BUDAPESTI

CORVINUS

EGYETEM

Elelmiszertudomanyi Kar

Uj, rogzitett B-glikkozidaz enzimkészitmény eléallitasa

¢s ¢lelmiszeripari felhasznalhatosaganak vizsgalata

RADVA DANIEL
Doktori (PhD) értekezés tézisei

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, Eleimiszertudomanyi 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



1. BEVEZETES — A MUNKA ELOZMENYEI

A természetben eléforduld enzimeket régdta az élelmiszer eldallitdas soran is széleskortien
alkalmazzak (pl. sor-, bor- és sajtkészités esetében). A fermentaciés technologiak fejlodésének
kovetkeztében a mult szdzad végén nyilt lehetdség az enzimek ipari méretekben torténd eléallitasara,
amely lehet6vé tette az enzimek felhasznalasat az ipar szamara (pl. textil-, detergens- ¢s
¢lelmiszeripar). A jelenlegi ipari felhasznalasban, tilnyomd tobbségben a 3. enzimosztalyba
(hidrolazok) tartozo enzimek vannak jelen, amelyek szerepe a kiilonb6z6 biomolekulak hidrolizises
lebontasa. Ezek egyik nagyobb csoportjaba a szénhidratbont6é enzimek tartoznak (féként az amilazok és
a cellulazok), mivel a keményit6-, textil-, izemanyag-, siitd- és detergens ipar nagy mennyiségben
hasznalja fel Oket.

A szintén a hidrolazok osztalyaba tartozd B-glikoziddz 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 levd aromaanyagok
felszabaditasara, a gabonafélékben el6forduld B-glikanok lebontasara, valamint a kitind emulzid és
habstabilizald képességli O-glikozidok és glikoproteinek reverz hidrolizissel torténd eldallitasara. Az
enzimek (igy a P-glikozidaz enzim is) fehérje jellegiikb6l adédoan hd, pH és so-érzékenyek, igy
stabilitasukrol és a miikodési paramétereik optimalasardl is gondoskodni kell. Problémat jelenthet az is,
hogy az enzimek dnmaguk is szennyezést jelenthetnek az élelmiszerben, amennyiben eltavolitasuk nem
megoldhat6. A rogzitett enzimek alkalmazasaval a stabilitds, valamint az Gjrafelhasznalhatosag és a
konnyt eltavolitas kérdése megoldhato és a koltségek is jelentdsen 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
¢lelmiszer technologidkban nem alkalmazhatd. Ilyen immobilizalt B-gliikozidaz készitmények ipari
méretekben torténd eldallitasa ezért nehézkes ¢€s gazdasagilag eldnytelen lenne. Ezért olyan
enzimprepardtumok eldallitasara van sziikség, amelyek egyszerre tesznek eleget az élelmiszeripari
felhasznalasra vonatkozo eldirasoknak és elballitasuk, hasznalatuk gazdasagilag is elényos.

Az Elelmiszertudomanyi Kar Alkalmazott Kémia Tanszékén Dr. Kosary Judit egyetemi tanar
témavezetésével, illetve kozremilkodésével mar tobb olyan palyazati projekt futott, amely hidrolazok,
kozottik a B-glikozidaz rogzitését, a rogzitett enzimek stabilitasat, illetve alkalmazhatosagukat
tanulmanyozta, elsdsorban reverz hidrolitikus folyamatokban. Témavezetésével Balogh Teréz PhD

dolgozatdban kétféle rogzitett B-gliikozidaz készitményt allitott eld. Ezek koziil az Akrilex C-100
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hordozora rogzitett B-gliikozidaz igen alkalmasnak bizonyult az O-alkil-gliikozidok 1vj, preparativ
léptékii reverz hidrolitikus szintézisére. Ezt a készitményt, a feliileti réteghez kotott, majd gélbezart

készitménnyel egyiitt borjavitasi kisérletekben is tesztelték.

2. CELKITUZESEK

Doktori munkdm soran egy olyan 1), rogzitett pB-gliikoziddz enzimkészitmény eldallitasara
torekedtem, amelynek eldallitdsa olcsd €s egyszeri technologiat igényel, valamint az eldallitott
preparatum biztonsdgosan alkalmazhat6 kiilonboz6 ¢€lelmiszeripari folyamatokban. Kiilonos figyelmet
kivantam forditani az alkalmazott kombinalt rogzitési technika (els6 lépésben adszorpcios rogzités az
Amberlite IRA 900 anioncser¢ld gyanta feliiletén, majd keresztkotések kialakitasa a feliileten
megkotddott enzimek kozott) vizsgalatara, mivel [-glikoziddz enzim esetében el0szor keriilt
alkalmazasra, valamint az igy kialakitott kdtderdk és a rogzitési eljaras paraméterei kozott fennalld
Osszefliggések vizsgalatait még szintén nem végezték el. Ehhez sajat vizsgalati modszer kidolgozasa
volt sziikséges. Ezek értelmében munkam kezdetekor a kdvetkezd célokat fogalmaztam meg:

1. A B-gliikoziddz enzim aktivitasmérésére a legmegfeleldbbnek tiind mddszer kivalasztasa.

2. Az immobilizalasi eljarashoz olyan hordoz6 kivalasztasa, amely olcsd, konnyen
beszerezhetd, valamint megfeleld fizikai €s kémiai tulajdonsdgokkal rendelkezik, tovabba
olyan régzitési technika kidolgozasa, amely egyszertien kivitelezhet6 és gazdasagos.

