérsékleten 70 oran keresztiil razattam (150 rpm), és nyomon kdvettem a
reakci6 soran felszabadult glilk6z mennyiségét. A rendszer gliikkdz tartalmanak meghatarozasa soran a
mar bemutatott Boehringer Mannheim 4ltal forgalmazott szachar6z/D-gliik6z/D-frukt6z
meghatarozasara alkalmas kittet hasznaltam. A kittel valo gliikkoz tartalom meghatdrozést a korabban
leirtakkal (4.5.1.1) teljes mértékben megegyezd mddon hajtottam végre. A 70 6ras reakcid végeztével
az enzimkészitmények maradék aktivitasat meghataroztam, amelyhez ebben az esetben is a pNPG
szubsztratot alkalmazé moddszert haszndltam. A nativ enzim esetében a maradék aktivitas
meghatarozasahoz a reakcioelegy 960 pl 0,1 M toménységii pH 5,50 kémhatast és 25 °C hdmérsékleti

croer

pedig 40 ul a cellobidéz bontasi kisérlethez hasznalt reakcioeleggyel inditottam és a reakcidelegyet
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150 rpm fordulatszamon razattam. A rogzitett enzim esetében a reakcidelegy Osszetétele megegyezett
az elézdével, amelynek a térfogata ez esetben 4000 ul volt, a reakciot pedig a cellobidz bontési
kisérlethez hasznalt, a reakcidelegytdl elvélasztott rogzitett enzimkészitmény teljes mennyiségével
inditottam. A mérési elegyet mind a két esetben 960 ul, 0,2 M, 25 °C, pH 10,2 karbonat pufferbdl és

40 pl reakcidelegybdl allitottam Ossze.

4.6.2 Felhaszndlhatosagi vizsgdlat bordszati koriillmények kozott

4.6.2.1 A pH és etanoltartalom hatdasa az enzimkészitmények katalitikus aktivitasara

A pH és etanoltartalom katalitikus aktivitasra gyakorolt hatdsat mind a nativ, mind pedig a
rogzitett enzimkészitmény esetében, pNPG szubsztrat alkalmazasa mellett bormintaban (Pajzos-
Megyer pincészet, 2007 évjaratu félédes Tokaji furmint), valamint négy kiilonb6z6 paraméterekkel

rendelkezd reakcidelegyben vizsgaltam, amelyek a kovetkezok voltak:

- 0,1 M, pH 5,50, 25 °C natrium-acetat puffer oldat, amely a pNPG szubsztratra nézve 10 mM
koncentracioja volt

- 0,1 M, pH 5,50, 25 °C natrium-acetat puffer oldat, amely a pNPG szubsztratra 10 mM ¢és
etanolra nézve pedig 10 %(V/V) koncentracioju volt

- 0,1 M, pH 4,00, 25 °C natrium-acetat puffer oldat, amely a pNPG szubsztratra nézve 10 mM
koncentracioja volt

- 0,1 M, pH 4,00, 25 °C natrium-acetat puffer oldat, amely a pNPG szubsztratra 10 mM ¢és

etanolra nézve pedig 10 %(V/V) koncentracioja volt

A reakcioelegy végtérfogata a nativ enzim esetében 3000 pl, a rogzitett enzim esetében pedig
2000 pl volt. A reakciot vagy 20 pl 2 mg ml™ koncentracioji enzimoldattal (0,1 M tdménységii, a
reakcioelegy kémhatasaval megegyezd pH értékii és 25 °C hOmérsékletli natrium-acetat pufferben
oldva) vagy 20 mg nedves allapotu rogzitett enzimkészitménnyel inditottam és a reakcidelegyet
150 rpm fordulatszdmon razattam. A mérési elegyet mind a két esetben 980 ul, 0,2 M, 25 °C, pH 10,2

karbonat pufferbdl és 20 ul reakcidelegybdl allitottam Ossze.
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4.6.2.2 A rogzitett enzimkészitmény felhasznalasi stabilitasanak vizsgalata

A rogzitett enzimkészitmény felhasznaldsi stabilitasat, elméleti és gyakorlati megfontolasok
alapjan cellobidéz szubsztrat alkalmazésa mellett, harom, kiilonbozé paraméterekkel rendelkezd

felhasznalasi reakcioelegyben vizsgaltam, amelyek a kovetkezdk voltak:

- 0,1 M, pH 5,50, 25 °C natrium-acetat puffer oldat, amely cellobidéz szubsztratra nézve 20 mM
koncentracioju volt

- 0,1 M, pH 4,00, 25 °C natrium-acetat puffer oldat, amely cellobiéz szubsztratra 20 mM és
etanolra nézve pedig 10 %(V/V) koncentracidju volt

- 25 °C borminta (Pajzos-Megyer pincészet, 2007 évjarata félédes Tokaji furmint), amely

crer

A felhasznalasi koriilményeket modellezd reakcidelegyek térfogata 4000 ul volt, a reakcidt
pedig mindharom esetben 25 mg nedves allapotu rogzitett enzimkészitménnyel inditottam és a
reakcidelegyeket 150 rpm fordulatszamon, az elsé két mintavétel elott 1 6ran, majd ezt kovetden 2
oran keresztiil razattam. A kezelések utan a rogzitett enzimkészitményeket kisziirtem és az eredeti,
szaraz hordozé tomegére szamitott 250x mennyiségli 0,1 M toménységti 25 °C hdmérsékletli natrium-
acetat pufferrel (pH 5,50) mostam. A mosott készitmények aktivitasat pedig pNPG szubsztraton
hataroztam meg, ahol a 2000 ul térfogatu aktivitdsmérési reakcioelegyek 0,1 M toménységt és pH
5,50 kémhatdsu natrium-acetat pufferbdl alltak, amelyek a pNPG szubsztratra nézve 10 mM
koncentracidjuak voltak. A reakciot minden esetben a kisziirt €s mosott rogzitett enzimkészitmények
teljes mennyiségével inditottam. A mérési elegyet mindharom esetben 980 pl, 0,2 M, 25 °C, pH 10,2
karbonat pufferbol és 20 pl aktivitasmérési reakcidelegybdl allitottam Ossze. Az aktivitasmérési eljaras
végén a készitményeket az eldbb leirt modon sziirtem és mostam. A fent bemutatott felhasznalasi
reakcidelegyben valo kezelést és az azt kovetd aktivitasmérést tekintettem egy ciklusnak. Ezt a ciklust
OtszOr ismételtem meg, igy Osszesen, a rogzitett készitmények felhasznalhatosagi stabilitdsat 8 oran

keresztiil vizsgaltam.

4.6.3 Felhasznalhatosagi vizsgalat O-glikozidok reverz hidrolitikus modon térténd eléallitasaban

A glikéz alifas alkoholokkal képzett O-gliikkozidjainak eldéllitdsdhoz az 1 ml térfogati

reakcidelegyek 1:9 aranyban kiilonb6z6 alkoholokbol (n-hexanol, 2-butoxi-etanol, butanol), és
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1,2-diacetoxi-etanbol (DAE) tevddtek Ossze, valamint egy esetben csak butanol volt az Gsszetevd. A
voltak. A felsorolt reakcidelegyek mindegyikébdl 5 darabot készitettem, hogy nyomon tudjam kovetni
az enzimkészitmények maradék aktivitasat a reakcid soran. A reakciot 0,4 mg, vizben oldott enzimmel
vagy 50 mg nedves rogzitett enzimkészitménnyel inditottam (ezzel érve el, hogy a rendszerbe bevitt,
pNPG szubsztraton meghatarozhatdo enzimaktivitas mind a nativ, mind pedig a rogzitett
enzimkészitmény esetében azonos volt). Kontrollként az dsszes felsorolt reakcidelegybdl eldallitottam
meég egyet, amelyek azonban az enzimet nem tartalmaztak (mindig ezek alapjan hataroztam meg a
hozamértékeket), tovabba még egy olyan kontroll oldatot is alkalmaztam, amely csak a DAE szerves
oldoszerbdl allt és ugyantigy 10 % vizet tartalmazott és glikozra nézve 10mM koncentracioju volt
(ezzel a cellobiéz keletkezésének IehetOségét vizsgaltam). Az igy eldallitott elegyeket 25°C
homérsékleten 3 napon keresztiil razattam (150 rpm), és nyomon kdvettem a rendszerben szabadon
jelen levo gliikdz mennyiségét, valamint a biokatalizatorok maradék aktivitasat. A rendszerben jelen
levé glilkéz mennyiségét a vizsgalat sordan mindig ugyanabbol a reakcidelegybdl, amig az
enzimkészitmények maradék aktivitasat a feltett 5 darab reakcidelegy egyikébdl hataroztam meg, igy
Osszesen 5 mérési ponthoz jutottam. A 0 napos mérési pont az enzimkészitmények azonnali
inaktivalodasat jelentette (valamint a reakcid hozamat tekintve értelemszertien 0 % érték tartozott
hozz4), amely soran az enzimkészitményeket az adott reakcidoelegybe helyeztem majd 1 perc rézatas
utan az aktivitasukat azonnal meghataroztam (ezekben az esetekben az aktivitasmérés csak 2 perc volt
az altalanosan alkalmazott 4 perces vizsgélatokkal ellentétben). Az enzimkészitmények maradék
aktivitasdnak meghatarozasahoz a mesterséges pNPG szubsztratot alkalmazé modszert alkalmaztam.
A nativ enzim esetében a maradék aktivitas meghatdrozasdhoz a reakcidelegy 960 ul 0,1 M
toménységli pH 5,50 kémhatast és 25 °C homérsékletli natrium-acetat pufferbdl allt, amely a pNPG
szubsztratra nézve 10 mM koncentracioja volt, a reakciot pedig 40 pl a reverz hidrolitikus kisérlethez
hasznalt reakcideleggyel inditottam és a reakcidelegyet 150 rpm fordulatszdmon razattam. A rogzitett
enzim esetében a reakciodelegy Osszetétele megegyezett az eldzdvel, amelynek a térfogata ez esetben
4000 pl volt, a reakcidt pedig a reverz hidrolitikus kisérlethez hasznalt, a reakcidelegytdl elvalasztott
rogzitett enzimkészitmény teljes mennyiségével inditottam. A mérési elegyet mind a két esetben
960 pl, 0,2 M, 25 °C, pH 10,2 karbonat pufferbdl és 40 pul reakcidelegybdl allitottam dssze. A reverz
hidrolitikus reakcidelegyek gliikoz tartalmanak meghatarozasara soran a mar bemutatott Boehringer
Mannheim altal forgalmazott szachar6z/D-gliik6z/D-fruktdoz meghatarozasara alkalmas Kkittet
hasznaltam. A kittel valo glilkoz tartalom meghatarozast a korabban leirt (4.5.1.1) altalanos

modszerrel teljes mértékben megegyezd mdédon hajtottam végre.
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4.6.4 Felhasznalhatosagi vizsgadlat az arpa f-gliikan tartalmanak lebontdsdaban

4.6.4.1 A nativ enzim inaktivalasi lehetoségeinek vizsgalata

A hoéinaktivalasi kisérletek soran, az enzimaktivitas mérésekhez altalanosan alkalmazott 4 mg
natrium-acetat pufferben oldva) készitettem. Ebbdl 1-1 ml mennyiségeket iiveg kémcsdvekbe mértem
és 5, 10, 20 és 30 masodpercre forrasban 1évo vizfiirddbe helyeztem. Tovabbi egy perc alatt hideg
vizfiirdében hiitottem le 6ket. Az igy kezelt enzimoldatok aktivitasat a kordbban bemutatott (4.5.1.2)
altalanos modszer alapjan hataroztam meg, pNPG szubsztrat alkalmazasa mellett.

Az inaktivalasi kisérletekhez szerves oldoszerként acetonitrilt hasznaltam ¢€s a kovetkezd
eljarasi modokban alkalmaztam:

- Eljaras 1 : el6szor 20 ul 4 mg ml™ koncentracioju enzimoldatot és 200 pl acetonitrilt mértem

Ossze és ezt az elegyet (ami ekkor acetonitrilre nézve 91 %(V/V) koncentracioji volt)
30 masodpercig razattam. A reakciot 1780 ul 0,1 M toménységii, pH 5,50 kémhatasu és
25 °C hémérsékletii natrium-acetat pufferrel inditottam, ami a pNPG szubsztratra nézve
koncentracioju volt).

- Eljaras 2 : el6szor 1780 ul 0,1 M toménységii, pH 5,50 kémhatast és 25 °C hémérsékletii
natrium-acetat puffert (ami a pNPG szubsztratra nézve 10 mM koncentraciojua volt) és 200 ul
inditottam (a reakcio soran az elegy acetonitrilre nézve 10 %(V/V) koncentraciéja volt).

- Eljaras 3 : el6szor 20 ul 4 mg ml™ koncentraciéju enzimoldatot és 1000 pl acetonitrilt
mértem Ossze és ezt az elegyet (ami ekkor acetonitrilre nézve 98 %(V/V) koncentracioju volt)
30 masodpercig razattam. A reakciot 980 ul 0,1 M toménységii, pH 5,50 kémhatést és 25 °C
homérsékletii natrium-acetat pufferrel inditottam, ami a pNPG szubsztratra nézve 10 mM
koncentraciojii volt (a reakcid soran az elegy acetonitrilre nézve 50 %(V/V) koncentracioju
volt).

- Eljaras 4 : el6szor 980 pl 0,1 M toménységli, pH 5,50 kémhatasu és 25 °C hémérsékletii
natrium-acetat puffert (ami a pNPG szubsztratra nézve 10 mM koncentracioju volt) és 1000

croer

inditottam (a reakcié soran az elegy acetonitrilre nézve 50 %(V/V) koncentracioji volt). A
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mérési elegyet mind a négy eljaras esetén 980 ul, 0,2 M, 25 °C, pH 10,2 karbonat pufferbél

¢s 20 ul reakcidelegybdl allitottam Gssze.

Az inaktivalasi kisérletek sordn enzim inhibitorként hisztidint, imidazolt és w-N-acetil
hisztamint alkalmaztam. A reakcidéelegyek minden esetben 3000 pl 0,1 M toménységii és 25 °C
homérsékletli natrium-acetat pufferb6l alltak, amelyek a pNPG szubsztratra nézve 10 mM
koncentracidjuak voltak. A hisztidin koncentraciéja 10-200 mM kozott, az imidazol koncentracidja
5-50 mM kozott és az w-N-acetil hisztamin koncentracidja pedig 0,1-5 mM kozott valtozott a reakcio
elegyekben. A reakciét minden esetben 20 pl 4 mg ml™ (0,1 M téménységli pH 5,50 kémhatasa és
25 °C homérsékletli natrium-acetat pufferben oldva) koncentracidoju enzimoldattal inditottam és a
mérési elegyet pedig 980 ul, 0,2 M, 25 °C, pH 10,2 karbonat pufferbdl és 20 pl reakcidelegybdl
allitottam Ossze.

Az acetonitril €s enziminhibitor egylittes alkalmazasdnak vizsgélatai sordan az imidazolt és az
w-N-acetil hisztamint alkalmaztam. Az aktivitaismérés menete és a mérési elegyek az elobb leirtakkal
teljes mértékben megegyeztek, a reakcioelegyek pedig a kdvetkezdképpen tevodtek Gssze:

- Reakcidelegy 1 : 2680 ul 0,1 M toménységii, pH 5,50 kémhatasu és 25 °C hémérsékletii

natrium-acetat puffert (ami a pPNPG szubsztratra nézve 10 mM, az imidazolra nézve pedig
25 mM koncentraci6ju volt) és 300 pl acetonitrilt mértem Gssze.
- Reakcidelegy 2 : 1480 ul 0,1 M toménységii, pH 5,50 kémhatasu és 25 °C hémérsékletii

natrium-acetat puffert (ami a pNPG szubsztratra nézve 10 mM, az imidazolra nézve pedig 50 mM
koncentraciéju volt) és 1500 pl acetonitrilt mértem 6ssze.

- Reakcidelegy 3 : 2680 ul 0,1 M toménységii, pH 5,50 kémhatasu és 25 °C hémérsékleti

natrium-acetat puffert (ami a pNPG szubsztratra nézve 10 mM, az w-N-acetil hisztaminra nézve pedig

croc

- Reakcioelegy 4 : 1480 pl 0,1 M toménységii, pH 5,50 kémhatasu és 25 °C homérsékletii

natrium-acetat puffert (ami a pNPG szubsztratra nézve 10 mM, az w-N-acetil hisztaminra nézve pedig

crcr

4 mg ml™ koncentracioji enzimoldattal inditottam.

4.6.4.2 A HPAEC-PAD nagyhatékonysagu-folyadékkromatografias mérési modszer

A kromatografias berendezés egy Dionex BioLC rendszerbél (Sunnyvale, CA, USA) és a
hozza kapcsolt Dionex AS50 automata mintaadagolobol allt. A HPLC rendszer 20 pl térfogatu
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mintaadagolé hurokkal, CarboPac PA-1 (4mm x 250 mm) anioncserélé oszloppal és a hozza kapcsolt
CarboPac PA-1 (4 x 50 mm) el6tétoszloppal volt ellatva. A kromatografidt minden esetben
szobahémérsékleten ¢és 1 ml perc™? térfogatiram alkalmazasa mellett hajtottam végre. Az A jelil
mozgofazis 100 mM koncentracioji natrium-hidroxid oldat, amig a B jeli mozgofazis 100 mM
koncentracidju natrium-hidroxid (natrium-acetatra nézve 500 mM koncentracioji) oldat volt. A
mozgofazisokat folyamatosan nitrogén gaznyomas alatt tartottam. A B jeli mozgdfazis
koncentracidjanak 0-25 % értékre valo emelésével (25 perc alatt) linearis acetat gradienst hoztam 1étre
a mérések soran. Az oszlophoz egy Au mérd- és egy Ag/AgCl referencia elektroddal ellatott pulzalod
amperometrias detektor volt kapcsolva. A detektorban a mérés sordn alkalmazott potencialértékek
programja a Dionex technikai lefrasa alapjan (Dionex Technical Note 21) a ,,waveform A” szerint lett
beallitva. A mennyiségi meghatdrozashoz a belsd standardként szolgdldo melibiozbol
(0-D-Gal-(1—6)-D-Glc) 0,025 mg ml™ koncentracioju torzsoldatot készitettem. Az arpa B-glitkan di-
¢s oligoszacharidokat [laminaribioz (G3G), 3-O-B-cellobiozil-D-gliikopirandoz (G4G3G) és
3-O-B-cellotriozil-D-gliikopiran6z (G4G4G3G)] ebben a torzsoldatban oldottam fel tgy, hogy
koncentraciojuk 0,001 és 0,1 mg ml™ kozott véltozott, igy hét kiilonbozé koncentracioju standard
oldathoz jutottam. A bemért szénhidratokat a tomegmérés elott P,Os f6lott, vakuum alkalmazéasa
mellett tiz napig szaritottam. Az adatgyiijtést, feldolgozast és kiértékelést Chromeleon [6.8 (Dionex)]
szoftverrel végeztem. Az Osszes kalibracios gorbe masodfokt fliggvényekkel leirhatd volt

(R? = 0.98-0.99).
4.6.4.3 Az enzimoldat membransziirése

Mivel az alkalmazott B-gliikozidaz enzimkészitmény kis mennyiségben gliikozt és szacharozt
tartalmazott, a tovabbiakban elvégzett vizsgalatok elott a hasznalni kivant enzimoldattél ezeket el
kellett valasztanom. Az elvélasztashoz egy centrifugdlis membransziir6 egységet hasznaltam
készitettem, amit a membranszlird egységbe helyeztem, majd 4000 rpm fordulatszamon 15 percig
centrifugaltam. A szlirés utan a retentaitumot, a késdbbiekben is alkalmazott 0,02 M toménységii ¢s pH
5,50 kémhatasu natrium-acetat pufferrel higitottam vissza a kiindulasi koncentraciora (a permeatum
tomegmérése alapjan). A bemutatott szlirési miiveletet még egyszer megismételtem, hogy a
HPAEC-PAD rendszerrel vald mérés alapjan gliik6z és szacharéz mentes 8,2 mg ml™ koncentracioju

enzimoldatot kapjak a tovabbi vizsgalatok szamara.
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4.6.4.4 Az enzimkészitmények miikodésének vizsgadlata a tiszta arpa p-gliikan oligo- és diszacharid

szubsztrdtokon

Nativ enzim esetén: A kinetikai paraméterek meghatarozasahoz hasznalt reakcioelegyek olyan

5 ml térfogata 0,02 M toménységii és pH 5,50 kémhatasi natrium-acetat puffer oldatok voltak,
amelyek G3G szubsztratra 2,5 mg ml™, G4G3G szubsztratra 1,5 mg ml™ és G4G4G3G szubsztratra
nézve pedig 0,6 mg ml™ koncentracidjoak voltak. A reakciokat 0,015, 0,3 és 0,36 ml 8,2 mg ml™
koncentraciéju membransziirt enzimoldattal inditottam ¢és 23 °C  homérsékleten 150 rpm
fordulatszamon razattam Oket. A reakcioelegyeket és az enzimoldatot is egy adagold fecskend6hoz
kapcsolt szlirén (0,22 um) vald atpréseléssel sterilizdltam a felhasznalas elott. A G3G és G4G3G
szubsztratokat tartalmazo reakcidelegyekbdl 0,05 ml mintat vételeztem a kovetkezé idopontokban: 1,
10, 20, 30, 60, 120 és a 210. percben, amig a G4G4G3G szubsztrat esetén szintén 0,05 ml mintak
keriiltek kivételre a: 1, 60, 120, 240, 300, 390, 480 ¢s az 580. percben. A kivett mintakat olyan mérési
elegyekbe helyeztem, amelyek 0,5 ml acetonitrilt (ami 4 % ala tudta csokkenteni az enzimaktivitast),
0,05 ml 0,5 mg ml™* koncentracioju melibioz oldatot és 0,4 ml vizet tartalmaztak. A mérési elegyeket
ezutan 2 percig forraltam, hogy teljes mértékben inaktivaljam az enzimet, majd ujboli szlrést

(0,22 um) kovetden 20 ul térfogatot injektaltam a HPAEC-PAD rendszerbe.

Rogrzitett enzim esetén: A kinetikai paraméterek meghatarozasahoz hasznalt reakcioelegyek a

G3G ¢és a G4G3G szubsztratok esetén olyan 3,5 ml, amig a G4G4G3G szubsztrat esetén 3 ml térfogata
0,02 M toménységii és pH 5,50 kémhatdsu natrium-acetat puffer oldatok voltak, amelyek G3G
szubsztratra 1,5 mg ml™, G4G3G szubsztratra 1 mg ml™ és G4G4G3G szubsztratra nézve pedig 0,5 mg
ml* koncentracidjuak voltak. A reakciokat 130, 335 és 387 mg nedves allapota rdgzitett
enzimkészitménnyel inditottam és 23 °C homérsékleten 150 rpm fordulatszamon razattam oket. A
reakcioelegyeket itt is szliréssel (0,22 pm) sterilizaltam a felhasznalas elétt. A G3G és G4G3G
szubsztratokat tartalmaz6 reakcioelegyekbdl 0,05 ml mintat vételeztem a kdvetkezd idépontokban: 1,
3,5, 10, 20, 30, 60, 90, 150 ¢és a 240. percben, amig a G4G4G3G szubsztrat esetén szintén 0,05 ml
minték kertiltek kivételre a: 1, 60, 120, 180, 270, 390, 540 és az 720. percben. A kivett mintakat olyan
mérési elegyekbe helyeztem, amelyek 0,5 ml acetonitrilt (ami 4 % ala tudta csokkenteni az
mérési elegyeket ezutan 2 percig forraltam, hogy teljes mértékben inaktivaljam az enzimet, majd a mar

bemutaott sziirési (0,22 pm) eljarast kovetden 20 pl térfogatot injektaltam a HPAEC-PAD rendszerbe.
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4.6.4.5 Az Endo-(1—3),(1—4)-p-D-gliikan-4-gliikanohidrolaz (gliikandz) altal hidrolizalt darpa [5-

gliikan eldallitasa

A mikodési és kinetikai vizsgalatokhoz szubsztratként szolgald glikanaz (Megazyme, Lot
41001) hidrolizalt arpa B-gliikkdn eléallitasdhoz a Megazyme altal forgalmazott magas viszkozitasu,
tisztitott arpa B-gliikkant hasznaltam. Ebbdl a vizoldhato B-glikanbol 200 mg mennyiséget 100 ml
szobahémérsékletli vizben elkevertem, amit aztan 95 °C hdmérsékleten kevertettem a B-gliikkan teljes
oldodasanak eléréséig. Ezutan az oldatot keverés kdzben 50 °C hdmérsékletre hiitdttem és 10 ml
gliikandz enzimoldatot (250 U) mértem bele. Ezt az oldatot az enzimkezelés 3 6rés ideje alatt 50 °C
hémérsékleten kevertettem. Az igy kapott B-gliikkan hidrolizatumot 5 percre forrasban 1&v6 vizfiirdébe
helyeztem, hogy inaktivaljam az enzimet. A hidrolizatumot szobahdmérsékletre htitéttem €s 3000 rpm
fordulatszamon 10 percig centrifugaltam. A feliiluszOhoz 28 ml natrium-acetat puffert (0,1 M, pH
5,40) adtam, igy olyan natrium-acetat pufferoldathoz (0,02 M, pH 5,50) jutottam, amely a
B-glikozidaz enzim szamara optimalis pH érték biztositasa mellett (pH 5,50) tartalmazta a

szubsztratként szolgalo B-gliikkan hidrolizatumot.

