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JELOLESEK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE

Jelolés

ADP

AMP

APS

ATP

BPP

BSA (Bovine Serum Albumin)
CP

CSL

HAP

1P,

IP3 vagy Ins(1,2,6)P3
IP4 vagy Ins(1,2,5,6)Pa4
IPs vagy Ins(1,2,4,5,6)Ps
IPs

NADH:

PAGE

PAP

PEP

SDS

TEMED

U

Magyarazat

adenozin-difoszfat
adenozin-monofoszfat
ammonium-perszulfat
adenozin-trifoszfat

B-propeller fitazok
marhaszérum albumin

cisztein foszfatazok

corn steep liquor

hisztidinsavas foszfatazok
mioinozit-dioszfat
mioinozit-trifoszfat
mioinozit-tetrafoszfat
mioinozit-pentafoszfat
mioinozit-6-foszfat, fitinsav
nikotinamid-adenin-dinukleotid
poli-akrilamid gélelektroforézis
bibor savas foszfatazok
foszfo-enolpiruvat
Na-dodecil-szulfat
N,N,N,N’-tetrametil-etilén diamin
Unit, nemzetkozi egység






1.BEVEZETES

A foszfor minden él6 szervezet szamara nélkiilozhetetlen. Epitékove a nukleinsavaknak,
ATP-nak, foszfolipideknek és fontos szerepet jatszik a mind az allati, mind az emberi szervezet
csontosodasi folyamataiban, de hatdssal van a novekedésre, a csont, illetve baromfiaknal a csor
allapotara €s a tojas mindségére. A novények fontos foszfor raktarozo vegyiilete a fitat, elsésorban
gabondk, hiivelyesek és olajos magvak tartalmazzak. A fitinsav és séi antinutritiv jellegii
vegyiiletek, komplexet képezve a kétvegyértékli kationokkal meggatoljadk a szervezet szdmara
nélkiilozhetetlen asvanyi anyagok felszivodasat és hasznosuldsat. Ezen talmenden a fitatok
csokkentik a fehérjék, a keményitd és a lipidek emészthetdségét is, tovabba gatoljak bizonyos
enzimek, kiilonosen az emészté enzimek, mikodését.

A fitinsav kiillonb6z6é mennyiségben taldlhato meg a ndvényi nyersanyagokban, mely a
takarmanyok alapjaul szolgal. A ndvényi eredetli takarmanyokban a foszfor 60-90%-ban fitat
formajaban van jelen, ami nehezen hozzaférheté az egygyomru allatok szamara, mivel
bélrendszeriikbdl - az emberhez hasonloan - hidnyzik vagy csekély mértékben van jelen a fitinsav
bontasat végzo fitaz enzim. A megfelelé foszforellatas érdekében ezért a takarmanyokhoz
szervetlen foszfort adagolnak, mely szintén nem hasznosul elégséges mértékben és megndvekedett
foszforiiritést eredményez. Mindezen tényezOk miatt az intenziv Aallattenyésztés a kornyezet
megnovekedett foszfor terheléséhez vezet, mely a vizek eutrofizaciojat is okozza.

A fejlédo orszagokban, ahol a gabona ¢€s a hiivelyesek alkotjdk a taplalék jelentds részét, a
fitatok gatoljak az dsvanyi anyagok felszivodasat. A fitinsav eltavolithaté fizikai (4ztatas, f6zés) és
kémiai (ioncsere, savas hidrolizis) uton is, de a fitinav tartalom csokkentésére az élelmiszerekben és
takarmanyokban a fitiz enzimmel torténé hidrolizis szolgalhat megoldasként. Az enzim
segitségével csokkenthetd az dsvanyi anyag hidnybol adodo betegségek kialakulasdnak kockazata
azon célcsoportok esetében is, - vegetarianusok illetve a fejlodé orszagok lakoi — akiknél, az
atlagosnal nagyobb a fitat tartalmi novények fogyasztidsa. Az enzimes techologidk tovabbi eldnye,
hogy kiméletes koriilmények kozott, a kornyezetterhelés minimalasaval, az adott reakciora
specifikusan valosithatok meg a folyamatok.

A fitdz mar vilagszerte elfogadott és alkalmazott enzim az allatok takarmédnyozésa soran. Az
ipari enzimek alkalmazasi teriileteik alapjan csoportosithatok: biologiai és gyogyszeripari,
¢élelmiszeripari, valamint az allati takarmanyozas teriiletén alkalmazott enzimekre. Az ipari enzimek
Osszesitett éves atlagos novekedési iiteme 4%-0s, melyek koziil a legnagyobb a névekedési rata a
takarmanyiparban. Az értékesitésben tapasztalt novekvo tendencia egyik f6 oka a fitdz enzim egyre

elterjedtebb felhasznalasa, ennek eredményeként a novekedés a 6%-ot is elérte 2007-2012



idoszakban. A teljes baromfi és sertés takarmanynak 8%-a tartalmaz mar fitazt. A fitaz
kornyezetvédelemben betoltott szerepe csak noveli jelentdségét.

Ujabban felismerték, hogy a fitinsav részleges hidrolizisével olyan meghatarozott dsszetételti
egészségmegOrzO hatassal rendelkezé mioinozit-foszfatok allithatok eld, melyek funkcionalis
¢lelmiszer-0sszetevoként alkalmazhatok. Ezen vegyiiletek csokkentik a bélrak kockazatat, a szérum
koleszterin szintet €s a triglicerid szintet kisérleti allatokban, valamint szerepet jatszanak a lipid
peroxidacio csokkentésében és antioxidans hatasuk is jelentds. A mioinozit-foszfatok l1étrehozasa
kizarélag enzimes technologiaval valdsithatd meg. Az alkalmazott fitdz enzim hatdsmechanizmusa,
optimalis miikdodési koriilményei, szubsztratspecifitasa fiigg a termeld mikroorganizmustol. A
fonalas gombak alkalmazhatésdga a biotechnolodgiai eljardsokban széleskorli, ugyanis szamos
els6dleges és masodlagos metabolit termék képzésére alkalmasak, mint enzimek, szerves savak,
antibiotikumok. A fitaz enzim hatékony alkalmazhatésaganak feltétele, hogy ellenalljon az
emésztorendszer és a gyomor savas pH-janak tovabbd a fehérjebontd enzimeknek, - azaz
megfeleléen bontsa a fitinsavat a bélben -, stabil legyen és ellenalld a hdkezelésbdl adodo
karosodasoknak a takarmany eldallitdsa ¢s tarolasa sordn, valamint magas kihozatallal és
tisztasaggal, olcson eldallithatd legyen. Mindezen célok elérése érdekében mezofil és termofil
fonalas gomba fajokat vélasztottam kutatasaim targydul, melyek nem patogének, nem termelnek
toxinokat, altalanosan biztonsagosnak tekinthetdk, igy az altaluk termelt fitdz enzim is mind
¢lelmiszeripari, mind takarmanyozasi célokra felhasznalhato. A kiilonbozo eredetti fitdz enzimek
eldallitasa, tisztitdsa, jellemzése és alkalmazhatosaguk tiikrében tulajdonsdgaik Gsszehasonlitasa

voltak legfébb célkitlizéseim.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A fonalas gombak jelentésége és jellemzése

A szamos, nem patogén mikroorganizmus koziil, a fonalas gombak kiemelt szerepet toltenek
be konnyli tenyésztésiik, valamint nagy jelent6séggel birdé metabolitjaik és extracellularis ipari
enzimek eldallitasa teriiletén. Egyes biotechnoldgiai-, és ipari folyamatokban jelenleg is szamos
altaluk termelt enzimet hasznositanak, pl. a keményito, iiditok, élelmiszerek, textilidk, takarmanyok
eldallitdsa soran, a papir-, bor-, €és siitdiparban, valamint kémiai €és orvosbioldgiai teriileteken
(BENNET 1998). Szamos fermentalt élelmiszer és ital késziil fonalas gombak felhasznalasaval,
kiilonosen Azsidban. Leggyakrabban az Aspergillus nemzetséget alkamazzak (pl. A. oryzae, koji),
de a Mucor (M. rouxii, Chinese rice) és a Rhizopus (R. oligosporus, tempeh) torzsek is elterjedtek.
Kiilonféle metabolitokat képeznek, kozottik antibiotikus (cefalosporin, penicillin) illetve
rakmegel6z6 hatdssal rendelkezdket is talaltak. Termelnek gombaellenes griseofulvint, anyarozs
alkaloiddkat ¢és novényi novekedési hormonokat (gibberellinek). Ezenkiviil vitaminokat,
poliszacharidokat és szerves savakat is kivalasztanak, valamint a szerves hulladékok hasznositasara
alkalmazhato kiilonféle enzimeket szintetizalnak (HAWKSWORTH et al. 1988).

A fonalas gombdk olyan kedvezd tulajdonsdgokkal rendelkeznek, mely egyszerlibbé teszi
fermentacios eléallitasukat pl. alacsony pH-n és magas s6 koncentracional is szaporodnak,
szubsztratként hasznositjdk mind az 6t, mind a hat szénatomos cukrokat. A komplex szerves
anyagok Osszetett enzimrendszerik segitségével felveheté tapkomponensekké bomlanak
(MAHESHWARI et al. 2000). A kiilonféle korhadt novényi anyagok, mezOgazdasagi és ipari
melléktermékek olyan szerves-, €s asvanyi anyagokat tartalmaznak, amelyek hasznosithatok
novekedésiikhoz. A bioremediacidos folyamatok soran a szerves anyagokat humussza €s szén-
dioxidda alakitjdk, mikézben h6é szabadul fel. A komposztalas kevert mikroba populacio
tevékenységének kdszonhetd. Optimalis koriilmények kozott 3 szakasza van: az elsében a mezofil
baktériumok vannak tulstlyban, majd a hdmérséklet emelkedésével a termofil baktériumok veszik
at a helyiiket, s megjelennek a termofil gombék is. Ez a szakasz néhany naptol, néhany honapig
tarthat. A mikrobak aktivitasa hirtelen lecsokken, amikor a hémérséklet meghaladja a 60°C-ot, majd
a hiilés és az érés soran, mely szintén honapokig eltarthat, megjelennek az Aspergillus torzsek és a
Thermomyces lanuginosus (TUOMELA 2000). E fonalas gombaknal az ivaros szaporodasi forma
nem ismert, altalaban ivartalanul képz6d6 szaporitoképletekkel (konidiumok) szaporodnak. Egyedi
¢s komplex novekedési morfologiat mutatnak fiiggetleniil attol, hogy enzimet, szerves savat vagy

antibiotikumot termelnek.



Az Aspergillus niger és a Thermomyces lanuginosus rendszertani besoroldsa, valamint az
egyes torzsekre jellemzd szaporitoképletek az 1. tablazatban lathatok. Az egyes gombafajok

bemutatasaval kiilon fejezetben foglalkozom.

1. tablazat: Az Aspergillus niger és a Thermomyces lanuginosus rendszertani besorolasa

Thermomyces lanuginosus Aspergillus niger

Eukaryot
Fung
Eumycota Ascomycota
Deuteromycota Pezizomycotina
Hyphomycetes Eurotiomycetes
Thermomyces Aspergillus

Faj Thermomyces lanuginosus Aspergillus niger

Konidiumok

8o © ® & o
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2.1.1 Az Aspergillus niger jellemzése

Az Aspergillus fajok az egész vilagon elterjedtek, a melegebb orszagokban nagyobb szamban
fordulnak eld. Megtalaljuk 6ket talajban, lebomlé novényi anyagokon és allati maradvanyokon. Az
A. niger szaprofitaként, aerob kdrnyezetben novekedve siirti fehér, egyes torzseken vilagossargan
szinezett, vattaszerli micéliumtdmeget hoz létre szerves anyagon, melynek eloregedésével fekete
szinl konidiumok jelennek meg a micéliumon. A konidiumcsirazas altalaban gyors folyamat, rovid
adaptacios id6 utan indul be kedvezd korilmények kozott. A konidiumok gombolytiek, barnak,
eleinte simak, késObb vastag faluak, sotétek, szemolcsokkel, tiiskékkel vagy érdes savokkal az
egész feliileten, 4-5 um nagyok (FASSATIOVA 1984). Az A. niger a mezofil gombak kozé
tartozik, mivel optimalis szaporodasi hémérséklete 35-37 °C, de széles hdmérséklet (6-47 °C) és pH
tartomanyban (1,4-9,8) is novekedik (SCHUSTER et al. 2002).