3. Olyan Vvizsgalati modszer kidolgozasa, amely lehet6vé teszi a rogzitési eljaras
paramétereinek, a rogzitett enzimkészitmény tulajdonsdgaira gyakorolt hatdsainak a
vizsgalatat, ezaltal a rogzitési eljaras kedvezo 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 eljards vizsgélata és a rogzitett enzimkészitmény altalanos
jellemzése.

6. Minél tobb ¢lelmiszeripari felhasznalasi teriileten megvizsgéalni az eldallitott, rogzitett
enzimkészitmény alkalmazhatdsagat, valamint tudomanyos és gyakorlati megfontolasok
alapjan kivalasztani egy felhasznalasi lehetéséget és azon részletes vizsgalatokat végezni. A
tervezett élelmiszeripari alkalmazasok: cellobiéz hidrolitikus bontisa, borészati
koriilmények kozott vald felhasznalas, O-glikozidok reverz hidrolitikus eldallitasa és az

arpa B-gliikan tartalmanak lebontésa.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A dolgozat kisérleti része a Budapesti Corvinus Egyetem, Alkalmazott Kémia Tanszékén
tortént. A nativ és rogzitett P-glikozidaz enzimkészitmények, arpa B-glilkdn lebontasaban valod
felhasznalhatosagi vizsgalatait a norvégiai Nofima Mat (The Norwegian Institute of Food Research)
kutatointézetben végeztem. Kisérleteim és az azokat kiegészité munkdim soran mindig p.a. minéségi
vegyszereket hasznaltam. Munkdm soran, a rogzitési eljaras és az enzimkészitmények élelmiszeripari
felhasznalhatosdgi  vizsgalataihoz, Fluka, mandulabol izolalt p-glikozidaz (EC 3.2.1.21)
enzimkészitményt (M,~135000) hasznaltam. Az arpa B-gliikan hidrolizatum el6allitasahoz a Megazyme

altal forgalmazott, Bacillus subtilis torzsb6l izolalt gliikanaz enzimet (EC 3.2.1.73) hasznaltam.

3.1 Enzimrogzitési eljaras

Az enzimrogzitési eljarashoz alkalmazott Amberlite IRA 900 OH (Rohm & Haas) tipusu
makroporusos anioncserélé gyantat a rogzitési kisérletek el6tt, tigynevezett regeneraldsi eljarasban
allitottam el a gyari, klorid ion fazisban 1év6 termékbdl, natrium-hidroxid oldattal vald kezeléssel.
Olyan kombinalt rogzitési eljarast alkalmaztam, amely két 1épésbdl tevodott 6ssze: elobb a hordozd
feliiletére torténd adszorpcids rogzitéssel kapcsoltam az enzimmolekuldkat (a hordozot, enzimet
tartalmazo pufferoldatban razattam), majd keresztkotések létrehozasaval kivantam fokozni a
biokatalizator felhasznalasi stabilitasat, amihez glutaraldehid oldatot hasznaltam. A rogzitési eljaras két

Iépése szamara kedvezd paramétereket kiilon-kiilon allapitottam meg.

3.2 B-gliikozidaz enzimaktivitas meghatirozasa

Egyik esetben a mérési modszerhez szubsztratként cellobidzt hasznaltam és az enzimaktivitast a
felszabadulod gliikoz mennyiségének enzimatikus Uton torténd meghatarozasaval allapitottam meg.
Altalanosan viszont a mérési modszerhez szubsztratként p-nitro-fenil-B-D-gliikopiranozidot (pNPG)
hasznaltam ¢és az enzimaktivitast a felszabaduld p-nitro-fenol mennyiségének 410 nm hullamhosszon
torténd fotometralasdval allapitottam meg. Ezt a mérési modszert hasznaltam a rogzitési eljaras
kedvezd paramétereinek a meghatarozasara, a rogzitett enzimkészitmények felhasznalasi stabilitasdnak
a vizsgalataira, valamint a rogzitett enzimkészitmények jellemzésére (enzimkinetikai allandok, pH és

hémérséklet optimumok meghatarozasa).



3.3 Kinetikus-leoldédasi vizsgalat

A jellemezni kivant preparatumot kozvetleniil a rogzitési eljaras utan, tobb aktivitdsmérési
cikluson keresztiil vizsgaltam. A ciklusok soran, a rogzitett enzimkészitmény aktivitas értékeinek
valtozasa alapjan lehet kovetkeztetni a hordozd és az enzimmolekula kozott kialakult kotderd
tulajdonsagaira. Az egyes aktivitasmérési elegyekben a kezelés hatasara ,,leoldodott enzimaktivitas” is
meghatarozasra keriilt, amely alapjan kovetkeztetni lehetett, hogy a rogzitett készitmény esetleges
aktivitdscsokkenésének hatterében az enzimfehérje hordozén torténd inaktivalodasa, vagy pedig a
feliiletrdl valo leoldddasa allt. Ezt a modszert alkalmaztam a rogzitési eljaras kedvezd paramétereinek

meghatarozasahoz.

3.4 Felhasznalhatésagi vizsgalat a cellobiéz hidrolitikus bontasaban

A cellobioz bontasi folyamatanak vizsgalatara olyan modell oldatot hoztam létre, amelyben a
szubsztratként jelen levd cellobioz bontasabol keletkezd gliikoz mennyiségének meghatirozasaval
kovetkeztethettem a folyamat hatékonysagara. Mivel az iparban a celluldz lebontasara hasznalt
mikroorganizmusok pH optimuma eltérd lehet, ezért az enzimkészitmények (oldott és rogzitett)

felhasznalhatosagat kiilonb6z6 pH értékek alkalmazasa mellett vizsgaltam.