4.6.4.6 Az enzimkészitmeények mitkodésének vizsgalata a glitkanaz altal hidrolizalt arpa p-gliikanon

Nativ enzim esetén: A Kinetikai paraméterek meghatarozasahoz hasznalt reakcidelegy az elobb

cre

bemutatott 15 ml p-gliikan hidrolizatumbol allt. A reakciot 0,6 ml 8,2 mg ml* koncentracidju
membranszirt enzimoldattal inditottam. A reakcidelegyet 360 percig razattam (150 rpm) 23 °C
homérsékleten. A reakcidelegyet és az enzimoldatot is ugyancsak sztiréssel (0,22 um) sterilizaltam a
felhasznalas el6tt. A reakcidelegybdl 0,1 ml mintat vételeztem a kdvetkezd idépontokban: 0, 4, 10, 20,
30, 60, 120, 240 ¢és a 360. percben. A kivett mintdkat olyan mérési elegyekbe helyeztem, amelyek
0,5 ml acetonitrilt, 0,05 ml 0,5 mg mi™? koncentracioju melibiéz oldatot és 0,35 ml vizet tartalmaztak.

A tovabbi 1épések az eldzdekben (4.6.4.4) leirtakkal megegyezdek voltak.

Rogzitett enzim esetén: A Kinetikai paraméterek meghatarozasahoz hasznalt reakcioelegy az

elébb bemutatott 7 ml B-gliikkdn hidrolizatumbol allt. A reakciot 676 mg nedves allapotu rogzitett
enzimkészitménnyel inditottam. Az elegyet 780 percig razattam (150 rpm) 23 °C homérsékleten. A
reakcioelegyeket ugyancsak sziiréssel (0,22 pm) sterilizaltam a felhasznalas el6tt. A reakcidelegyekbdl

0,05 ml minta lett eltavolitva a kovetkezd id6pontokban: 0, 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 127, 170, 250,
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330, 450, 600, 690 ¢és a 780. percben. A kivett mintakat olyan mérési elegyekbe helyeztem, amelyek
0,5 ml acetonitrilt, 0,05 ml 0,5 mg ml*t koncentraci6ju melibidz oldatot és 0,4 ml vizet tartalmaztak. A
tovabbi lépések az elézOekben (4.6.4.4) leirtakkal megegyezdek voltak.

4.7 Mérési eredményeim reprodukalhatésaga

Bemutatott mérési eredményeimet — a nagyszamu vizsgalat miatt — két parallel mérés atlagabol

hataroztam meg, ahol minden esetben a két eredmény kozotti eltérés 5 % értéken beliil volt.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 A PB-gliikoziddz enzim aktivitismérési médszerének Kkivalasztisa és az aktivitismérés

paramétereinek meghatarozasa

A B-glikozidaz aktivitasanak mérésére tobb moddszer all rendelkezésre, természetes vagy
mesterséges [-O-gliikozidok hidrolizisével. Kisérleti munkam elsé I€péseként az enzimaktivitds
meghatarozasara szolgald irodalmi moddszerek koziil, ki kellett valasztanom azt a mérési modszert,
amely az enzimrogzitési eljards vizsgalata és kidolgozasa sordn a leggyorsabban, megbizhatdan és a
legkisebb koltségraforditassal, szamomra megfeleld pontossagi eredményt szolgéltat. Ezek alapjan a
2.1.3 fejezetben ismertetett két mérési modszert taldltam alkalmasnak arra, hogy kisérleti munkam
soran hasznaljam 6ket. Az egyik esetben a cellobioz szubsztratbol a reakcid soran felszabadulo gliikoz
mennyiségét hataroztam meg kozvetett modon, amig a masik esetben
p-nitro-fenil-B-D-gliikkopiranozidot (pNPG) hasznaltam szubsztratként és a felszabaduld p-nitro-fenolt
kozvetlentiil fotometraltam.

A két mérési modszer dsszehasonlitdsahoz a 4.2.1 pontban bemutatott Sigma enzimkészitményt
hasznaltam ¢és az enzimaktivitas méréseket pedig a 4.5.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem el. Az
0sszehasonlitd vizsgalatokhoz a mérés koriilményeit a kovetkezd megfontoldsok alapjan valasztottam
meg:

- puffer oldat: a kisérleteket kétféle anyagi mindségii puffer oldatban végeztem el, egyrészt a
tanszéki tapasztalat alapjan a [-gliikozidaz aktivitasmérésére legalkalmasabbnak talalt
natrium-acetat, masrészt pedig az irodalomban emlitett citrat-foszfat puffert alkalmaztam
[GUEGUEN et al., 1997].

- pH érték: a méréseket két kiilonb6zd pH értéken végeztem el. Mivel a vizsgalat eldtt a
hasznalt enzimkészitmények pH optimumainak meghatdrozasat még nem hajtottam végre,
ezért tanszeki tapasztalat alapjan, a cellobidz szubsztrat hasznalata esetén optimalisnak talalt
pH 5,10 értéket valasztottam optimdlis pH értékként. A méréseket elvégeztem pH 4,00
értéken is, mivel ezzel kivantam modellezni tobbek kdzott a borokban is tapasztalhatd savas
koriilményeket.

- hémérséklet: a vizsgalatokat szobahdmérsékleten (25 °C) és a hasznalt enzimkészitményre
nézve optimalisnak tekintett 37 °C hdmérsékleten is elvégeztem.

Az eredményeket a 5. dbra mutatja be.
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A kiilonb6z6é mérési modszerek dsszehasonlitasa.

A kisérletek soran szerzett tapasztalataim alapjan kijelenthetd, hogy mind koltségraforditas
szempontjabol, mind pedig a mérés iddigényét tekintve a pNPG szubsztratot alkalmazdé modszer
szamomra elénydsebb volt. A mérési eredményekbdl kitlinik, hogy a hasznalt puffer anyagi min6sége
sem a pH érték, sem pedig a hdmérséklet tekintetében jelentds eltérést nem okozott az enzimaktivitasok
értékeiben. Ezért a tovabbi enzimaktivitdas méréseim soran minden esetben a pNPG szubsztratot
hasznaltam, 0,1 M toménységli natrium-acetat puffer alkalmazasa mellett. Amennyiben az elébb

ismertetett paramétereket megvaltoztattam, arra az adott fejezetben kiilon kitérek.

Meg kellett még hataroznom, hogy a hasznalt enzimkészitmények (Sigma és Fluka termékek), a
pNPG szubsztrat alkalmazasa esetén milyen pH értéken rendelkeznek maximalis aktivitdssal. A
méréseket a 4.5.5 fejezetben leirtak alapjan végeztem el 25 °C hdémérsékleten. Az egyes

enzimkészitmények aktivitasainak pH fliggését az 6. abra mutatja be.
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Az alkalmazott enzimkészitmények aktivitasainak pH fliggése.

Mind a két hasznalt enzimkészitmény esetében azt tapasztaltam, hogy az alkalmazott szubsztrat
mellett pH 5,50 értéken rendelkeztek maximalis aktivitassal, ezért a tovabbiakban minden
aktivitdsmérést az oldott enzimre nézve optimalisnak tekintheté pH 5,50 értéken végeztem, valamint

minden kisérlet soran a Fluka altal forgalmazott enzimkészitményt hasznaltam.

A fentiek soran kivalasztott mérési modszer és meghatarozott paraméterek mellett (0,1 M
natrium-acetat puffer pH 5,50 pNPG-re nézve 10 mM toménységii, 25 °C homérsékleten), a Fluka altal
eléallitott B-gliikozidaz enzim aktivitasa 10,54 pmol perc™ enzim mg™, amig a Sigma termék aktivitasa

3,64 umol perc™ enzim mg™ értéknek adodott.

5.2 Rogzitési eljaras vizsgalata

Az enzimrogzitési eljarashoz alkalmazott és a 4.2.2 pontban bemutatott hordoz6 kivalasztdsanal,
gyakorlati, technologiai és tudomadnyos szempontokat is figyelembe vettem:

- a hordozd kivélasztasa soran, biztos kiinduldsi pontot jelentett, hogy korabban mar

enzimkeverék

alkalmaztak hordozdanyagként szénhidratok hidrolizalasara

szolgalod
rogzitéséhez [CSANADI, 2008].

- a hordozoként haszndlt anioncseréld gyanta eldnyei a joO mechanikai tulajdonsag, az
egyszerll regeneralhatosag, emellett nem elhanyagolhatd szempont egyéb, kifejezetten
enzimrogzitésre kifejlesztett hordozokkal szemben az alacsony ara és, hogy itthon is

konnyen hozzaférhetd.
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- tudomanyos szempontbdl az emlitett hordoz6 haszndlatanak jelentdsége, hogy korabban
még a B-gliikozidaz enzim rogzitéséhez valod felhasznalasara nem kertilt sor.

Rogzitési kisérleteim sordn egy olyan kombindlt régzitési eljarast alkalmaztam, ahol elsé
Iépésként az enzimet adszorbealtattam a hordozd porusszerkezetéhez, amely soran Van der Waals
kotések, ionos kotések és hidrogénhidak alakulhatnak ki a hordoz6 és az enzimmolekula kozott. Ezek a
kotések — kiilondsen a magas ion és szubsztrat koncentracio esetén — nem elég stabilak, ezért a rogzitési
eljaras masodik Iépésében glutaraldehides kezelést alkalmaztam, ami egy stabilabb fehérje-struktura
kialakulasat eredményezi, a hordozon levd fehérjemolekulak Osszekapcsolasa révén. Ez a szerkezet a
leoldodasi veszély csokkenéséhez vezet [D’SoUzA & KUBAL, 2002; LOPEZ-GALLEGO et al., 2005]. Az
utobbi Iépésben tehat a glutaraldehid, mint kotéagens segitségével, a feliilethez adszorpcidosan kotddo
fehérjemolekulak kozott kovalens kotéseket alakitottam ki Schiff-bazis képzési reakcid alapjan,
egyfajta ,,enzimhalot” hozva létre ezzel a hordozdanyag feliiletén. Ennek a ,halonak™ és igy a
biokatalizatornak a stabilitasa anndl nagyobb, minél tobb a kotések szama, amelyek a glutdraldehid
koncentracidjanak ¢és a kezelés idejének emelésével novelhetok. Ugyanakkor a tulzottan magas
glutaraldehid koncentracid kedvezotlen hatasokkal is jarhat, mivel esetlegesen az enzim aktiv
centrumaban vagy annak kozelében kotddve a biokatalizator inaktivalodéasat okozhatja.

Az immobilizalasi eljaras kidolgozasa soran az emlitett két rogzitési 1épés kedvezd
paramétereinek megallapitasat kiilon-kiilon végeztem el, és ezek alapjan hataroztam meg a kombinalt

rogzitési eljaras szamara elonyos feltételeket.

5.2.1 A régzitési vizsgdlatok sordn alkalmazott kinetikus-leoldoddsi vizsgdlat elve

Az irodalomban jol ismert és a gyakorlatban is alkalmazott modszer, hogy a régzitési eljaras
utan a rogzitett enzimkészitményt addig mossak meghatarozott médon, amig a mos6folyadékban enzim
mar nem mutathato ki [GARGOURI et al., 2004]. Altaldban, az igy eldallitott készitmény aktivitasanak és
stabilitasinak meghatarozasat az elobb emlitett eljaras utan végzik el. A mddszer alkalmazasa esetén
azonban nem kapunk informaciot a kialakult koterd tulajdonsagairdl, valamint gyengébb kotések
esetén tovabbi leoldddassal lehet szamolni az enzimpreparatum, szubsztratot tartalmaz6 kdzegbe vald
helyezésekor. Az irodalomban az enzim stabilitasan, altalanossagban a katalitikus aktivitas stabilitdsat
értik. A tovabbiakban stabilitds alatt az enzim, hordozohoz vald kotddésének erdsségét és ennek a
kapcsolat meglétének tartossagat fogom érteni.

A rogzitett enzimek miikodési stabilitdsanak vizsgdlatdra kordban olyan irodalmi moddszert
alkalmaztak [EsAwY & COMBET-BLANC, 2006; KAPOOR & KUHAD, 2007], amelynek 1ényege, hogy a
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rogzitett enzimet az ipari alkalmazas koriilményei kozott tobb ciklusban hasznaljak fel, és aktivitasat a
ciklusok végén meghatarozzak. Ebben az esetben, a technoldgiatdl fliggden az egyes ciklusok tal sok
idot vesznek igénybe (Orakat, napokat) ahhoz, hogy a rdgziilt enzimfehérje leoldodasanak és/vagy
inaktivalodasanak kinetikaja nyomon kovethetd, ezaltal a kialakult k6tddési erd jellemezhetd legyen.
Ezért egy specialis modszer kidolgozédsa volt sziikséges az altalam alkalmazni kivant kétlépéses,
kombinalt rdgzitési technika vizsgalatahoz. Az elébb bemutatott miikodési stabilitas vizsgalat
atdolgozasaval megalkottam a szamomra megfeleld Gn. kinetikus-leoldodasi vizsgalatot [RADVA et al.,
2011], amellyel egyszerre hatarozhatd meg az immobilizalt enzimkészitmény aktivitasa és a ,,rogziilt
enzimaktivitds leoldoddsa” alapjan annak stabilitdsa. Az eljards lényege, hogy a jellemezni kivant
preparatumot kozvetleniil a rogzitési eljaras utan, tobb aktivitdsmérési cikluson keresztiil vizsgaljuk, a
4.5.3 fejezetben ismertetett moédon. A ciklusok soran, a rogzitett enzimkészitmény aktivitas értékeinek
valtozasa alapjan lehet kovetkeztetni a hordozo és az enzimmolekula kozott kialakult kotderd
tulajdonsagaira. Az egyes aktivitasmérési elegyekben a kezelés hatasara ,leoldodott enzimaktivitas” 1S
meghatarozasra keriilt, amely alapjan kovetkeztetni lehetett, hogy a rogzitett készitmény esetleges
aktivitascsokkenésének hatterében az enzimfehérje hordozon torténd inaktivalodasa, vagy pedig a
feliiletrdl valo leoldodasa 4llt.

Ez a médszer kiilondsen jol alkalmazhato volt az altalam hasznalt rogzitési eljaras vizsgélatara
(az elsé Iépésben gyengébb adszorpcios kotéseket alakitottam ki a hordozd és az enzimmolekula
kozott, majd az igy rogzitett enzim stabilitasat glutaraldehides kezeléssel noveltem), mivel a két eltérd
kémiai kotés kialakitasahoz sziikséges paraméterek, elkiilonitve voltak vizsgalhatok. A modszer tehat
lehetové tette, hogy nyomon kdvessem az immobilizaldsi eljaras egyes lépéseinek és a kornyezet

paramétereinek hatasat a rogzitett enzimkészitmény aktivitasara és stabilitasara.

5.2.2 Adszorpcios rogzitési eljaras vizsgalata

A kombinalt rogzitési eljaras vizsgalatanak elsd 1épéseként, az adszorpcios kotddés kialakulasat
befolyasold paraméterek vizsgalatat végeztem el, amelynek sordn a pH, s6 koncentracio, hdmérséklet
¢s a szubsztrat jelenlétének hatasat vizsgaltam. Ebben a fejezetben fogom tovadbbd bemutatni a
Kinetikus-leoldodasi vizsgalat gyakorlati alkalmazasat és az enzim-hordozd kozott kialakulo

adszorpcids kotésekre jellemzd leoldodasi kinetikat is.
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5.2.2.1 A pH és a so koncentracio hatdsa az adszorpcios kotodés kialakulasara

Altalanosan elmondhaté, hogy a gyenge kotéerék miatt, az adszorpcios kotések kialakulasat és
stabilitasit mind a kozeg s6 koncentracidja, mind pedig kémhatdsa nagyban befolyasolja
[BALLESTEROS et al., 1994]. Ezért az adszorpcids rogzitési eljarasok soran az alacsonyabb toménységii
puffer oldatok hasznalata ajanlatos [WOODWARD, 1985]. Ezen megfontolasok alapjan szerettem volna
megallapitani, hogy az altalam hasznalt hordozé és enzim esetében hogyan befolyasolja a kozeg
kémhatésa €s s6 koncentracidja a rogzités hatasfokat.

A rogzitési eljarast a 4.4.2 fejezet alapjan végeztem el, amely soran mindig 20 mg széaraz
allapoti hordozot mértem ki és ezekre kiilon-kiilon 1 ml vizet, 0,01 M és 0,1 M toménységii
natrium-acetat puffert (pH 5,50) mértem, amelyek mindegyike 2 mg ml* koncentraciéju volt az
enzimre nézve. A razatas végén a rogzitett enzimet szlirtem, mostam (minden esetben a rogzitéshez
hasznalt kozeggel), majd a 4.5.3 pontban ismertetett modon vizsgaltam. Az eredményeket a 7. abra

mutatja be.
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7. abra

crer

A rogzitési eljaras utan, a mosdfolyadékok enzimaktivitdsa alapjan megéallapithatd volt, hogy a
mosasi eljaras nem okozott enzim leoldodast (vagy csak inaktivalodott enzimek oldodtak le). Minden

esetben addig végeztem a vizsgalatokat, amig a rogzitett enzim aktivitdsa az el6z6 ciklusban mért
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aktivitassal kozel megegyez6 nem volt (ez altalaban négy enzimaktivitds mérési ciklus végrehajtasat
jelentette). Itt szeretném bemutatni a kinetikus-leoldodasi vizsgalat soran tapasztalhatd, az adszorpcios
kotddésre altalanosan jellemzd ,,aktivitas leoldodéas” kinetikajat, a hasznalt aktivitdsmérési kémhatas
mellett (pH 5,50). A rogzitési eljaras utan, minden esetben az els aktivitasmérési ciklusban
tapasztalhatd a legnagyobb aktivitas, amely aktivitas a kovetkezd ciklusok soran egy forditott telitési
gorbéhez hasonlé modon csokken. Ennek hatterében tobbek kozt az adszorpcios kotédésben résztvevo
kiilonbozo erdsségli kotések allhatnak. A vizsgalatok sordn minden esetben a ciklusok végén, az
aktivitdsmérési elegyek feliiluszoinak aktivitdsat is meghataroztam, amelyekbdl szintén az
enzimleoldodas mértékére lehetett kovetkeztetni, és eredményei igazoltdk a leoldodds mértékének
csokkend kinetikajat. Az adszorpcios kotddés vizsgalatai soran, a leoldodasi kinetikan tul, szdmomra az
elsé ciklusban mérhetd aktivitds volt a legfontosabb, mivel tulajdonképpen ezt a felvitt aktivitast
stabilizaltam a rogzitési eljaras masodik 1épésében a glutaraldehides kezeléssel.

Az eredmények alapjdn nem vart modon a toményebb (0,1 M) ndtrium-acetat puffer
alkalmazasa esetén mértem a legnagyobb aktivitas értéket az elsd ciklusban. Ennek hatterében a sé
koncentraci6 pH befolydsold hatasa allhatott. Megfigyeltem, hogy a magasabb s6 koncentracio,
magasabb pH értéket eredményezett a rogzitési eljaras végére az elegyben, amelynek oka egy részleges

crer

hidroxid-actat anion csere lehetett a hordoz6 és a kozeg kozott. A pH 5,50 és 0,1 M koncentracioja
(pH 5,50) esetén 7,5, amig a viz esetében a pH érték valtozatlan (7,0) volt. A B-glikozidaz enzim
izoelektromos pontja pH 5,5, ezért az efolott elhelyezkedd pH értékek mellett az enzim negativ
toltéssel rendelkezik. Mivel a s6 koncentracidojanak emelése a kozeg pH értékét is emelte, ezért az
enzim feliiletén is nagyobb negativ toltés keletkezhetett, amely eldsegithette az enzim kotodésének
mértékét az anioncseréld feliiletéhez.

GOMEZ és munkatarsai (2009) B-glikozidaz enzim SBA-15 szilikagélre vald adszorpcids
rogzitése soran szintén arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a rogzitési elegy pH értékének helyes
megvalasztasa az elsddleges szempont. Esetiikben a legjobb eredmény a rogzitési elegy pH 3,5 értéke
mellett volt elérhetd, ahol a hordozd negativ, amig az enzim pozitiv toltéssel rendelkezett.

A tovabbiakban tehat rogzitési kozegként minden esetben 0,1 M natrium-acetat puffert

(pH 5,50) hasznaltam.
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5.2.2.2 A hémérséklet hatasa az adszorpcios kotodes kialakulasara

Mivel az adszorpcios kotések kialakuldsdra és stabilitdsara nem csak az elobb vizsgalt so
koncentracid6 ¢és kémhatds, hanem a rogzités soran fenntartott homérséklet is hatassal lehet
[BALLESTEROS et al., 1994], ezért megvizsgaltam, hogy a kiilonboz6 homérsékleten végzett rogzitési
eljarasok hogyan befolyasoljak a hordozora felvihetd aktivitasértékeket. A rogzitési eljarast a 4.4.2
fejezet alapjan végeztem el, amely sordn 20 mg széaraz allapoti hordozét mértem ki €s ehhez 1 ml
2 mg ml? koncentricioju enzimoldatot adtam. A 24 6ras razatast (150 rpm) 25 °C és 10 °C
hémérsékleten végeztem el, ami utdn a rogzitett enzimet szlirtem, mostam, majd a 4.5.3 pontban
ismertetett modon vizsgaltam.

Az eredmények alapjan, a rogzités soran alkalmazott hdmérséklet sem a felviheto aktivitasban,
sem pedig a leoldodas kinetikajaban szamottevd eltérést nem okozott. Feltételezésem szerint a
hémérséklet csak az adszorpcios kotések kialakulasanak sebességére lehetett hatassal.

GOMEZ és munkatarsai (2009) B-glikozidaz enzimet rogzitettek adszorpcidsan SBA-15
szilikagélre, €s azt tapasztaltak, hogy szobahdmérsékleten adott hordozora a maximalisan régzithetd
fehérjemennyiség eléréséhez 7 ora volt sziikséges. Ezért az adszorpcids rogzités sebességére vonatkozd
vizsgalatokat nem folytattam, mivel az adszorpcios enzimrogzitési 1épéshez minden esetben 24 6rés
kezelési id6t alkalmaztam.

Az eredmények ismeretében, a rogzitési eljarast a tovabbiakban szobahémérsékleten végeztem

el.

5.2.2.3 Szubsztrat jelenlétének hatasa az adszorpcios kotodés kialakulasara

A rogzitési eljaras soran az enzim aktiv konformaciojat stabilizalni képes szubsztrat jelenléte
elonyds lehet, amelyet az Alkalmazott Kémia Tanszéken folytatott korabbi munkdk mar igazoltak
[BALOGH et al., 2004], ezért meg kivantam hatarozni, hogy az altalam alkalmazott adszorpcios
rogzitésre milyen hatast gyakorol a szubsztrat jelenléte. A rogzitési eljarast a 4.4.2 fejezet alapjan
végeztem el, amely soran 20 mg szaraz allapotu hordozét mértem ki és erre 1 ml 2 mg ml?
koncentracidju enzimoldatot mértem. A 24 Orads razatdst szubsztrat jelenléte nélkiil és szubsztrat
jelenlétében is elvégeztem. Mivel az enzimaktivitas mérések soran alkalmazott pNPG szubsztrat
jelenlétében az enzimaktivitds magasabb, mint a cellobidoz szubsztrat mellett és a mesterséges

szubsztrat haszndlata koltségesebb is, ezért a rogzitési eljarashoz cellobidzt hasznaltam szubsztratként,
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amellyel a rogzitési elegyet képzd enzimoldatot 25 °C homérsékleten telitettem. A rogzitett enzimet a
folyamat végén sziirtem, mostam, majd a 4.5.3 pontban ismertetett modon vizsgaltam.

Mivel a kezelés soran jelen levé szubsztrat sem a rogziilt aktivitas értékére, sem pedig a
leold6dés kinetikajara nem gyakorolt hatast, ezért a tovabbi rogzitési kisérleteim soran az adszorpcios

kotések kialakitashoz szubsztratot nem alkalmaztam.

5.2.2.4 A hordozohoz adszorpciosan régzithetd aktivitas és enzimfehérje mennyiség meghatdrozdsa

A hordozé maximalis enzimterhelése azt a legnagyobb elérhetd enzimaktivitdst jeleneti,
amelyet adott mennyiségli hordozon rogziteni lehet. Fontos a nagy enzimterhelés elérése, mert ezzel
csOkkenteni lehet a sziikséges bioreaktor-térfogatot, azonban egyes esetekben a nagy enzimterhelés
elérése aranytalanul nagymértékben novelheti a rogzitett enzimkészitmény eldallitdsanak koltségét.
Hogy a hordozé mennyire terhelhetd fehérjével, az egyrészt a hordozon elhelyezkedd, hozzéaférhetd
aktiv csoportok szamatol, masrészt a hordozo fajlagos feliiletétdl és a fehérjemolekula méretétdl fiigg.

Ebben a vizsgalatban, az elébbiekben meghatarozott kedvezd paraméterek alkalmazasa mellett,
a rogzitési elegy anyag- és aktivitasviszonyainak valtoztatasaval a kedvezé enzim-hordozo aranyt,
valamint a hordozora maximdlisan felvihetd aktivitast kivantam megallapitani. Az adszorpcids
rogzitési eljarast a 4.4.2 pontban ismertetett médon végeztem el, amely soran minden esetben 20 mg
szaraz allapoti hordozohoz, 1 ml 0,1 M natrium-acetat (pH 5,50) pufferrel kialakitott enzimoldatot
adtam. Az igy bevitt enzimmennyiségek 0,1-10 mg értékek kozott valtoztak. A régzitési eljaras utan,
meghataroztam az els6 ciklusban mérhetd enzimaktivitasokat, valamint ezek alapjan a rogzités hozamat
€s az egyes rogzitési elegyek feliiliszojanak a rogzités végén tapasztalhatd aktivitasat. Az elséd

ciklusban mért enzimaktivitasokat a 8. abra mutatja be.
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8. abra

A hordozora adszorpcidsan felviheté enzimaktivitasok.