Az Aspergillus nemzetség szamos alkalmazasa ismert a biotechnoldgiai iparban. Tobb faja
képez szerves savakat (galluszsavat, citromsavat, fumadrsavat, glukonsavat, oxalsavat) masok
extracellularis enzimeket és zsirokat termelnek. Az A. niger segitségével citromsav és glukonsav
allithato el (NIELSEN et al. 2009). Az Aspergillus niger altalanosan biztonsagosnak tekintett,
GRAS (Generally Recognised As Safe) statusszal rendelkez6 mikroorganizmus, ami garantalja a
gomba, valamint enzimeinek megbizhaté élelmiszer- ¢és takarmanyipari felhasznalasat. Az

Aspergillus bizonyos fajai human potencialis opportunista koérokozoként mikozis 0kozoi is



lehetnek. Néhany faj az emberre és allatokra is veszélyes mikotoxinokat (aflatoxin, ochratoxin)
termel, amely elsésorban a fert6zott gabonaféléknél jelentkezhet problémaként. Az Aspergillus
niger altal szintetizalt enzimek tobbek kozt: a gliikoamilaz (SVENSSON et al. 1986), a pektinaz
(FAWOLE & ODUNFA 2003), a cellulaz (OKADA 1988), a gliikkoz-oxidaz (KONA et al. 2001), a
katalaz (FIEDUREK 2000), az a-galaktozidaz (SCIGELOVA & CROUT 2000), a lipaz (KAMINI
et al. 1998), a proteaz (MUKHTAR & IKRAM-UL-HAQ 2009) é¢s a fitaz (VATS & BANERJEE
2005).

2.1.2 A Thermomyces lanuginosus jellemzése

A Thermomyces lanuginosus az imperfekt gombak ko6zé (Deuteromycetes) tartozik,
aleurokonidiumokkal ivartalanul szaporodik. A hifakrol derékszogben kidgaznak az 5,5-12 um
atmérdjii konidiumok. Az éretlen konidiumok szintelenek ¢és sima faltiak, de az érés sordn
megbarnulnak és az exokonidium megrancosodik. Kiilonbozd taptalajokon névekedése gyors, 2 nap
utan a telepek fehérek és fileszertiek, 2,5-5 cm atmérdjiick, s 1 mm-nél nem magasabbak. A
kiilonbozé torzsek feliiletének szerkezete és szine is eltérd, de altalaban jellemzd, hogy a telepek
kozéptdl kiindulva fokozatosan sziirkévé, zoldessziirkévé valtoznak, késObb vordsesbarnava
alakulnak, mikdzben a telepbdl kidiffundalo anyagoktol a tdpagar szine is megvaltozik, lildva illetve
borszintivé alakul.

A Thermomyces lanuginosus termofil gomba, melynek optimalis szaporodasi homérséklete

45-50°C. MAHESHWARI ¢és munkatarsai (2000) a Thermomyces lanuginosus fajt azon
komposztalasban szerepet jatsz6 gombak kozé soroljak, melyek nem képesek a celluléz bontasara.
A nem cellulolitikus mikroorganizmusok a komposztban kommenzalizmusban élnek cellul6zbonto
fajokkal (pl. Chaetomium thermophile), igy jutva hasznosithaté szénforrashoz, valamint bizonyos
aminosavakhoz, melyeket nitrogénforrasként hasznositanak. Folyadékkultaraban a T. lanuginosus
az amilolitikus enzimek mellett (NGUYEN et al. 2000), o-galaktozidaz (REZESSY-SZABO et al.
2007),
B-galaktozidaz (FISCHER et al. 1995), lipaz (ARIMA et al. 1972), fitaz (GULATI et al. 2007b),
xilanaz (SINGH et al. 2003) és proteaz (LI et al. 1997) enzimeket is termelnek. A Thermomyces
lanuginosus gomba termofil tulajdonsagabdl adoddan termostabilis enzimeket szintetizalhat,
melyek felhasznalasi elényei pl. a rovidebb reakcio id6, a mikrobioldgiai biztonsag €s a magasabb
hémérsékleten vald alkalmazhatdsag pl. takarmanygyartas soran.

Béar a fonalas gombak kozt szdmos jo enzimtermeld torzs talalhatd, azonban korlatozottak az
ismeretek az enzimek aktivitasara, termeltetésére, tisztitasara és biokémiai jellemzésére

vonatkozoan, valamint az enzimek termelésének genetikai hattere ma még jorészt feltaratlan.



2.2 A foszfor korforgalma

A foszfor a biogén clemek kozé tartozik, vagyis meghatarozd szerepet jatszik a sejt
¢letfolyamataiban, ¢épitdkove a nukleinsavaknak, ATP-nak, foszfolipideknek. Az emberi
szervezetben nélkiilozhetetlen a szervezet csontosodasi folyamataiban, tovabba foszforra van
sziikkség a fehérje-, szénhidrat-, és zsiranyagcseréhez, az idegrendszer mikodéséhez, a
fehérjeszintézishez és az enzimek miikddéséhez is. Az anyagcserében szerepet jatszo makroerg
foszfatkotések kialakulasdban is fontos szerepet tolt be, mely az energia megkdtésének és
atvitelének alapja. A szervezet a szerves €s szervetlen eredetli foszfort egyarant hasznositja. A
legfontosabb foszfor forrds a tej, a tojas, a huas, a hiivelyesek, valamint a gabonafé¢lék. A
szervezetben levé foszfor 85 %-a a csontokban, hidroxil-apatit (kalcium-foszfat) formajaban
halmozédik fel. A novényekben, gabonafélékben a szerves foszfor fitinsav formdjaban raktarozodik
(HAJOS 2008).

A foszfor biogeokémiai korforgasa igen lassu, ezért ndvekedést meghatdrozo szerepe van
mind a talajban, mind a vizi éldvilagban (1. dbra). F6 forrasai a bizonyos kdzetek - féleg az apatit
tartalmi magmas képzodmények, valamint a szilikatok - mallasa soran létrejovo masodlagos
asvanyok, Ca-, Al-Fe-foszfatok. A pH fiiggvényében meszes talajokon féleg Ca-foszfatok, mig
savasabb kémhatasu talajokon Al- és Fe-foszfatok alakulnak ki. E foszfor forrasok nehezen
oldhatoak, emiatt nem hasznosithaté formaban vannak jelen a természetben (SINGH et al. 2006).

A kotott foszfatok oldatba vitelét segiti eld a talaj mikrofloraja. Az itt 1évé baktériumok a
szerves anyagok bontdsa sordn képzddott salétromsavval, kénsavval segitik oxidalni a kotott
foszforvegyiileteket. A talajbol szervetlen ortofoszfation (PO4%) formajaban vehetd fel a novények
és a tobbi mikroorganizmus szdmara. Mobilitdsa igen korlatozott, hiszen hamar megkotédik a
talajkolloidok felszinén. A foszfor az egyik leggyakoribb limitdldé asvanyi tapanyag a novények

szamara, csekély hozzaférhetdsége miatt (RUTTENBERG 2001).
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1. abra A foszfor korforgasa (MOSER & PALMAI 1996)

Egyes novények foszfatdz enzimiik segitségével is hozzajuthatnak a sziikséges foszforhoz. A
novénytermesztésben foszfortartalmi miitragyak alkalmazasaval fokozzdk a terméshozamot, am
ennek nagy része hasznositatlanul kimosodik a talajba. Tulzott jelenléte akar karos is lehet, mivel a
novényzet talburjanzasahoz és a vizek jelentds eutrofizalddasahoz vezet.

A vizi 6koszisztémak a foszfor nagy részét kiviilr6l, a szarazfoldrdl kapjak bemosddas révén. A
vizben 1év0 ortofoszfatokat els6ként a fitoplanktonok veszik fel, amelyek tobbnyire algak. A
taplaléklancban az allatok kozé tartozd zooplanktonok, majd pedig a halak kovetkeznek. A hal
kimondottan fontos foszfor forrds az ember szamara. Az Aallatok a foszforhoz részben a
foszfortartalma vizbdl, részben a ndvényi taplalékbol jutnak. A novényekben a fitinsav szolgal
foszforraktarozo vegyiiletként. A természetes korforgalomban a foszfor jelenlétét a szerves anyagok
lebomlasa biztositja. Az ¢€l6 szervezetek pusztuldsaval a foszfor visszakeriill az élettelen
kornyezetbe, ahonnan a ndvények, és a vizbe jutva, vagy magaval a ndvényi taplalékkal az allatok

ismét egy 0j ciklusban hasznositjak (FEKETE 2006).

2.3 A fitinsav

A fitinsav (mioinozit-1,2,3,4,5,6-hexakisz-dihidrogén-foszfat) a novények szerves foszfor
tartaléka, hidrolizise sordn szervetlen foszfat és mioinozit képzddik, tovabba kiilonb6zo
foszforilaltsagu koztes termékek is keletkezhetnek, ugymint mioinozit-penta (IPs), -tetra (1P4), -tri

(IP3), -di (IP2), és monofoszfat. A fitinsav soi a fitatok, a Ca és Mg sdjat pedig fitinnek nevezik.



Ezek az anyagok az érés soran, a magban halmozodnak fel és raktarozoi mind a foszfornak, mind az

inozitnak.
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2. abra: Az inozit sztereoizomerjei (BEKO et al. 2014)

Az inozitnak kiilonb6z6 izomer formai ismertek. A mioinozit gylirihoz kapcsolodo foszfor
megfeleléen 9 féle sztereoizomerrdl beszélhetiink (2. abra). Izomerjei koziil a mioinozit-
hexakiszfoszfat a leginkabb elterjedt forma a természetben, de neo-, scyllo-, D-chiro-inozit-foszfat

szintén jelen van a szarazfoldi és vizi kornyezetben.

2.3.1 Elofordulas

A fitinsav a ndvények fontos foszfor raktarozd vegyiilete, mely elsésorban hiivelyesekben,
gabonakban, olajos magvakban, pollenekben ¢s diofélékben halmozodik fel. A szarazanyagnak kb.
1-7%-at teszi ki. A teljes foszfor tartalom a magvakban altalaban 60-90%-ban, a gumosokban
10-25%-ban fitin foszforként van jelen (LOEWUS 2002), de el6fordul gylimolecsokben,
zoldségekben 1s kiillonb6z0 mennyiségben. A leveles zoldségek igen kis mennyiségben
tartalmaznak fitatot. Az érés soran a fitat elsdsorban a fehérjében gazdag aleuron rétegben ¢€s a
magbelsoben talalhaté az egyszikiiecknél, azaz a gabonakban, mig a hiivelyesekben ¢és olajos
magvakban, illetve a tobbi kétszikii esetén a fehérje testek globoid kristalyaiban raktarozodik. A
kukoricaban ezzel szemben a csiraban halmozodik fel (ROOPESH et al. 2006, PLAAMI 1997).

Nagy jelentdsége van a csirandvény foszfor ellatdsaban, energia hordozdként is szerepet jatszik,
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valamint mobilizalhaté tapanyagforrast jelent a magvak csirazasa idején (BARNA 2000). A fitinsav
a novényben 1évo fitaz aktivitas révén hidrolizalodik, és foszfat szabadul fel, mely ATP szintézisre
forditodik. A hidrolizis Ca?*, Mg?*, K* ionokat is szolgéltat a csirandvénynek, mig gydkeret nem
ereszt és képes a talajbol a tapanyag felvételére. A ndvényekben talalhatd fitinsav fiziologiai
szerepe az érés kozbeni gyors fitin bioszintézis, mely soran az ATP-t helyettesiti abban az esetben,
mikor a mag anyagcseréje gatlodik és nyugalmi allapotban van, tovabba a mag szervetlen foszfat
szintjének szabalyozdja. A mioinozit alacsonyabb foszfor észterei szabadon fordulnak eld a
természetben, kis résziik a biokémiai reakciokban jelenik meg, mint a&tmeneti koztes termék, pl. a
sejten beliili jelatvitelben, a névényekben és az emberekben egyarant (BERRIDGE & IRVINE
1989, WODZINSKI & ULLAH 1996).