3.5 Felhasznalhatosagi vizsgalat boraszati koriilmények kozott

A pH és etanoltartalom katalitikus aktivitdsra gyakorolt hatasat mind a nativ, mind pedig a
rogzitett enzimkészitmény esetében, pNPG szubsztrat alkalmazasa mellett vizsgaltam botmintaban és
kiilonb6zé modelloldatokban. A rogzitett enzimkészitmény felhasznalasi stabilitasat, elméleti és
gyakorlati megfontoldsok alapjan cellobiéz szubsztrat alkalmazdsa mellett hatdroztam meg

bormintaban és kiilonboz6 modelloldatokban.

3.6 Felhasznalhatosagi vizsgalat O-glikozidok reverz hidrolitikus médon torténé eléallitasaban

A glikoz alifas alkoholokkal képzett O-gliikozidjainak eléallitasdhoz a reakcidelegyek
kiilonb6z6 alkoholokbol (n-hexanol, 2-butoxi-etanol, butanol) és 1,2-diacetoxi-etanbdl tevodtek Ossze,
valamint egy esetben csak butanol volt az Gsszetevs. A reakcidelegyek minden esetben 10 % vizet
tartalmaztak és glikozra nézve 10 mM koncentracidjuak voltak. A reverz hidrolitikus folyamat
hatékonysdgara a rendszerben szabadon levd glikéz mennyiségének csokkenése alapjan
kovetkeztettem, valamint a harom napos reakcid sordn, nyomon kovettem az enzimkészitmények

maradék aktivitasat is.



3.7 Felhasznalhatésagi vizsgalat az arpa p-gliikan tartalmanak lebontasaban

A B-glikan di- és oligoszacharidok meghatarozasara nagyhatékonysagi anioncseréld
kromatografiat (HPAEC) alkalmaztam, pulzalo amperometrikus detektalassal (PAD), amely soran a
mennyiségi meghatarozashoz a korabbi irodalmi gyakorlattdl eltéréen belsé standardot, valamint a
kereskedelemben nem rég hozzaférhet6 arpa f-gliikan di- és oligoszacharid standardokat hasznaltam.

A kidolgozott mérési modszerrel vizsgaltam az enzimkészitmények milkodését a tiszta arpa
B-glikan di- és oligoszacharid, tovabba gliikkandz altal hidrolizalt arpa B-glilkan szubsztraton is,
valamint meghataroztam az enzimkészitmények kinetikai paramétereit (a felszabaduld végtermék és a

szubsztrat mennyisége alapjan is) ezekben a rendszerekben.

3.8 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.

4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1 A B-gliikozidaz enzim aktivitasmérési médszerének kivalasztasa

Kisérleti munkam elsé 1épéseként ki kellett valasztanom a szamomra legalkalmasabb modszert
az enzimaktivitas meghatarozasara. Ehhez a cellobiéz és a p-nitro-fenil-p-D-gliikopiranozidot (pNPG)
alkalmazé modszereket vizsgaltam. Mind koltségraforditds szempontjabol, mind pedig a mérés
id6igényét tekintve a pNPG szubsztratot alkalmaz6 modszer volt szamomra elényosebb. Emellett azt is
meghataroztam, hogy a hasznalt enzimkészitmény pNPG szubsztraton pH 5,50 érték mellett

rendelkezik maximalis aktivitassal (10,54 pmol perc™ enzim mg™).

4.2 A rogzitési eljaras vizsgalata

A rogzitési eljards sordn a P-glikkoziddz enzimhez elsdként hasznaltam hordozoként az
Amberlite IRA 900 CI tipusi anioncserélé gyantat (korabban mar alkalmaztak hordozdanyagként
szénhidratok hidrolizalasara szolgald enzimkeverék rogzitéséhez, jo mechanikai tulajdonsagu, olcsé és
konnyen hozzaférhetd). Rogzitési kisérleteim soran egy olyan kombinalt rogzitési eljarast alkalmaztam,
ahol elsd 1épésként az enzimet adszorbealtattam a hordoz6 poérusszerkezetéhez, amely sordn Van der
Waals kotések, ionos kotések és hidrogénhidak alakulhatnak ki a hordozoé és az enzimmolekula kozott.

Ezek a kotések — kiilondsen a magas ion és szubsztrat koncentracid esetén — nem elég stabilak, ezért a



rogzitési eljards masodik 1épésében glutaraldehides kezelést alkalmaztam, ami egy stabilabb fehérje-
struktura kialakulasat eredményezi, a hordozon levo fehérjemolekuldk 6sszekapesolasa révén.

Az immobilizalasi eljards kidolgozdsa sordn az emlitett két rogzitési 1épés kedvezd
paramétereinek megallapitasat kiilon-kiilon végeztem el, és ezek alapjan hataroztam meg a kombinalt
rogzitési eljaras szamara elonyos feltételeket. Ehhez megalkottam a szamomra megfeleld Gn. kinetikus-
leoldodasi vizsgélatot, amellyel egyszerre hatarozhaté meg az immobilizalt enzimkészitmény aktivitasa

¢s a ,,r0gziilt enzimaktivitas leoldodasa” alapjan annak stabilitasa.