1. tablazat: Az adszorpcids kotddés esetén tapasztalhatd rogzitési hozamok és a rogzitési elegyek,
rogzités végén tapasztalhato aktivitas értékei.

Bevitt enzimmennyiség

(enzim mg szaraz hordozé 20 mg™) 01 05 1 2 4 6 10

Rogzités hozama (%) 22,5 20,7 18,6 17,7 13,6 9,6 5,22

Rogzitési elegyek, rogzités végén mérhetd

e 11 0,03 0,24 1,65 296 8,38 21,17 40,17
aktivitasa (umol perc” ml™)

Adott mennyiségli hordozd esetében tehat azt vizsgéaltam, hogy a bevitt enzimmennyiség
novelésével hogyan valtozik a rogzilt aktivitas. Kezdetben ez az 6sszefliggés megkozelitdleg linearis
ndvekedést mutatott, majd nagyobb enzimmennyiségek esetében az aktivitasok ndvekedésének mértéke
csOkkent, amig egy maximalis érték elérése utan a rogzitett enzimaktivitds csokkend tendenciat
mutatott. Ez a csokkenés azaltal is bekovetkezhetett, hogy a fehérjemolekulak sszetorlodasa a hordozo
feliiletén csokkentette a szubsztrat hozzaférhetdségét az enzimmolekuldk szdméara [ENGASSER &
HORVATH, 1976]. Ennek masik oka a hordozd porusszerkezetébdl adodo difftzios problémak, vagy a
két emlitett hatés egylittes eredménye is lehetett. A vartnak megfelelden az enzimbevitel ndvelésével a
rogzitési elegyek, rogzités végén tapasztalhato aktivitas értékei novekedtek.

A rogzitési eljards hozamat direkt modon a rogzitett aktivitasok értékeibdl hatdroztam meg,

amir6l elmondhatd, hogy a bevitt enzimmennyiség novelésével csokkent és az igy elérhetd maximalis
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hozam 22,5 % volt (1. tablazat). Adott 20 mg szaraz hordozo esetében a legnagyobb elérhetd aktivitast
(a 8. abra szerint 254,72 pmol perc” szaraz hordozé g') 6 mg enzim bevitelével értem el, ahol a
rogzités hozama minddssze 9,6 % volt. Gazdasagossagi szempontbdl azonban a linedrisnak tekinthetd
szakasz végén elhelyezkedé 2 mg enzim bevitele ajanlott adszorpcids rogzités esetén, mivel magas
aktivitas elérése mellett (a 8. dbra szerint 157,28 umol perc™ szaraz hordozé g™) a hozam 17,7 %, ezért
a tovabbi vizsgalataim soran is ezt az enzim-hordozoé aranyt alkalmaztam.

GARGOURI ¢és munkatarsai (2004) szintén az adszorpcids rogzités lehetdségét vizsgaltak
kiilonb6z6 Amberlite hordozok felhasznalasaval: Amberlite (IRA 67, XAD 4, XAD 7), olyan
B-gliikozidaz enzim esetében, amelyet Sclerotinia sclerotiorum torzsbdl izolaltak. A rogzités hozamai
rendre 6,5 %, 1,33 % és 1,6 % voltak, amelyek tobbnyire gyengébbnek tekinthetOk az altalam elért
hozamoknal (5,22 % - 22,5 %). Azt azonban meg kell jegyezni, hogy a szerzdk sem a rogzitési elegy
paramétereinek, sem pedig az enzim-hordozo aranyanak hatasat nem vizsgaltak, hanem alland6 enzim-
hordoz6 arany [0,1 ml enzimoldat (32 U/ml) - 500 mg hordozo] és rogzitési paraméterek (1 ora
kevertetés 4 °C hdmérsékleten) mellett dolgoztak.

Az elvégzett kisérlet soran, két kiilonb6z0 mérési modszer segitségével allapitottam meg a
hordozéhoz adszorpcidsan rogzithetd enzimfehérje mennyiségét. Az egyik esetben a 4.5.2.1 fejezetben
leirt modon, a rogzitési elegyek feliiliszoinak aktivitdsa alapjan, indirekt modon hataroztam meg a
rogziilt fehérje mennyiségét. A masik, egy az irodalomban is alkalmazott spektrofotometrias médszer
(GOMEZ et al., 2009; WU et al., 2007), amelynek elvi alapja, hogy az aromas aminosavak 280 nm
kornyékén elnyelési csucsot mutatnak. A modszer gyors €s egyszeri, azonban csak ugyanazon fehérjék
kiilonb6zo oldatainak Osszehasonlitdsara alkalmas. Az altalam hasznalt oldott B-gliikkozidaz 277 nm és
279 nm kozott mutatott elnyelési maximumot, ezért az irodalmi gyakorlattol eltér6 modon, 280 nm

helyett 278 nm hullimhosszon hataroztam meg a kiilonb6z6 oldatok abszorbanciaja alapjan a

crer
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9. abra

A B-gliikozidaz koncentracio meghatarozashoz tartozo kalibracios egyenes.

Nem csak az enzimaktivitdson alapuld meghatarozdshoz, hanem a spektrofotometrids
moédszerhez is megfeleld kontroll oldatok alkalmazasa volt sziikséges. [gy az aktivitismérésen alapuld
modszerrel megegyezd modon, nem csak a rogzitéshez hasznalttal azonos koncentracioju
enzimoldatokat tettem fel razatni, a rogzités idejével megegyezd idére, hanem az alkalmazott puffer
oldat-hordoz6 elegyét is. Ez utdbbit hasznaltam vakprobanak a rogzitési elegy feliiliszojanak

spektrofotometrias méréséhez.

2. tablazat: A két kiilonb6z6 mérési modszerrel meghatarozott rogziilt fehérje mennyiségek.

Bevitt enzimmennyiség

. p g 01 0,5 1 2 4 6 10
(enzim mg széraz hordozé 20 mg™)

A rogzilt fehérje mennyisége afelilisz6 oo o oo o g0 843 827 747 668
aktivitasa alapjan (%)
A rogziilt fehérje mennyisége
spektrofotometrias meghatdrozas alapjan n.a. 86,9 81,7 75,6 683 624 58,6
(%)

Az irodalom alapjan A4ltalanossdgban elmondhatd, hogy a kiilonbozd, fehérje mennyiség
meghatérozasara szolgald modszerek adott fehérje oldat esetén is adhatnak eltéré eredményeket. En is
ezt tapasztaltam a méréseim soran (2. tabldzat), azonban mind a két mérési moddszer esetében
megallapithato volt, hogy a vart moédon a bevitt enzimfehérje mennyiségének novelésével a rogziilt
mennyiségek aranya csokkent. A spektrofotometrias modszer azonban kis fehérjekoncentracio esetében
nem volt alkalmazhato, mivel érzékenysége nem volt elegendd a feliiluszo vizsgalatahoz. Habar mind a

két mérési modszer esetén igyekeztem a megfeleld kontroll oldatokat alkalmazni, mégis
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eléfordulhatott, hogy a 24 6ras razatas sordn a hordozot is tartalmazo rogzitési elegyben az enzimek
inaktivalédasa nagyobb volt, mint a hordozét nem tartalmazé kontroll elegyben. Ez lehetett az oka
annak, hogy a rogzitési elegy enzimaktivitasa alapjan, indirekt modon torténd meghatarozas soran
nagyobb rogziilt fehérjemennyiséget allapitottam meg. Ezek értelmében a spektrofotometrids mérési
modszer alkalmasabb lehet a rogziilt fehérje mennyiségének meghatarozasara. A spektrofotometrias

vizsgalat tovabbi nagy elonye, hogy a mérés gyors és gazdasagos.

5.2.3 A glutaraldehides kezelési eljaras vizsgalata

A kombinalt rogzitési technika tanulmanyozasanak masodik l1épéseként annak a glutaraldehides
kezelésnek a vizsgalatat végeztem el, amellyel az adszorpcidosan rogzitett enzimek kotddését
stabilizaltam a hordozoéhoz. Mivel a hordoz6 kémiai szerkezete nem teszi lehetdvé, hogy a
glutaraldehiddel kovalens vagy mas egyéb kémiai kotést alakitson ki, ezért az enzim és a hordozo
kozott glutaraldehiddel kialakitott kotés lehetdségét nem vizsgaltam. Feltételezésem szerint a hordozé
feliiletén egymashoz kozel elhelyezkedd enzimek kozott voltak keresztkotések kialakithatok. A
kezelési 1d6, kémhatas, glutaraldehid koncentracid €s a szubsztrat jelenlétének hatdsat vizsgaltam a
rogzités hatasfokara nézve, valamint az enzim-hordoz6 kozott, a kombinalt rogzitési eljarassal
kialakithatd kotédésre jellemz6 leoldodasi kinetikat is be fogom mutatni. Olyan rogzitett
enzimkészitmény eldallitasara torekedtem, amely az oldott enzim esetében optimalisnak tartott pH 5,50
értéken stabilnak tekinthetd.

A tovabbiakban az adszorpcios rogzitést mindig a kovetkezOképpen végeztem el: 20 mg szaraz
hordozéra 1 ml 2 mg ml™* koncentracioji 0,1 M natrium-acetat pufferrel (pH 5,50) kialakitott
enzimoldatot mértem, és az elegyet 24 oran keresztiil 25 °C hémérsékleten razattam (150 rpm). A
rogzités végén a feliiliszot dekantaltam és a 4.4.2 pontban leirt modon végeztem el a glutaraldehides

kezelést.

5.2.3.1 A glutdaraldehides kezelés idejének hatdasa a régzitési eljdaras hatasfokara

Az enzimmolekuldk kozotti keresztkotések kialakitdsdnak idStartama fontos tényezd, hiszen
ennek helyes megallapitasa dontden befolyasolja a kialakitott enzim-hordozé struktura stabilitasat. Tul
rovid ideig tartd kezelés esetében a biokatalizator stabilitdsa nem lesz megfeleld, a tal hossza
kezeléskor viszont az enzim aktivitdsanak csokkenése kovetkezhet be. Szénhidratok hidrolizalasara

szolgalo enzimkeverék, hasonld eljarassal valo rogzitése soran azt tapasztaltdk, hogy a glutaraldehides
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kezelés esetében 0,25 %(m/V) koncentracioju glutaraldehid oldat hasznalata és 15 perces kezelési id6 a
legmegfelel6bb [CSANADI, 2008]. Kisérleteimet ezen adatok alapjan kezdtem meg ¢és azt vizsgaltam,
hogy a kezelési id0 milyen hatdssal van az elérhetd aktivitasra €s stabilitasra, adott glutdraldehid
koncentracié mellett.

A glutaraldehides kezelést a 4.4.2 fejezetben leirtak szerint a kdvetkezoképpen végeztem el: az
adszorpcids rogzités utan a nedves hordozokhoz 2 ml 0,1 M natrium-acetat puffert (pH 5,50) adtam,
(150 rpm), majd a rogzitett enzimet sziirtem, mostam és a 4.5.3 pontban ismertetett moédon vizsgaltam.
Az eldkisérletek soran az irodalmi adatokkal megegyezéen [HERZOG & FAHIMI, 1974] azt tapasztaltam,
hogy a glutaraldehides kezelés nagymértékben csokkentette a rogzitett enzimkészitmény aktivitasat, az
adszorpcids rogzités soran kapott aktivitasértékekhez képest. Azt is megallapitottam, hogy CSANADI
(2008) altal, hasonld rogzités soran alkalmazott 15 perces glutiraldehides kezelési idd, tlsagosan
nagymértéki aktivitascsokkenést eredményezett az altalam hasznalt B-glilkoziddz enzim esetében, ezért

rovidebb kezelési idoket alkalmaztam a vizsgalataim sordn. Az eredményeket az 10. dbra mutatja be.
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10. abra

A glutaraldehides kezelési id0 hatasa a rogzitési eljaras hatasfokara.

Minden esetben addig végeztem a vizsgédlatokat, amig a rogzitett enzim aktivitdsa az el6z6
ciklusban mért aktivitassal kozel megegyezd nem volt (ez az adszorpcios rogzitéssel megegyezden

négy enzimaktivitds mérési ciklus végrehajtasat jelentette). Itt mutatom be a Kinetikus-leoldodasi
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vizsgalat sordn tapasztalhatd, a kombinalt rogzitési eljarassal kialakithatdo kotddésre altalanosan
jellemzé ,aktivitds leoldodas™ kinetikdjat, a hasznalt aktivitdismérési kémhatas mellett (pH 5,50). A
rogzitést kovetd aktivitasmérési ciklusok soran, kezdetben aktivitdsndovekedés volt megfigyelhetd,
amely utan az egymast kovetd ciklusokban az aktivitas értékek kozel allandoak voltak, vagyis pH 5,50
értéken a rogzitett enzim stabilnak tekintheté volt. Ez a novekedés feltehetéen a glutdraldehiddel
rogzitett ,.enzimréteg” kedvezd térszerkezeti modosuldsanak eredménye, amely minden bizonnyal a
szubsztrat jelenlétének kovetkezménye. A vizsgalatok soran minden esetben a ciklusok végén, az
aktivitasmérési elegy feliiliszojanak aktivitasat is meghataroztam, ebbdl az enzimleoldédas mértékére
lehetett  kovetkeztetni. Egyik feliiluszo6 esetében sem volt kimutathatd enzimaktivitas
(<0,01 umol perc? mI™), ez arra utal, hogy enzimleoldodas nem tortént vagy pedig inaktivalodott
enzim oldodott le.

Az eredmények alapjan j61 megfigyelheté volt a glutaraldehides kezelés idejének hatasa az
elérhetd enzimaktivitdsokra, vagyis a kezelési 1d6 csokkentésével az elérhetd aktivitds értekek
novekedtek. A Kinetikus-leoldodasi vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy mind a harom alkalmazott
kezelési 1d6 mellett pH 5,50 értéken vald felhasznéalaskor stabil enzimkészitményekhez jutottam. Az
alkalmazott 0,5 perces kezelési id6 viszont annyira rovid, hogy technologiai szempontbdl nehezen
kézben tarthatd, ezért az 1 perces kezelési 1d6t tekintem kedvezOnek ¢€s a tovabbi vizsgalataim sordn is

ezt alkalmaztam.

5.2.3.2 Kiilonbozo pH értékeken végzett glutaraldehides kezelés hatdsa a rogzitési eljaras hatasfokara

A hidrogénion-koncentracid6 a rdgzitési reakcioelegyekben meghatdrozza az enzimek
aminosav-oldallancainak reaktivitasat [BALLESTEROS et al., 1994], ami hatassal lehet az altalam
alkalmazott glutaraldehides keresztkotések kialakitasara. Ezért meg kivantam hatdrozni, hogy a
glutaraldehides kezeléshez alkalmazott kzeg kémhatasa hogyan befolyésolja a rogzités hatasfokat.

A glutaraldehides kezelést a 4.4.2 fejezetben leirtak szerint a kvetkezOképpen végeztem el: az
adszorpcids rogzités utdn a nedves hordozokhoz kiilon-kiilon 2 ml 0,1 M natrium-acetat puffert
(pH 5,50 és pH 7,50) és 2 ml vizet (pH 7,00) adtam, amelyek mindegyike glutaraldehidre nézve
0,25 %(m/V) koncentracioju volt. Az elegyeket 1 percig razattam (150 rpm), majd a rogzitett enzimet
sziirtem, mostam €s a 4.5.3 pontban ismertetett modon vizsgaltam.

Mivel sem a kezeléshez alkalmazott kozeg kémhatdsa sem a so jelenléte az elért aktivitas
értékekben eltérést nem okozott, ezért a tovabbi rogzitési kisérleteim soran a glutaraldehides

kezeléshez 0,1 M natrium-acetat puffert (pH 5,50) alkalmaztam.
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5.2.3.3 A glutaraldehid koncentrdcio hatdsa a rogzitési eljaras hatdasfokara

A rogzités masik fontos tényezdje a keresztkotések kialakitasara alkalmazott reagens, munkdm
esetében a glutaraldehid, megfelelé koncentracidjanak megéllapitasa. Ennek novelésével a kialakitott
enzim-hordozé struktara stabilitasa novekedhet, azonban tul magas koncentracio esetében az enzim
aktiv centruma sériilhet és ezaltal a fajlagos aktivitas értéke csokkenhet, tovabba az alkalmazott
glutaraldehid koncentracid a kialakitott keresztkotések helyét (enzim-enzim vagy adott enzimfehérje
alegységei kozotti kotések) is befolyasolja [ZABORSKY, 1974; MIGNEAULT et al., 2004]. Ezért foként
enzim-enzim keresztkotések kialakitasa érdekében, a keresztkotési eljarasokhoz alkalmazott
glutaraldehid koncentraci6 0,125-10 %(m/V) kdzott szokott valtozni [BALOGH et al., 2005; CSANADI &
SiIsAK, 2006].

Az el6zbleg meghatarozott paraméterek alkalmazasa mellett megvizsgaltam a glutaraldehid
koncentracidjanak hatasat az elérhet6 maximalis aktivitasra, valamint stabilitdsra. A glutaraldehides
kezelést a 4.4.2 fejezetben leirtak szerint a kdvetkezoképpen végeztem el: az adszorpcios rogzités utan
a nedves hordozokhoz 2 ml 0,1 M natrium-acetat puffert (pH 5,50) adtam, amelyek glutaraldehidre
nézve adott koncentracidjuak voltak [%(m/V) — abran ,,%” jelolés]. Az elegyeket 1 percig razattam
(150 rpm), majd a rogzitett enzimet sziirtem, mostam ¢€s a 4.5.3 pontban ismertetett modon vizsgaltam.

Az eredményeket az 11. dbra mutatja be.
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11. abra

A kezeléshez alkalmazott glutaraldehid koncentracio6 hatasa az elérhetd aktivitasra és stabilitasra.
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A Kkinetikus-leoldodasi vizsgalat eredményei igazoltak, hogy adott koriilmények mellett a
maximalis aktivitdisok ndvekednek. Ez a novekedés azonban atmeneti, mivel a glutaraldehid
koncentracidjanak csokkentésével, a feliileten elhelyezkedd enzimek kozott kialakitott keresztkotések
szama is csOkken, ezaltal a kialakitott ,,enzimréteg” veszit stabilitasabol. Jol megfigyelhetd, hogy amig
0,25 %(m/V) koncentracido alkalmazasa mellett még stabil rogzitett enzimkészitményhez jutottunk,
addig az alacsonyabb koncentraciok esetén mar a rogziilt enzimek leoldédéasaval kellett szamolni. A
0,1 %(m/V) koncentraci6 alkalmazasa esetén, a vizsgalat soran kezdetben a kombinalt rogzitési
eljarasra jellemzd aktivitasnovekedés volt megfigyelhetd, ami a tovabbi ciklusok sordn az adszorpcids
az adszorpcids kotddésre jellemzd leoldodasi kinetikdju rogzitett enzimkészitményhez vezetett,
azonban a leoldddas sebessége kisebb mértékii volt, mint az adszorpcios kotddés esetén.

Az elmondottak értelmében lathato, hogy az alkalmazott glutaraldehid koncentracio, az elérhetd
aktivitas €s stabilitas fliggvényében egy optimum ponttal rendelkezd gorbét ad. Ennek szemléltetésére a

negyedik ciklusban mérhetd aktivitdsokat a koncentraciok fliggvényében abrazoltam (12. abra).
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Az elébb bemutatott eredmények alapjan a 0,1 és 0,025 %(m/V) koncentraciok alkalmazasa
esetén a negyedik ciklus utdn is tovabbi ,aktivitds leoldodéssal” kell szdmolni, azonban a fenti
abrazolassal elvi hibat nem kdvetek el, mert ez a tény csak az optimum gorbe felfutasat befolyasolja, az

optimum értékre hatdssal nincs. A keresztkotések kialakitdsahoz alkalmazott koriilmények mellett,
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0,25 %(m/V) koncentracioju glutaraldehid oldat alkalmazas a kedvezd, ezért tovabbi kisérleteim soran

1s ezt a koncentracid értéket alkalmaztam.

5.2.3.4 Szubsztrat jelenlétének hatasa a glutaraldehides kezelés hatdsfokara

Kovalens kotések kialakitdsan keresztiil torténd rogzitési eljarasok esetén a biokatalizator
nagymértéki inaktivalodasaval lehet szamolni. Ennek legfobb oka, hogy az alkalmazott reagens az
enzim aktiv centrumaba vagy annak kozelébe kotddve a biokatalizator inaktivalodasat okozza
[HARTMEIER, 1988]. Ezért az az altalanos gyakorlat, hogy a kovalens kotések kialakitasat szubsztrat
jelenlétében végzik el, ezaltal csokkentve a reagens aktiv centrumba vald kotédésének valdszinliségét.
Ezért megvizsgaltam, hogy a szubsztrat jelenléte milyen hatdssal van a glutaraldehides kezeléssel
elérhetd aktivitasra és stabilitasra.

A glutaraldehides kezelést a 4.4.2 fejezetben leirtak szerint a kovetkezOképpen végeztem el: az
adszorpcios rogzités utdn a nedves hordozokhoz 2 ml 0,1 M natrium-acetat puffert (pH 5,50) adtam,
amelyek glutaraldehidre nézve 0,25 %(m/V) koncentracidojuak voltak. A szubsztratot is tartalmazo
elegy pedig pNPG-re nézve 10 mM koncentracioji volt Az elegyeket 1 percig razattam (150 rpm),
majd a rogzitett enzimet szlirtem, mostam ¢és a 4.5.3 pontban ismertetett modon vizsgaltam.

Az altalam alkalmazott glutaraldehides kezeléssel elérhetd aktivitast és stabilitast a szubsztrat
jelenléte nem befolyasolta. Ez alapjan az is kijelenthetd, hogy a kitd reagensként hasznalt glutaraldehid
a P-glikoziddz enzim aktiv centrumahoz nem kot6dott. Ezért tovabbi vizsgalataim soran, a

keresztkotések kialakitasahoz szubsztratot nem alkalmaztam.

5.2.4 A kombinalt rogzitési eljarassal elérheto maximalis aktivitas és rogzitési hozam meghatdarozdsa

Az 522 ¢és 5.2.3 fejezetekben kiilon-kiilon elvégeztem az adszorpcids rogzités éEs
glutdraldehides kezelés szdmara elényds paraméterek megallapitasat. Ebben a vizsgalatban, az
elébbiekben meghatarozott kedvezd paraméterek alkalmazdsa mellett, a rogzitési elegy anyag- és
aktivitdsviszonyainak valtoztatasaval megallapitottam a hordozéra maximalisan felvihetd aktivitast és
az elérhetd maximalis rogzitési hozamot.

A kombindlt rogzitési eljarast a kedvezd paraméterek alkalmazdsa mellett a
0,1 M natrium-acetat pufferrel (pH 5,50) kialakitott enzimoldatot mértem, és az elegyet 24 oran

keresztiil 25 °C hémérsékleten razattam (150 rpm). A razatds végén a feliiluszot dekantaltam és a
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nedves hordozoéhoz 2 ml 0,1 M koncentraciéju natrium-acetat puffert adtam, ami minden esetben
majd a rogzitett enzimet kisziirtem, az eredeti, szaraz hordozd tomegére szamitott 250% mennyiségi
0,1 M natrium-acetat pufferrel (pH 5,50) mostam, és 4.5.3 pontban ismertetett moédon vizsgaltam. Az

eredményeket az 13. abra és a 3. tablazat mutatja be.
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13. abra

A hordozora a kombinalt rogzitési eljarassal felvihetd aktivitas meghatarozasa.

3. tablazat: A kombinalt rogzitési eljarassal elérhetd maximalis aktivitas és rogzitési hozam.

Bevitt enzimmennyiség

. p - 0,1 0,5 1 2 4 6 8
(enzim mg széraz hordozé 20 mg™)

Elérhetd aktivitas

1, , 1 10,65 26,11 43,36 54,09 61,35 65,75 62,11
(umol perc™ szaraz hordozé g™)

A rogzités hozama (%) 21,4 10,5 8,7 5,4 3,0 2,2 1,6

A bevitt enzimmennyiségek novelésével az aktivitasértékek, az 5.2.2.4 pontban bemutatott
adszorpcios kotddéshez hasonloan, egy telitési gérbe mentén novekedtek, azonban a ndvekedés
mértéke ez esetben alacsonyabb volt. Ezért a rdgzitési hozamok értékei nagyobb mértékben csdkkentek
a bevitt enzimmennyiség emelése soran. Ennek a jelenségnek a hatterében feltehetden a kombinalt
rogzitési eljardsbol adodo erdsebb kotési er0k dezaktivalod hatdsa allhatott. A 0,1 mg enzim bevitelével
elérhetd maximalis rogzitési hozam (21,4 %) alig maradt el az adszorpcios kotddés esetén elérhetd

22,5 % értéktdl. Adott 20 mg szaraz hordozod esetén a legnagyobb elérhetd aktivitast (a 13. 4bra szerint
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65,75 pumol perc” szaraz hordozo g?), az adszorpcids rogzitéssel megegyezé6 modon, 6 mg enzim
bevitelével értem el. A rdgzités hozama ez esetben elmaradva az adszorpcids rogzités hozamatol
(9,6 %), minddssze 2,2 % volt.