A fitinsav kiilonb6z6 mennyiségben talalhato meg a ndvényi nyersanyagokban, mely a
takarmanyok alapjaul szolgdl. A takarményokban 4ltaldban az Osszfoszfor tartalom 1/3 része
emészthetd szervetlen foszfor, 2/3 része pedig szerves foszfat formajaban van jelen. Baromfi esetén

a takarmanydsszetevok teljes foszfor és fitat-foszfor tartalmat mutatja a 2. tablazat.

2. tablazat Baromfi takarmany osszetevok teljes foszfor és fitat-foszfor tartalma
(VOHRA & SATYANARAYANA, 2003 nyoman)

. Osszes foszfor Fitat-foszfor Fitat P/teljes P
Takarmany .
bsszetevik tartalom tartalom aranya
(%) (%) (%)

Kukorica 0,39 0,25 64
Rizs 0,15 0,09 60
Buza 0,44 0,27 61
Cirok 0,30 0,22 73
Arpa 0,33 0,20 61
Széjaliszt 0,88 0,46 64
Gyapotmag liszt 0,93 0,56 82
Napraforgomag liszt 0,90 0,786 51

A tablazat adatai alapjan is jol lathatd, hogy a takarmany Osszetevok 60-65%-ban fitatként,
kotott forméaban tartalmazzak a foszfort, mely problémat okoz a hasznosulés soran.

A humén téaplalkozasban a novényi tdpanyag mennyiségétdl, valamint a feldolgozastol
fliggden a taplalékkal bevitt fitdtok mennyisége elérheti a napi 4500 mg-ot. Vegetaridnusok esetén,
illetve a fejlédé vilag lakosainal atlagosan 2000-2600 mg, mig vegyes taplalkozasu egyéneknél a
napi bevitel 300-1300 mg (KONIETZNY & GREINER 2003). Az ¢lelmiszerekben a fitinsav
kiilonb6z6 mennyiségben van jelen, O - 5,5 g/100 g koncentracidig, azonban hasznosithatosaguk a

monogasztrikus allatokéhoz hasonléan az embernél sem valosul meg, illetve csokkent mértékdl.



2.3.2 A fitinsav taplalkozasélettani jelentosége

A fitinsav taplalkozasélettani szerepe kettds: fiziologiai jelentdségén tul, mely tobbek kozott
a foszfor raktdrozasaban ¢és a csirdzashoz sziikséges energia biztositdsaban nyilvanul meg,
antinutritiv voltanal fogva befolyasolja a novényekbdl késziilt élelmiszerek biofelhasznalhatosagat,
ezaltal taplalkozasélettani tulajdonsagait. Ezen tilmenden a fitinsav részleges hidrolizisével

eléallitott mioinozit-foszfatok egészségmegdrzo hatassal rendelkeznek.

2.3.2.1 Antinutritiv jelleg

Antinutritiv vegyiileteknek nevezziik azokat a taplalék alkotorészeket, melyeknek nincs
tapértéke, zavarjak az emészthetoséget, megnehezitik a tdpanyagok felszivodasat és hasznosulast
(GASZTONYI & LASZTITY 1992). Mar hossz(i idék ota felismerték, hogy az antinutritiv
anyagokat, melyek a human, valamint az allati szervezet szamara nem kivanatosak, a novény
valgjaban a mikroorganizmusok, rovarok, madarak és egyéb allatok altal okozott sériilések
kivédésére allitja el6 (BARNA 2000). Ezen antinutritiv anyagok egyike a fitinsav. A fitinsav 12
értéki sav, 6 erdsen savas pK 1,5- 2,0, 2 gyengén savas pK 6 kortil, és 4 nagyon gyengén savas pK
9,0 és 11 csoportja van. A fitinsav hat reaktiv foszfat csoportja erés kelatképz6 agens, amely
megkéti a taplalkozas élettanilag fontos kétvegyértékii kationokat, pl. Ca®*, Mg 2*, Zn 2*, Cu %,
NiZ*, Mn 2* és Fe?* (ANGEL et al. 2002, SIMPSON & WISE 1990, KONIETZNY & GREINER
2003). Ez a kotés a béltraktus pH koriilményei kozt oldhatatlan sokat eredményez, mely a
bélrendszeren konnyen athalad, kevésbé abszorbedlodik, a tapcsatornaban megakadalyozza a fémek
felszivodasat, s elényteleniil befolyasolja a szervezet ionhaztartasat (CHERY AN 1980). Kiilonb6z6
pH értékeken eltéré a kotés erdssége. Savas pH-n az oldhato fitdit komplexek affinitdsa a fém
ionokhoz a kdvetkezd: Cu (II) > Zn (II) ~ Cd ?* > Mn?* > Mg?* > Co?* > Ni?* (TURNER et al.
2002). A bélrendszerben elérehaladva a fitin-foszfor molekuldk ionizalodnak és komplexeket
képeznek. A fitatok csokkentik tovabba a fehérjék, a keményitd és a lipidek emészthetdségét,
valamint gatoljak bizonyos enzimek mikodését (COWIESON et al. 2004). A fitinsav komplex

képzése a 3. abran lathato.
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3. abra A fitinsav komplex képzése

A pH mellett egyéb tényezdk is befolyasoljak a fitatok komplex képzését, tobbek kozott az ionok

mérete és vegyértéke, koncentracidjuk és aranyuk a fitinsavhoz képest, tovabba az élelmiszer

matrix, amiben jelen vannak (WEAVER & KANNAN 2002, LOPEZ et al. 2002).

Komplex képzés fémionokkal

Egy anionos fitat molekula 5 kalciummal képes oldhatatlan kalcium-fitat kotést kialakitani a
bélrendszerben, ezaltal az étrendi kalcium kb. egy-harmadat megkoti, csokkentve mind a kalcium,
mind a foszfor hasznosithatdsagat, de tovabbi komplexek létrehozasaval gatolodik a vas és a cink
felszivodasa is. Gyermekeknél a Ca-hiany angolkort, tovabba csontritkulast okozhat. Buzakorpabol
késziilt kenyerek fitat tartalmat csokkentve, a Ca felszivodas mértéke megnovekedett, 36 mg/nap
helyett 165 mg/nap lett emberekben (SELLE et al. 2009).

A fitatok vassal valo komplex képzése a vilagon az egyik legelterjedtebb hianybetegséghez a
vérszegénységhez vezethet, mely a népesség kb. 30 %-at érinti. A kialakuldsanak okai kozé
tartozhat a nem megfeleld bevitel, illetve pl. terhesség esetén a megndvekedett igény, a csokkent
abszorpcids készség, vagy a vérveszteség (LOPEZ et al. 2002). HALLBERG ¢és munkatarsai (1987)
a vas felszivodas hatasat vizsgalva megallapitottak, hogy mar 10 mg fitinsav jelenléte is 55 %-0s
csokkenést okoz a felszivodasban. HURRELL és munkatarsai (1992) altal végzett kutatasok
megerdsitik ezen eredményeket: azt tapasztaltak, hogy szojafehérje izolatumbol a fitinsav minimalis
jelenléte is er6sen gatolja a vas felszivodasat. PLAAMI (1997) megallapitotta, hogy csupan a
mioinozit-hexa és -pentafoszfat gatolja, csokkenti a vas oldhatdsagat, a tobbi mioinozit-foszfat nem
mutat gatlast. Egyéb dsvanyi anyagok, mint a Ca, a Mg és a Zn, valamint kolcsonhatasaik a Fe-fitat
komplexszel, erds hatdssal vannak a vas oldhatosagéara. Kiilonosen a kalcium gatolja a vas
felszivodasat, oldhatatlan Ca-Fe-fitat komplex kialakitasa révén. Raadasul a vas, cink és kalcium-
fitdt magnéziummal ¢€s rézzel is komplexet képez, melyek oldhatosagat a pH is befolyasolja.

A vas hasznosuldsanak javitdsa lehetséges a citromsav mennyiségének novelésével.

Vegetarianusok szervezetében vizsgaltdk a vas mennyiségét, s azt talaltdk, hogy a fitatok altal
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okozott vas abszorpcioja gatolhatdo C-vitamin, citromsav és egyéb szerves savak alkalmazasaval
(HARLAND & MORRIS 1995). Hasonlé megallapitasra jutottak PABON és LONNERDAL (1992)
Zn esetében, mivel a szerves savak pl. a citromsav, tejsav, ecetsav oldhat6 ligandumokat képeznek a
cinkkel, megel6zve az oldhatatlan fitat-cink komplexek kialakuldsat. A szerves savak kozil a
hangyasavval ¢érték el a legjobb eredményeket JONGBLOED ¢s munkatarsai (2000).
Megallapitottak tovabba, hogy a mikrobidlis fitdz enzim és a hangyasav szinergista hatdsa

eredményezi a Ca és a P legjobb hasznosulésat.

Komplex képzés fehérjékkel

A fitat er6s komplexet alakithat ki fehérjékkel is, melyek igy ellenallova valnak a
proteolizissel szemben és csokkentik a tapértéket az egyes élelmiszerekben, vagy a takarmanyban.
CARNOVALE ¢s munkatarsai (1988) in vitro koriilmények kozott vizsgaltak a fehérjék
emészthetdségét néhany élelmiszerben és élelmiszer-OsszetevOben és megallapitottdk, hogy mar
10 mg fitinsav adagolas is minden esetben negativ hatast gyakorolt a fehérjék emészthetoségére,
egy oOras szobahomérsékleten torténd inkubalas soran.

A fitinsav és a fehérjék kozotti kdlesonhatas ionos tipusu és erésen pH fiiggé. Ha a pH a
fehérje izoelektromos pontjandl alacsonyabb, a fitat foszforsav csoportja a bazikus aminosavak, az
arginin, a lizin és a hisztidin kationjaval alakit ki ionos kotést, oldhatatlan fehérje-fitat komplexet
képezve (DE RHAM & JOST 1979, KUMAR et al. 2010). Az izoelektromos pont kozelében a
fehérjék semleges toltésiivé valnak, a fitinsav nem kotddik és oldhatova valik. pH=6 és pH=8
kozotti értékek esetén a fitinsav nemcsak a fehérjéket koti meg, hanem harmas komplexek is
keletkeznek, melyben a fitinsavhoz a fehérje mellett asvanyi anyagok is kétddnek (CHERYAN
1980). Kalcium, magnézium ¢és cink kationok jelenlétében a fehérjék negativ toltésii karboxil
csoportja ¢és a fitat kozott jon l1étre a kapcsolat (ANDERSON 1985). A komplex kialakuldsa soran
megvaltozik a fehérjék szerkezete, ezaltal csokken az enzimek aktivitasa, a fehérjék oldhatosaga és
emészthetdsége. E negativ hatasok azonban eltéréek lehetnek a fehérje forrastol fliggden. A
legjelentdsebb mértékben az emésztd enzimek gatlodnak, tobbek kozott az o-amildz, a lipdz és a
proteinazok (pepszin, tripszin, kimotripszin). A gatld hatds ndvekszik a mio-inoziton 1évé foszfor
csoportok szamaval és a koncentracioval (GREINER & KONIETZNY 2006), valamint a
kalciummal valé komplex képzés révén is, mely ion elengedhetetlen az a-amildz és a tripszin
megfeleld mikodéséhez. A fitatok a-amilaz gatld hatasat bizonyitja az a tény is, hogy a vércukor
tartalom alacsony marad fititban gazdag taplalék esetén. Ezen élelmiszereck fogyasztisa, a
taplalkozasfiiggd cukorbetegség megel6zésében és kezelésében jatszhat szerepet (KONIETZNY &
GREINER 2003). A kiilonboz6 ionok kozotti verseny is hatassal van a felszivodasra. Ha azok a fém

ionok, melyek szerepet jatszanak bizonyos enzimek aktivalasaban, mas fém ionokra cserélddnek, az
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adott enzim miikodése gatlodhat is. Pl. karboxipeptidaz enzimet a cink aktivalja. A cink kobaltra

cserélhetd, mely a peptidaz aktivitas csokkenését okozza (LOPEZ et al. 2002).