4.2.1 Adszorpcios rogzitési eljards vizsgalata

Els6 lépéseként, az adszorpcios kotddeés kialakuldsat befolyasold paraméterek vizsgélatat
végeztem el, amelynek soran a pH, s6 koncentracid, hdmérséklet és a szubsztrat jelenlétének hatasat
vizsgaltam. A kinetikus-leoldodasi vizsgalat soran tapasztalhato, az adszorpcids kotodésre altalanosan
jellemz6 ,,aktivitas leoldodas” Kinetika azt mutatta, hogy a rogzitési eljaras utan, minden esetben az
els6 aktivitasmérési ciklusban tapasztalhaté a legnagyobb aktivitds, amely aktivitas a kovetkezo
ciklusok soran egy forditott telitési gorbéhez hasonldé modon csokken, amit az enzimfehérjék
leoldodasa okozott. Szdmomra az elsé ciklusban mérhetd aktivitds volt a legfontosabb, mivel
tulajdonképpen ezt a felvitt aktivitast stabilizadltam a rogzitési eljaras masodik Iépésében a
glutaraldehides kezeléssel. Nem vart médon a toményebb (0,1 M) natrium-acetat puffer alkalmazasa
esetén mértem a legnagyobb aktivitas értéket az elsé ciklusban. Ennek oka egy részleges hidroxid-actat
anion csere lehetett a hordozo és a kozeg kozott, ami a kozeg pH értékét (8,2) az enzim izoelektromos
pontja (5,5) folé emelte, igy az enzim feliiletén nagyobb negativ toltés keletkezhetett, amely
elosegithette az enzim kotddésének mértékét az anioncseréld feliiletéhez. A rogzités hatasfokara a 24
Oras eljaras soran sem a hémérséklet, sem a szubsztrat jelenléte nem volt hatassal. Adott mennyiségii
hordozo esetében azt is vizsgaltam, hogy a bevitt enzimmennyiség novelésével hogyan valtozik a
rogziilt aktivitas. Az elérheté maximalis hozam (a rogzitett aktivitas értékek alapjan) 22,5 % volt, amig
az altalanosan alkalmazott hordozd:enzim arany mellett (10:1), 17,7 % értéknek adodott. Az
adszorpcios rogzités szdmara kedvezd paraméterek a kovetkezdk voltak: 0,1 M toménységli natrium-
acetat puffer (pH 5,50), hordozd:enzim arany 10:1, 24 6ras, 25 °C homérsékleten valod razatas (150

rpm) mellett.

4.2.2 A glutdraldehides kezelési eljards vizsgalata
Masodik 1épésként annak a glutaraldehides kezelésnek a vizsgalatat végeztem el, amellyel az

adszorpcidsan rogzitett enzimek kotddését stabilizaltam a hordozohoz. A kezelési id6, kémhatas,
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glutaraldehid koncentraci6 és a szubsztrat jelenlétének hatasat vizsgaltam a rogzités hatasfokara nézve.
A kombindlt rogzitési eljarassal kialakithatd kotdédésre altalanosan jellemzd ,,aktivitds leoldodas”
kinetika azt mutatta, hogy a rogzitést kovetd aktivitdsmérési ciklusok soran, kezdetben
aktivitdsnovekedés volt megfigyelhetd, amely utan az egymast kovetd ciklusokban az aktivitas értékek
kozel allanddak voltak és enzimleloldddds nem volt tapasztalhatd. Ez a ndvekedés feltehetéen a
glutaraldehiddel rogzitett ,.enzimréteg” kedvezd térszerkezeti modosulasdnak eredménye, amely
minden bizonnyal a szubsztrat jelenlétének a kovetkezménye. A rogzités hatdsfokara sem a kezeléshez
alkalmazott kozeg kémhatasa sem a szubsztrat jelenléte nem volt hatéssal. Az glutaraldehides kezelés
szamara kedvez6 paraméterek a kovetkezdk voltak: 0,1 M toménységli natrium-acetat puffer (pH 5,50),
1 perces kezelési id6 25 °C hémérsékleten, 0,25 %(m/V) glutaraldehid koncentracié alkalmazasa
mellett. Vizsgalataim soran azt tapasztaltam, hogy a tal hosszi kezelési id6 vagy a tul magas
glutaraldehid koncentracié nagymértékii csokkenést okozott az elérhetd aktivitdsokban, amig a tal
alacsony glutdraldehid koncentracidé esetében, a kialakult gyenge kotderdk kapcsan, az adszorpcids
kotédésre jellemzo leoldodas volt megfigyelheté. Adott mennyiségli hordozo esetében itt is vizsgaltam,
hogy a bevitt enzimmennyiség ndvelésével hogyan valtozik a rogziilt aktivitas. Az elérhetd maximalis
hozam 21,4 % volt, amig az altalanosan alkalmazott hordozo6:enzim arany mellett (10:1), 5,4 %
értéknek adodott. Tovabbi kisérleteim soran azt tapasztaltam, hogy a rogzitett enzimkészitmény
alacsony pH értékkel rendelkezd kozegben (<5,50) vald felhasznalasa esetén, nagymértéki
enzimleoldodassal kellett szamolni. Ennek oka az enzim és a hordozod kozotti elektrosztatikus
viszonyok megvaltozasa lehetett, ami megkivanta a rogzitett enzimkészitmény stabilitasanak a
novelését. A glutaraldehides kezelési id6 30 percre valdé emelésével sikeriilt olyan megnovelt stabilitasu
rogzitett enzimkészitményt eldallitanom, amely még pH 4,00 kémhatast kézegben vald felhasznalas

esetében is stabilnak volt tekintheto.