A rogzitéshez hasznalt enzim-hordozd ardnyt a késobbi felhaszndlds koriilményei alapjan
érdemes megvalasztani, ugyanis a nagy bioreaktor térfogatok esetén az alacsonyabb aktivitast rogzitett
enzimkészitmények hasznalata is megfeleld lehet, amelyeknél a magasabb rogzitési hozam altal
gazdasagosabba tehetd a felhaszndlds. Egy altalanos felhasznalashoz, adott 20 mg szaraz hordozd
esetén, a linearisnak tekinthetd szakasz végén elhelyezkedd 1 mg enzim bevitele ajanlott, ahol
magasnak tekinthetd aktivitas elérése mellett (a 13. abra szerint 43,36 umol perc™ szaraz hordozo g™) a
rogzités hozama kozel 9 %. Az elvégzett eldkisérletek eredményei tovabba azt is mutatjak, hogy a

rogzitési eljaras hatasfokara a 1éptéknovelés kedvezdleg hathat.
5.2.5 A kombinalt rogzitési technika elonyei

A kombinalt rogzitési technika eldnyeit az adszorpcids €s a kombindlt immobilizalasi eljarassal
eldallitott enzimkészitmények Osszehasonlitasan keresztiil, a kinetikus-leoldodasi vizsgalat segitségével
mutatom be. A rogzitési eljarasokat mind az adszorpcidés mind pedig a kombinalt modszer esetében a
meghatarozott legkedvezObb paraméterek alkalmazasa mellett hajtottam végre. Az adszorpcios
rogzitést az 5.2.3 pontba leirtak szerint, amig a kombinalt rogzitési eljarast az 5.2.4 fejezetben
megadottak alapjan végeztem el. Mind a két esetben 20 mg szaraz hordozo6hoz 2 mg enzimet vittem be.
Az enzimkészitmények vizsgalatat a 4.5.3 pontban ismertetett modon hajtottam végre. Az

eredményeket az 14. dbra mutatja be.
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14. abra

Az adszorpcios és a kombinalt rogzitési technika dsszehasonlitasa.

A Kinetikus-leoldodasi vizsgalat eredményein keresztiil j01 6sszehasonlithatd a két eljarassal
eldallithato rogzitett enzimkészitmények kozotti kiillonbség. Szembetlind, hogy az elérhetd aktivitas és
stabilitas tekintetében is a kombinalt eljaras alkalmazasa elénydsebb. Amig az adszorpcids kotddés
esetén az ,aktivitas leoldodas” a 4. ciklusra még nem ért teljesen véget, addig a masik eljarassal mar
egy nagyobb aktivitast, stabil rogzitett enzimkészitményhez jutottam. A kombinalt rogzitési eljaras
tovabbi eldnye, hogy — a feliileten kialakitott enzimréteg strukturanak koszonhetéen — a felhasznalas
soran a kedvezé koriilményekt6l valo eltérés esetén is a készitmény stabilnak tekintheté. Amennyiben a
felhasznalasi koriilményekbdl addédoan még is stabilitdsi problémak Iépnének fel, még mindig
lehetdség van a glutaraldehides kezelés paramétereinek valtoztatdsival egy stabilabb struktira

kialakitasara.

5.3 Rogzitett enzimkészitmény jellemzése

Az el6zd fejezetekben bemutatott, kombinalt rogzitési technikaval eldallitott immobilizalt
enzimpreparatumra, ,,rogzitett enzimkészitmény” néven fogok hivatkozni. A rogzitett enzimkészitmény
eléallitasahoz a tovabbi kisérletek sordan, minden esetben az el6zdekben megéllapitott legkedvezObb

paramétereket alkalmaztam.
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Egy enzim rogzitésének hatdsdra a katalitikus tulajdonsagok és a stabilitds jellegzetes
valtozasait figyelhetjik meg, ezért egy uj enzimkészitményt ezen megfontolasok alapjan jellemezni
kell. Gyakorlati szempontbdl, altalanossagban a kinetikai allandoknak, az aktivitas pH fliggésének, az

aktivitdas hdmérséklet fliggésének és az enzimkészitmény stabilitdsinak meghatarozasa sziikséges.

5.3.1 Rogzitett enzimkészitmény kinetikai allandoinak (Vinax Km) meghatarozdsa

Az enzimkészitmények legjellemzdObb tulajdonsagai a szubsztrat telitettség esetén elérhetd
maximalis aktivitas érték (Vmax), és ennek az értéknek a feléhez tartozd szubsztrat koncentracio (Km). A
rogzitett enzimek kinetikai allandoéi rendszerint eltérnek a nativ oldott forma kinetikai allandoitol,
amelynek okai konformacios, térbeli, megoszlasi és diffuzios hatdsok lehetnek [GOLDSTEIN &
KATCHALSKI-KATZIR, 1976].

A vizsgalat soran a mesterséges pNPG szubsztrat alkalmazasaval meghataroztam a hasznalt
B-gliikozidaz enzim oldott forméjanak és a rogzitett enzimkészitménynek a kinetikai allandoit. Az
enzimaktivitas méréseket a 4.5.4 pontban leirtak szerint hajtottam végre, amig a rogzitési eljaras soran
az 5.2.4 fejezetben leirtak alapjan jartam el. Adott 20 mg szdraz hordozohoz, a maximalis aktivitas
elérése érdekében, a rogzités soran minden esetben 6 mg enzimet adtam. Az immobilizalasi eljaras utan
a rogzitett enzimkészitményekkel, az 5.2.3.1 pontban bemutatottak okan, négy aktivitasmérési ciklust
hajtottam végre, hogy elérjem a maximalis aktivitast. A készitmények ebben az allapotukban keriiltek
felhasznalasra a kinetikai vizsgalatokhoz.

Az adszorpcidsan rogzitheté fehérje mennyiségének meghatarozasara az 5.2.2.4 fejezetben
bemutatott spektrofotometrids modszer alapjan, 6 mg enzim alkalmazasa esetén, a bevitt fehérje
mennyiségének a 62,4 % értéke rogziilt. Ezért, a maximalis aktivitas elérése érdekében a rogzités soran
alkalmazott nagy enzimmennyiség miatt, a rogziilt aktivitds hozama mindossze 2,5 % volt (a nativ
enzim Vmax értéke alapjan). Ez alapjan jo61 szembet(ind, hogy a rogzitési eljaras foként az enzim
katalitikus aktivitasara volt hatissal, amig a szubsztratk6td hely miikddését szdmottevéen nem
befolyasolta mivel a Ky, dlland6 a nativ enzim esetében 4,04 mM, amig a rogzitett enzim esetében
4,36 mM értéknek adddott. A rogzitési eljaras, katalitikus aktivitdsra gyakorolt hatdsainak okat a
késdbbiekben fogom targyalni, valamint az ide tartozd Vmax és Km értékeket a 6. tablazatban mutatom
be.
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5.3.2 Rogzitett enzimkészitmeény aktivitasanak pH fiiggése

Mivel a rogzitési eljarasok kiilonbozé hatdsokat gyakorolhatnak az enzimek konformacidjara,
kifejtett hatasa is [BALLESTEROS et al., 1994].

A vizsgalat soran meghataroztam a rogzitett enzimkészitmény katalitikus aktivitdsanak pH
fliggését. A méréseket a 4.5.5 fejezetben leirtak alapjan végeztem el. A rogzitési eljarast az 5.2.4
fejezetben megadottak alapjan hajtottam végre, amely soran minden esetben 20 mg szdraz hordozohoz
2 mg enzimet vittem be. Az immobilizalasi eljaras utan a rogzitett enzimkészitményekkel, az 5.2.3.1
pontban bemutatottak okéan, négy aktivitdsmérési ciklust hajtottam végre, hogy elérjem a maximalis
aktivitast. A készitmények ebben az allapotukban keriiltek felhasznélasra a vizsgélathoz.

A rogzitett enzimkészitmeény pH fliggésének meghatarozasa soran pH 5,00 alatti tartomanyban
az eredmények nem voltak reprodukalhatoak, ez arra utalt, hogy pH 5,00 alatt az enzimkészitménynél
stabilitasi problémak léptek fel. Ezt a feltevést a késdbbi vizsgalatok eredményei is aldtamasztottak,

amelyeket a kovetkezd fejezetben fogok bemutatni.

5.4 A rogzitett enzimkészitmény stabilitasanak novelése, ezaltal boraszati felhasznalasra is

alkalmas készitmény eléallitasa és jellemzése

A Kkitlzott célok kozott egy olyan borjavitasra is alkalmas rogzitett enzimkészitmény
létrehozasa volt a cél, amelynek eldallitdsa gazdasagos és egyszerli technoldgiat igényel. Az
elézéekben bemutatott rogzitési eljaras ezeknek a feltételeknek eleget tesz, azonban a rogzitett
enzimkészitménynek az olyan savas koriilmények kozott is mikodoképesnek kell lennie, amelyek a
borokban is tapasztalhatok. A miikod6képesség jelen esetben az enzim-hordozd kozott kialakult
kotddés stabilitdsat és viszonylag magas megdrzott katalitikus aktivitast jelent. Az enzimek aktivitasat
leginkabb befolyasold tényezok koziil, a borokban a pH 3,5-4,5 értékii kémhatas és a 10-12 %(V/V)
etanol tartalom a legjellemzébb tulajdonsdg. Ezért a kidolgozott rogzitési eljardssal olyan
enzimkészitmény eléallitdsa volt sziikséges, amely az el6bb emlitett paraméterek mellett is stabil és

megfeleld aktivitassal rendelkezik.
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5.4.1 Leoldodasi vizsgdlatok a rogzitett enzimkészitménnyel

A rogzitett enzimkészitmény savas koriilmények kozotti felhasznalasra vald alkalmassaganak
vizsgalata soran, els6 Iépésként meg kellett allapitanom, hogy mi okozza, az 5.3.2 fejezetben tapasztalt,
pH 5,00 érték alatti tartomanyban az aktivitdsmérés zavarait. Feltételeztem, hogy ennek hatterében a
kornyezet alacsony pH értékébdl adodod stabilitdsi problémdk allhatnak. Ezért a rogzitett
enzimkészitmény aktivitdsat és stabilitasat kiilonbozé pH értékeken végzett felhasznalds soran
kovettem nyomon.

A vizsgalathoz a rogzitési eljarast az 5.2.4 fejezetben megadottak alapjan hajtottam végre,
amely sordn minden esetben 20 mg szaraz hordozohoz 2 mg enzimet vittem be. Az immobilizalasi
eljaras utdn a rogzitett enzimkészitmeényekkel, az 5.2.3.1 pontban bemutatottak okdn, négy
aktivitasmérési ciklust hajtottam végre, hogy elérjem a maximalis aktivitast. A készitmények ebben az
allapotukban keriiltek felhasznalasra a vizsgalathoz. Az enzimkészitmények vizsgalatat a 4.5.3 pontban
ismertetett modon hajtottam végre, kiilonb6zé pH értékek alkalmazasa mellett. Az eredményeket a
15. abra mutatja be. A Kinetikus-leoldodasi vizsgalattal parhuzamosan a ciklusok végén, az
aktivitasmérési elegyek feliiliszdinak aktivitasat is meghataroztam (4. tdblazat), amelyekbdl szintén az

enzimleoldodas mértékére lehetett kovetkeztetni.
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15. abra

A rogzitett enzimkészitmény aktivitasa €s stabilitas, kiillonbozé pH értékeken valo felhasznalas esetén.
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4. tablazat: Az aktivitasmérési elegyek feliiluszoinak, a ciklusok végén mért aktivitasa.

Aktivitas (umol perc™ ml™)

1. ciklus  2.ciklus 3. ciklus 4. ciklus
pH6,50 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
pH5,50 0,07 0,02 0,01 <0,01
pH4,00 0,32 0,09 0,02 0,01

Az alkalmazott rogzitési eljaras esetén, pH 4,00 értéken a rogzitett enzimkészitménynél jelentds
aktivitascsokkenést tapasztaltam a ciklusok soran, amely enzimleoldodasi folyamat eredménye lehetett,
amig pH 5,50 és pH 6,50 értéken valo felhasznalas soran azonban a vart modon a készitmény stabil
volt. Ezt tamasztottak ald az aktivitasmérési elegyek feliiluszdinak, a ciklusok végén mért aktivitas
értékei is. Az aktivitasértékbeli kiilonbséget az alkalmazott kozegek pH értekének a katalitikus
aktivitasra gyakorolt hatasa okozta. A leoldodas az er6sebben savas kdozegben, az enzim és a hordozo
kozotti  elektrosztatikus viszonyok megvaltozasanak eredménye lehetett, mivel az enzim az
izoelektromos pontja (pH 5.5) alatti pH értékeken polikationként viselkedik az anioncserélé hordozo
feliiletén.

Az alkalmazott rogzitési eljarassal eldallithatdo készitmény pH 5,50 értéken és a felette
elhelyezkedé pH tartomanyban megfelelden hasznalhatonak bizonyult, azonban az alacsonyabb pH

értéken valdo megbizhato felhasznalas érdekében a rogzitési eljaras modositasa valt sziikségessé.

5.4.2 A glutdaraldehides kezelés idejének hatdisa a rogzitett enzimkészitmény stabilitasara, pH 4,00

kémhatasu kozegben torténd felhasznalds esetén

A rogzitett enzimkészitmény alacsony kémhatas kozegben torténd felhaszndlasa esetén
tapasztalt ,,aktivitas leoldodas” alapjan feltételezhetd, hogy az 1 perces glutaraldehides kezeléssel, az
enzimek kozott kialakitott keresztkotések szdma nem volt elegendd, igy a térhaldsitas mértéke is
elmaradt a sziikségestdl. Ezért a savasabb tartomanyban torténd felhasznalashoz a rogzitett
enzimkészitmény stabilitasat fokozni kellett. Ennek az eléréséhez a legkézenfekvobb megoldésnak a
glutdraldehides kezelés paramétereinek modositdsa tlint, mivel ezaltal novelhetd volt a kialakitott
keresztkotések szama, ezen keresztiil az ,.enzimhald” struktira stabilitasa. Ezt a hatast elvben a
emelésével lehet elérni. Akarmelyik megoldast is valasztjuk, a rogzitéssel elérhetd aktivitas kisebb

mértékll csokkenésével kell szadmolni. A fentiek értelmében meghataroztam, hogy milyen hatéssal van

92



a rogzitett enzimkészitmény stabilitasara és aktivitasara a glutaraldehides kezelés idejének novelése,
adott glutaraldehid koncentraci6é mellett.

A kisérlethez a rogzitési eljarast az 5.2.4 pontban leirtak szerint hajtottam végre, amely soran
minden esetben 20 mg szaraz hordozohoz 2 mg enzimet vittem be. A rogzitési eljarast azzal a
kiilonbséggel végeztem el, hogy 1, 10 és 30 perces glutaraldehides kezelési idoket alkalmaztam. Az
immobilizalasi eljaras utdn a rogzitett enzimkészitményekkel, az 5.2.3.1 pontban bemutatottak okan,
négy aktivitasmérési ciklust hajtottam végre, hogy elérjem a maximalis aktivitdst. A készitmények
ebben az allapotukban keriiltek felhasznalasra a vizsgalathoz. Az enzimkészitmények vizsgalatat a
4.5.3 pontban ismertetett modon végeztem el, azzal a kiilonbséggel, hogy az aktivitdsmérési ciklusokat
minden esetben pH 4,00 értéken hajtottam végre. Az eredményeket az 16. abra mutatja be. A
kinetikus-leoldodasi vizsgalattal parhuzamosan a ciklusok végén, az aktivitasmérési elegyek
feliiluszoinak aktivitasat is meghatdroztam (5. tabldzat), amelyekbdl szintén az enzimleoldodas

meértékére lehetett kovetkeztetni.
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A glutaraldehides kezelés idejének hatasa a rogzitett enzimkészitmény aktivitasara és stabilitasara.

5. tablazat: Az aktivitasmérési elegyek feliiliszdinak, a ciklusok végén mért aktivitasa.

Aktivitas (umol perc™ ml™)

1. ciklus 2. ciklus 3. ciklus 4. ciklus

1 perces kezelés 0,32 0,09 0,02 0,01
10 perces kezelés 0,17 0,05 0,02 <0,01
30 perces kezelés 0,06 0,01 <0,01 <0,01
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A kinetikus-leoldodasi vizsgalat eredményei alapjan kijelenthetd, hogy a glutaraldehides
kezelés idejének emelésével a rogzitett enzimkészitmény stabilitdsa is ndvekedést mutatott, mivel az
egymast kovetd ciklusok soran a leoldédas mértéke egyre csokkent. Ezt tamasztottdk ala az
aktivitdsmérési elegyek feliiluszoinak, a ciklusok végén mért aktivitds értékei is. Megallapithato
tovabba, hogy mind a 10 perces, mind pedig a 30 perces kezelés esetén is a 3. ciklus elérésekor — pH
4,00 kémhatasu kozegben valo felhasznalds esetében — az enzimkészitmény mar stabilnak tekinthetd
volt. A 10 és 30 perces kezelések mellett elért végleges aktivitasok értékében jelentds eltérés nem volt
tapasztalhatd. Ezért a hosszabb kezelési idovel elérheté nagyobb stabilitas lehetGsége miatt, a boraszati
felhasznalasra 1s jellemzd savas korilmények kozti alkalmazasra eldallitott rogzitett
enzimkészitményhez a 30 perces glutaraldehides térhaldsitas ajanlott. Az igy eldallitott rogzitett
enzimre a tovabbiakban ,,megndvelt stabilitast rogzitett enzimkészitmény” (roviden: MS rogzitett
enzimkészitmény) néven fogok hivatkozni. Mivel a megndvelt stabilitas az ipari alkalmazéasok altal
tamasztott kovetelményeknek nagyobb mértékben megfelel, ezért az ezzel a rogzitési technikaval
eldallithatd preparatum élelmiszeripari felhasznalhatosdganak vizsgalatai sordn is ezt a készitményét

fogom alkalmazni, igy ennek készitménynek a jellemzése is sziikségszerl volt.

5.4.3 A megnovelt stabilitasu rogzitett enzimkészitmény kinetikai dllandoinak meghatdarozdsa

Az MS rogzitett enzimkészitmény kinetikai paramétereinek a meghatarozasat szintén a 4.5.4
pontban leirtak szerint hajtottam végre, amig a rogzitési eljaras soran ebben az esetben is az 5.2.4
fejezetben leirtak alapjan jartam el, amely soran a glutaraldehides kezelés ideje 30 perc volt. Adott
20 mg szaraz hordozohoz, a maximalis aktivitas elérése érdekében, a rogzités soran minden esetben
6 mg enzimet adtam. Az rogzitési eljaras utan az enzimkészitményekkel négy aktivitdsmérési ciklust
hajtottam végre, hogy elérjem a maximalis aktivitast. A preparatumok ebben az allapotukban kertiltek
felhasznalasra a kinetikai vizsgalatokhoz. A nativ, a rogzitett és az MS rogzitett enzimkészitmények

kinetikai paramétereit a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat: A nativ, a rogzitett és az MS rogzitett enzimkészitmények kinetikai allandoi.

Oldott enzim Rogzitett enzim MS rogzitett enzim

Vinax Km Vimax K Vinax K
(umol perc™” enzim mg™?) (mM) (umol perc” széraz hordozé g™) (mM) (umol perc” széraz hordozé g™) (mM)

19,61 4,04 90,91 4,36 75,64 5,03
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A rogziilt aktivitds hozama az MS rogzitett enzimnél, az 1 perces glutaraldehides kezelés esetén
tapasztalt értékhez (2,5 %) képest csokkent (2,1 %), amelyet feltehetdleg az enzimek kdzott nagyobb
szamban kialakitott kovalens kotések okoztak. Ezdltal az MS rogzitett enzimkészitmény maximalis
aktivitdsaban is csOkkenés volt tapasztalhatd, amely az 1 perces glutdraldehides kezelés esetén
meghatarozott 90,91 pmol perc” szaraz hordozo g™ értékrdl, 75,64 pmol perc™ szaraz hordozd g*
értékre csokkent, amig a Ky, alland6 4,36 mM értékrol, 5,03 mM értékre ndvekedett.

BALLESTEROS és munkatarsai (1994) szerint, az enzimek fajlagos aktivitdsanak csdkkenése a
rogzités soran rendszerint az enzim harmadlagos szerkezetében bekovetkezd valtozasoknak
tulajdonithaté. Irodalmi adatok szerint azonban adszorpcioval torténd rogzités esetén nem kell
konformaci6 valtozassal szdmolni ¢€s ezért megdrizhetd az enzim aktivitasa, bar ez elméleti
szempontbdl a feliileti denaturacié lehetdsége miatt vitathatd, valamint por6zus hordozdk esetén a
diffuzio is okozhat problémakat [HARTMEIER, 1988; KENNEDY & WHITE, 1985].

Az altalam elballitott MS rogzitett enzimkészitmények esetében azonban figyelembe kellett
venni, hogy az immobilizalasi eljaras soran két kiilonbozd kémiai kotés kertilt kialakitdsra. Az mar az
5.3.1 pontban megallapithatd volt (az 1 perces glutaraldehides kezelés alkalmazdsa mellett), hogy a
rogzitési eljaras fOként az enzim katalitikus aktivitasara volt hatassal, amig a szubsztratk6td hely
milkddését szadmottevéen nem befolydsolta, mivel az alacsony (2,5 %) rogziilt aktivitds hozamérték
mellett a K, allando 4,04 mM értékr6l (nativ enzim), 4,36 mM értékre novekedett. Az adatok arra
engednek kovetkeztetni, hogy ez esetben a fehérje szerkezetében a rogzitési eljaras szamottevo eltérést
nem eredményezett, igy a fajlagos katalitikus aktivitasban tapasztalhatdé nagymértékii csokkenés az
enzim molekulak nem megfeleld térhelyzetben vald adszorpcios rogziilésének, valamint az esetlegesen
fennallo difftzids gatlasoknak tulajdonithatd. Ezaltal a megfeleld térhelyzetben rogziilt enzimfehérjék
hasonld Ky, értékkel rendelkeznek, mint a nativ enzim.

Az altalam tapasztalt és a bemutatott irodalmi adatokkal ellentétben KARAGULYAN ¢és
munkatarsai (2008) viszont azt talaltak, hogy a kaolinon ¢és a szilikagélen adszorpcidsan rogzitett p-
gliilkoziddz enzim K, értékeiben, az adszorpcids rogzités jellegének ellenére nagy eltérés volt
tapasztalhato (1,8 és 10 mM), ennek lehetséges okait azonban nem magyaraztak.

A 30 perces glutaraldehides kezeléssel eldallitott MS rogzitett enzim esetében azonban a K,
allandoban jelentdsebb mértékli novekedés volt megfigyelhetd (5,03 mM). Ez alapjan feltételezhetd,
hogy az enzimmolekuldk ko6zott nagyobb szdmban kialakitott keresztkotések szamottevd mértékben
képesek voltak befolyasolni az enzimfehérjék szerkezetét, igy a Kn értékben novekedés, amig a Vmax

értékben csokkenés volt tapasztalhato.
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5.4.4 A megndvelt stabilitasu rogzitett enzimkészitmeény aktivitisanak pH fiiggése

A méréseket ebben az esetben is a 4.5.5 fejezetben leirtak alapjan végeztem el. A rogzitési
eljarast az 5.2.4 fejezetben megadottak alapjan hajtottam végre, amely sordn minden esetben 20 mg
szaraz hordozohoz 2 mg enzimet vittem be. Az immobilizalasi eljaras utan az MS rogzitett
enzimkészitményekkel négy aktivitdsmérési ciklust hajtottam végre, hogy elérjem a maximalis
aktivitdst. A készitmények ebben az allapotukban keriiltek felhaszndldsra a vizsgalathoz. Az
eredményeket a 17. abra mutatja be.

Az 5.4.1 fejezetben bemutatott stabilitasi problémakat a glutaraldehides kezelés idejének 30
percre vald ndvelésével sikeriilt megsziintetni, igy a vizsgalt pH értékek mellett az aktivitasmérési
kisérletek soran enzimleold6déas nem volt tapasztalhatd. Az eredmények értékelése soran ez esetben is
figyelembe kellett vennem, hogy a rogzitési eljaras soran alkalmazott két kiilonbozd kémiai rogzités
eltérd hatdsokkal birhat az enzimfehérje tulajdonsagaira. Ionos hordozdba zart vagy ionos hordozoéhoz
kotott enzimek esetében a rdgzitett enzim mikrokdrnyezetében eltéré a H* ion koncentracid, a kiilsd tn.
makrokdrnyezetben mért H* ion koncentraciohoz képest. Polianionos mikrokdrnyezetben a H* ion
koncentracidé nagyobb, polikationos mikrokdrnyezetben pedig kisebb a kiilsé oldatéhoz képest. Ennek
megfelelden, ligos vagy savas irdnyu eltolodas észlelhetd a katalitikus aktivitas pH optimumaban
[GOLDSTEIN et al., 1964]. A kovalens kotésekkel kialakitott rogzitett enzimeknél az enzim kémiai
modositasa is okozhatja a pH-aktivitas-gorbe eltolodasat, azonban az elektromos toltésekkel rendelkez6
hordozok hatasa elfedheti a kovalens kotésbol adodd kémiai modositas hatasat [AXEN et al., 1970;

GOLDSTEIN et al., 1970].
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A nativ és az MS rogzitett enzimkészitmények katalitikus aktivitdsanak a pH fiiggése.
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Az eléallitott MS rogzitett enzim katalitikus aktivitdsanak pH fliggésében enyhe savas eltolodas
volt megfigyelhetd, mivel az MS rogzitett enzim maximalis aktivitdsa pH 4,50 érték mellett volt
mérhetd, a nativ enzim pH 5,50 értékéhez képest. Ennek legfobb oka tehat az lehetett, hogy az
alkalmazott hordozo 4ltal kialakitott polikationos mikrokdrnyezetben a H* ion koncentracié kisebb a
kiils6 oldatéhoz képest, ezért savas iranyu eltolédas észlelhetd a katalitikus aktivitds pH optimumaban.