2.3.2.2 A fitinsav és a mioinozit-foszfatok jotékony hatdsai

A legujabb kutatasok és megfigyelések alapjan az antinutritiv faktorok koziil néhanynak a
megitélése megvaltozott, jelenlétiik (kis mennyiségben) az egészségre eldnyds hatdst gyakorolhat,
segiti egyes betegségek megeldzését. Ezek elnevezését az irodalomban sok helyen ezért antinutritiv
helyett nem-nutritiv faktorként hasznaljak, hisz annak ellenére, hogy nem rendelkeznek kozvetlen
taplalkozasi értékkel nem mindig karosak, s6t meghatarozott koriillmények kozott elényds lehet az
egészségre gyakorolt hatdsuk. A novényi élelmiszer alapanyagok nem-nutritiv Osszetevoit a
tudomanyos érdeklédés is 1j szempontbol veszi vizsgalat ala, és az élelmiszertudomany, illetve a
takarméanyozassal foglalkozé tudomany alapveté kérdései kozé tartozik (HAJOS 2008).

A fitinsavrdl is az utobbi idében in vitro és in vivo tanulmanyok bizonyitottak, hogy
antinutritiv tulajdonsaga mellett szamos pozitiv élettani eldnyt biztosit. A fitat, a szabad vasat
megkdtve természetes antioxidansként szolgal, ezaltal segithet kiilonb6zd daganatos
megbetegedések megel6zésében, illetve szerepet jatszhat a rak elleni védelemben. A fitat vassal
valé komplex képzése segit csokkenteni a hidroxil gyokok kialakuldsat a bélben, és a helyspecifikus
DNS karosodast (MIDORIKAWA et al. 2001). Ezen tulmenden a hidroxil gyokok képzodésének
megakaddlyozasaval a lipid peroxidaciot is erdsen gatolja. A specialis vas-fitdit komplexek
kialakulasa révén 22 vas kelator koziil a fitinsav bizonyult a leghatékonyabb nem toxikus élelmiszer
eredetli antioxidansnak (GRAF et al. 1984).

Az érelmeszesedés, szivbetegségek, cukorbetegség €s a vesekd kialakuldsanak kockazatat is
mérséklik. Szerepe van a keményitd emésztésében, a vércukorszint alakuldsdban, a vér koleszterin-
és triglicerid szintjének csokkentésében. Negativ kapcsolat van a fitat bevitel, valamint a gabona és
hiivelyes féléket nagy mennyiségben fogyasztdé egészséges emberek vércukor szintje kozott.
Karobab glikémias indexe megnovekedett, amennyiben lisztjébdl eltavolitottak a fitatot. Az
alacsony glikémias indexii élelmiszerek fogyasztasa segit a cukorbetegeknek a vércukorszint
szabalyozasaban. Mivel a fitinsav a kalcium ionnal komplexet képez, mely gatolja az amilaz
aktivitasat, ezaltal lassul a keményité lebontasa. Bab és buzakeményité in vitro koriilmények
kozotti emberi nyallal valo hidrolizise lelassult Na-fitat adagoldsa esetén, de az emésztés helyredllt,
ha a Na-fitat mellett kalcium kiegészitést alkalmaztak (HARLAND & MORRIS 1995).

A fitinsav hatékony mind a rdk megel6zésében, mind a kialakult betegség kezelése soran
(SHAMSUDDIN et al. 1997, KUMAR et al. 2010). Hatékonysaguk azonban fiigg a beviteli
forrastol, a rostok fiziologiai jellemzo6itdl és a fogyasztas mértékétél (HARLAND & MORRIS
1995, VERGHESE et al. 2006). Emberi fogyasztas esetén a buizakorpa jobban gatolja a rakos sejtek
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novekedését a bélben, mint a kukorica vagy a zabkorpa (REDDY et al. 2000). A vastagbélrak
megel6zésére tehat az egyik altalanosan alkalmazott médszer a gabona korpdk alkalmazasa, mely
természetes forméaban tartalmazza a fitinsavat. Egy masik elképzelés szerint tisztitott fitinsavat
adagolnak 1-2% mennyiségben rostszegény takarmanyhoz vagy az ivovizbe. Hogy melyik modszer
hatékonyabb, tovabbi vizsgalatok donthetik el (JENAB & THOMPSON 2002). REDDY és
munkatarsai (2000) tisztazni kivantak, hogy mely specialis buzakorpa frakcio pl. a rost, a lipidek,
vagy a fitinsav jatsza a legfontosabb szerepet a vastagbélrak megeldzésében. Az alkotorészek
egyenkénti eltavolitasa nem okozott szignifikéns valtozast a védo hatasban, azonban a fitinsav €s az
olaj egylittes hianya a buzakorpabol, az adenokarcinomék novekedésével jart. Ez arra utal, hogy a
vastagbélrak védo hatasa a fitinsav és egyéb alkotorészek, mint az olaj egylittes hatasabol ered.
Eppen ezért a nagy rosttartalmi ételek fogyasztasa a rakmegelézé hatas szempontjabol ezen
Osszetett hatas miatt kedvezébb lehet, mint a rostszegény, de tisztitott fitinsavval kiegészitett diéta.
A bélben az emésztetlen keményitdbdl és rostokbol rovid szénlanch zsirsavak, pl. vajsav képzddik.
A vajsav, illetve egyéb szerves savak termelése lassitja a human kolorektalis rak sejtvonalak
novekedését, védelmet nyujt a bélrak ellen.

IPs rakmegel6z6 hatasat in vivo és in vitro koriilmények kozott is bizonyitottak prosztata
(SINGH & AGARWAL 2005), mell (VUCENIK et al. 1993) és bélrak (SHAMSUDDIN &
ULLAH 1989) esetében. A hasnyalmirigy rak esetében a halalozasi arany 98,1 %, azaz a betegek
tobbsége esetében az orvosi kezelés, a sebészeti beavatkozas vagy a kemoterapia hatastalan maradt.
SOMASUNDAR ¢s munkatarsai (2005) azonban hasnyalmirigy rak kezelésében 0,5, 1,0, és 5,0
mM  koncentracioban alkalmazva a fitinsavat szignifikdns csokkenést tapasztaltak a
sejtburjanzasban, melynek mértéke 37,1% és 91,5% kozotti.

A fitatok szerepe a rak megel6zésben a tanulmanyok alapjan azonban nem egyértelmii.
Kiilonboz6 elméletek alakultak ki: az egyik megkozelités szerint az IPs erds rakmegel6z6 hatasa in
Vvivo és in vitro koriilmények kozott azon a hipotézisen alapul, hogy az exogén IPs defoszforilalodik
IP15 vegyiiletekké. A lebontasa soran keletkezé mioinozit-foszfatok (tri-, tetra-, pentafoszfatok)
szamos jotékony, egészségmeglOrzé hatassal rendelkeznek (SHAMSUDDIN 1995). A mioinozit-
foszfatoknak a sejtfunkciok szabalyozasaban, a sejten beliili jelatadasban és miikodésben, a sejtek
szaporodasaban és differencialodasaban van szerepilk (HAEFNER et al. 2005, TSUI & YORK
2010, SHEARS 1998). E koztes termékek gatoljak a sejtek novekedését. Amellett, hogy csokkentik
a sejtburjanzast, elkiilonitik a rosszindulata sejteket, és gyakran visszaallitjak az eredeti fenotipust
(SHAMSUDDIN et al. 1997). A fitinsav és a mioinozit-foszfatok rakmegel6z6 mechanizmusanak
okai az asvanyi anyag koto képesség, a pH csokkentés, a sejtek kozotti jelatvitel megszakitasa, a
sejt ciklus gatlasa és a természetes killer sejtek aktivitasanak novelése (JENAB & THOMPSON

2002). Noveli az intracellularis foszfat mennyiségét, mely fokozza a természetes Killer sejtek
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aktivitasat és a gazdaszervezet bakterialis killer kapacitasat is (EGGLETON et al. 1991). Ez az
aktivitas noveli az immunrendszer valaszat a rakkelté veszélyforrasokkal szemben, és

hozzajarulnak a daganatos sejtek elpusztitasahoz (REDDY 1999).

2.3.2.3 A fitatok eltavolitasi lehetoségei

Az antinutritiv komponenseket tartalmazé élelmiszerek rendszeres fogyasztdsa, az egyéni
érzékenységtol fiiggden, kisebb-nagyobb mértékii egészségkarosodashoz vezethet: gatolhatjak a
novekedést, a pajzsmirigy-mikodést negativan befolyasoljak, vagy a hasnyalmirigy és a maj
bizonyos elvaltozasat idézik el6. A tObbszords mikroelem hidny, kiilonosen a fejlodé vilag
orszagaiban akadalyozza a gyerekek megfelelé novekedését (PHILLIPPY & WYATT 2001). A
testtomeg novekedésének elmaraddsa az emésztOenzimek szintéziséhez sziikséges aminosavak
felhasznalasadval is Osszefiiggésbe hozhato (LIENER 1994). A kellemetlen mellékhatasok
kikiiszobolése, minimalisra csOkkentése végett ezen taplalékok fogyasztdsa valamilyen modon
elokezelt, feldolgozott formaban célszeri. Szamos élelmiszeripari eljarast és elkészitési modot
alkalmaznak, melyek csokkentik a fitat tartalmat. A fitaitok hdkezeléssel nem bonthatok le, altaldban
extrakciés miiveleteket alkalmaznak eltavolitdsukra (BARNA 2000). Az egyszerli mechanikai
kezelés, mint az 6rlés alkalmazhat6 olyan magvak esetében, melyeknél a fitinsav kiilonleges
helyeken lokalizalodik. Ellenkezd esetben a fitinsavval egyiitt a tobbi tapkomponens is
eltavolitodik, azaz a miivelet nem jelent megoldast a problémara.

A kutatdsi eredmények azonban egyértelmiien aldtdmasztjdk, hogy a fitdz enzimmel
megvalositott kezelés a leghatékonyabb modja a fitatok altal megkotott kétvegyértékii fémionok,
keményitd, fehérjék felszabaditasanak, ezaltal el0segitve a szervezetben torténd hasznosuldsukat.
Az aztatds, csirdztatas, fermentdcid sordn torténd fitat csokkenést a magban 1évd fitdz enzim
eredményezi. A hidrolizis sebessége fligg a hdmérséklettdl, a pH-tol, az aktivatorok €s inhibitorok
jelenlétét6l, melyek a kiilonboz6 novényekben eltérdk (PLAAMI 1997). Az enzimes kezelés
indirekt mikroba tevékenységen Kkeresztiil vagy hozzaadott exogén fitaz alkalmazasaval is
megvalosithato, ha biztositjuk az optimalis kérnyezeti paramétereket (CHERY AN 1980).

LARSSON ¢és munkatarsai (1997) kiilonb6z0 gabona tipusok esetén vizsgaltak a vas,
valamint a foszfor hasznosulasat Aspergillus eredetli fitaz enzim alkalmazasa eredményeként.
Hozzaadott fitazzal jelentdsen megnétt a vas felszivodasa, repcemag esetén 67 %, napraforgo
magnal 20,1 %, teljes kiorlést buzaliszt és fehér buizaliszt esetén 8,6 % és 51,4 % volt a ndvekedés
a csupan sajat fitazt tartalmazo anyagokhoz képest. A foszfor hasznosulasat illetden a napraforgod
magnal (66,4 %) és a repcénél (30,8 %) a legnagyobb mértékii a névekedés a mikrobialis fitaz

alkalmazasa esetén. Fehér rizs, barna rizs és rizskorpa teljes fitinsav eltavolitdsanak lehetdségei
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koziil is a fitdz enzimes kezelés bizonyult a leghatékonyabbnak LIANG ¢és munkatérsai (2009)
vizsgalatai szerint, amely a Ca, Mg, Zn hasznosuldsdnak novekedését eredményezte.