4.3 A megndvelt stabilitasu rogzitett enzimkészitmény jellemzése

A jellemzés sordn a rogzitett készitmény kinetikai 4llandoéit, aktivitdsdnak pH és hdmérséklet
fliggését hatdroztam meg. Az elvégzett vizsgalatok alapjan a rogzitett készitmény Vmax allanddja 75,64
umol perc™ szaraz hordozd g*, a Ky, allandédja 5,03 mM értéknek adodott, amig a rogzités hozama
mindossze 2,1 % volt az alkalmazott hordozd:enzim arany mellett (10:3). Az oldott enzim esetében a
Vmax €¢s Km allandok 19,61 pmol perc'1 enzim mg™ és 4,04 mM értékeknek adédtak. Jo1 szembetiind,
hogy a rogzitési eljaras foként az enzim katalitikus aktivitdsara volt hatdssal, amig a szubsztratkotd
hely miikodését szamottevéen nem befolyasolta. Az adatok arra engednek kdvetkeztetni, hogy a fehérje

szerkezetében a rogzitési eljards szamottevd eltérést nem eredményezett, igy a fajlagos katalitikus
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aktivitdsban tapasztalhatdo nagymértékii csokkenés az enzim molekuldk nem megfeleld térhelyzetben
valo adszorpcids rogziilésének, valamint az esetlegesen fennallo diffuzios gatlasoknak tulajdonithato.

Az rogzitett készitmény katalitikus aktivitasanak pH fliggésében enyhe savas eltolodas volt
megfigyelhetd, mivel a készitmény maximalis aktivitdsa pH 4,50 érték mellett volt mérhetd, a nativ
enzim pH 5,50 értékéhez képest. Ennek legfobb oka az lehetett, hogy az alkalmazott hordozo altal
kialakitott polikationos mikrokdrnyezetben a H' ion koncentracio kisebb a kiilsé oldatéhoz képest, ezért
savas iranyu eltolddas észlelhetd a katalitikus aktivitas pH optimumaban.

A rogzitett készitmény esetében a katalitikus aktivitas latszolagos homérséklet optimuma 60 °C
értékre novekedett, a nativ enzim esetében mért 50°C értékrdl. Ez a ndvekedés feltehetdleg a hordozo
pordzus szerkezetének és a kialakitott ionos €s kovalens kotéseknek tulajdonithat6d, ugyanis a difftzids

hatasok és a stabilabb konformacio védik az enzimet a hodenaturacioval szemben.

4.4 A megnovelt stabilitasu rogzitett enzimkészitmény élelmiszeripari felhasznalhatésaganak
vizsgalatai
4.4.1 Felhasznalhatosagi vizsgalat a cellobioz hidrolitikus bontdsaban

A B-gliikozidaz enzim legfontosabb felhasznalasi teriilete a cellulozbdl celluldzzal végrehajtott
gliikoz-el6allitas, amely aztan kiilonb6z6 ipari folyamatokban szolgal alapanyagul. A vizsgalatokhoz
létrehozott kiilonb6zé kémhatassal rendelkez6 modelloldatokban a hozam 100 % értékiinek tekinthetd,
ha a rendszerben jelen levo cellobidz teljes mértékben atalakitasra keriilt. A rogzitett enzimkészitmény
a pH 5,50 kémhatasu kozegben végzett bontasi eljaras soran hatékonyabbnak bizonyult az oldott
enzimnél (mivel a reakcio végének valasztott 70. 6raban magasabb hozamértékkel rendelkezett, 74,2 és
59,9 %), annak ellenére, hogy a rogzitett enzimkészitmény pH 4,50 érték mellett rendelkezik
maximalis aktivitassal. Mivel a reakcido végén az oldott €s a rogzitett enzim maradék aktivitdsaban
szamottevo eltérés nem volt tapasztalhato (69,9 és 73,6 %), ez a tény arra enged kovetkeztetni, hogy a
cellobidz szubsztraton a rogzitett enzimkészitmény hatékonyabban alkalmazhatd, mint a mesterséges
pNPG szubsztraton. A pH 4,00 kémhatason végzett bontasi folyamat végén az oldott és a rogzitett
enzim hozamértékeiben (44,4 és 71,5 %) tapasztalhato eltérés jelentésebb volt. Ennek hatterében a
rogzitett enzim cellobidz szubsztraton vald nagyobb hatékonysagén tul, a rogzitett enzim alacsonyabb
pH optimuma (pH 4,50) és a reakcid végén mérhetd magasabb megdrzott aktivitasa (48,5 és 67,5 %)
allhatott. A rogzitett készitmény tehat az oldott enzim esetében optimalisnak tekinthetd pH 5,50 érték
alatt is megfelelden magas aktivitassal rendelkezik, és a rogzitési eljarasnak kdszonhetden az alacsony

pH okozta inaktivald hatasnak is jobban ellenall.
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4.4.2 Felhasznalhatosagi vizsgalat bordszati koriilmények kozott