MARTINO ¢és munkatarsai (1996) is hasonlod jelenséget tapasztaltak, amikor [B-glilkozidaz
enzimet adszorbedltattak kitozdn hordozoéhoz majd glutaraldehiddel alakitottak ki keresztkotéseket.
Esetlikben a rogzitett enzim 0,5 egységgel alacsonyabb pH érték mellett rendelkezett maximalis

katalitikus aktivitassal, amelyet Ok is a hordozo polikationos jellegével magyaraztak.

5.4.5 A megnovelt stabilitasu rogzitett enzimkészitmény aktivitasanak homérséklet fiiggése

A r0gzités hatasara megvaltozhat a katalitikus reakcid aktivalasi energidja és az enzim
héstabilitdsa. E két tényezd ereddjeként valtozhat az enzimaktivitds latszolagos hdmérsekletfiigges.
Ennek vizsgalata érdekében a méréseket a 4.5.6 pontban leirtak alapjan végeztem el, az MS rogzitett
enzimet pedig az el6z0 pontban bemutatottakkal megegyezden allitottam eld. Az eredményeket a
18. dbra mutatja be.

Az elméleti kovetkeztetések levonasa soran itt is figyelembe kellett vennem a régzitési eljaras
soran alkalmazott kiilonb6zé kotderdk hatésait, az enzim katalitikus aktivitasanak latszolagos
hémérséklet fliggésének tekintetében. Magasabb lehet az optimalis hdmérséklet a hordozoba bezart és a
porézus hordozon rogzitett enzimek esetében azért is, mert a diffizids hatasok védik az enzimet a
hédenaturacioval szemben [BALLESTEROS et al., 1994]. Megnovekedett hotlirést lehet észlelni az ionos
vagy kovalens kotéséken keresztiili rogzitésnél is. Ebben az esetben a konformaciod valtozasok és a
térbeli gatlasok jatszanak fontos szerepet a hémérséklet emelésével szembeni megnodvekedett

tir6képességben [MARSH, 1973].
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A nativ és az MS rogzitett enzimkészitmények katalitikus aktivitasanak a hémérséklet fliggése.

Az eredmények a bemutatott irodalmi adatokkal 6sszhangban voltak, mivel az MS rogzitett
enzimkészitmény esetében a katalitikus aktivitas latszolagos homérséklet optimuma 60 °C értékre
novekedett, a nativ enzim esetében mért 50°C értékrél. Ez a novekedés tehat feltehetdleg a hordozo
pordzus szerkezetének ¢€s a kialakitott ionos és kovalens kotések, elobb bemutatott egyiittes hatasaibol
szarmazott.

O’NEILL és munkatarsai (2002) is a latszolagos homérséklet optimum emelkedését (50 °C
értékrdl 55 °C értékre) tapasztaltdk, amikor a B-glikoziddz enzimet szolgél matrixba zartdk. Ennek
okait nem magyaraztak, de a jelenséget a hordozoba zarasbol adodo diffuzios védohatasok okozhattak

[BALLESTEROS et al., 1994], amely hatas az altalam hasznalt pordzus hordozoé esetében is fennallhatott.

5.5 A megnovelt stabilitasi rogzitett enzimkészitmény élelmiszeripari felhasznalhatésaganak

vizsgalatai

Mivel a B-gliikozidaz enzim a béta térallasu glilkozidos hidroxilt tartalmazé glitkoz gliikozidjait
képes hidrolizalni, ezért tobb lehetdség is adodik az enzim élelmiszeripari felhasznalasara. Ezek koziil
ipari szempontbol a legjelentdsebb a celluloz bontés utolsod Iépéseként a cellobidz lebontdsa. A tovabbi
felhasznalasi lehetéségek kiegészitd jellegiiek, mint példaul a borokban torténd aromaanyagok

felszabaditasa a [B-glikozidos kotésekbdl vagy az élelmiszeriparban detergensként is alkalmazhato
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O-glikozidok reverz hidrolitikus eldallitasa, tovabba a gabonafélék egyik szénhidrat dsszetevojének — a
B-gliikdnnak — a lebontasaban is kulcsszerepet tolt be. Ennek kapcsan az elvégzett élelmiszeripari
felhasznalhatdsagi vizsgalatokat is ezen alkalmazasi teriiletek kdré csoportositottam.

Az elvégzett munka soran tehat a célom az volt, hogy minél tobb €lelmiszeripari felhasznalasi
terlileten vizsgaljam meg az eldallitott, MS rogzitett enzimkészitmény alkalmazhatosagat. Minden
esetben meg kivantam hatdrozni a preparatum mikddésének hatékonysagat €s a biokatalizator
stabilitdsat az oldott enzimhez viszonyitva a felhasznalas soran. A kapott eredmények értelmében
minden alkalmazasi teriilet esetén igyekeztem meghatarozni a tovabbi lehetséges kutatdsi
iranyvonalakat. Az igy elvégzett eldkisérletek alapjan, gyakorlati €s tudoméanyos szempontok
figyelembe vételével ki szerettem volna valasztani egy olyan felhasznélasi teriiletet, amelyen részletes

vizsgalatokat folytatok.

5.5.1 Felhasznalhatosagi vizsgalat a cellobioz hidrolitikus bontdsaban

A B-gliikoziddz enzim legfontosabb felhasznalasi teriilete a cellulozbol celluldzzal végrehajtott
gliikoz-eléallitas, amely aztan kiillonb6zo ipari folyamatokban szolgdl alapanyagul. A B-gliikozidaz
ennek a folyamatnak a kulcsenzime, mivel azok a mikrobialis rendszerek, amelyeket a celluloz
hidrolizisére alkalmaznak altalaban magas endo- és exocellulaz aktivitassal rendelkeznek, azonban
B-gliikozidaz aktivitasuk elhanyagolhato. Igy a cellobidz hidrolizisére, azaz a glikkdz eléallitasara a
B-gliikozidazt (célszeriien rogzitett allapotban) kiviilrél kell a rendszerbe juttatni [BuSTO et al., 1994].
Ennek jelent0sége kapcsan vizsgaltam az altalam eldallitott MS rogzitett enzimkészitmény
felhasznalhatosagat, a cellobidz bontasaban.

Az MS rogzitett enzimkészitményt a 4.6 pontban leirtak alapjan allitottam eld és a vizsgalatokat
pedig a 4.6.1 fejezetben bemutatottak alapjan végeztem el. Mivel az iparban a celluléz lebontasara
hasznalt mikroorganizmusok pH optimuma eltérd lehet (ezaltal a folyamat soran alkalmazott kémhatas
is), ezért az enzimkészitmények felhasznalhatdsagat két kiilonbozd pH érték alkalmazasa mellett

vizsgaltam. A kisérlet eredményeit a 19. dbra ¢s a 7. tablazat mutatja be.
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Az enzimkészitmények kiilonb6z6 pH értéken végzett cellobidz bontasi kisérleteinek hozamértékei.

7. tablazat: az oldott és az MS rogzitett enzimkészitmény maradék aktivitas értékei a cellobidz bontasi

folyamat 70. 6rajaban (végén).

Maradék aktivitas a 70. éraban (%)

pH 5,50 oldott enzim 69,9
pH 5,50 MS rogzitett enzim 73,6
pH 4,00 oldott enzim 48,5
pH 4,00 MS rogzitett enzim 67,5

A celluloz enzimes hidrolizisekor keletkezd cellobiéz bontési folyamatanak vizsgalatara tehat
olyan modell oldatot hoztam létre, amelyben a szubsztratként jelen levé cellobidz bontasabol keletkezo
glikoz mennyiségének meghatarozasaval kovetkeztethettem a folyamat hatékonysagara. A hozam
100% értékiinek tekinthetd, ha a rendszerben jelen levd cellobioz teljes mértékben atalakitasra keriilt.
Mivel a reakcidelegyhez adott, oldott és MS rogzitett enzim mennyiségét Gigy valasztottam meg, hogy a
pNPG szubsztraton mért aktivitdsuk azonos legyen, ezért a cellobi6z bontdsi folyamat sordn a két
készitmény hatékonysaga Osszehasonlithatd volt. Az MS rogzitett enzimkészitmény a pH 5,50
kémhatast kdzegben végzett bontasi eljaras soran, a vizsgalt hozamértékek alapjan hatékonyabbnak
bizonyult az oldott enzimnél (mivel a reakcié végének valasztott 70. 6raban magasabb hozamértékkel
rendelkezett, 74,2 és 59,9 %), annak ellenére, hogy az MS rogzitett enzimkészitmény pH 4,50 érték
mellett rendelkezik maximalis aktivitassal. Mivel a reakcio végén az oldott és az MS rogzitett enzim
maradék aktivitasaban szdmottevd eltérés nem volt tapasztalhato (69,9 és 73,6 %), ez a tény arra enged

kovetkeztetni, hogy a cellobiéz szubsztraiton az MS rdgzitett enzimkészitmény hatékonyabban
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alkalmazhatd, mint a mesterséges pNPG szubsztraton. A pH 4,00 kémhatason végzett bontasi folyamat
végén az oldott és az MS rogzitett enzim hozamértékeiben (44,4 és 71,5 %) tapasztalhatd eltérés
jelentésebb volt. Ennek hatterében az MS rogzitett enzim cellobidoz szubsztraton valé nagyobb
hatékonysagan tal, az MS rogzitett enzim alacsonyabb pH optimuma (pH 4,50) és a reakcid végén
mérhetd magasabb meg6rzott aktivitasa (48,5 és 67,5 %) allhatott. Kozismert, hogy az enzimrogzitési
eljarasok az enzimfehérje szerkezetét stabilizalni képesek [MATEO et al., 2007], ami feltehetdleg
szintén hozzdjarult ahhoz, hogy az MS rogzitett enzim nagyobb mértékben Orizte meg aktivitasat a pH
4,00 kémhatassal rendelkezd kozegben valdo felhaszndlds soran, valamint a hordozé
mikrokornyezetében (bazikus jellegébdl adoddan) fennalld magasabb pH érték is szerepet jatszhatott
ebben. Tehat amig az oldott enzim hozam értékeiben az alkalmazott pH érték (pH 5,50 és 4,00) jelent6s
eltérést okozott (59,9 és 44,4 %), addig az MS rogzitett enzim hozam értékeiben szamottevo eltérés
nem volt tapasztalhato (74,2 és 71,5 %). Ennek oka feltehetdleg, hogy az oldott 3-gliikkoziddz enzim pH
optimuma pH 5,50, amig az MS rogzitett készitményé pH 4,50 (a hordozoként alkalmazott ioncseréld
gyanta bazikus jellege miatt). Ezért az MS rogzitett készitmény az oldott enzim esetében optimalisnak
tekintheté pH 5,50 érték alatt is megfelelden magas aktivitassal rendelkezik, €s a rogzitési eljarasnak
koszonhetden az alacsony pH okozta inaktivald hatasnak is jobban ellenall.

TuU és munkatarsai (2006) Aspergillus niger torzsbol izolalt B-gliikozidaz enzimet rogzitettek
adszorpciosan Eupergit C hordozon, és vizsgaltak a felhasznalhatosagat celluloz bontésa soran (cellulaz
enzim egyiittes alkalmazasaval). A reakciot az Aspergillus niger szamara kedvezének tekinthet6 pH 4,8
értéken vizsgaltak (velem ellentétben mas pH értéket nem alkalmaztak) és a reakcidelegy a folyamat
kezdetén a cellobibzra nézve 110 mM koncentracidéju volt (amig az altalam alkalmazott
reakcidelegyben 250 mM). Az altaluk a reakcid végének tekintett 48. Oraban, a rogzitett enzim
alkalmazasaval a maximalisan elérheté hozam nagy hasonlosagot mutatott az altalam elért maximalis
hozamértékkel (82 és 74 %). Azonban az én esetemben ez az érték a reakciod 72. érajaban volt mérhetd,
aminek az oka az eltéré enzim-szubsztrat ardny lehetett. Azt tapasztaltak, hogy a régzitett és a nativ
enzim kdzel azonos hatékonysaggal volt alkalmazhato, amig az altalam elvégzett kisérletek soran az
MS rogzitett enzim mutatott nagyobb hatékonysagot, valamint a reakcidk végén a maradék
aktivitadsokat nem vizsgaltak.

KARAGULYAN ¢és munkatérsai (2008) szintén B-gliilkoziddz enzimet rogzitettek adszorpcidsan
kaolin hordozén, aminek a felhasznalhatosagat vizsgaltak celluldéz bontas sordn (szintén celluldz enzim
egyiittes alkalmazasaval). A celluléz bontdsi kisérleteit olyan reakcidelegyben hajtottak végre,

amelynek pH értéke 5,0 volt és kiinduldsi koncentracidja cellobidzra nézve 175 mM. Az altaluk a
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reakci6 végének tekintett 144. oraban az elért maximalis hozamérték 79 % volt, ami nagyban
megegyezik az elobb bemutatott sajat és irodalmi adatokkal.

Az éltalam elvégzett kisérletek folytatasat jelenthetné, az MS rogzitett enzimkészitmény teljes
celluloz bontési kisérletekben vald felhasznalasa kiillonbozd alapanyagokon, cellulaz enzim egyiittes
alkalmazasaval. Ennek soran pedig a bontési folyamat optimalis paramétereinek (a kozeg pH értéke -
homérséklete, a megfeleld enzim-szubsztrat arany valamint ezen belil az alkalmazott

enzimkészitmények aranya) a meghatarozasa lenne sziikséges.

5.5.2 Felhasznalhatosagi vizsgalat bordaszati koriilmények kozott

Mivel a borokban az aromaanyagok tilnyomo6 tobbsége alkoholos hidroxilcsoportot tartalmaz,
de nagyrészt nem illékony formaban, hanem tulnyomod tobbségében [B-gliikozidos kdtésben, ezért a
B-glikoziddz hidrolitikus aktivitasdnak az aromaanyagok felszabaditdsa szempontjabdl dontd a
jelentésége. Azonban a borok sajat B-glilkoziddz aktivitasa elenyészd, ezért valamilyen exogén modon
bevitt B-glikozidaz készitmény alkalmazasa el6nyds lehet. A borok aromaprofiljanak utdlagos
modositasahoz tehat B-glilkozidaz kozvetlen bevitele sziikséges. A nativ enzim alkalmazasa azonban
nem kivanatosan megndveli a kezelt bor fehérjetartalmat, ezért az enzimet rogzitett formaban érdemes
alkalmazni.

Az altalam eléallitott MS rogzitett enzimkészitmény boraszati koriilmények kozott vald
felhasznalhatosaganak vizsgalatait két részre osztottam. El6szor meg kivantam hatdrozni, hogy a
borokban jellemz0 savas pH érték €s etanoltartalom milyen hatast gyakorol az oldott és az MS rogzitett
enzim katalitikus aktivitdsara, és ezen keresztiill szerettem volna jellemezni a rogzitési eljaras
katalitikus aktivitasra gyakorolt hatasat kiilonb6zo6 felhasznalasi koriilmények kozott. Masodsorban az

MS rogzitett enzimkészitmény felhasznélési stabilitasat vizsgaltam kiilonbozd koriilmények kozott.

5.5.2.1 A pH és etanoltartalom hatdsa az enzimkészitmények aktivitasértékeire

A pH és etanoltartalom katalitikus aktivitasra gyakorolt hatasainak vizsgalatat a 4.6.2.1 pontban
leirtak alapjan hajtottam végre. Az MS rogzitett enzimkészitményt a 4.6 pontban leirtak alapjan
allitottam el és az elvégzett mérések soran minden esetben 4-5 aktivitdsmérési ciklust hajtottam végre
¢és az 0sszehasonlitashoz azokat az aktivitasértékeket hasznaltam, amely ez alapjan mar allandonak volt

tekinthetd. A vizsgéalat eredményeit a 8. tablazat tartalmazza.
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8. tablazat: a pH ¢és etanoltartalom hatas az oldott és az MS rogzitett enzimkészitmény Katalitikus

aktivitasara.
Maradék aktivitas (%)
pH 5,50 pH 4,00
0 %(V/V) 10 %(V/V) 0 %(V/V) 10 %(V/V) Borminta
etanol etanol etanol etanol
oldott enzim 100 55 43 24 5
MS rogzitett 100 75 82 59 26
enzim

Az oldott enzim esetében mind a kdzeg kémhatasa, mind pedig a 10 %(V/V) etanoltartalom
jelentds mértékli aktivitasvesztést eredményezett, azonban az alkalmazott 4,00 kémhatas nagyobb
inaktivalo hatassal birt, mint az alkalmazott etanoltartalom. Elmondhat6 az is, hogy a kémhatas ¢€s az
etanoltartalom additiv modon fejtették ki az inaktivald hatasukat az aktivitisra. A modell oldatnak
tekinthetd [pH 4,00 és 10 %(V/V)] elegyhez képest, az alkalmazott bormintaban (Pajzos-Megyer
pincészet, 2007 évjaratt félédes Tokaji furmint) tovabbi jelentds inaktivalodas volt megfigyelhetd.
Ennek hatterében a bormatrix inaktivalo hatasa, a bormintdban jelen levd egyéb szubsztratok
(glikozidos kotésben levd vegyliletek, pl. aromaanyagok), valamint a félédes borokra jellemzd magas
gliik6z tartalom (15-50 g/1) represszalod hatéasai allhattak.

A bormatrix inaktivald hatasdra iranyuld feltételezésemet mas szerzok eredményei is
alatdmasztjak akik a bormatrix Osszetételének ¢és az ipari felhasznalds koriilményeinek a jelentds
inaktivald hatasair6l szamoltak be [GUNATA et al., 1990; COLAGRANDE et al., 1994].

Az adatokbol jol szembetiind, hogy az alkalmazott rogzitési eljaras pozitiv hatassal volt az
enzim kornyezeti hatdsokkal szemben mutatott katalitikus aktivitdsanak a stabilitasara. Az MS rogzitett
enzimkészitmény esetében mind az etanoltartalom, mind pedig a savasabb kémhatas kisebb inaktivalo
hatassal birt, mint az oldott enzim esetében. Ezenfeliil, a savas kémhatas kevésbé volt hatassal a
katalitikus aktivitdsra, mint az etanoltartalom, amelynek oka a mar kordbban bemutatott pH optimum
savas irdnyba val6 eltolodésa.

Ugyan ezt a jelenséget tapasztaltdk MARTINO ¢és munkatérsai (1996), amikor kereskedelmi
forgalomban kaphat6 p-gliikozidaz enzimet adszorbealtattak kitozanon, majd alakitottak ki
keresztkotéseket glutaraldehiddel. A polikationos hordozd miatt a pH optimum savas irdnyba valo
eltolodasa volt megfigyelhetd, ezaltal alacsonyabb pH értéken a rogzitett enzimkészitmény nagyobb
aktivitassal rendelkezett, mint az oldott enzim. Kiilonb6z6 etanol koncentraciok mellett vizsgaltak az
enzimpreparatumok aktivitasat és azt tapasztaltak, hogy 10 %(V/V) koncentracio mellett a rogzitett

enzimkészitmény 50 % maradék aktivitassal rendelkezett, amely elmaradt az altalam mért 75 %
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értéktdl. Olyan adatokat is kdzoltek, amikor a felhasznalasi kozegben jelen levd etanol pozitiv hatassal
volt az enzim katalitikus aktivitdsara, azonban ezekben az esetekben a B-gliikoziddz enzimet
Aspergillus niger torzsekbdl izolaltak [MARTINO et al., 2000; CALDINI et al., 1994].

Az altalam valtoztatott két kornyezeti paraméter az MS rogzitett enzim esetében is additiv
modon fejtette ki inaktivald hatdsat. A bormintdban itt is tovabbi inaktivalodas volt megfigyelheto,
amelynek mértéke azonban elmaradt az oldott enzim vizsgalata soran megfigyelt értéktdl. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a bormintaban az inaktivald hatds legfobb oka a bormatrix (ugyanis az
egyeb szubsztratok jelenléte €és a jelen levd magas gliikkoz tartalom mind a két esetben azonos volt),

amelynek az MS rogzitett enzim a rogzitési eljaras stabilizalo hatasa miatt jobban ellenallt.
5.5.2.2 A megnovelt satbilitasu rogzitett készitmeény felhasznalasi stabilitasanak vizsgalata
Az enzimkészitmények egyik legjelentdsebb gyakorlati tulajdonsdga, a felhasznalas

koriilményei ko6zott mutatott mitkddési stabilitas. Ennek vizsgélatat a 4.6.2.2 pontban leirtak alapjan

hajtottam végre. A kisérlet eredményeit a 20. 4bra mutatja be.
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Az MS rogzitett enzimkészitmény felhasznalasi stabilitasanak vizsgalata boraszati koriilmények kozott.

A mérések soran kontrollként az MS rogzitett enzimkészitmény aktivitdsat az optimalisnak

tekinthetd6 pH 5,50 értéken is meghataroztam, €s ennek a kezdeti aktivitasat tekintettem 100 %
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értéklinek. A modell oldatban ¢és a bormintdban tapasztalhaté alacsony aktivitds a kontroll oldathoz
képest, a mar kordbban bemutatott savas pH és etanoltartalom eredménye. Az els6 1-2 6raban
(ciklusban) mind a modell oldatban, mind pedig a bormintaban nagyobb mértékii aktivitasvesztés
figyelheté meg, amit a felilluszokban mért aktivitdsmérés eredményei alapjan enzimleolddédas okozott.
A 2. orat kdvetden azonban az aktivitasvesztés mértéke lecsokkent és a 6. és 8. ora kozott mar kozel
azonos aktivitasértékek voltak megfigyelhetok. Az el6z6 fejezetben emlitettek okan a bormintaban
alacsonyabb aktivitas volt mérhetd, mint a modell oldatban, tovabba a ciklusok soran tapasztalhat6
aktivitasvesztés mértéke is nagyobb volt a borminta esetében. A modell oldatban az MS rogzitett
enzimkészitmény az elsd oraban mért aktivitasdnak 66 % értékét Orizte meg a 8. Ordra, amig a
bormintdban ez az érték 40 % volt. A bormintaban a 8. 6rdban mért aktivitas a kontroll oldatban mért
maximalis értékhez képest 7 % volt, ami még igy is magasabb, mint az oldott enzim esetében, a
bormintdban mért azonnali inaktivalodas okozta 5 % maradék aktivitas.

MARTINO ¢s munkatarsai (1996), akik kitozanon adszorpcidosan majd glutaraldehides
keresztkotésekkel rogzitettek B-gliikkoziddz enzimet borédszati felhaszndlds céljabol, szubsztratot és
etanolt nem tartalmazo6 puffer oldatban (pH 3,5) vizsgaltak az eléallitott enzimkészitmény stabilitasat.
Azt tapasztaltdk, hogy a glutaraldehides keresztkotés idejének novelésével az enzim stabilitasa
novelhetd volt, igy a 15 perces keresztkotési idovel eldallitott enzimkészitmény 2 nap alatt, amig a 30
perces 30 nap alatt vesztette el eredeti aktivitasdnak a felét. A szerzOk viszont nem vizsgaltdk az
eloallitott készitmények stabilitdsat olyan kdzegben, amely szubsztratot és etanolt is tartalmazott, igy
eredményeik nem szolgalnak 1ényegi informacioval az altaluk eldallitott rogzitett enzimkészitmény
felhasznalasi stabilitasarol boraszati koriilmények kozott.

GALLIFUOCO ¢s munkatarsai (1999) kitozan pelleteken rogzitett B-gliikozidaz enzimet boraszati
felhasznalas céljabol. Az eldallitott enzimkészitmény stabilitasdnak vizsgalata soran azt talaltak, hogy a
kozeg etanol tartalmanak novekedése ¢és az enzim felezési idejének csokkenése kozott linearis
osszefliggés van. Igy a 3 %(V/V) etanoltartalom mellett a felezési id 2586 6ranak, amig 12 %(V/V)
mellett 1378 oranak adodott. Ezek az értékek is kedvezObbnek tekinthetok, mint az altalam kapott
értékeke, azonban ezen elegyek sem tartalmaztak szubsztratot, ezért érdemben nem dsszehasonlithatok
az én eredményeimmel.

Az el6z6 fejezetekben bemutatott eredmények alapjan tehat kijelenthetd, hogy az altalam
eléallitott MS rogzitett enzimkészitmény boraszati koriilmények kozott valod felhasznalasa eldnydsebb
lehet, mint az oldott enzim alkalmazasa. A felhasznalas tekintetében problémat jelenthetnek a hatalyos
bortorvények és a ,konzervativ’ borkészitési technologidk. Amennyiben ezen akadalyok athidalhatok,

tovabbi fejlesztési irdnyok lehetnek az enzimkészitmény stabilitdsanak novelése a glutaraldehides
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kezelés idejének a novelésével, mas borfajtadkban valod tesztelés és az aromaprofil vizsgalata az

enzimkezelés hatasara GC-MS rendszerrel.