Az emberi szervezetben a vas felszivodasa 14 %-r6l 26 %-ra novekedett, buizakorpaval
dusitott zsomlék fogyasztasa esetén, ha Aspergillus niger eredetli fitaz enzimmel kiegészitették. Az
enzim 37°C-on két pH optimummal rendelkezett, pH=2 és pH=6 értékeken. Mivel a fitat lebontasa
jorészt a gyomorban zajlik, a mikrobidlis fitdz hatékonyabbnak bizonyult a pH=5 optimummal
rendelkez6 buza fitdzanal (SANDBERG et al. 1995). Malacok takarmanyozasa soran A. niger fitaz
enzimet (800 U kg™) alkalmazva a fitat 48 %-a lebomlott (MROZ et al. 1994).

Labor kisérletek eredményeként megallapitottak, hogy 500-1000 U fitaz 1 g szervetlen foszfor
kiegészitésnek felel meg, mely 30-50 %-kal csokkenti a foszfor kibocsatast (LIU et al. 1998, YT et
al. 1996). SCHAFER és munkatarsai (1995) tapasztalatai, hogy 500U fitaz 1 kg takarmanyhoz
adagolva 20 %-kal noveli a foszfor hasznosulasat és 28%-kal csokkenti a foszfor kiiiriilését a
természetbe. Tehat a fitdz alkalmazédséval nemcsak a szervetlen foszfor adagolas csdkkenthetd, de
malacok takarmanyat fitdz enzimmel kiegészitve novekedett a foszfor, kalcium, zink és energia
felvétel 35, 38, 25 és 5,5 %-kal, mig a réz és magnézium hasznosithatosaga nem valtozott (REILLY

et al. 2010).

2.4 A fitaz enzim

A fitazok a foszfatazok egy specialis csoportja, mely a fitinsav és a fitatok hidrolizisét
katalizalja mioinozit foszfat intermediereken keresztiil szervetlen foszforra és inozitta (WYSS et al.
1999a). A fitazt a XX. szazad elsé felében fedezték fel, de a 60-as évekig a fitait bonto
mikroorganizmusoknak és enzimeinek megismerése, jellemzése iranti igény nem ndvekedett. A
kozelmultban a fitdz enzimmel kapcsolatos kutatasok els6sorban a  fitat-foszfor
hasznosithatosdganak a javitasdval foglalkoztak, mellyel a monogasztrikus allatok nagyilizemi
tenyeésztése altal okozott tulzott foszfor terhelés csokkenthetd. Alkalmazésa azonban egyre nagyobb
teret hodithat a human téplalkozasban, részben a fitinsavhoz kotott taplalkozas-élettanilag
nélkiilozhetetlen asvanyi anyagok felszabaditasaval, részben a részleges hidrolizissel keletkezd
specialis mioinozit-foszfatok egészségmegodrzésben kifejtett jotékony hatasaval.

A kiilonboz6  fitaz enzimek izolalhatok novényekbdl, mikroorganizmusokbol, és
csoportosithatok pH optimumuk, katalitikus mechanizmusuk, valamint sztereospecifikussaguk

alapjan.

2.4.1 Osztalyozas

Az Elméleti és Alkalmazott Kémia Nemzetkozi Egyesiilet, valamint a Biokémia ¢s Molekularis

Biologia Nemzetkozi Egyesiilet (IUPAC-IUBMB) a fitaz enzimeket harom csoportba sorolja. A
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csoportositast aszerint végzi, hogy az enzim a fitinsav mioinozit gytrijének melyik foszfat
csoportjat tekinti els6dleges tdmadasi helyének, valamint, hogy a hasitast kovetéen milyen
mioinozit-foszfat intermedierek keletkeznek. Ezek alapjan megkiilonboztethetok 3-fitazok, 4/6-
fitazok és 5-fitazok (OH et al. 2004). A pH aktivitasuk alapjan két f6 csoportra oszthatok a fitazok:
savas ¢és lugos fitazok. A savas fitazok elénye a széles szubsztrat specifitas, melyeket els6sorban a
takarmanyozasnal alkalmaznak (SINGH et al. 2011).

A foszfor csoportok lehasitdsa a fitatrol az ¢€lovilag diverzitasa kdvetkeztében nem egységesen
alakult ki. A defoszforilalasi folyamatok kiilonbségei alapjan a csoportositast a kovetkezOkben

mutatom be.

24.1.1 3-fitazok
EC 3.1.3.8: 3-fitdz (mioinozit-hexakiszfoszfat-3-foszfohidrolaz)

egyeb nevei: fitaz, fitat-3-foszfataz
Elsodleges tamadasi helye a szubsztratum 3-helyzeti észterkotése, mely reakcido a
kovetkezOképp irhato le:
Mioinozit-hexafoszfat + H,O = D-mioinozit 1,2,4,5,6-pentafoszfat + ortofoszfat

A 3-fitdzok képviselik a fitdzok legnagyobb csoportjat, s altaldban gombakbol &s
baktériumokbdl izolalhatok. A legtobb 3-fitaz szerkezete homolog a B-propeller- (BPP) és a
hisztidinsavas foszfatazokkal (HAP). A B-propeller foszfatazok szorosan kapcsolodnak 3 Ca ionhoz
¢s 2 szomszédos foszfat csoporthoz, hogy megkotddjenek a hasitasi és a szubsztrat felismerd
helyen, miel6tt a hidrolizist megkezdik. A katalizalt folyamat végterméke a mioinozit-(2,4,6)-

trifoszfat. A 4. abran a fitinsav defoszforilacioja lathaté Saccharomyces cerevisiae eredeti fitazzal.
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4. abra A fitinsav defoszforilacioja Saccharomyces cerevisiae eredetii fitazzal
(BOHN et al. 2008 nyoman)
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A hidrolizis a 3. szénatomon kezdddik, s a lebontasi utvonal a kovetkezd: Ins(1,2,4,5,6)Ps,

Ins(1,2,5,6)P4, Ins(1,2,6)Ps és egyéb mioinozit-trifoszfatok, majd végiil az Ins(2)P.

2.4.1.2 A4l6-fitiazok
EC 3.1.3.26:  6-fitdz (mioinozit-hexakiszfoszfat-6-foszfohidrolaz)
egyéb nevei: fitaz, fitat-6-foszfataz
Els6dleges tamadasi helye a szubsztritum 6-helyzeti észterkotése, mely reakcido a
kovetkezOképp irhato le:
Mioinozit-hexafoszfat + H,O = D-mioinozit 1,2,3,4,5-pentafoszfat + ortofoszfat
A 4/6-fitazok a mioinozit gyiirii 4. vagy 6. szénatomhoz kapcsolodo foszfatcsoportot hasitjak

le elészor (5. abra).
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5. abra A fitinsav defoszforilacioja buza eredetii 4/6-fitazzal (BOHN et al. 2008 nyoman)

Szamos kiilonb6z6 szerkezetii fitazt sorolnak ide: hisztidinsavas foszfatazokat, B-propeller
foszfatazokat ¢és biborsav foszfatdzokat is. A ndvényi eredetli fitazok tartoznak ebbe a csoportba.
Altaldban jol mikodnek savas kornyezetben (pH=4-6 kozott) és 40-60°C-on. A fitinsav

defoszforilacidja lathato az 5. abran buza eredetii 4/6-fitdzzal.

2.4.1.3 5-fitazok
EC 3.1.3.72:  5-fitaz (mioinozit-hexakiszfoszfat-5-foszfohidrolaz)
egyéb nevei: fitdz, fitdt-5-foszfataz
Els6dleges tamadasi helye a szubsztratum S5S-helyzetli észterkotése, mely reakcio a
kovetkezOképp irhato le:
Mioinozit-hexafoszfat + H,O = D-mioinozit 1,2,3,4,6-pentafoszfat + ortofoszfat
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Csupan néhany 5-fitazrol olvashatunk a szakirodalomban, koziilik egyet a liliom pollenjébdl
izolaltak. Az enzim a lugos fitdzok koz¢ tartozik, mivel aktivitdsa pH=8-as értéken és 55°C-on a
legmagasabb. A foszfat csoport hasitasat a mioinozit gyliri szimmetria sikjaban kezdi meg. A

6. abran a fitinsav defoszforilacidja lathato liliom eredetii 5-fitazzal.

InsP, Ins(1 234 6)Ps D/L-ns(1234)P, Ins(1,2,3)P5
6. abra. A fitinsav defoszforilacioja liliom eredetii 5-fitazzal (BOHN et al. 2008 nyoman)

HAROS ¢és munkatarsai (2009) kutatasai alapjan a Bifidobacterium pseudocatenulatum
ATCC 27919 torzs fitaz enzime is az 5-fitdzok kozé sorolhatd. A kovetkezd lebontdsi utvonalat
hataroztak meg: 1P(1,2,3,4,5) vagy IP(1,2,3,4,6) mioinozit-pentafoszfat; 1P(1,2,3,4) mioinozit-
tetrafoszfat, s végil 1P(1,2,3), IP(1,2,4), és IP(1,3,4) mioinozit-trifoszfatok keletkeznek. A

Bifidobacterium pseudocatenulatum fitatbonté aktivitasa pH=6,5-7,0 koz6tt maximalis.

2.4.2 Szerkezet

A kiilonb6z6 mikroorganizmusok altal termelt fitazok szerkezetileg nem feltétleniil hasonloak,
az osztalyozasuk elsodlegesen katalitikus tulajdonsagaik alapjan torténik. Négy kiilonb6zo
szerkezetll, de azonos aktiv centruml osztalyt kiilonboztethetliink meg: hisztidinsavas foszfatazok
(HAP), B-propeller fitazok (BPP), cisztein foszfatazok (CP) és bibor savas foszfatazok (PAP)
(MULLANEY & ULLAH 2005).

Az enzim jellemzések elsdsorban a HAP fitdzokra korlatozddnak, ugyanis az enzimaktivitas
mérésére, a Na-fitatbol, mint szubsztratumbol felszabadulod szervetlen foszfor meghatidrozasa a
legelterjedtebb modszer. Ebbdl kovetkezOen az ezen az eljarason alapuld torzsszelekcio a HAP
fitazok megismerését eredményezi. A hisztidinsavas foszfatazok k6z¢ tartozik a legtobb baktérium,
gomba és novényi eredetli fitdz. A HAP osztdly minden tagjanal megfigyelhetd, hogy az aktiv
centrum fehérje mintazata az N-terminalisnal RHGXRXP (arginin-hisztidin-glicin-X-arginin-X-
prolin, az X helyén barmilyen aminosav allhat) és HD (hisztidin-aszparaginsav) a C-terminalisnal
(VAN ETTEN etal. 1991).

A hisztidinsavas foszfatazok széles szubsztratspecifitassal rendelkeznek, de kicsi a specifikus
aktivitasuk a fitinsavhoz, hidrolizaljdk a fémmentes fitatot savas koriilmények kozott, s mioinozit-
monofoszfat végtermékig bontanak. Ezzel szemben a lugos fitazok sziik szubsztrat specifitiak, &m a
fitinsavhoz nagy specifikus aktivitast mutaté enzimek, melyek elsésorban a Ca-fitatot hidrolizaljak
mioinozit-trifoszfatot eredményezve. A két hisztidinsavas csoport jellemzdje (phyA és phyB), hogy
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sz¢les szubsztratspecifitastiak, s fémmentes fitdtokkal 1épnek reakcioba savas koriilmények kozott
(BOHN et al. 2008). Az A. niger NRRL 3135 fitdaz (phyA) nagy specifikus aktivitast mutat
fitinsavra (WODZINSKI & ULLAH 1996), mig ugyanezen torzsbdl izolalt masik fitdz enzim
(phyB) (ULLAH & CUMMINS 1987) eltéro katalitikus tulajdonsagokat mutatott.