Mivel a borokban az aromaanyagok tilnyomo tobbsége alkoholos hidroxilcsoportot tartalmaz,
de nagyrészt nem illékony formaban, hanem tilnyomd tobbségében B-gliikkozidos kotésben, ezért a
B-glikoziddz hidrolitikus aktivitasinak az aromaanyagok felszabaditdsa szempontjabol dontd a
jelentdsége. Elso Iépésben meghataroztam, hogy a borokban jellemz6 savas pH érték €s etanoltartalom
milyen hatast gyakorol az oldott és a rogzitett enzim katalitikus aktivitdsara. Az oldott enzim esetében
mind a kozeg kémhatasa (pH 4,00), mind pedig a 10 %(V/V) etanoltartalom jelentds mértéki
aktivitasvesztést eredményezett (43 és 55 % maradék aktivitas). Elmondhato az is, hogy a kémhatés €s
az etanoltartalom additiv médon fejtették ki az inaktivald hatasukat az aktivitasra. A modell oldatnak
tekinthetd [pH 4,00 és 10 %(V/V)] elegyhez képest, az alkalmazott bormintaban tovabbi jelentds
inaktivalodas volt megfigyelhetd (5 % maradék aktivitas). A rogzitett enzimkészitmény esetében mind
a savasabb kémhatas, mind pedig az etanoltartalom kisebb inaktivald hatassal birt (82 €s 75 % maradék
aktivitds), mint az oldott enzim esetében. Ezen feliil, a savas kémhatas kevésbé volt hatissal a
katalitikus aktivitasra, mint az etanoltartalom, amelynek oka a mar korabban bemutatott pH optimum
savas iranyba valo eltolodasa. A bormintaban itt is tovabbi inaktivaldodas volt megfigyelhetd (26 %
maradék aktivitas), amelynek mértéke azonban messze elmaradt az oldott enzim vizsgalata soran
megfigyelt értéktél. Masodik 1épésben a rogzitett készitmény mitkodési stabilitasat vizsgaltam, amely
soran azt tapasztaltam, hogy a modell oldatban [pH 4,00 és 10 %(V/V)] a rogzitett enzimkészitmény az
elsd oraban mért aktivitdsanak 66 % értékét drizte meg a 8. Ordra, amig a bormintdban ez az értek 40 %
volt. A bemutatott eredmények alapjan tehat kijelenthetd, hogy az eldallitott régzitett enzimkészitmény

boraszati koriilmények kozott valo felhasznalasa elonydsebb lehet, mint az oldott enzim alkalmazasa.

4.4.3 Felhasznalhatosagi vizsgalat O-glikozidok reverz hidrolitikus modon torténd elodllitasaban

A reverz hidrolitikus folyamat hatékonysagdra a rendszerben szabadon levd gliikdz
mennyiségének csokkenése alapjan kovetkeztettem, igy a folyamat hozama 100 % értékiinek
tekinthetd, ha a rendszerben szabad gliikoz nem mérhet6 (mivel azok O-gliikozid formaban vannak
jelen). Azt talaltam, hogy a rogzitett enzimkészitmény azonnali inaktivalddasa minden kozegben
kisebb mértékii volt, mint az oldott enzimnél. A rogzitési eljaras 28-42 % értékkel képes volt ndvelni az
enzim megdrzott aktivitasat, tovabba elmondhatd, hogy a kiilonbozd kozegek inaktivald hatdsai kozott
mutatkozé eltérések sokkal kevésbé érvényesiiltek, és az enzim rogzitett formaban az aktivitdsdnak
joval nagyobb részét Orizte meg a reakcio végének tekintett 3. napra. Azonos bevitt aktivitasértékek

mellett, az oldott enzim esetében a 3 napos reakcié végén mérhetd hozamok 31-49 %, amig a rogzitett
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enzimnél 58-77 % kozott valtoztak kdzegtdl fliggden. A rogzitett enzim esetében tapasztalt magasabb
hozamértékeknek tobb oka is lehetett: a nagyobb stabilitas és ezaltal a magasabb megdrzott aktivitas a
reakci6 sordn, valamint a hordoz6 enyhe hidroféb tulajdonsaga miatt hatékonyabban miikddhetett
ebben a heterogén, alapvetéen apolaris jellegli reakciokozegben. Kijelenthetd, hogy az eldallitott
enzimkészitmény hatékonyabban volt alkalmazhaté reverz hidrolitikus reakcidkban, mint a nativ

enzim.

4.4.4 Felhasznalhatosagi vizsgalat az arpa B-gliikan tartalmanak lebontdsaban

Sok esetben az élelmiszeripari technologidk megkivanjak a B-glikan degradaciojat, amelynek
legaltalanosabb ¢€s legelterjedtebb modja az enzimes hidrolizis. Ezentul a B-gliikkan teljes hidrolizise
olyan ¢lelmiszeripari teriiletek felé¢ is utat nyithat, amelyek a gliikozbol vald etanol eldallitassal
foglalkoznak. Az arpafélék a B-glikan elsddleges forrasanak tekinthetOk. A gliikandz katalizalt arpa
B-gliikan lebontasi folyamat legfobb végtermékei tri- €s tetraszacharid egységek (altalaban a keletkezett
végtermékek 90 % aranyban tartalmazzak ezeket), névlegesen a 3-O-B-cellobiozil-D-gliikkopiran6z
(G4G3G) és a 3-O-B-cellotriozil-D-gliikkopiranoz (G4G4G3G). A B-glikkan lebontas utolsé Iépéseként
az elobb bemutatott oligoszacharidok lebontasara kertil sor, amelyet a B-gliikkozidaz és egyéb B-glikkan
exo-hidrolaz enzimek katalizdlnak. A B-gliikoziddaz enzim a nem redukdlod lancvégrol képes glikoz
molekuldkat lehasitani. Kordbban mar folytak kutatasok, amelyek soran a B-gliikozid4dz enzim kinetikai
paramétereit hataroztak meg arpabol eléallitott B-gliikkan di- €s oligoszacharid szubsztratokon. Ezekben
a kisérletekben a kinetikai paramétereket hagyomanyos biokémiai médszerekkel, a felszabadulo gliikoz
vagy redukalo lancvégek mennyisége alapjan hataroztak meg. Azonban meg kell jegyezni, hogy a
felszabadulo gliikoz vagy redukald lancvégek mennyiségének nyomon kovetésével nem minden
esetben kapunk pontos képet a szubsztrat mennyiségének alakuldsardl a reakcid soran. Ez egyes
kinetikai paraméterek meghatarozéasa soran hibakhoz vezethet, tovabba ez az eljaras nem alkalmazhat6
olyan rendszerekben ahol egyszerre tobb B-gliikan di- és oligoszacharid szubsztrat van jelen (pl.
gliitkanaz altal hidrolizalt arpa B-gliikdn). Erre a problémara jelentett megoldast a reakciok miiszeres
analitikai (HPAEC-PAD) nyomonkovetése. Ezért kidolgoztam egy olyan 1j folyadékkromatografias
mérési modszert, ahol belsé standardot (melibioz) alkalmaztam, amivel korrigalni tudtam a detektor
valaszjeleinek a mérések sordn fellépd eltéréseit, valamint a mennyiségi meghatarozashoz a
kereskedelemben nem rég hozzaférhetd arpa B-gliikkan di- és oligoszacharid standardokat hasznaltam. A
kidolgozott mérési modszerrel elsdként végeztem részletes vizsgalatokat a B-gliikkoziddz enzim (mind a
nativ mind pedig az altalam eldallitott rogzitett készitménnyel) miikodésén és kinetikai paramétereinek