5.5.3 Felhasznalhatosdgi vizsgalat O-glikozidok reverz hidrolitikus médon torténd elodllitasaban

Amint ezt az irodalmi Osszefoglalasban bemutattam (2.4.1) a reverz hidrolitikus szintézis
reakciokat kiterjedten hasznaljadk O-gliikozidok eldallitasara. Az egyszerii cukroknak (elsdsorban
gliitkdznak) alifas alkoholokkal képzett O-gliikozidjai a nem ionos, feliiletaktiv anyagok egyik nagyon
fontos csoportjat képezik, antimikrobas tulajdonsdgokkal rendelkeznek, valamint biologiailag
lebonthatok. A hidrolazok altal katalizalt reverz hidrolizishez tehat az sziikséges, hogy az enzim
katalizalta reakcido egyenstlydnak irdnya az alacsony viztartalom kovetkeztében a hidrolizis helyett a
kapcsolas, azaz a szintézis felé tolodjon el. Az egyenstly eltolasara tobb megkdzelités is 1étezik. Az
egyik szerint a reakcidelegyhez vizzel elegyedd oldoszert adagolnak, amely lecsokkenti a
termodinamikus vizaktivitast, igy segiti eld a kapcsolasi reakciot. A kétfazisu reakcioelegy esetében az
egyensuly eltolasara az elegyhez vizzel nem elegyedd olddszert adagolnak. Ebben az esetben a
hidrofob termék a szerves fazisban fog felhalmozoddni, igy a koncentracidja a vizes kdzegben alacsony
lesz, vagyis ujabb és ujabb termék fog szintetizdlodni. Munkdm soran a tanszéki tapasztalatokra
alapozva az utobbi megoldast alkalmaztam. A viz (vagy polaros fazis) helyettesitése szerves
oldoszerrel a katalitikus aktivitas drasztikus csokkenéséhez és a szubsztratspecifitds elvesztéséhez
vezethet. Ennek egyik oka az enzimmolekuldk aggregacioja lehet. A masik ok az aktiv konformacio
elvesztése. A konformdaciovaltozas megakadalyozhatd az enzimmolekula rogzitésével, amely
merevebbé teszi a szerkezetet. Torténhet a rogzités olyan hordozon is, amely részlegesen kizarja a
szerves oldoszert. Ebben az esetben az enzim mikrokdrnyezetében a szerves oldoszer koncentracidja
kisebb, mint a kiils6 kozegben. Ez a helyzet a nagyszamu toltést hordozd, polielektrolit jellegt
hordozoknal [ KLIBANOV, 1979]. Ha tobb ponton kotddik a hordozohoz, az is megvédheti az enzimet a
szerves oldoszerek altal okozott inaktivalodastol. Ezért az altalam alkalmazott hordozotol és rogzitési
eljarastol azt vartam, hogy hatékonyan lesz képes stabilizalni az enzim szerkezetét az alkalmazott
kozegekben, ezaltal hatékonyabb felhasznalast téve lehetéve az oldott enzimhez képest.

Az MS rogzitett enzimkészitményt a 4.6 pontban leirtak alapjan allitottam eld, a kisérleteket
pedig a 4.6.3 fejezetben leirtak alapjan hajtottam végre. A vizsgélataimban alkalmazott paramétereket,
a tanszéken Balogh Teréz altal kordbban folytatott kutatdsi munka (Dr. Kosary Judit témavezetésével)
soran legkedvezébbnek tekintett feltételek alapjan [BALOGH et al., 2004] valasztottam ki. Eszerint a

reakcidelegy 10 % értékben tartalmazott vizet és 1:9 aranyban a reakcid partnerként szolgalo
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alkoholokat és a higitoszer szerepét betolté 1,2-diacetoxi-etant (DAE). Az eredményeket 21. ¢€s
22. abra, valamint a 9. tdblazat mutatja be.

A reverz hidrolitikus folyamat hatékonysdgara a rendszerben szabadon levé gliikoz
mennyiségének csokkenése alapjan kovetkeztettem, igy a folyamat hozama 100 % értékiinek
tekinthetd, ha a rendszerben szabad glilkdz nem mérhetd (mivel azok O-gliikkozid formaban vannak
jelen). Olyan kontroll oldatot is felraktam parhuzamosan razatni, amely alkohol helyett is a DAE
higitdszert tartalmazta. Ezzel kivantam megallapitani, hogy a reakcid soran gliikéz molekuldk is
osszekapcsolodhatnak-e egymdssal. A 3 napos reakcio 1d6 alatt a rendszerben levd gliikk6éz koncentracio
allando volt, igy kijelenthetd, hogy az alkalmazott koriilmények kozott a glikoz molekuldk
Osszekapcsolodasaval nem kellett szamolni. Balogh Teréz doktori munkaja soran HPTLC mérési
modszerrel is igazolta az ilyen rendszerekben keletkezd alifds alkoholokkal képzett
0-gliikkozidok jelenlétét [BALOGH, 2004].

A reverz hidrolitikus reakciok altaldban tobb napig tartanak, ezért a szerves kozeg enzimek
oldhatosagara, stabilitdsara és aktivitasara gyakorolt hatasat altaldban a reakcié kdzben is vizsgalni kell,
valamint az enzim azonnali inaktivalédasi értékét is érdemes meghatarozni. A B-gliikozidazra és mas
hidrolazokra altalaban csokkent oldhatosagot, stabilitast és aktivitast tapasztaltak [CANTARELLA et al.,
1991; GuPTA, 1992]. Masok megallapitottdk, hogy a szubsztrat jelenléte, igy az enzim-szubsztrat
komplex kialakuldsa stabilizaloan hat a B-gliikozidazra a szerves olddszeres kdozegben [PAINTRARUX et

al., 1996].

9. tablazat: Az oldott és az MS rogzitett enzimkészitmény maradék aktivitasa a reverz hidrolitikus

reakci0 soran.

Oldott enzim maradék aktivitas (%)

Onap O5nap 1nap 2nap 3nap

Butoxi-etanol+DAE 65 38 26 20 19

Hexanol+DAE 64 41 32 24 24
Butanol 52 29 15 10 8
Butanol+DAE 61 32 19 15 13

MS rogzitett enzim maradék aktivitas (%)

Onap O5nap 1nap 2nap 3nap

Butoxi-etanol+DAE 83 70 62 57 53
Hexanol+DAE 91 75 67 63 60
Butanol 67 50 39 32 27
Butanol+DAE 80 66 59 54 50
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Esetemben a 0 naphoz tartozo aktivitasértékek voltak az azonnali inaktivalodasi értékek. A
legnagyobb megdrzott aktivitdsokat mind az oldott, mind pedig az MS rogzitett enzim esetében a
hexanolt és a butoxi-etanolt tartalmazo kozegekben mértem (9. tdblazat), amig a legkisebb aktivitasokat
a tisztan butanolt tartalmazé kdzegekben. Azt taldltam, hogy az MS rogzitett enzimkészitmény azonnali
inaktivalodasa minden kozegben kisebb mértékii volt, mint az oldott enzimnél. A rogzitési eljaras
28-42 9% értékkel képes volt ndvelni az enzim megdrzott aktivitasat. Ennek oka feltehetdleg a rogzitési
eljaras konformacio stabilizald hatdsa, valamint a hordozo6 polielektrolit jellegébdl adodhatott, hogy a
hordozé mikrokdrnyezetében a szerves oldoszer kisebb koncentracioban volt jelen.

Balogh Teréz doktori munkaja soran azt tapasztalta, hogy a butoxi-etanol+DAE, a
hexanoH+DAE ¢és a butanoH-DAE kozegekben az oldott enzim azonnali inaktivalodasanak hatisara a
megorzott aktivitasa rendre 30, 27 és 24 % volt, amig a rogzitett enzim esetében 33,38 és 32 % volt
[BALOGH et al., 2004; BALOGH, 2004]. Ezek az értékek elmaradnak az altalam mért értékekt6l, azonban
amig én az azonnali inaktivalodas méréséhez 1 percig inkubdltam az enzimet, Balog Teréz 1 6ran

74

keresztiil. A rogzitett enzim esetében & is nagyobb meglrzott aktivitasokat figyelt meg minden
kozegben, azonban ezen ndvekedés mértéke a kiilonbdzd kdzegekben eltérd volt az altalam tapasztalt
értékekhez képest, amelyet feltehetdleg az eltérd rogzitési eljarasok enzimre gyakorolt tulajdonsagai
eredményeztek.

Erdemes el8szor az enzimkészitmények reakcid soran mutatott inaktivalodasanak a kinetikajat
megvizsgalni, ezaltal a hozamértékek is jobban magyarazhatova valnak. Az oldott és az MS rogzitett
enzimkészitmények inaktivalodasanak mértéke a reakcid soran szemléletesebbé tehetd, ha a maradék

aktivitasok logaritmusat abrazoljuk az id6 fliggvényében (21. abra).

Oldott enzim MS rogzitett enzim
2 2
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£ 3
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0,8 T T T ) 0,8 T T T )
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
id6 (nap) id6 (nap)
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21. abra

Az enzimkészitmények reakcid soran mutatott inaktivalddasi kinetikaja.
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Az azonnali inaktivaloédas mértéke minden esetben meghatarozta a reakcid soran végbemend
inaktivalodas sebességét is, ugyanis azokban az elegyekben, amelyekben az enzimkészitmények jobban
képesek voltak megdrizni aktivitasukat (az azonnali inaktivalodasi mérések alapjan), az inaktivalodas
sebessége is kisebb volt. Mind a két készitmény a legstabilabb a hexanolos, amig a legkevésbé ellenallo
a tisztan butanolos elegyben volt a reakcid soran. A rogzitési eljaras az enzim ellendlld képességét a
kiilonbozé kozegek fliggvényében nem valtoztatta meg, azonban elmondhatd, hogy a kiilonbozo
kozegek inaktivalo hatasai kozott mutatkozo eltérések sokkal kevésbé érvényesiiltek, és az enzim
rogzitett formaban az aktivitdsanak joval nagyobb részét Orizte meg a reakcid veégének tekintett
3. napra. Ennek hatterében a rogzitési eljaras €s az alkalmazott hordozé mar bemutatott kedvez6 hatasai
allhatnak.

Balogh Teréz doktori munkdja soran csak a rogzitett enzimkészitmény felhasznalhatosagat
vizsgalta és a butoxi-etanol+DAE, a hexanol+DAE és a butanol+DAE kozegekben a reakcid végén a
maradék aktivitasok rendre 32, 37 és 25 % értéknek adodtak [BALOGH, 2004]. A kozegek egymashoz
viszonyitott inaktivald hatdsa hasonlonak mutatkozott, mint az altalam végzett mérések soran, azonban
ezek elmaradtak az esetemben mért maradék aktivitas értékektél, amelynek oka a hosszabb (6 napos)
reakcioido €s az eltérd rogzitési eljaras lehetett.

A hozamok tekintetében megallapithatd, hogy azokban a kdzegekben voltak a nagyobb értékek
mérhetdk, amelyekben az enzimkészitmények a leginkabb képesek voltak aktivitasukat megdrizni, igy
a legnagyobb hozam mind a két esetben a hexanolos kdzegben, amig a legalacsonyabb a tisztan

butanolosban volt megfigyelhet6 (22. abra).

Oldott enzim MS rogzitett enzim
80 80

) ) ///j
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S
S
/./. —8— Hexanol+DAE —#8— Hexanol+DAE
P — 40

40 Butanol Butanol
—*— Butanol+DAE —*— Butanol+DAE
20 20

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Hozam (%)
Hozam (%)

1d6 (nap) 1d6 (nap)

22. abra

Az enzimkészitmények hozamértékei a reverz hidrolitikus reakcid soran.
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Az oldott enzim esetében a 3 napos reakcid végén mérhetd hozamok 31-49 %, amig az MS
rogzitett enzimnél 58-77 % kozott valtoztak kozegtdl fliggden. Az MS rogzitett enzim esetében
tapasztalt magasabb értékeknek tobb oka is lehetett: a nagyobb stabilitas és ezaltal a magasabb
megOrzott aktivitas a reakcid sordn; a reakcidhoz az oldott €s az MS rogzitett enzim esetében azonos
aktivitast vittem be, azonban ezt pNPG szubsztraton hataroztam meg; a hordozo enyhe hidrofob
tulajdonsaga miatt hatékonyabban miikodhetett ebben a heterogén, alapvetéen apolaris jellegii
reakciokozegben.

BALOGH ¢s munkatarsai (2004), akik Acrylex C-100 hordozoéra rogzitettek B-gliikozidaz
enzimet, hasonld reakcidkorilmények kozott 40-60 % kozotti hozamokat értek el a kdzegtol fliggden
(oldott enzimet nem vizsgaltak). Ez elmarad az altalam megfigyelt hozamoktol, amelynek oka lehetett,
hogy esetiikben alacsonyabb volt az enzimkészitmény meglrzott aktivitdsa, valamint a
reakcidelegyeket ugy allitottak Ossze, hogy reakcio teljes mértékben valdo végbemeneteléhez kozel 6
nap legyen sziikséges, az altalam alkalmazott 3 napos reakcioval ellentétben.

A bemutatott eredmények alapjan tehat kijelenthetd, hogy az alkalmazott hordozdval és
rogzitési eljarassal eldallitott enzimkészitmény sikeresen €és hatékonyabban volt alkalmazhato reverz
hidrolitikus reakcidkban, mint a nativ enzim. A témaban val6 tovabbi kutatasi irdnyvonalak lehetnek: a
stabilitds fokozéasa, amely foként a glutaraldehides keresztkotési idé ndvelésével érhetd el; mas
alkoholok ¢és eltérd Osszetételli reakcioelegyek tesztelése; az emlitett O-gliilkozidok preparativ

méretekben valo eldallitdsa, megfelelé miiszeres analitikai mérésekkel kiegészitve.

5.5.4 Felhasznalhatosagi vizsgalat az arpa B-gliikan tartalmanak lebontdsaban

Sok esetben az ¢lelmiszeripari technologidk megkivanjak a B-glilkan degradaciojat, amelynek
legaltalanosabb ¢és legelterjedtebb modja az enzimes hidrolizis. Ezentul a B-gliikkan teljes hidrolizise
olyan élelmiszeripari teriiletek felé is utat nyithat, amelyek a gliikdzbol valé etanol eldallitdssal
foglalkoznak. Az arpafélék a B-glikan els6dleges forrasanak tekinthetok. A novényekben a B-glitkkan
lebontasa a csirdzasi folyamat egy korai 1épése, amelyet elsd 1épésben kiilonbozd specifitasti endogén
enzimek katalizalnak, amelyek koziil a legjelent6sebb az (1—3, 1—4)-p-D-gliikkan-4-gliikan hidrolaz
(tovabbiakban gliikanaz) (E.C. 3.2.1.73). A glilkanaz katalizalt arpa B-glilkdn lebontasi folyamat
legfobb végtermékei tri- és tetraszacharid egységek (altalaban a keletkezett végtermékek 90 %
aranyban tartalmazzak ezeket), névlegesen a 3-O-f-cellobiozil-D-gliikopiranéz (G4G3G) és a
3-O-B-cellotriozil-D-gliikkopiranéz (G4G4G3G) (3. abra). A B-gliikan lebontas utolsd lépéseként az
elébb bemutatott oligoszacharidok lebontasara keriil sor, amelyet a B-gliikkozidaz és egyéb B-gliikan
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exo-hidrolaz enzimek katalizdlnak. Mivel a B-glilkoziddz enzim a nem redukald lancvégrdl képes
gliilkdz molekuldkat lehasitani, ezért miikodése hatasaként a G4G4G3G szubsztratbol G4G3G és egy
szabad gliik6z molekula, a G4G3G szubsztratbol laminaribidz (G3G) és egy jabb glilk6z molekula, a
G3G szubsztratbol pedig két szabad gliikoz molekula keletkezik (23. dbra).

G4G4G3G G4G3G G3G
TR

I
/BgUkozdéZ / <koz'déz
$, )

B-gliikozidaz
<:> O Gliikoz egységek

23. abra

A B-gliikozidaz enzim miikddése a glitkanaz altal hidrolizalt arpa B-glikkan szubsztraton.

A B-glikan és enzimes lebontdsanak a mar kordbban ismertetett ¢lelmiszeripari jelentdségei
miatt, az enzim milkddési mechanizmusanak és kinetikai paramétereinek ismerete elengedhetetlen
fontossagu, annak hatékony és gazdasagos felhasznaldsa érdekében. Korabban mar folytak kutatasok,
amelyek sordn a B-gliikoziddz enzim kinetikai paramétereit hataroztdk meg arpabol eldallitott B-gliikan
di- és oligoszacharid szubsztratokon [HRMOVA & FINCHER, 1998; HRMOVA et al., 1998]. Ezekben a
kisérletekben a kinetikai paramétereket mindig egy adott tiszta szubsztrat esetében hatiroztdk meg
hagyomanyos biokémiai mddszerekkel, a felszabaduld gliikoz vagy redukélo lancvégek mennyisége
alapjan. Azonban meg kell jegyezni, hogy a felszabaduld glikoz vagy redukald lancvégek
mennyiségének nyomon kovetésével nem minden esetben kapunk pontos képet a szubsztrat
mennyiségének alakuldsarol a reakcid soran. Ez egyes kinetikai paraméterek meghatdrozdsa soran
hibakhoz vezethet, tovabba ez az eljards nem alkalmazhat6 olyan rendszerekben ahol egyszerre tobb

B-gliikan di- és oligoszacharid szubsztrat van jelen (pl. gliikanaz 4ltal hidrolizalt arpa B-gliikan).
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Az emlitett problémara megoldast jelenthet az irodalmi attekintésben bemutatott HPAEC-PAD
mérési modszer. Ennek feltétele egy olyan mennyiségi meghatarozasi moédszer kidolgozasa, amely a
B-gliikan di- és oligoszacharidok mennyiségének valds és pontos meghatarozasat teszi lehetové.
Amennyiben ez rendelkezésre all, a mérési modszer lehetGséget ad arra, hogy a B-gliikkozidaz enzim
kinetikai paramétereit pontosan meghatarozzuk (a szubsztrat mennyisége alapjan), akar olyan
rendszerben is ahol egyszerre tobb szubsztrat van jelen. Ezen tulmendleg, ha ismerjiik a nativ, oldott
enzim kinetikai paramétereit, azt is meg tudjuk allapitani, hogy milyen hatdssal van egy adott rogzitési
eljaras az enzim katalitikus tulajdonsagaira egy ilyen jellegli felhasznalas soran. Az irodalomban sem a
HPAEC-PAD rendszerrel torténd pontos mennyiségi meghatarozasra (az emlitett arpa B-gliikkan di- és
oligoszacharidok esetében), sem pedig a B-gliikkozidaz enzim miikddésének és kinetikai paramétereinek
a vizsgalatara (az emlitett szubsztratokon) miiszeres analitikai modszerekkel még nem keriilt sor. Ezért
a tanulmanyozott élelmiszeripari felhasznalasok kozil, tudomanyos jelentdsége miatt ezt a teriiletet
valasztottam, amelyen elsdként folytattam részletes vizsgalatokat a norvégiai Nofima Mat

kutatdintézettel egyiittmiikodésben.

5.5.4.1 A nativ enzim inaktivalasi lehetoségeinek vizsgalata

Mivel az arpa PB-glikan di- és oligoszacharidok lebontasat miiszeres analitikai modszerrel
kovettem nyomon, ezért a reakcio elegybdl kivett mintdk esetében az enzim inaktivalas a szokasosnal
is nagyobb szerepet kapott, a mintavétel és a mérés kozott esetlegesen fennalld nagy idokiilonbség
miatt. Gyakorlati és elméleti megfontolasok alapjan, tobb az irodalomban is alkalmazott mddszert
vizsgaltam meg: hdinaktivalas, szerves oldoszer alkalmazasa, enzim inhibitorok hasznalata és ezek
lehetséges kombinacidinak tanulmanyozasat is elvégeztem. A pontos mérési eredmények elérése
érdekében az enzim teljes inaktivalasat tliztem ki célul, €s ehhez olyan modszert kivantam alkalmazni,
ami gyors €s kiméletes igy sem a vizsgalandé anyagokra sem pedig a miiszeres mérésre nincs hatassal.
Az MS rogzitett enzim esetében ezzel a problémaval nem kellett szdmolnom, mert a késdbbi
vizsgalatok igazoltdk, hogy a mérésekhez eldkészitett MS rogzitett enzimkészitmény esetében
szamottevd mértékli leoldodas nem volt tapasztalhatdo. A méréseket a 4.6.4.1 pontban leirtak alapjan
hajtottam végre. A nagyszamu mérési eredmény és a most targyalt fejezet jelentdsége miatt csak a
legalkalmasabbnak tlin6 eljarasok (és ezek kombinacioi) esetén tapasztalt maradék aktivitas értékeket

fogom bemutatni (10. tablazat).
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10. tablazat: A nativ enzim inaktivalasi lehetéségeinek 0sszefoglald bemutatasa.

Maradék aktivitas (%)
A vegyszerek koncentrdcidja az inaktivalé elegyben
+ 2 perces héinaktivalas forrasban

lévé vizfiirdében
10 11 0
Imidazol (mM) 25 1 0
50 0,2 0
5 8 0
w-N-acetil hisztamin (mM) 10 3 0
20 0,3 0
25 22 0
Acetonitril %(V/V) 50 c 0
10 %(V/V) ACN + 25 mM Imidazol | 0,4 0
Acetonitril + Imidazol 10 %(V/V) ACN + 50 mM Imidazol | 0,1 0
50 %(V/V) ACN + 50 mM Imidazol | 0,03 0
Acetonitril + w-N-acetil 25 %(V/V) ACN + 20 mM w-N-ac. | 0,15 0
hisztamin 50 %(V/V) ACN + 20 mM w-N-ac. | 0,03 0

Az alkalmazott ivegkémcsovek esetében azt tapasztaltam, hogy 30 masodperc volt sziikséges
az enzim teljes inaktivalasahoz. Az enzim inaktivalodasa eleinte lassu volt, majd 15 masodperc utén az
inaktivalodas sebessége nagymértékben novekedett. Az els6 15 masodperc feltehetdleg az
iivegkémcso €s a benne levo oldat felmelegedéséhez volt sziikséges, amely tény ravilagitott arra, hogy
eltérd tivegeszkoz mas tulajdonsagokkal birhat a hdinaktivalas szempontjabol, ezért a tovabbiakban
2 perces kezeléseket alkalmaztam. Késobbiekben ki fogok térni arra, hogy miért igyekeztem
lecsokkenteni a hokezelés idejét, az altalanosan alkalmazott 5 perces kezeléshez képest. A fehérjék
katalitikus aktivitasdnak homérséklet fliggésének jellegébdl adoddan, a hdinaktivalas soran van egy
rovid nem kivant szakasz, amikor az enzim a megemelkedett homérsékleten nagy aktivitassal
rendelkezik (az adott szubsztrat koncentraciotol fiiggden), ezért ezt az eljarast onmagaban nem, csak
kiegészitd jelleggel alkalmaztam.

Irodalmi forrdsok alapjan (FIELD et al., 1991), 3 kiilonféle, szdmomra is konnyen hozzaférhetd
enziminhibitort teszteltem: hisztidint, imidazolt és w-N-acetil hisztamint. A szerzék azt talaltak, hogy
a leghatékonyabban az w-N-acetil hisztamin, az imidazol majd pedig a hisztidin volt alkalmazhato. Az
én méréseim is ezt tdmasztjak ala, ugyanis azt talaltam, hogy az enzim aktivitasaban 50 % csokkenés
volt tapasztalhat6, amikor az w-N-acetil hisztamin 0,5 mM, az imidazol 3 mM ¢és a hisztidin pedig
50 mM koncentracidban volt jelen. Mivel az alkalmazott inhibitorok szerkezetiikbdl adoddan karosak
lehetnek a HPAEC mérés soran alkalmazott oszlopra, ezért a lehetd legkisebb koncentracidban
érdemes Oket alkalmazni.
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Szerves oldoszerként acetonitrilt teszteltem (a Nofima Mat norvég kutatointézettel
kapcsolatban allo, UMB egyetemen dolgozé Vincent Ejsink professzor ajanlasa alapjan), amely soran
azt tapasztaltam, hogy az alkalmazott mérési elegyben 10 %(V/V) értékben jelen levé acetonitril csak
kismértékben inaktivalja az enzimet, amig 25 és 50 %(V/V) értékek esetén az inaktivaldo hatas mar
jelentés mértékll (22 és 5 % maradék aktivitas). Az irodalomban taldlhat6 olyan hivatkozés is, amely
ennek teljes mértékben ellent mond, ugyanis Vic és munkatarsai (1995) azt tapasztaltdk, hogy a
mandulaboél izolalt B-gliikozidaz enzim teljes mértékben megdrizte aktivitasat 90 %(V/V) acetonitril és
10 %(V/V) viz elegyében, meg kell azonban emliteni, hogy rajtuk kiviil senki nem kzo6lt hasonld
eredményeket.

Az acetonitril és az inhibitorok egylittes alkalmazas esetén a nativ enzim majdnem teljes
mértékben inaktivalhato volt (ez esetekben a hdinaktivalas sziikségtelen), azonban a HPLC oszlopot is
gyartd Dionex munkatéarsai nem tudtak felvilagositast adni az alkalmazott inhibitorok esetleges karos
hatasair6l, csak arrol, hogy 50 %(V/V) koncentracioban az acetonitril biztonsagosan injektalhato és
alkalmazhato. Ezért a miiszeres mérések soran alkalmazott mérési elegyek 50 %(V/V) térfogatban
tartalmaztak acetonitrilt €s mintavétel utan (tehat az enzimaktivitas 5 % alatt a mérési elegyben) még 2
percig voltak inkubalva forrasban 1év6 vizfliirddben. A mérési elegyek teflonbevonatii kupakokkal
lezart livegcsékben voltak, azonban az acetonitril parolgadsanak nagy veszélye miatt fontos volt a minél
rovidebb hokezelési id6. Az azonos mintakezelés érdekében az MS rogzitett enzimes kisérletek soran
kivett mintakat is ugyanebbe a mérési elegybe helyeztem ¢és hasonlé moédon jartam el a tovabbiakban

is.