3. tablazat: A lugos és hisztidinsavas fitazok osszehasonlitisa molekularis és biokémiai
tulajdonsagai alapjan (OH et al. nyoman, 2004)

Hisztidinsavas fitaz

Tulajdonsagok Phy A Phy B Lugos fitaz
Molekulatomeg 62-128 kDa 270 kDa 38-45 kDa
Glikozilaltsag igen igen nem
pH optimum 2,5-5,0 2,5 7,0-8,0
Hoémérséklet optimum | 55-60 °C 55-60°C 55-70 °C
Héstabilitas kicsi (60 °C) kicsi (60 °C) nagy (85-95 °C)
Ca®* hatasa gatld gatld serkentd
EDTA hatasa serkentd serkentd gatlo
Szubsztratspecifitas széles széles specifikus

Pozicio specifitas

D-3 helyzetl fitat

D-3 helyzetl fitat

D-3 helyzeti fitat

Végtermék IP1+ 5 Pi IP1+ 5 Pi IP3 + 3 P
Aktiv hely + t61tésli aminosav | + toltésli aminosav - t0ltésli aminosav
Kristaly szerkezet egy nagy o/p és egy nagy o/ és egy | 6-szarnyu B3-

egy kis oo domén Kis o domén propeller
Aminosavak szama 465-469 453-479 383

E kétféle hisztidinsavas, valamint a lugos fitdz molekularis és biokémiai tulajdonsagai
kozotti kiilonbségeket €s hasonlosagukat foglalja Ossze a 3. tablazat. Lathatd, hogy OH és
munkatarsai (2004) mindkét hisztidinsavas fitdz esetén széles szubsztratspecifitast allapitottak meg.
Az A. niger phyA és phy B enzimei kozott szerkezetbeli kiilonbségek is mutatkoztak, ugyanis mig a
phyA monomer, a phyB tetramer szerkezetli. Az enzim egy nagyobb o/pB-doménbdl és egy kisebb a-
doménbdl 4ll. A nagyobb domén egy kozponti hatszalli B-lemezzel rendelkezik, melyhez négy
hosszabb és két rovidebb hélix kapcsolodik. Az a-doménnek egy hosszi kozponti a-hélixe van,
melyet hét rovidebb hélix vesz koriil (MISSET 2003). A hisztidinsavas foszfataznak van egy
harmadik csoportja, melyek a kovetkezd néhany jellemzOben térnek el a tobbi hisztidinsavas
fitaztol: nem glikozilalt fehérjék, intracellularisak, kis molekulatomeglieck és a bontast a 6-0S
pozicioban kezdik (OH et al. 2004).

A 7. abran két fitaz a Bacillus amyloliquefaciens (A) és az Escherichia coli (B)
szubsztratkotd helyének feliilete lathato, melyet a feliileti fesziiltség valtozasa alapjan szineztek: -7
kt/e a pirostol 7 kt/e a kékig, a fehérjék és nukleinsavak altali elektrosztatikus potencial grafikus
megjelenitésének segitségével (HONIG & NICHOLLS 1995). A két enzimmodellein lathatok a

szubsztratkoto helyek. Az E. coli fitaz pozitiv toltésii aktiv centruma a fémmentes fitatokat részesiti
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elénybe, szemben a B. amyloliquefaciens negativ t6ltésti aktiv centrumaval, mely kedvezé

elektrosztatikus kornyezetet nytjt a pozitiv toltésii kalcium-fitat komplexnek.

A Alkaline phytase B Histidine acid phytase

7. abra A-D. Elektrosztatikus feliileti fesziiltség a Bacillus amyloliquefaciens lugos
(A, C) és az Escherichia coli HAP (B, D) fitazanak aktiv centrumaban (OH et al. nyoman,
2004)
B-propeller fitazt Bacillus subtilis és Bacillus amyloliquefaciens baktériumokbol izolaltak. A

molekula hatszarnyu propellerhez hasonlit. Az enzim Ca®* fiiggd, mely a termostabilitist és a
katalitikus aktivitast is befolyasolja (OH et al. 2001). A bibor savas foszfatazok metalloenzimek, a
bab eredetli fitdz 3D struktirajanak kialakitasdaban Fe3* és Zn?* ionok vesznek részt (KLABUNDE
1994).

A hisztidinsavas foszfatazok szerkezetére jellemz6 hét aminosavbol allo RHGXRXP peptid
szekvencia megtaldlhatdo mind a termofil, mind a mezofil penészekben, de a bakterialis és a novényi
fitazokban nem. A 8. abran kiilonb6z6 gomba eredetii fitazok szekvenciajanak Osszehasonlitasa
lathatd. A vizsgalt gomba torzsek esetén az adott szekvencia — RHGXRXP - elsé X helyén minden
esetben alanin talalhat6, mig a masodik X helyén a Myceliophthora thermophila kivételével (ahol
alanin), tirozin helyezkedik el.

A specifikus aktivitdas novelése genetikai modositassal is megvalosithatd. Ehhez nagyon
fontos az aminosavak sorrendjének ismerete. Az A. niger NRRL 3135 fitaz N-terminalis része kb.
50 aminosavat tartalmaz, mely a molekula felszinén helyezkedik el. Arg58, Arg62, Argl42, His338,

¢és Asp 339 aminosavak az esszencialis H59 koriil helyezkednek el minden gomba eredetii fitaznal.
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AAU93517 RVTEFVOMLSRHGARYPTSSKSKKYKQLVTALOQRNATSFKGKFAFLKTYNY

XP 001267160 RVTEFVQVLSRHGARYPTSSKSKKYKKLVTATIQANATSFKGKEFAFLKTYNY
ADP05109 RVTFAQVLSRHGARYPTDSKGKKYSALIEETIQONATTFDGKYAFLKTYNY
AAB26466 RVTFAQVLSRHGARYPTDSKGKKYSALIEETIQONATTFDGKYAFLKTYNY
ACE79228 RVTFAQVLSRHGARYPTDSKGKKYSALIEETIQONATTFDGKYAFLKTYNY
AAB96871 EVTFVOVLSRHGARYPTESKSKAYSGLIEATQKNATSFWGQYAFLESYNY
ADI48369 ELTFVQOVLSRHGARYPTASKSKKYKSLIQATQANATAYNGQSVFLRAYNY
AAB96873 KITFVOLLSRHGARYPTSSKTELYSQLISRIQKTATAYKGYYAFLKDYRY
XP 002148821 DVTEVQSLTRHGARYPTAKKNTAYKKLIEAIQTNATKLEGKYAFLKTYNY
XP 002849736 RITFAQSLORHGARYPTKSKSATYSELIERIQNDATAFKDEFAFLEDYTY
AAB52508 EVTFAQVLSRHGARAPTLKRAASYVDLIDRIHHGAISYGPGYEFLRTYDY

8. abra Kiilonb6z6 gomba eredetii fitaizok aminosav sorrendje

Hozzaférési szam: AAU93517 A. fumigatus, XP_001267160 Neosartorya fischeri, ADP05109 A. niger,
AAB26466 A. ficuum, ACE79228 A. japonicus, AAB96871 E. nidulans, ADI48369 Penicillium oxalicum,
AAB96873 Talaromyces dupontii, XP_002148821 Talaromyces marneffei, XP_002849736 Arthroderma
otae, AAB52508 Myceliophthora thermophila

Az aktiv hely a kapcsolodasi feliileten, a két domén kozott egy nagy bemélyedésben talalhato,
melyet hatulrol az N-terminalis vég zar le. Feltételezik, hogy a fitdz szekvencidban a His59 felelds a
fitat-foszforral szembeni nukleofil tamadasért, az Asp339 vagy His338 pedig a tavozé alkoholos
hidroxil proton donorja. Az aktiv centrumnak egyébként vannak pozitiv toltési részei: Arg58,
Arg62 és Argl42, melyek megfeleld kornyezetet biztositanak az erdsen negativ toltést fitat
megkdtéséhez (MISSET, 2003). Az aminosavak a 27. és 28. helyen egy sapkat (cap) képeznek, az
aktiv hely hatso részét bezarva. Az Aspergillus fumigatus fitazanak 27. aminosava glutamin, mely
feltehetdleg részt vesz a szubsztrat megkotésében €és az enzim alacsonyabb specifikus aktivitassal
bir, mint az A. terreus fitaz enzime, melyben ugyanezen a helyen leucin szerepel. Helyspecifikus
mutagenezissel az A. fumigatus glutaminjat leucinra cserélve a specifikus aktivitas novekszik.
Ugyancsak novelhetd a specifikus aktivitds - bar kisebb mértékben - ha mas alifds aminosavra
(alaninra, valinra) cseréljiik a glutamint. Bar az A. terreus sziik pH tartomanyban optimalis, az
aminosav modositas az A. fumigatus széles pH optimum tartomanyat nem befolyasolta
(TOMSCHY et al. 2000).

A legtobb gomba eredetl fitdz glikozilalt formaban van jelen, tovabba a génekben gyakran
prekurzor fehérjeként vannak kodolva. A glikozilalt, érett enzim molekulatomegéhez a glikozil
lancok 20-65%-ban jarulnak hozza (MISSET 2003). A lugos fitaz nem glikolizalt.

6 kiilonb6z6 gomba: Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus, Emericella
nidulans, Myceliophthora thermophila ¢és Talaromyces thermophilus fitazat taltermeltették fonalas
gombakban és élesztokben, majd a biofizikai tulajdonsagaikat Osszehasonlitottak az E. coli
fitazaval. WYSS és munkatarsai (1998) megallapitottak, hogy a glikolizaltsag mértéke mérsékelt
volt a fonalas gombak esetén és kiterjedt, mikor élesztéket alkalmaztak alanyként. Ugy talaltak,
hogy a glikolizaltsag mértéke nincs hatassal a specifikus aktivitasra €és a fitdz termostabilitasara.

Ezzel ellentétesek HAN és LEI (1999) eredményei, akik munkajuk soran azt vizsgaltdk, hogy a
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glikolizacid gatlasa esetén az Aspergillus niger eredetii phyA gén képes-e kifejez6dni és hatékonyan
miikédni Pichia pastoris élesztoben. Tapasztalataik szerint a deglikozilalas utan a molekulaméret
95-r61 55 kDa-ra modosult, a termostabilitas pedig 34 %-kal csokkent. Mindezek alapjan
megallapitottak, hogy a glikozilacié elengedhetetlen a fitdz bioszintéziséhez €és termostabilitdsanak
megorzéséhez.

A diszulfid hidak szerepe is meghatarozo a fehérjék térbeli szerkezetének rogzitése soran, €s
biztositja a katalitikus tulajdonsagok megfeleld mitkodését. A 3D modelles szerkezeti elemzések
mutatjdk, hogy a diszulfid kotések lehetové teszik a tavoli régiok aminosav-szekvenciai kozotti
kapcsolodast, igy biztositva a molekula aktiv centrumdt és a szubsztratkoté helyét. Az
extracellularis fehérjéknél, mint a gomba HAP fitdzok, szintén szerepet jatszanak a denaturacio és a
proteolizis megeldzésében (MULLANEY et al. 2010). ULLAH és MULLANEY (1996) Aspergillus
ficuum eredetii fitaz enzim diszulfid kotéseinek szerepét vizsgaltak. A ciszteinekben jelenlévé tiolok
(10 db) 5 diszulfid hidat képeztek. Unfolding-refolding kisérletek soran merkaptoetanol
jelenlétében és hianyaban, kiilonbozé pH értékeken, megallapitottak, hogy a diszulfid hidak
jelenléte az aktiv kozpont szerkezetének megtartdsaban igen fontos. Egyenként eltavolitva a
diszulfid hidakat az Aspergillus niger NRRL 3135 fitazabol, kiillonb6z6é mutansokat hoztak létre, s
kifejeztették Pichia pastoris élesztben. A mutans fitazok szamos valtozast mutattak az eredeti
tulajdonsagaikhoz képest. A 2-es hid eltavolitasa a katalitikus aktivitas teljes elvesztését okozta. Az
1-es hid levalasztasa az optimalis hdmérséklet csokkenését eredményezte 58 °C fokrol 53 °C fokra,
mig a 3-as és 4-es diszulfid hidak hidnya esetén 37 °C-ra, az 5-06s eltavolitasakor pedig 42 °C-ra
csokkent a hdmérséklet optimum. Ennek ellenére a diszulfid hidak nagyobb szdma nem minden
esetben eredményez magasabb héoptimumot, ugyanis az A. ficuum (ULLAH & MULLANEY
1996) pH=6,0 optimummal rendelkezé metalloenzime magasabb héoptimummal rendelkezett, mint
a phyA fitaza, pedig csak 6 ciszteinnel rendelkezett (10 helyett), bar a fehérje 23 hisztidinnel és 2
fémkotd hellyel birt a phyA 9 hisztidinjével szemben. Ebben az esetben mas lehet az oka a

magasabb hotlirésnek.