a meghatarozasan glilkkandz 4altal hidrolizalt 4arpa B-glikdn szubsztratokon. Az eldzetes
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feltételezésemmel megegyezden, a kinetikai paraméterekben eltérések voltak tapasztalhatok attol
fliggben, hogy a rendszerben jelen levd szubsztrat vagy pedig a felszabaduld végtermék alapjan
keriiltek meghatarozéasra. Ezen eltérések mértéke a vizsgalt szubsztrattol fliggden valtozott. 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 (csokkenteni) a felszabadulo
végtermék (glilkdz) mennyiségét az id6 fliggvényében, igy a kinetikai paraméterekben is jelentOs
eltérések voltak tapasztalhatok, amikor az irodalomban is alkalmazott médszer szerint a felszabaduld
gliikdz mennyisége alapjan keriiltek meghatarozasra. Mind a Kcs’, mind pedig a Ky’ érték kozel a fele
volt a szubsztrdt mennyisége alapjan meghatarozott értékekhez képest. A G4G4G3G lebontdsa soran
kis mennyiségben G4G3G ¢és G3G is felszabadul, amely aztan kozel alland6 koncentracioban van jelen.
Ez a jelenség szintén képes befolyasolni a felszabaduld gliikdz mennyiségét és ezaltal a kinetikai
paraméterek értékeit, azonban az eltérés lényegesen alacsonyabb, mint a G4G3G esetében. A Kea’
értékében mindossze 20 % csokkenés volt megfigyelhetd a szubsztraton meghatarozott paraméterhez
képest, amig a Ky’ értékek kozel azonosak voltak. A kidolgozott HPAEC-PAD mérési modszerrel
tovabba elsoként kdvettem nyomon és jellemeztem a B-gliikozidaz enzim miikodését glikkandz altal
hidrolizalt arpa B-gliikkan szubsztraton. A vizsgalatokat a rogzitett enzimkészitménnyel is elvégeztem ¢és
azt tapasztaltam, hogy a rogzitési eljaras az enzim katalitikus aktivitasaban okozott nagyobb mértékii
csokkenést (a korabban ismertetett okok miatt), azonban a Ky,” értékeiben és ezekben a rendszerekben

megfigyelhet6 alapveté mitkodésében ¢és tulajdonsagaiban nem.

5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A Kkinetikus-leoldédasi vizsgalat kidolgozasa. Az altalam alkalmazott kétlépéses, kombinalt
rogzitési technika vizsgélatdhoz egy specidlis modszert dolgoztam ki. Az irodalomban mar ismertetett
miikddési stabilitas vizsgalat tapasztalatainak a felhasznalasaval kidolgoztam a szamomra megfeleld
un. kinetikus-leoldodasi vizsgalatot [RADVA et al., 2011], amellyel egyszerre hatarozhaté meg az
immobilizalt enzimkészitmény aktivitdsa €s a ,rogziilt enzimaktivitds leoldodésa” alapjan annak
stabilitdsa. Ez a modszer kiilonosen jol alkalmazhatdo volt az altalam hasznalt rogzitési eljaras
vizsgalatara, mivel a két eltéré kémiai kotés kialakitasahoz sziikséges paraméterek, elkiilonitve voltak
vizsgalhatok. A modszer tehat lehetdvé tette, hogy nyomon kdvessem az immobilizalasi eljaras egyes
lépéseinek és a kornyezet paramétereinek hatdsat a rogzitett enzimkészitmény aktivitasara é&s

stabilitasara.
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2. Uj, rogzitett PB-gliikozidaz enzimkészitmény elGallitisa és altalanos jellemzése. ElsGként
allitottam el6 egy olyan uj, rogzitett B-gliikoziddz enzimkészitményt, amelyhez a hasznalt hordozo
olcs6 és konnyen beszerezhetd, az alkalmazott rogzitési technika pedig egyszeri. Ez egy olyan
kombinalt rogzitési technika, ahol elsé 1épésként az enzimet adszorbealtattam a hordozod (Amberlite
IRA 900 CI) porusszerkezetéhez, majd a masodik 1épésében glutaraldehides kezelést alkalmaztam, ami
egy stabilabb fehérje-struktara kialakulasat eredményezte, a hordozén levd fehérjemolekulak
Osszekapcsolasa révén. A rogzitési eljards kedvezd paramétereit az altalam kidolgozott
kinetikus-leoldodasi vizsgalat segitségével hataroztam meg. Az igy eldallitott 0j készitmény altalanos
jellemzését is elvégeztem, amelynek soran meghatidroztam a kinetikai paramétereit és a katalitikus
aktivitasanak pH és homérséklet fliggését is [RADVA & KOsARY, 2011].