5.5.4.2 Az arpa p-gliikan oligo- és diszacharidok HPAEC-PAD rendszerrel torténé meghatarozasa

HPAEC-PAD rendszerrel torténd méréseket a 4.6.4.2 pontban leirtak alapjan hajtottam végre. A
glikoz, G3G, G4G3G, G4G3G3G és a melibioz [mint belsé standard (a-D-Gal-(1—6)-D-Glc)]
alapvonali elvalasztdsat, olyan pozitiv acetdt gradiens létrehozasaval értem el, amelynek paraméterei
FUKAMIZO és munkatérsai (2008) altal alkalmazott paramétereken alapszik. A hasznalt gradiens eliicios
program megfeleld elvalasztasi hatékonysagot biztositott (24. dbra), igy ezen paraméterek optimalasara

nem kerilt sor.
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24. abra

B-glitkozidaz enzimmel kezelt, glitkanaz altal hidrolizalt arpa p-gliikan kromatogramja.

A gliikkanaz altal hidrolizalt B-gliikdnok és a magasabb polimerizaltsagi fokkal (DP) rendelkez6
B-gliikdnok kvantifikalasahoz altalanosan malto-oligoszacharidokat haszndlnak, mivel ezen -gliikdnok
elegendé mennyiségben valo elballitasa hosszadalmas és draga, valamint kereskedelemben csak az
elmult egy-két évben valtak elérhetdvé. Korabban tobben is gy talaltak, hogy a tobbféle kotést is
tartalmazo B-gliikdn oligoszacharidok viselkedése a detektorral szemben hasonld, mint az azonos DP
értékkel rendelkezd malto-oligoszacharidoké, ezért ezek a szerzOk a megfeleld DP értékkel rendelkezd
malto-oligoszacharidokat hasznaltdk a mennyiségi meghatarozas alapjaul [JIANG & VASANTHAN, 2000,
Koizumi et al., 1989, VAN RIEL & OLIEMAN, 1991]. Azonban nem szabad figyelmen kiviil hagyni a
strukturdlis  kiilonbséget a B-glikdnok ¢és a malto-oligoszacharidok kozott, mivel a
malto-oligoszacharidok olyan linearis gliikkoz lancok, amelyekben kizarolag o-(1—4) kotések

fordulnak eld. Ezaltal a jelen levé malto-oligoszacharidok mennyiségének valtozasaval, a detektorban
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kivaltott jel mértékének valtozasa eltérd lehet. Errdl a témakorrdl maig sem sziiletett még egységes
allaspont, ezért a kvantifikalas soran a lehetséges hibdk elkeriilésének érdekében, a Megazyme altal
ujonnan forgalmazott megfeleld standardokat (G3G, G4G3G, G4G4G3G) alkalmaztam. A mérések
soran belsd standardot is hasznaltam, amelyhez olyan szénhidratot kellett talAlnom, amelynek retencids
ideje nem egyezik meg egyik detektalni kivant szénhidratéval sem. A vizsgalt szénhidratok koziil
ennck egyediill a melibiéz tett eleget. A belsé standard hasznalata altaldban a gazkromatografias
mérések korében elterjedt, igy az irodalomban sem talalni példat arra amikor [B-gliikdn oligo- és
diszacharidok mennyiségének HPAEC-PAD rendszerrel valdo mérése soran belsé standardot
alkalmaztak volna. Ennek hasznalata azonban elengedhetetlen, mert kézismert, hogy a PAD detektor a
sorozatmérések sordn veszit érzékenységeébdl, amelyet a rendszer mosasaval lehet csak normalizalni,
azonban bels6 standard hasznalataval ezen hibak korrigalhatok. Tovabbi elénye, hogy a belsd standard
hozz4addsa utan, a mintat ért barmilyen behatds (pl. a minta parolgasa vagy higulasa stb.) korrigadlhato
¢s kalkulalhat6. A kromatogramon 9,5 valamint 13 percnél megfigyelhetd két azonositatlan cstcs is,
amelyek feltehetdleg a G4G3G és G4G4G3G lugos kornyezet (mérés soran alkalmazott eluens)
hatasara létrejové0 modosulatai. Ennek megallapitasa érdekében kisérleteket végeztem, amelyek
eredményei igazoltak feltevésemet. Ugyanis azt tapasztaltam, hogy lugos kézegben (pH 12, 10 mM
NaOH) val6 inkubalas sordn ezen csucsok teriiletei az eltelt idovel aranyos novekedtek, amig a G4G3G
¢s G4G4G3G csucsok teriiletei szintén aranyosan csOkkentek. Ezt a problémat korabban az
irodalomban még senki nem vizsgalta, igy a keletkezé anyagok szerkezeti meghatarozasara sem kertilt
még sor. Ezek azonositasat jelenleg is végzem a Nofima Mat kutatdintézettel egyiittmitkodésben. Az
igy fellépd hibaval azonban méréseim soran nem kalkuldltam, mivel allandé mérési koriilményeket
alkalmaztam. Viszont az elsOdlegesen az enzim inaktivalasara hasznalni kivant lagos pH (a mérés
soran is alkalmazott NaOH oldattal) nem volt alkalmazhat6, ezért kellett az 5.5.4.1 pontban bemutatott
sz¢les kor vizsgalatokat elvégeznem.

A méréseim sordn alkalmazott belsd standard és a kvantifikdlashoz hasznalt Ujonnan
beszerezhetd standardok, olyan, az irodalomban eddig még be nem mutatott meghatarozasi modszert

tettek szamomra lehetdvé, amellyel akar egy enzimreakcid pontos nyomon kdvetése is lehetdveé valt.

5.5.4.3 Az enzimkészitmények kinetikai paramétereinek meghatarozasa a tiszta arpa f-gliikan oligo- és

diszacharid szubsztratokon

Az irodalmi eredmények alapjan megallapithatd, hogy a gliikozbdl felépiild szubsztratokon, az

exohidrolazok kinetikai paramétereit altaldban a felszabaduld gliikéz molekuldk, vagy redukalod
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lancvégek alapjan hatarozzak meg [KAWAI et al., 2004; HRMOVA & FINCHER, 1998; HRMOVA et al.,
1998; HRMOVA et al., 1996; PEREZ-PONS et al., 1995]. A gliik6zbol felépiilé szubsztratok esetében,
kiilonosen a ketténél nagyobb polimerizaltsaggal és esetleg vegyes kotésekkel rendelkezOknél azonban
a kinetikai paraméterek meghatarozasa a felszabaduld gliikdéz vagy redukaléd lancvégek alapjan hibahoz
vezethet. Kihasznalva a HPAEC-PAD mérési modszer hatékonysagat, lehetdségem volt, hogy
meghatarozzam a B-glikoziddz enzimkészitmények kinetikai paramétereit a tiszta G3G, G4G3G és
G4G4G3G szubsztratokon, mind a jelen levé szubsztrat mind pedig a felszabadult glilkdz mennyisége
alapjan. A konnyebb kovethetdség érdekében eloszor a nativ enzim vizsgalata soran tapasztaltakat €s
ennek kinetikai eredményeit mutatom be €s hasonlitom Ossze az irodalmi eredményekkel, majd ez
alapjan keriilnek bemutatasra az MS rogzitett enzimkészitmény esetében mért eredmények.

A vizsgalatokat kiilonboz6 szubsztrat:enzim aranyok mellett is elvégeztem, a kinetikai
paraméterek meghatdrozasa érdekében elvégzett kisérletet a 4.6.4.4 fejezetben leirtak mutatjak be. Az
Osszes elvégzett mérés elott a nativ enzimkészitményt a 4.6.4.3 pontban leirtak alapjan szlirtem.
Minden szubsztrat esetében azt tapasztaltam, hogy a felszabadulo gliikoz mennyisége az enzimreakcio
soran egy kezdeti linedrisan novekvd szakasz utan, a szubsztrat mennyiségének fogyasaval egyidejiileg
telitési tendenciat kovetett. Az alkalmazott szubsztratok mennyisége pedig értelem szertien a kezdeti
linearisan csokkend szakasz utan, kézel exponencialis fiiggvénnyel volt leirhaté. A G4G3G hidrolizise
soran eldszor a nem redukald lancvégrol keriil leszakitasra egy glilkéz molekula és az igy keletkezo
G3G egyszerre lett termék és szubsztrat a rendszerben. A G3G mennyiségében eldszor egy novekvod
szakasz, majd egy maximum koncentracio elérése utan csokkenés volt tapasztalhatdo (25. abra). Ez
alapjan kompetitiv inhibiciot feltételeztem a G4G3G ¢és a G3G kozott. A G3G képzddése €s novekvo
mennyisége a reakcid elején azt is eredményezte, hogy a felszabadulod glilkéz mennyisége az id6
fliggvényében kisebb volt a reakcid elején, mint késobb, amikor a maximum értéket mutatott.
Megfigyelhetd tovabba, hogy a rendszerben levé G3G (felhalmozodasaval és lebomlasaval a szubsztrat
koncentracidjatol fliiggden) szabalyozni tudta a felszabadulo gliilkdz mennyiségét a reakcid sordn, és igy
képes volt a képzddd glik6z mennyisége szamara hosszabb linedris szakaszt eredményezni, mint
amilyen a szubsztrat csokkenésében volt tapasztalhatd. Ennek a kinetikai paraméterek meghatarozasa
soran van jelentdsége, ugyanis a szubsztrat és a végtermék alapjan torténd meghatirozas soran eltérd

eredményeket kaphatunk.
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25. abra

A tiszta GAG3G szubsztratum nativ B-glitkkozidaz enzim altal torténé lebontasa soran altalanosan megfigyelt hidrolizis

g0rbék a reakcio elegyben (23 °C homérséklet és pH 5,50 kémhatés mellett).

A G4G4G3G lebontasakor a felszabaduld G4G3G (és az ebbdl felszabadulé G3G) egyszerre
volt termék ¢és szubsztrat, amelyek mennyiségében kezdetben kismértékli ndvekedés volt tapasztalhato,
majd kozel allandd, alacsony koncentracioban voltak jelen a reakcid soran (26. abra). A G4G3G ¢és
G3G mennyiségében megfigyelhetd kezdeti ndvekedés szintén azt eredményezte, hogy a felszabadulo

gliitkdz mennyiségének a sebessége a reakcid kezdetén alacsonyabb volt, mint a késdbbiekben.
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26. abra
A tiszta G4G4G3G szubsztratum nativ B-gliikozidaz enzim altal torténd lebontasa soran altalanosan megfigyelt hidrolizis

gorbék a reakcio elegyben (23 °C hémérséklet és pH 5,50 kémhatas mellett).

A kinetikai paraméterek meghatarozédsa soran azért nem tudtam a hagyomanyos meghatdrozasi
modszert (és modelleket) alkalmazni, miszerint kiilonb6zé szubsztrat koncentraciok mellett
meghatarozom a kezdeti enzim aktivitasokat (lehetdleg a Ky, érték 0,1-10-szeres tartomanyaban), mert
szubsztratként a forgalomban nem rég kaphat6 standardokat hasznaltam, igy a hagyomanyos vizsgalati
modszer irredlisan magas koltségekkel jart volna. Mivel kétszer 2 honapot volt csak lehetéségem
Norvégiaban tolteni, ez az id6 nem lett volna elég a szubsztratok helyben torténd eldallitasara és a
sziikséges szamll mérések elvégzésére. Arrdl sem szabad tovabba megfeledkezni, hogy a bemutatott,
vizsgalt rendszerek nagyfoku komplexitasa miatt, a hagyomanyosan alkalmazott kinetikai modellek
nagymértékii hibakhoz vezethettek volna. Az elmondottak okidn a kinetikai paraméterek
meghatarozasahoz olyan moédszerre volt sziikségem, amely minden vizsgélt esetben megbizhatoan
alkalmazhato ¢és az alkalmazéasaval kapott eredmények Osszehasonlithatok. A tiszta szubsztratok
esetében a kinetikai paramétereket a felszabaduld végtermék (gliikoz) és a szubsztrat alapjan is
meghataroztam, amig a gliikkanaz altal hidrolizalt arpa B-gliikdnon erre csak a szubsztratok mennyisége

alapjan volt lehetéségem. Minden vizsgédlat esetében a szubsztrat és az enzim koncentracid aranyat
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addig noveltem a tizszeresére, amig a szubsztrat mennyiségének a kezdeti csokkenésének és/vagy a
felszabadulo gliikoz mennyiségének a kezdeti falszabadulasanak a mértékében 20 %-ndl alacsonyabb
eltérés nem volt tapasztalhatd a valtoztatds hatdsara, ezt tekintettem kozel szubsztrat telitettségi
allapotnak. Ezeket a megfeleld szubsztrat:enzim aranyokat alkalmaztam, hogy a szubsztrat és/vagy a
gliilkdz mennyisége a reakcio elején linearisan csokkenjen vagy ndvekedjen legalabb fél 6ran keresztiil.
Ezeket a linearis szakaszokat minden esetben legalabb 4 mérési ponttal azonositottam (R*>0,998), és a
Keat értékeket ezek alapjan hataroztam meg. Mivel nem nevezhettem ezeket tokéletes szubsztrat
telitettségi allapotnak ezért a tovabbiakban K’ jelzést haszndlok. A K értékeknek az igy
meghatarozott maximalis aktivitasok feléhez tartozo szubsztrat koncentraciokat tekintettem, amelyeket
a mérési pontokhoz illesztett megfeleld (leginkabb illeszkedd) fliggvények egyenletei alapjan
hataroztam meg. A Ky, allandé minden vizsgalt szubsztrat:enzim ardnyndl meghatarozéasra keriilt és
értékiikben hasonld mértékli valtozasok voltak megfigyelhetok, mint a K értékek esetén a
szubsztrat:enzim ardnytol fliggden. Ezért a tovabbiakban ez az allandd pedig Kn’ jelzést kap. Az
elvégzett vizsgalatokkal az enzim kinetikai allandokat gyakorlati ton hatdroztam meg (kozel
szubsztrat telitettségi allapotban), igy ezek elméleti értelemben nem pontos kinetikai paraméterek, de
az igy kapott eredmények Osszehasonlithatok mivel a meghatarozas paraméterei és menete minden
esetben azonos volt.

A kinetikai paraméterek meghatarozasahoz sziikséges vizsgalatokat a 4.6.4.4 pontban leirtak
alapjan hajtottam végre, amely vizsgalatok el6tt az alkalmazott enzimoldatot a 4.6.4.3 fejezetben
megadottak szerint szlirtem. Az eredményeket a 11. és 12. tablazat mutatja be. A konnyebb
Osszehasonlithatosag kedvéért itt mutatom be a glikandz altal hidrolizalt arpa B-gliikdnon mért

eredményeket is.
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11. tablazat: A nativ enzimkészitmény kinetikai paraméterei a kiilonbozd rendszerekben és szubsztratokon.

Szubsztrat alapjan

Végtermék alapjan

R Km' Kcat'/Km' R Km' Kcat'/Km'
Keat' (S7) (mM) (10°S*MY) Keat' (S7) (mM)  (10°S™MY)

G3G 1,46 5,24 0,2786 1,51 5,37 0,2812

Tiszta szubsztrat G4G3G 0,119 1,62 0,0735 0,061 0,79 0,0772

G4G4G3G | 0,0026 0,34 0,0076 0,0022 0,35 0,0063

.. Ve Ve . . Ve Ve . Ve G3G - - -
Gliikanaz altal hldrollzallt arpa B-glitkkan G4G3G 0,053 0,88 0,0602
szubsztrat

G4G4G3G | 0,0019 0,54 0,0035

12. tablazat: Az MS rogzitett enzimkészitmény Kinetikai paramétereinek szazalékban kifejezett értékei a kiilonb6z6 rendszerekben és

szubsztratokon a nativ enzimhez képest.

Szubsztrat alapjan

Végtermék alapjan

Keat' (5°) (rlm(wr:/l) (1|:)c§t5'/1K|\7'1) Keat' (5°) (:1(1n|:/l) (lKC;::tS'/lKl\I;I"l)
G3G6 | 767 9027 850 7,55 83,45 8,54
Tiszta szubsztrat G4G3G | 1008 102,47 9,84 8,20 97,47 8,41
GAGAG3G| 11,02 10588 11,26 10,91 10857 10,05

Gliikanaz altal hidrolizalt arpa B-gliikan

szubsztrat

G3G - - -
G4G3G 11,32 107,95 10,49
G4G4G3G| 13,68 112,96 12,11
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Az eldzetes feltételezésemmel megegyezden, a kinetikai paraméterekben eltérések voltak
tapasztalhatok attol fliggden, hogy a rendszerben jelen levé szubsztrat vagy pedig a felszabadulo
végtermék alapjan keriiltek meghatarozasra. Ezen eltérések mértéke a vizsgalt szubsztrattol fliiggden
valtozott, amely eredmények j6l magyarazhatok az el6zéekben bemutatott eredményekkel. A G3G
szubsztraton, ahol csak egy B-(1—3) kotés keriilt hidrolizalasra, szdmottevd eltérés nem volt
tapasztalhat6 a kinetikai paraméterekben. A G4G3G szubsztrat esetében a reakcio elején felszabadulo
¢s a nagymértékben felhalmozddd G3G jelentdsen képes befolydsolni (csdkkenteni) a felszabadulo
veégtermék (gliikoz) mennyiségét az 1d6 fliggvényében, igy a kinetikai paraméterekben is jelentds
eltérések voltak tapasztalhatok, amikor az irodalomban is alkalmazott médszer szerint a felszabadulo
gliikdéz mennyisége alapjan keriiltek meghatarozasra. Mind a Kcs’, mind pedig a Ky’ érték kozel a fele
volt a szubsztrat mennyisége alapjan meghatarozott értékekhez képest, azonban az enzim katalitikus
hatékonysaganak a jellemzésére szolgdld paraméterben a Kei'/ Kiy’ értékében jelentds eltérés nem volt
tapasztalhatd. A G4G4G3G lebontasa soran bemutattam, hogy kis mennyiségben G4G3G ¢és G3G is
felszabadul, amely aztdn kozel alland6 koncentracidban van jelen. Ez a jelenség szintén képes
befolyasolni a felszbaduld gliilkdz mennyiségét és ezaltal a kinetikai paraméterek értékeit, azonban az
eltérés 1ényegesen alacsonyabb, mint a G4G3G esetében. A Keat® értékében mindossze 20 % csokkenés
volt megfigyelheté a szubsztraton meghatarozott paraméterhez képest, amig a Kp’ értékek kozel
azonosak voltak.

A bemutatott eredmények alapjan kijelenthetd, hogy az ilyen jellegli szubsztratok esetén egy
adott exohidrolaz kinetikai paramétereinek pontos meghatarozasahoz a szubsztrat mennyiségének a
nyomon kovetése sziikséges, mivel a felszabaduld végtermék mennyisége alapjan torténd szamolas
hibakhoz vezethet. Mivel a kinetikai paraméterek definicid szerinti meghatarozasat csak a szubsztrat
mennyisége alapjan torténé szamolas tette lehet6vé, tovabba ezzel a modszerrel olyan komplex
rendszerekben is lehetdség van a kinetikai paraméterek megallapitasara, ahol a reakcio kezdetén tobb
szubsztrat is jelen van (pl. gliikkanaz altal hidrolizalt arpa B-gliikkén), ezért a tovabbi kisérletek soran ezt
a fajta meghatarozasi modszert alkalmaztam.

Altaldban elmondhatd, hogy a P-D-gliikin exohidroldzok aktivitisa a lamino- és
cello-oligoszacharid szubsztratokon a lanchossz ndvekedésével csokken [KAwAI et al., 2004; HRMOVA
et al., 1998; PITSON et al., 1997], azonban ettdl eltér6 eredményt is publikaltak mar [PEREZ-PONS et al.,
1995]. Ennek a csokkenésnek a mértéke nagyon eltérd lehet, amely leginkabb az enzim szarmazasi
helyétdl és a szubsztrat tipusatol fligg. Az irodalmi adatokkal megegyezéen [HRMOVA et al., 1998] én
IS azt tapasztaltam, hogy a lanchossz egy egységgel valé novekedése tobb mint egy nagysagrenddel

képes az enzim aktivitasat csokkenteni. A legnagyobb aktivitast (1,46 S™) a G3G szubsztraton mértem,
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amely érték nagyban elmarad a Hrmovaék altal arpabol kivont B-glikoziddz enzim aktivitdsatol
(14 S1). A Kp értékek azonban nagyfokt hasonldsagot mutattak, ugyanis a G3G szubsztraton az
altalam alkalmazott (manduldbdl kivont) enzimkészitmény 5,24 mM értékkel, addig a Hrmovaék altal
kivont enzimkészitmény 5,37 mM értékkel rendelkezett. Ezek az eredmények jol szemléltetik az
alkalmazott enzim katalitikus aktivitdsanak a specifitdsat a szarmazasi helyétél fliggden. Szintén a
B-gliikkozidaz szarmazasi helyétol fiiggéen a G3G szubsztraton mért aktivitasa lehet magasabb [PITSON
et al., 1997], kozel megegyez6 [HRMOVA et al., 1998] vagy alacsonyabb [PEREZ-PONS et al., 1995],
mint a cellobi6z szubsztraton. Az altalam alkalmazott enzimkészitmény aktivitdsa G3G szubsztraton
kozel a fele volt a cellobiézon mért aktivitasnak (3,15 S™). A nativ enzim tovabba 12-szer és 560-szor
alacsonyabb aktivitast mutatott a G4G3G és G4G4G3G szubsztratokon, mint a G3G szubsztraton.

Az MS rogzitett enzimkészitménnyel végzett vizsgalatokhoz az enzimkészitményt a 4.6
pontban megadottak alapjan allitottam eld, a méréseket pedig a 4.6.4.4 pontban leirtak szerint végeztem
el. A kinetikai vizsgéalatok elvégzése eldtt, a létrehozott MS rogzitett enzimkészitményt fél oran
keresztiil a késobbi felhasznalas kozegében razattam, hogy a korabban bemutatottak miatt elérjem az
MS rogzitett enzimkészitmény maximalis aktivitdsat, valamint, hogy a gyengébben k&todott enzim
aggregatumok leoldodjanak. A reakciok végén az enzimleoldddasbol szarmazd enzimaktivitasok nem
voltak kimutathatok a reakcidelegyek feliilliszojaban. Az MS rogzitett enzimkészitmény kinetikai
paramétereit a konnyebb értelmezhetdség kedvéért a nativ enzim értékeihez viszonyitva %-0S
értékekben adtam meg. A Kea® érték meghatarozasahoz tudnom kellett a rogzitett fehérje mennyiségét,
amelyet az 5.2.2.4 fejezetben bemutatott fotometrias modszer alapjan allapitottam meg. Ez alapjan az
MS rogzitett enzimkészitmény Kes® értékei 7-12 % kozott valtoztak (12. tdblazat) a nativ enzim
értékeihez képest, amely értékek 1ényegében az aktivitds rogzitési hozamanak értékei. Kijelentheto,
hogy ezeken a természetes szubsztratokon megallapitott rogzitési hozamok kézel azonosak, mint a
mesterséges pNPG szubsztraton meghatarozott értékek (ugyanilyen enzim-hordozo aranynal 7 %). A
Kn’ értékeknél is hasonld jelenséget tapasztaltam, mint a pNPG szubsztraton megallapitottaknal,
miszerint a rogzitési eljards szdmottevd mértékben nem volt képes befolydsolni ezen paramétereket.
Ennek magyardzata hasonld lehet, miszerint a fehérje szerkezetében a rogzitési eljaras szdmottevd
eltérést nem eredményezett, igy a fajlagos katalitikus aktivitdsban tapasztalhatdé nagymértékii
csokkenés az enzim molekuldk nem megfeleld térhelyzetben vald adszorpcios rogziilésének, valamint
az esetlegesen fennallo diffuizios gatlasoknak tulajdonithatd. Ezaltal a megfeleld térhelyzetben rogziilt
enzimfehérjék hasonld Ky, értékkel rendelkeznek, mint a nativ enzim. Mivel a felszabaduld gliikoz
mennyisége alapjan meghatarozott kinetikai paraméterek nativ enzimhez viszonyitott szazalékos

értékei hasonlo értékeket mutattak, mint a szubsztrat mennyisége alapjan torténd szdmolas sordn, igy
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kijelenthetd, hogy a végtermék alapjan torténd szdmolds hasonld hibahoz vezetett, mint a nativ

enzimnél.