2.4.3 A fitaz elofordulasa

A fitdz enzim megtaldlhatd a természetben, névényekben, allatokban és mikroorganizmusok
széles kore termeli. A baktériumok, fonalas gombak és élesztOk extra- és intracellularis aton is
eléallitjak, valamint sejthez kotott formaban is eléfordul. A tovabbiakban részletesen bemutatom a

kiilonb6z6 eredetii fitdzok jellemzait.
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2.4.3.1 Noveényi eredetii fitazok

SUZUKI és munkatarsai (1907) mutattak ki el0szor fitdz aktivitast rizsben €s buzakorpaban. A
fitdz enzim jelentds mennyiségben megtaldlhato még kukoricdban, szojaban, salatdban,
hiivelyesekben, valamint az olajos magvakban (VOHRA & SATYANARAYANA 2003).
EECKHOUT ¢és PAEPE (1994) takarmdnynovények fitaz aktivitasat, valamint foszfor és fitat
tartalmat vizsgaltak. Jelentds mennyiségli fitdz aktivitdst mutattak ki buazéban, rozsban, arpaban,
tritikdléban, azonban zabban ¢€s cirokban minimalis aktivitast mértek. Megallapitottak, hogy a fitaz
aktivitas nem all Osszefliggésben a novény teljes foszfor és a fitat-foszfor tartalmaval. Azonos
fajtaknak is lehet eltérd fitdz aktivitasa a termesztési koriilményektdl fliiggéen, valamint a tarolas
ideje és modja is meghatarozé az enzimaktivitast illetéen (BARRIER-GUILLOT et al. 1996). A
magokban a fitdz enzim mind konstitutiv, mind indukalhat6 modon — a csirdazas révén —
szintetizalodhat (NAYNI & MARKAKIS 1986).

Szdjababbol izolalt fitdz aminosav szekvencidja nem mutatott homologiat barmely eddig ismert
hisztidinsavas foszfatazzal (MULLANEY et al. 2000). Hagymalevélbdl tisztitott fitdz maximalis
aktivitast 51 °C-on és pH=5 értéken mutatott (PHILLIPPY 1998). Buzakorpabdl két frakciot
kiilonitettek el DEAE cellulézon LIU és munkatarsai (1998), melyek szubsztrat bontasa eltérének
bizonyult. A névényi fitdzok homérséklet stabilitasa nem jo, tulmelegedés esetén, vagy a pelletalas
soran elveszitik aktivitdsuk jelentds részét, ezért ipari alkalmazdsuk nem sok elénnyel bir

(RAVINDRAN etal. 1995).

2.4.3.2 Allati eredetii fitizok

McCollum és Hart szamolt be eldszér 1908-ban borjimajban és vérben talalhato fitazrol.
Alacsonyabbrend{i gerincesek, ugymint madarak, hiillék, halak vérében is kimutattdk. Mivel a
takarmanyban jelenlévo fitat antinutritiv az allatokra nézve, ezért a fitdz enzim jelenlétét kiilonféle
allatok emésztérendszerében vizsgaltak. Patwardhan figyelt meg el6szor fitinsav hidrolizist patkany
bélrendszerében 1937-ben, majd 1972-ben Spitzer és Phillips sertés, barany és szarvasmarha bélben
mutattak ki fitdz aktivitast. Bitar és Reinhold szintén 1972-ben patkany, csirke, borji és emberi
bélrendszerbdl szarmazd fitdz enzimet tisztitottak részlegesen. Az ember bélrendszerében mintegy
30-szor alacsonyabb fitdz aktivitast talaltak a patkanyéhoz képest. A legjelentdsebb aktivitast a
patkobélben, mig a legkisebbet az csip6bélben detektaltak (IQBAL et al. 1994). Négy lehetséges
moédja van a fitdz jelenlétének az allatok bélrendszerében: 1. a fitdz eredendden megtalalhato a
takarmany OsszetevOiben, 2. hozzaadott fitazt tartalmaz a takarmany, 3. a fitazt a bélmikrobiota
termeli, 4. a bélnyalkahartya membranhoz fitdz enzim kotédik (ANGEL et al. 2002). A kérddzok a
fitatok bontasat feltehetden a benddjiikben 1évé mikrobiota altal termelt fitdz enzimmel végzik, s a

felszabadult szervetlen foszfort mind a mikrobiota, mind a kér6dz6 képes hasznositani (VOHRA &
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SATYANARAYANA 2003).

2.4.3.3 Mikrobidlis eredetii fitazok

A mikroorganizmusok széles kore - baktériumok, élesztok és gombak — szintetizalnak fitaz
enzimet kiilonboz6 kornyezeti paraméterek mellett. SHIEH és WARE (1968) tobb mint 2000
termdfoldbal izolalt mikroorganizmus fitdz aktivitdsat megvizsgaltak. A torzsek koziil 30 mutatott
extracellularis fitdz aktivitast, s ezek mindegyike fonalas gomba eredeti: huszonnyolc az
Aspergillus, egy a Penicillium és egy a Mucor nemzetségbe tartozott. A tobbi izolatum, koztiik
szamos éleszté és baktérium, valamint a fennmaradd Aspergillus torzsek intracellularis fitaz
aktivitast mutattak. A legnagyobb aktivitast az A. ficuum NRRL 3135 torzs esetén mérték. 30 évvel
késébb LIU és munkatarsai (1998) tobb mint 200 gombafajt izolaltak az Aspergillus, Penicillium,
Mucor ¢és Rhizopus nemzetségekbdl és megallapitottak, hogy az altaluk vizsgalt izolatumok szintén
extracellularis fitdz aktivitassal rendelkeztek.

Nagyszamu baktérium is szintetizal fitdz enzimet, melyek lokalizacidja tobbnyire sejthez
kotott, kivéve a Bacillus subtilis, a Lactobacillus amylovorus és az Enterobacter sp.4 fajokat.
Szamos ¢lesztd esetében is tapasztaltak fitaz aktivitast, mint a Schwanniomyces castellii
(LAMBRECHTS et al. 1992), Pichia anomala (VOHRA & SATYARAYANA 2001), Arxula
adeninivorans (SANO et al. 1999).

4. tablazat Kereskedelmi forgalomban 1évé fitaz készitmények (CAO et al. 2007)

Gyarté Orszag Termel6 torzs  Fitaz gén eredete Markanév
AB Enzymes Németorszag  T. reesei A. awamori Finase
Alko Biotechnology  Finnorszag A. oryzae A. oryzae SP,TP,SF
Alltech USA A. niger A. niger Allzyme phytase
BASF Németorszag  A. niger A. niger Natuphos
BioZyme USA A. oryzae A. oryzae AMAFERM
DSM USA A. oryzae P. lycii Bio-Feed Phytase
Fermic Mexiko A. oryzae A. oryzae Phyzyme
Finnfeeds Finnorszag T. reesei A. awamori Avizyme
International
Genecor USA P. funiculosum P. simplicissium ROVABIO
International
Roal Finnorszag T. reesei A. awamori Finase
Novozymes Dénia A. oryzae A. oryzae Ronozyme
Roxazyme

Az iparban azonban a fonalas gomba eredetii fitaz enzimkészitmények alkalmazasa a
legelterjedtebb, melyek legfoképp Aspergillus eredetiick. Az elsé fitdz készitmény, mely a
takarmanyiparba betdrt, a Gist Brocades (ma DSM) éltal eléallitott Natuphos markanevii termék.

Por, granulatum és folyékony formaban is értékesitették. Jelenleg az Eurdpai Unidban takarmany
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adalékanyagként engedélyezett kereskedelemi forgalomban 1év0 fitdz készitményeket rekombindns
DNS technika alkalmazasaval nemesitett mikroorganizmusokkal termeltetik. Ezek Gsszefoglalasa
lathato a 4. tablazatban. Egy Gist Brocades szabvany beszamol olyan Aspergillus ficuum torzsrol,
mely fitaz taltermeld, €és legalabb 50-szeres aktivitas ndvekedést mutat, mint az eredeti torzs.

A szubmerz fermentacios eldallitasi technika mellett, egyre nagyobb szerepet jatszik a szilard
szubsztratumon torténd fitaz enzim eldallitdas (EL-BATAL & KAREM 2001, MANDVIWALA &
KHIRE 2000, BOGAR et al. 2003).

2.4.4 A fitaz szintézisét befolyasolo tényezok

A fonalas gombdak ndvekedési, fejlodési folyamatait nagymértékben befolyasoljak a
kiilonbozo kornyezeti paraméterek, a rendelkezésre allo tapkozeg Osszetevok: a szén- €s nitrogén
forrdsok mindsége és mennyisége, az dsvanyi elemek, novekedési faktorok. A gombak altal termelt
anyagcsere termékek - koztiikk az enzimek - szintézise is szdmos tényez6 fiiggvénye, melyek hatasa

a kovetkez6kben keriil bemutatasra.

2.4.4.1 A foszfor koncentrdcio hatdsa

Az enzimreakciok sordn a szubsztrat koncentrdcid novelése kezdetben reakcidsebesség
novekedést eredményez, azonban tul sok atalakitandé anyag jelenléte a reakciokdzegben szubsztrat
gatlast okoz. Az enzimreakcid kovetkeztében felszabadult nagy mennyiségli termék hasonloan
gatolhatja az 4talakitdsi folyamatot. Szervetlen foszfor jelenléte mindenképp sziikséges a
fermentacids tapkozegben az adott mikroba élettevékenységéhez. Szamos kutatds alatdmasztja
azonban, hogy a tapkozeg kezdeti foszfat koncentracioja fontos szerepet jatszik a fitaz bioszintézise
soran (EBUNE et al. 1995, SHIEH & WARE 1968, KIM et al. 1998). A fermentacios kozeg
alacsony foszfortartalma serkenti a fitdz termelddését, mig bizonyos koncentracié felett mar
represszalja az enzim bioszintézisét. E koncentracid azonban nehezen meghatarozhatd, nagyrészt
fiigg az alkalmazott mikroorganizmustol és a fermentacios tapkozegtdl. A fitdz szintézis foszfor
altali gatlasa feltehetben minden fitdz termeld fonalas gomba és ¢€lesztd esetén fennall. Ezt a
megallapitast tdmasztjak ald tobbek kozott SHIEH és WARE (1968) eredményei, akik a foszfat
koncentraci6 hatasat vizsgaltak A. ficuum NRRL 3135 torzs extracellularis fitdz enzim termelése
esetén. A kiilonbozd helyekrdl szarmazo, eltérd foszfor tartalmu kukoricaliszteken végezett fitaz
fermentaciok soran azt tapasztaltdk, hogy a nagy foszfor tartalom gatolja a fitdz termelést. A foszfor
mennyiségének csokkentése a gomba novekedésére kedvezdtlen hatassal volt, ezzel parhuzamosan
a fitdz termelés megnovekedett. A maximalis fitdz termelést az adott torzsnél 8 %
kukoricakeményitd tartalmt tdpkozegen akkor érték el, mikor a szervetlen foszfor koncentracid

kisebb volt, mint 0,004 (w/v)% (4 mg Pi/100 ml). Aspergillus sp. 307 torzs esetén is
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bebizonyitottak, hogy a foszfor koncentracioé novelése 80-100 mg/l K;HPO4 (4,4-5,5 mg Pi/100 ml)
mennyiségig noveli a biomassza tdmeget, azonban a fitaz termelés 20 mg/l K:HPO4 (1,1 mg Pi/100
ml) alkalmazasaval maximalis (GARGOVA et al. 1997). Savas foszfataz aktivitast is kimutattak,
melynél a maximalis értéket még alacsonyabb, 10 mg/l KoHPO4 (0,55 mg Pi/100 ml) koncentracid
esetén allapitottak meg. 100 g szilard tapkozeg alkalmazasakor 1 mg foszfat (Pi) eredményezte a
maximalis fitdz aktivitast Aspergillus ficuum esetén, mig 10 mg foszfat felett az enzim termel6dése
gatlodott (EBUNE et al. 1995). VATS és BANERJEE (2004) 0,05 % (50 mg Pi/100 ml) szervetlen
(100 mg Pi/100 ml) koncentracional és afelett pedig abszolut nem volt fitaz termelés Aspergillus
niger esetén.
Myceliophthora thermophile, termofil fonalas gomba fitaz termelése soran maximalis aktivitast 100
mg/l KH2POs (55 mg Pi/100 ml) alkalmazasaval értek el (HASSOUNI et al. 2006).
NAMPOOTHIRI és munkatarsai (2004) szemiszintetikus tapkozegben vizsgaltdk a foszfat
koncentraci6 hatasat a Thermoascus aurantiacus fitaz termelésére, kiilonb6z6 mennyiségii (0—4%)
KH2PO4
(0-2800 mg Pi/100 ml) alkalmazasa mellett. Megallapitottak, hogy a foszfat tartalommal aranyosan
novekszik az aktivitas egészen 2 %-ig (1400 mg Pi/100 ml), ahol eléri a maximumot, majd a
koncentraciod tovabbi novelésével csokkenés mutatkozik az enzimtermelésben. A szabad foszfat
tehat indukalja az enzim szintézisét egy bizonyos szintig, majd gatlo hatas 1ép fel. Ezt tamasztjak
ala AL-ASHEH ¢és DUVNJAK (1995) eredményei is, akik 110 g szilard szubsztratumu tapkozeget
1, illetve 5 mg szervetlen foszfattal (Pi) kiegészitve az Aspergillus carbonarius jobb novekedését és
fitdz enzim termelését tapasztaltdk. A foszfor koncentracid tovabbi novelésével - 50 és 100 mg
mennyiségben alkalmazva - negativ hatast mutattak ki mind a biomassza hozamra, mind a fitaz
termelésre.