3. Az 1j, rogzitett enzimkészitmény élelmiszeripari folyamatokban valé tesztelése. Az eldallitott uj
készitményt négy kiilonb6z6 élelmiszeripari folyamatban teszteltem, amelyek koziil az egyiken
részletes vizsgalatokat végeztem. A boraszati, a cellobioz bontési és reverz hidrolitikus felhasznalas
koriilményei kozott azt allapitottam meg, hogy a rogzitett enzimkészitmény nagyobb mértékben volt
képes meglrizni aktivitasat, tehat stabilabbnak volt tekinthetd, mint a nativ enzim. A megdrzott
magasabb aktivitdsbol és a megvaltozott pH optimumbdl adoddéan a rdgzitett enzimkészitmény
nagyobb hatékonysaggal volt alkalmazhat6 az emlitett folyamatokban, mint a nativ enzim.

4. Uj folyadékkromatografias (HPAEC-PAD) mérési médszer kidolgozasa az arpa p-gliikan di-
és oligoszacharidok mérésére. A B-gliikozidaz enzimkészitmények arpa B-glilkan lebontasaban vald
vizsgalataihoz kidolgoztam egy olyan, az irodalomban még nem ismertetett mérési modszert, amellyel
az arpa B-gliikan di- és oligoszacharidok mindségileg és mennyiségileg is pontosan meghatarozhatok
voltak, ezaltal lehetdség nyilt egy enzimreakcidé pontos nyomon kdvetésére is. Az irodalmi gyakorlattol
eltéréen a mérések soran hasznaltam belsd 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-glikdan di- ¢és oligoszacharid standardokat hasznaltam a megfeleld polimerizaltsagi foku
maltooligoszacharidok helyett [RADVA et al., 2012].

5. A nativ és a rogzitett enzimkészitmények miikodésének vizsgalata és kinetikai paramétereinek
meghatarozasa arpa B-gliikian szubsztratokon. A kidolgozott uj HPAEC-PAD mérési modszernek
kdszonhetden els6ként végeztem részletes vizsgalatokat a B-glikoziddz enzim (mind a nativ mind
pedig az altalam eldallitott rogzitett készitménnyel) miikodésén és kinetikai paramétereinek a
meghatarozasan gliikandz altal hidrolizalt arpa B-gliikkdn szubsztratokon. Ennek soran tanulményoztam

az enzimkészitmények miikodését a tiszta arpa B-gliikkdn di- és oligoszacharid, tovabba gliikkanaz altal
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hidrolizalt arpa B-glilkdn szubsztraton is, valamint meghataroztam az enzimkészitmények kinetikai
paramétereit ezekben a rendszerekben. Ennek soran jutottam arra a kovetkeztetésre is, hogy ilyen
tipusti szubsztratok esetén a kinetikai allandok meghatarozasara altalanosan alkalmazott modszer,
miszerint a paramétereket a felszabaduld végtermék alapjan allapitjadk meg, hibahoz vezethet ezért

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

6. KAPCSOLODO PUBLIKACIOK

Impakt faktoros folyoiratcikkek

Radva, D., Knutsen, S.H., Kosary, J., Ballance, S. (2012) : Application of high-performance anion-

exchange chromatography with pulsed amperometric detection to compare the kinetic characteristics
of B-glucosidase on oligosaccharides derived from lichenase digested barley B-glucan. Carbohydrate
Research 358, 56-60. IFg12: 2,044

Radva, D., Kosary, J. (2011) : Production of new immobilized B-glucosidase preparation for food
industrial purposes by using kinetic desorption method. Acta Alimentaria 40, 176-187. 1Fy011: 0,444

Radva, D., Spanyol, J., Kosary, J. (2011) : Testing of the effect of parameters on the enzyme
immobilization by adsorption and cross-linking processes with kinetic desorption method. Food
Technol. and Biotechnol. 49, 257-262. 1F311: 1,195

Magyarnyelvii 6sszefoglalé

Radva, D., Kosary, J.: Elelmiszeripari felhasznalasra alkalmas, 1j rogzitett B-gliikozidaz
enzimkészitmény eléallitasa. Lippay—Ormos-Vas (LOV) Tudoméanyos Ulésszak, Budapest, 2009.
(eldadas)

Radva, D., Spanyol, J., Kosary, I.: Uj, Amberlite IRA 900 gyantara rogzitett B-gliikozidaz
enzimkészitmény élelmiszeripari alkalmazhatésaganak vizsgalata. Lippay—Ormos-Vas (LOV)

Tudomanyos Ulésszak, Budapest, 2009. (poszter)

Nemzetkozi konferencia (0sszefoglalo)
Radva, D., Knutsen, S.H., Kosary, J., Balance, S.: Application of HPAEC-PAD for the examination of

the action of native and immobilized B-glucosidase preparations on barley B-glucan substrate.
Aegean Analytical Chemistry Days (AACD 2010), Lesvos Greece, 2010. (abstract)

15