5.5.4.4 A gliikanaz altal hidrolizalt arpa p-gliikan oligoszacharid tartalmanak meghatdrozasa a

reakcioelegyben

A gliikkanaz altal hidrolizalt arpa B-gliikkan eloallitasat a 4.6.4.5 pontban leirtak alapjan hajtottam
végre. Az arpa fB-glikén gliikanaz enzimmel valo lebontasanak végtermékei (90 % értékben) tehat, a
mar korabban bemutatott G4G3G és G4G4G3G. Ezek ardnya mintegy ujjlenyomatként jellemzoek az
adott B-glikan forrasara. Ezért is tartottam fontosnak az altalam hasznalt, a Megazyme altal
forgalmazott nagy tisztasagl arpa B-glilkan enzimes kezelése soran kapott végtermékeinek mennyiségi

meghatarozasat. A hidrolizatumro6l felvett kromatogramot a 27. dbra szemlélteti.
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Gliikanaz altal hidrolizalt arpa B-gliikan szubsztrat kromatogramja.
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Esetemben a G4G3G:G4G4G3G aranya 1,99 volt, ami 6sszhangban van JIANG és VASANTHAN
(2000) eredményeivel, akik 10 kiilonbozd arpabdl izolalt B-gliikan esetében azt talaltak, hogy ez az
arany 1,62 és 2,15 kozott valtozik. Az emlitett 9sszetevokon kiviil mas kisebb mennyiségben jelen levo
anyagok is detektalhatoak voltak, amelyek minden bizonnyal az enzimes lebontds soran keletkezd
nagyobb polimerizaltsagi foku oligoszacharidok voltak, valamint G3G nem volt kimutathatd. A tovabbi

kinetikai vizsgalatok soran minden esetben ezt a hidrolizdtumot hasznaltam szubsztratként.

5.5.4.5 Az enzimkészitmények kinetikai paramétereinek meghatarozasa a gliikandaz altal hidrolizalt

arpa p-gliikanon

Miutan a tiszta arpa p-glikan oligo- ¢€s diszacharid szubsztratokon meghataroztam az
enzimkészitmények kinetikai paramétereit, fontosnak tartottam olyan természetes kdzegben (gliikanaz
altal hidrolizalt arpa p-gliikkan) is ezen paraméterek meghatarozasat, amelyben a reakcio kezdetén tobb
szubsztrat is jelen van. Ennek vizsgalatat a kidolgozott HPAEC-PAD mérési mddszer lehetove tette,
ugyanis az altalanosan alkalmazott végtermék mennyiség mérési modszer ilyen rendszerekben nem
alkalmazhatd6. A méréseket a 4.6.4.6 pontban leirtak szerint hajtottam végre, az MS rogzitett
enzimkészitmény eldallitasat és elokezelését, valamint a kinetikai paraméterek meghatarozasat pedig az
5.5.4.3 pontban bemutatottak szerint végeztem el. Az eredményeket a 28. abra és a 11. és 12. tablazat
mutatja be. Ebben a fejezetben is eldészor a nativ enzim vizsgalatai sordn tapasztaltakat mutatom be
részletesen, majd ezekhez viszonyitom az MS rogzitett enzim tesztelése soran kapott eredményeket.

Mivel a reakcio elején a G4G3G és a G4G4G3G szubsztratok meghatarozott aranyban voltak
jelen, ezért a kinetikai paraméterck meghatarozasa soran figyelembe kellett venni, hogy a G4G4G3G
bontasa kozben G4G3G is keletkezik. A tiszta szubsztratok esetében azt allapitottam meg, hogy az
enzimkészitményeknek kozel 45-szor alacsonyabb az aktivitaisa a G4G4G3G, mint a G4G3G
szubsztraton. Mivel az igy felszabadulé G4G3G nagyon kis mennyiséget jelent és ennek felszabaduldsa
az 1d6 fliggvényében kozel linedris a reakcid elején, ezért a G4G4G3G szubsztratbol felszabadulo
G4G3G mennyiségével nem kalkuldltam az enzimkészitmények G4G3G szubsztraton vald kinetikai
paramétereinek a meghatarozasa sordn. A nativ enzimmel végrehajtott reakcié sordn a felszabaduld
glikéz mennyisége megkozelitdleg logaritmikus fliggvénnyel volt leirhatd, amig az elsddleges
szubsztratnak tekinthetd G4G3G mennyisége ennek a forditott tendenciajat kovetve csokkent. A
G4G4G3G mennyisége a reakcid soran pedig szintén kozel exponencidlis fliggvénnyel volt
jellemezhetd (28. abra). A G3G mennyisége csak Uigy, mint a tiszta G4G3G lebontasa soradn, elészor

ndvekedett, majd egy maximum koncentracié elérése utan csokkenést mutatott.
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A gliikanaz hidrolizalt arpa B-gliikan szubsztratum nativ B-gliikkozidaz enzim altal térténd lebontasa soran altalanosan

megfigyelt hidrolizis goérbék a reakcid elegyben (23 °C hémérséklet €s pH 5,50 kémhatas mellett).

A G4G4G3G szubsztraton meghatarozott Key” érték a 73 %-a volt a nativ szubsztraton
meghatarozott értéknek, amig a Ky’ paraméter értékében 59 %-os ndvekedés volt tapasztalhato, igy a
katalitikus hatékonysdga az enzimnek ebben a rendszerben 46 %-ra csokkent. Ezt a csokkenést a
G4G3G szubsztrat jelenlétének tulajdonitottam é€s itt is a két szubsztrat kozott fenndllo kompetitiv
jellegli inhibiciot feltételeztem. A G4G3G szubsztraton az enzim katalitikus aktivitdsdban 55 % értékii
csokkenés volt mérhetd, amig a Ky’ értékben ennél kisebb, 46 %-o0s csokkenést hatdroztam meg, igy a
katalitikus aktivitds a 82 %-a volt a tiszta szubsztrat esetén mértnek. Foként a G4G3G szubsztraton
bemutatott kinetikai paraméterek nem tamasztjadk ald definicioszerlien a feltételezett kompetitiv
inhibiciot, amelynek fobb okai lehetnek, hogy: nem csak tisztan kompetitiv inhibicio all fenn a két
szubsztrat kozott, hanem eléfordulhat, hogy egyszerre képesek megkotddni az aktiv helyen ezzel
akadalyozva a termékek kijutasat. Természetesen az sem zarhatoé ki, hogy az &ltalam alkalmazott
modszer ebben a rendszerben nem alkalmazhato tokéletesen a kinetikai paraméterek pontos

meghatarozasara (ez esetben az eredmények csak tajékoztatd jellegliek lehetnének). Mivel a G3G

126



foként a G4G3G szubsztratbol szabadult fel a reakcid soran, ezért koncentracidja a G4G3G
koncentracidjatol és aktudlis lebontdsi sebességétdl fiiggott, igy ezen a szubsztraton a kinetikai
paraméterek meghatarozasa értelmetlennek tiint.

Az MS rogzitett enzim esetében a reakcid soran megfigyelhetd anyagmérleg és az egyes
szubsztratok és termékek mennyiségének a tendencidi lényegében megegyeztek a nativ enzim
vizsgalatai soran bemutatottakkal. Az MS rdgzitett enzimkészitmény paramétereinek szazalékos értékei
(a nativ enzimhez viszonyitva) kdzel azonosak voltak mint, azokban a rendszerekben, ahol a tiszta
szubsztratok voltak jelen, igy az el6bbiekben (5.5.4.3) tett megallapitasok ¢és kijelentések az MS
rogzitett enzim esetében is helytalloak. Ez alapjan kijelenthetd, hogy a rogzitési eljards az enzim
katalitikus aktivitdsaban okozott nagyobb mértékii csokkenést (a fent bemutatottak okan), azonban a
Km’ értékeiben és ezekben a rendszerekben megtigyelhetd alapvetd viselkedésében és tulajdonsagaiban
nem. Mivel a reakciokat technikai okokbol tigy terveztem meg, hogy maximalisan 13 orasak legyenek,
ezért az elvégzett vizsgalatok alapjan a nativ és az MS rogzitett enzimkészitmények reakcié soran
mutatott stabilitdsaval kapcsolatban érdemi megfigyeléseket nem lehetett elvégezni. Ezért a jelen
vizsgalatok alapjan az MS rogzitett enzim alkalmazasdnak elénye az ilyen jellegii élelmiszeripari
folyamatokban az ujrafelhasznalhatosagaban és gazdasagossagaban nyilvanul meg.

Az elvégzett kisérletek jo alapot szolgaltatnak tovabbi vizsgalatok megtervezésére ¢és
elvégzésére. Tovabbi munka részét képezheti a kidolgozott HPAEC-PAD mérési moddszer
tovabbfejlesztés, hatékonyabba tétele, valamint a mérési rendszer altal alkalmazott NaOH a vizsgalt
szénhidratokra gyakorolt hatdsanak vizsgélatai. Sziikséges lehet olyan modszer kidolgozasa is, amellyel
labor koriilmények kozott lennének eldallithatok a vizsgalt szénhidratok (nagy mennyiségben), ezaltal
lehetéség nyilna a kinetikai paraméterek altaldnosan alkalmazott modszerekkel torténd
meghatarozasara is. Erdemes lenne olyan tobb napos/hetes kisérletsorozatok elvégzése is, amellyel a
nativ és az MS rogzitett enzimkészitmények stabilitdsa valna megfigyelhetévé a bemutatott

rendszerekben.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A kinetikus-leoldédasi vizsgalat kidolgozasa. Az altalam alkalmazott kétlépéses, kombinalt
rogzitési technika vizsgéalatdhoz egy specialis modszert dolgoztam ki. Az irodalomban mar ismertetett
muikodési stabilitas vizsgalat tapasztalatainak a felhaszndldsaval kidolgoztam a szdmomra megfeleld
un. kinetikus-leoldodasi vizsgalatot [RADVA et al., 2011], amellyel egyszerre hatarozhaté meg az
immobilizalt enzimkészitmény aktivitasa és a ,rogzilt enzimaktivitas leoldodasa” alapjan annak
stabilitdsa. Ez a moddszer kiilonosen jol alkalmazhatdé volt az altalam haszndlt rogzitési eljarés
vizsgalatara, mivel a két eltér6 kémiai kotés kialakitasahoz sziikséges paraméterek, elkiilonitve voltak
vizsgalhatok. A modszer tehat lehetdvé tette, hogy nyomon kdvessem az immobilizalasi eljarés egyes
lépéseinek és a kornyezet paramétereinek hatdsat a rogzitett enzimkészitmény aktivitdsara és

stabilitasara.

2. Uj, rogzitett p-glikozidaz enzimkészitmény eléallitisa és altalinos jellemzése. ElsGként
allitottam el egy oOlyan uj, rogzitett B-gliikoziddz enzimkészitményt, amelyhez a hasznalt hordozd
olcsd és konnyen beszerezhetd, az alkalmazott rogzitési technika pedig egyszerti. Ez egy olyan
kombinalt rogzitési technika, ahol elsé 1épésként az enzimet adszorbealtattam a hordozo (Amberlite
IRA 900 CI) porusszerkezetéhez, majd a masodik 1épésében glutaraldehides kezelést alkalmaztam, ami
egy stabilabb fehérje-struktura kialakulasat eredményezte, a hordozon levé fehérjemolekulak
Osszekapcsolasa révén. A rogzitési eljardas kedvezd paramétereit az altalam kidolgozott
Kinetikus-leoldodasi vizsgalat segitségével hataroztam meg. Az igy elballitott uj készitmény altalanos
jellemzését is elvégeztem, amelynek soran meghataroztam a kinetikai paramétereit és a katalitikus

aktivitasanak pH és hdmérséklet fliggését is [RADVA & KOsARY, 2011].

3. Az 1j, rogzitett enzimkészitmény élelmiszeripari folyamatokban valoé tesztelése. Az eldallitott uj
készitményt négy kiilonbozd élelmiszeripari folyamatban teszteltem, amelyek koziil az egyiken
részletes vizsgalatokat végeztem. A boraszati, a cellobidoz bontési és reverz hidrolitikus felhasznalas
koriilményei kozott azt allapitottam meg, hogy a rogzitett enzimkészitmény nagyobb mértékben volt
képes meglrizni aktivitdsat, tehat stabilabbnak volt tekinthetd, mint a nativ enzim. A megdrzott
magasabb aktivitasbol és a megvaltozott pH optimumbo6l addéddan a rogzitett enzimkészitmény

nagyobb hatékonysaggal volt alkalmazhat6 az emlitett folyamatokban, mint a nativ enzim.
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4. Uj folyadékkromatografias (HPAEC-PAD) mérési médszer Kidolgozasa az arpa p-gliikan di-
és oligoszacharidok mérésére. A B-glikozidaz enzimkészitmények arpa B-gliikan lebontasaban vald
vizsgalataihoz kidolgoztam egy olyan, az irodalomban még nem ismertetett mérési modszert, amellyel
az arpa PB-glilkan di- és oligoszacharidok mindségileg és mennyiségileg is pontosan meghatarozhatok
voltak, ezaltal lehetdség nyilt egy enzimreakcid pontos nyomon kdvetésére is. Az irodalmi gyakorlattdl
eltéroen a mérések soran hasznaltam belsé standardot (erre a célra a melibioz diszacharid tint a
legalkalmasabbnak), amivel korrigdlni tudtam a detektor valaszjeleinek a mérések soran fellépd
eltéréseit, valamint a mennyiségi meghatdrozashoz a kereskedelemben nem rég hozzaférhetd arpa
B-glikdn di- ¢és oligoszacharid standardokat haszndltam a megfeleldé polimerizaltsagi fokua

maltooligoszacharidok helyett [RADVA et al., 2012].

5. A nativ és a rogzitett enzimkészitmények miikodésének vizsgalata és kinetikai paramétereinek
meghatarozasa arpa B-gliilkan szubsztratokon. A kidolgozott i) HPAEC-PAD mérési modszernek
koszonhetden elsdként végeztem részletes vizsgalatokat a B-gliikoziddz enzim (mind a nativ mind
pedig az altalam eldallitott rogzitett készitménnyel) miikddésén ¢és kinetikai paramétereinek a
meghatarozasan gliikkandz altal hidrolizalt arpa B-gliikdn szubsztratokon. Ennek soran tanulmanyoztam
az enzimkészitmények miikodését a tiszta arpa B-gliikkan di- és oligoszacharid, tovabba gliikanaz altal
hidrolizalt arpa B-gliikdn Szubsztraton is, valamint meghatdroztam az enzimkészitmények kinetikai
paramétereit ezekben a rendszerekben. Ennek soran jutottam arra a kovetkeztetésre is, hogy ilyen
tipustt szubsztratok esetén a kinetikai allandok meghatarozasara altalanosan alkalmazott modszer,
miszerint a paramétereket a felszabaduld végtermék alapjan allapitjdk meg, hibahoz vezethet ezért

mindenképpen sziikséges a szubsztrat mennyisége alapjan torténé meghatarozas [RADVA et al., 2012].
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OSSZEFOGLALAS

Munkam kezdetekor egy olyan, 0j élelmiszeripari felhaszndldsra alkalmasnak tiind rogzitett
B-gliikkozidaz enzimkészitmény eléallitasat hataroztam meg célként, amelynek eléallitasa gazdasagos,
technoldgiai szempontbol egyszerti, és az irodalomban még nem ismertetett. A kidolgozott és eldallitott
rogzitett enzimkészitményt négy kiilonbozo élelmiszeripari felhasznalas soran teszteltem (cellobidz
hidrolitikus bontasa, boraszati koriilmények kozott valod felhasznalas, O-glikozidok reverz hidrolitikus
eldallitasa és az arpa [P-glikan tartalmanak lebontasa). A kisérletsorozat elsé lépéseként, az
irodalomban leirt B-gliikkoziddz enzimaktivitas meérésére szolgald modszerek koziil kivalasztottam a
szamomra legmegfelelobbnek tiind eljarast, amely a p-nitro-fenil-B-D-gliikkopiranozid mesterséges
szubsztratot alkalmazé modszer volt. A rogzitési eljards soran a [-glikoziddz enzimhez elsOként
hasznaltam hordozoként az Amberlite IRA 900 CI tipust anioncseréld gyantat (olcsdé és konnyen
hozzatérhetd), amihez az enzimet egy olyan kombinalt technikdval immobilizaltam, amely két 1€pésbdl
allt. Els6 lépésként az enzimet adszorbedltattam a hordozd porusszerkezetéhez, majd a masodik
Iépésében glutdraldehides kezelést alkalmaztam, ami egy stabilabb fehérje-struktura kialakulasat
eredményezte, a hordozon levd fehérjemolekuldk 6sszekapcsolasa révén. Az adszorpcios rogzitést és a
glutaraldehides térhalositast befolyasolni képes paramétereket elméleti megfontolasok alapjan
valasztottam meg, és ezeknek a kedvezo értékeit a két rogzitési 1épésre kiilon-kiilon hatdroztam meg.
Ezen kisérletek elvégzéséhez egy olyan, eddig az irodalomban nem ismertetett vizsgalati modszert
dolgoztam ki, amely lehetdve tette a rogzitési eljaras paramétereinek a rogzitett enzim tulajdonsagaira
gyakorolt hatasanak, és igy ezen paraméterek kedvezd értékeinek a meghatarozasat. Ezt a modszert
Kinetikus-leoldodasi vizsgalatnak neveztem el.

A kombinalt rogzitési eljaras vizsgalatanak elsé 1épéseként, az adszorpcios kotddés kialakulasat
befolyasolo paraméterek vizsgalatat végeztem el, amelynek sordn a pH, s6 koncentracid, hdmérséklet
¢s a szubsztrat jelenlétének hatasat vizsgaltam és hatdroztam meg ezek kedvezd paramétereit. A
kombindlt rdgzitési technika tanulmanyozasdnak masodik Iépéseként annak a glutaraldehides
kezelésnek a vizsgalatat végeztem el, amellyel az adszorpcidsan rogzitett enzimek kotddését
stabilizaljuk a hordozohoz. Ennek sordn a kezelési id6, kémhatés, glutdraldehid koncentracio és a
szubsztrat jelenlétének hatasat tanulmanyoztam és hataroztam meg ezeknek a kedvezo értékeit. Az igy
eléallitott rogzitett enzimkészitmény jellemzése soran megallapitottam, hogy a borokra is jellemzd

alacsony pH ¢érték mellett nagymértékli enzim leoldodds tapasztalhatd, amely problémat a
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glutaraldehides kezelési id6 megnovelésével sikeriilt megsziintetnem. Az igy eldallitott rogzitett
készitményt, megnovelt stabilitdsu rogzitett enzimkészitménynek neveztem el.

Ezutan elvégeztem a megnovelt stabilitast rogzitett enzimkészitmény altalanos jellemzését,
amely soran meghataroztam ra jellemz6 enzimkinetikai allandokat, a katalitikus aktivitasanak pH ¢€s
homérséklet fliggését. Igyekeztem minél tobb élelmiszeripari folyamatban tesztelni az eldallitott
készitményt, amelyek sordn altalanosan a rogzitett enzim stabilitdsat és hatékonysagat vizsgaltam az
adott felhasznalasi koriilmények kozott a nativ enzimhez képest. Ezen tulmendleg, elméleti és
gyakorlati megfontolasok alapjan kivalasztottam egy felhasznaldsi teriiletet, amelyen részletes
vizsgalatokat végeztem. Mind a boréaszati, a cellobidoz bontasi és reverz hidrolitikus felhasznalas
koriilményei kozott azt tapasztaltam, hogy a nativ enzim szamara kedvezétlen kdrnyezeti paraméterek
mellett (alacsony pH, etanol vagy szerves olddszer jelenléte), a megnovelt stabilitasti rogzitett
enzimkészitmény nagyobb mértékben volt képes megOrizni aktivitasat, tehat stabilabbnak volt
tekinthet6. Ennek hatterében feltehetdleg a rogzitéshez hasznalt hordozo eldnyds tulajdonsagai
(porézus szerkezet ¢s ligos mikrokornyezet), valamint az alkalmazott rogzitési eljaras fehérje
szerkezetre gyakorolt stabilizalo hatasai 4llhattak. A megOrzott magasabb aktivitasbol és a
megvaltozott pH optimumbol adoddéan a rogzitett enzimkészitmény nagyobb hatékonysaggal volt
alkalmazhaté az emlitett folyamatokban, mint a nativ enzim. Tudomanyos megfontolasok alapjan
részletes vizsgalatokat az arpa [-glikan tartalmanak lebontasdn végeztem, amely kisérleteket
Norvégiaban a Nofima Mat ¢lelmiszerkutato intézetben végeztem el. Ennek soran kidolgoztam egy 1j
folyadékkromatografidas (HPAEC-PAD) mérési mddszert az arpa B-glikan di- és oligoszacharidok
(amelyek szubsztratként szolgaltak) meghatarozasara, tovabba els6ként vizsgaltam és hataroztam meg
a nativ és az altalam eléallitott rogzitett B-gliikozidaz enzimkészitmény kinetikai paramétereit ezeken a
szubsztratokon, valamint a gliikandz altal hidrolizalt arpa B-glilkan szubsztraton. Az eddig elvégzett
vizsgalatok alapjan annyi bizonyos, hogy a megnovelt stabilitast rogzitett enzimkészitmény az
ujrafelhasznalhatosdga révén gazdasdgosabban és hatékonyabban alkalmazhaté a nativ enzimnél az
arpa B-gliikan lebontasa soran.

Doktori munkdm soran tehat egy olyan uj, rogzitett B-gliikkozidaz enzimkészitményt sikeriilt
eléallitanom, amely sikeresen volt alkalmazhato kiilonb6zd élelmiszeripari folyamatokban, igy az

altalam nyert eredmények indokolttd teszik a készitmény tovabbi vizsgalatait és esetleges ipari

crer
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SUMMARY

The aim of my work was to produce a completely new immobilized B-glucosidase preparation
for food industrial use, and to work out a simple and cheap immobilization method. The synthesized
immobilized enzyme was tested in four different food industrial utilizations (cellobiose degradation,
flavour enrichment of wines, reverse hydrolytic production of O-glycosides and degradation of barley
B-glucan). | used first the Amberlite IRA 900 CI anion exchange resin for the immobilization of
B-glucosidase. The immobilization technique was a two-step procedure: the enzyme was immobilized
by adsorption followed by a cross-linking of the enzyme molecules on the surface of the carrier with
glutaraldehyde that resulted in a more stable protein structure on the surface of the resin. The
parameters that could mostly affect the adsorption process and the glutaraldehyde cross-linking were
sorted out by theoretical considerations and their advantageous values were determined separately for
the two different steps. For these experiments | worked out a new investigation method that permitted
the examination of the effects of the parameters on the properties of the immobilized enzyme
preparation so thus the determination of the propitious values of these parameters. This method was
called kinetic desorption method.

At first the parameters of the adsorption process were examined. In the course of these tests I
studied the effect of the pH, the concentration of salt, the temperature and the presence of substrate and
determined their optimal values. Then the parameters of the cross-linking step were examined. Related
to these tests the effect and the advantageous values of the time of treatment, the pH, the concentration
of glutaraldehyde and the presence or absence of the substrate were determined. In the course of the
characterization of the synthesized immobilized enzyme | found that such a low pH value that is in
wines could results in a strong desorption of the enzymes from the surface of the carrier. I could solve
this problem by increasing the time of glutaraldehyde treatment that caused more strong interactions of
the enzymes to the carrier than it was earlier. This enzyme preparation was called immobilized enzyme
with enlarged stability.

| also carried out the general characterization of the immobilized enzyme with enlarged stability
that involved the determination of the kinetic parameters and the pH and the thermal dependence of its
catalytic activity. | tried to test this preparation in the several number of food industrial processes and
in these applications | generally examined the stability and the efficiency of this immobilized enzyme
with enlarged stability compared to the native enzyme. Additionally one application field was chosen
by practical and scientific considerations for more detailed examinations. | found that the immobilized

enzyme with enlarged stability could retain its activity more efficiently than the native enzyme in the
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case of cellobiose degradation, reverse hydrolytic synthesis of O-glycosides and wine industrial use,
thus it could be considered as a more stable preparation than the native enzyme. | supposed that this
positive feature of the immobilized preparation could be the result of the positive properties of the
carrier (porous construction and the alkali microenvironment) and the stabilizing effect of the applied
immobilization technique. The retained higher activity and the changed pH optimum resulted in that
the immobilized preparation could be used with higher efficiency in the above mentioned applications
than the native enzyme. Based on mostly scientific considerations | carried out more detailed
examinations on the degradation of barley p-glucan. This work was accomplished in collaboration with
Nofima Mat (Norway) where | spent altogether four months. During this period | worked out a new
quantitative HPLC (HPAEC-PAD) measurement method for the barley f-glucan di- and
oligosaccharides (that were the substrates for the enzymatic reactions). Additionally, I examined and
determined first the kinetic characteristics of native and immobilized B-glucosidase on these barley
B-glucan substrates and on the lichenase hydrolyzed barley B-glucan substrate. Because of the
reusability of the immobilized enzyme it could be utilized more efficiently and economically than the
native enzyme.

Within the confines of my PhD work I produced such a new immobilized B-glucosidase enzyme
preparation that could be used successfully in different food industrial applications. Accordingly my

results justify further examinations and the possible industrial adaptation of this preparation.
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Halvor Knutsennak, hogy teenddiken és erejiikon feliil segitették a munkamat. Itt szeretném
koszonetemet kifejezni Dr. Rezessyné Szabé Juditnak, aki a norvégokkal kialakitott jo kapcsolat

alapkoveit lerakta és segitette kinti munkamat.

Koszonet illeti diplomazo hallgatomat és baratomat, Spanyol Janost, akivel a doktori munkam
elején elvégzett k6z0s munka inspiraldlag hatott rdm és ezzel adott nagy kezdeti lendiiletet a dolgozat

elkészitéséhez.
Szeretném halamat kifejezni az Alkalmazott Kémia Tanszék 0Osszes volt ¢és jelenlegi
munkatarsanak, hogy a munkabarat 1égkor kialakitasdval €s tandcsaikkal nagyban hozzajarultak a

dolgozatom elkészitéséhez.

Utoljara, de nem utolsé sorban mérhetetlen koszonettel tartozom csalaiddomnak ¢és a

barataimnak, akik mindig tdmogattak és mellettem 4lltak a nehéz pillanatokban is.
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