Osszességében elmondhatd, hogy az extracellularis gomba eredetii fitdz termelés indukalhato,
ha a szervetlen foszfat limitald koncentracioban van jelen a tipkozegben (DVORAKOVA 1998).
Az a szervetlen foszfait mennyiség, mely a maximalis aktivitds eléréséhez és a gomba

novekedéséhez elegendd azonban térzsenként valtozo.

24.4.2 Azinokulum és a tapkiozeg osszetétel hatdsa

Fonalas gomba fermentaciok esetén a morfologiai jellemzék szabalyozasa feltétele az ipari
alkalmazasnak. Szubmerz kulturdban novekedésiik véltozatos, a szétterjedt micéliumoktodl kezdve
lebegd  micéliumként, csoportosan  Osszetapadva  novekedhetnek  vagy — gdombszer
micéliumképleteket produkalnak, amiket micélialis pelletnek nevezhetiink (MOREIRA et al. 1996).

A kiilonbozé metabolit termékek képzése esetén eldnyei illetve hatranyai is lehetnek az eltérd
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novekedési formaknak. A fonalas forma nagyobb striiségli, viszkozitasu pszeudoplasztikus

fermentacios kozeget eredményez (KEITH & COLIN 1992). A gombak pelletes novekedése
kedvezObb a fonalas novekedési formaval szemben a legtébb fermentacional, mely nemcsak
ellatast tesz lehetévé. Csokkenti tovabba az energia fogyasztast a levegdztetés és kevertetés soran
(LIAO et al. 2007a, VAN SUIJDAM et al. 1980). Masrészt hatranya lehet a pelletes novekedésnek,
hogy az oxigén és egyéb tapanyagok diffuzidval térténé bejutasa a pellet belsejébe korlatozott,
emiatt csokkenhet a novekedés és aktivitas (LOPEZ et al. 2005). A feliiletaktiv anyagok is hatassal
2007b, ZNIDARSIC et al. 2000). A gomba morfologiaja befolyisolhatd tovabba a tapkozeg
Osszetételével, az inokulum koraval, tipusaval, mennyiségével, a pH-val, kiegészit6k (polimerek,
feliiletaktiv anyagok, kelatorok) alkalmazasaval, a homérséklettel €s a tapkozeg viszkozitasaval. Az
egyes torzseknél eltérd jelentéséglick ezek a kornyezeti hatasok: a Rhizopus torzseknek erds
razatasra, mig a Penicillium chrysogenum-nak magas pH-ra van sziiksége a pelletek kialakitasahoz
(LIAO et al. 2007a). A R. oryzae torzsek anyagcseréje soran fontos szerepet toltenek be a fém
ionok, melyek jelenlétében a gomba szaporoddsa nagyon gyors, s nagy mennyiségli biomassza
keletkezik. A gyors ndvekedésbdl adodoan azonban a fonalak 6sszegabalyodnak, s ez nem kedvez a
pelletes novekedési forméanak. Eppen ezért a fémionokat a pellet képzédéséig melldzik a
tapkozegbdl, majd a fermenticid soran késdbb adagoljak. A tapkodzeg pH-ja szintén jelentdsen
befolyasolja a pellet képzddést a kiillonbozo torzseknél. R. oryzae torzs esetében pH=3-7 koz6tt nem
tapasztaltak szignifikans kiilonbséget a pelletek képzésében, szemben az Aspergillus niger és P.
chrysogenum torzsekkel. Az inokulum mennyisége is meghatarozo, hisz a noévekedés korai
szakaszdban nagy mennyiség esetén hamar csomodk alakulnak ki, ezért a kisebb inokulum
koncentraci6 elényosebb lehet a pelletek kialakulasara (LIAO et al. 2007a). A P. chrysogenum
példaul kevés inokulum esetén pelleteket képez, nagy mennyiségli inokulum esetén fonalas
novekedést eredményez. Az Aspergillus nidulans azonban kizarolag pelleteket képez (JAKUCS &
VAINA 2003). KEITH és COLIN (1992) P. chrysogenum novekedésének vizsgalata soran
megallapitottak, hogy 5x10° konidium/ml felé emelve az inokulum mennyiségét éles kiilonbség
mutatkozott a pelletes és a fonalas forma kozott. A. niger citromsav fermentacidja soran 104 és 10°
konidium/ml beoltasi koncentracioval értek el 95 % illetve 85 %-os pelletes novekedési format
PAPAGIANNI és MATTEY (2006). JOHANSEN és munkatarsai (2008) Aspergillus awamori
torzsnél vizsgaltak a gomba morfoldgidja, valamint a heteroldg fehérje termelés kozotti kapcsolatot
20 literes kevertetett bioreaktorban. A kiilonbozd kevertetési sebesség €s az inokulum
koncentracidja nagymértékben meghatarozta a hifdk hosszat, valamint a cslicsok szamat a

fermentacid soran. A csokkent inokulum koncentracido eldgazobb micéliumot eredményezett.
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Megallapitottak, hogy a szerkezeti kiilonbségek, mint a hifa hossza és az elagazdsok szama nem
befolyasolja jelentdsen a termékképzést.

Az Osszefliggést a fitdz enzim termelés hatékonysdga és az inokulum morfologidja kozott
PAPAGIANNI és munkatarsai (1999) vizsgaltak A. niger esetén. Buzakorpa jelenlétében az
inokulumban a pelletek egyenletes, sima felszinii és csomods formaban néttek, mely kedvezé volt a
biomassza ¢és fitaz termeléshez mind szubmerz, mind szilard szubsztratumi fermentaciok esetén. Korpa
nélkiil nagy pelletek képzddtek és a termelékenység csokkent. HASSOUNI és munkatarsai (2006) egy
termofil gomba, a Myceliophthora thermophila fitaz termelését vizsgaltak, s megallapitottak, hogy
ha 0,25 g/l fitinsavat adagoltak a burgonya-gliikkoz tapkozeghez az inokulum készitése soran, az
enzim termelés megnovekedett. NAMPOOTHIRI és munkatarsai (2004) 6 x 107 db/ml
T. aurantiacus spora szuszpenziot alkalmazva érte el a maximalis enzimaktivitast. Az ennél kisebb
vagy nagyobb mennyiség kedvezdtlentil hatott a fitdz termelésre.

Az inokulum mellett a fermentdcios tapkozeg Osszetétele, kiilonos tekintettel a szén- ¢€s
nitrogén forrasok, is meghatdrozdak az enzimtermelést illetden. Az 5. tabldzatban a mezofil és
termofil mikroorganizmus eredetli fitazok fermentacids koriilményeit, s az alkalmazott tapkozegek
fobb komponenseit foglaltam Ossze.

A buzakorpa, egy altalanosan hasznalt mezOégazdasagi termék, mely elsdsorban szilard
szubsztratumu fonalas gomba fermentacioknal aknazhato ki enzimtermelésre. Mindazon alapvetd
Osszetevoket tartalamazza — szén-, nitrogénforras és aminosavak —, melyek létfontosaguak a
gomba szamara. Szubmerz fitdz fermentacioknal a buzakorpat illetve buzakorpa kivonatokat
kiegészitésként alkalmaztak NAMPOOTHIRI és munkatarsai (2004) Thermoascus aurantiacus
esetén, s modszeriikkel az enzimtermelés fokozasat érték el.

A buzakorpa mellett szubmerz fermentacidk esetén a keményitdé alapt tadpkozegek
hasznalata terjedt el. HASSOUNI munkatarsaival (2006) a legnagyobb fitaz aktivitast gliikoz
egyediili szénforrasként valo alkalmazasa soran érték el. Keményitd vagy szachardz esetén is
tapasztaltak aktivitast, mely kisebb mértékii volt, mint gliikoz esetén. SHIEH és WARE (1968)
szintén gliikkozt vagy szacharozt alkalmazott egyediili szénforrasként A. ficuum NRRL 3135 torzs
extracellularis fitdz enzim termelésére. Az egyszerli cukrok alkalmazasa pelletes novekedést és kis
fitaz hozamot eredményezett.

NAMPOOTHIRI ¢és munkatarsai (2004) a peptont talaltdk legjobb nitrogén forrasnak a
Thermoascus aurantiacus-szal megvalositott fitdz enzim termelésére, mely hasonldan egy masik
termofil gomba, a Sporotrichum thermophile (SINGH & SATYANARAYANA 2008) fitaz
termeléséhez is kedvezonek bizonyult. A mezofil gombak koziil az Aspergillus fajok fitaz
termelését kiillonb6z6 kutatocsoportok (GARGOVA et al. 2006, SARIYSKA et al. 2005,
BHAVSAR et al. 2011) is a NaNOs3 tartalmu tapkozegben valdsitottak meg.
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5. tablazat Mezofil és termofil mikroorganizmus eredeti fitizok termelésének és egyes
biokémiai jellemzdinek osszefoglalasa

FITAZ TERMELES FITAZ BIOKEMIAL
MIKRO- JELLEMZOI e Ty
ORGANIZMUS Fermenta- . . Nitrogén T opt.
BR G Szénforras ? pH opt. &
cio tipusa forras °C)
Mezofil mikroorganizmusok
Aspergillus niger SSF blizakorpa 5,0 55 GREINER et al. 2009
kukorica
Aspergillus niger 307 SmF keményitd, | NaNO3 2,1 66 S@EGOVA etal.
gliik6z
kukorica 58
Aspergillus niger 307 SmF keményitd, | NaNO3 2,62 55 SARIYSKA etal.
oy~ 5,05 2005
gliikkoz

. . buzakorpa
Aspergillus niger o, ’ BHAVSAR et al.
NCIM 563 SSF gluko_z, NaNO; 6 55 2011

dextrin
Arxula adeninivorans SmF galaktoz ﬁl.eSZto' 4,5 75 SANO et al. 1999
ivonat
kukorica
Mucor hiemalis SMF | keményité, | NaNOs 5,0-5,5 55 | oOYCE&WALSH
gliik6z
B. subtilis SmF | gliikoz NHsNOs 7,0 55 | ~onovuoetal
Saccharomyces Cleszté &
aromy SmF | gliikoz malatakivo- | 3,6 40 | INetal. 2009
cerevisiae CY
nat, pepton
Termofil mikroorganizmusok
A. fumigatus WY-2 smE | YoM | NaNo, 5,5 55 | WANG etal. 2007
keményitd
keményito,
Thermpascus SmE oliikoz, Pepton 55 NAMPOOTHIRI et
aurantiacus , al. 2004
blizakorpa
Myceliopthora gliikoz, HASSOUNI et al.
thermophila Lomy 713 SSF fitinsav (NH2):HPO.| 5,5 45-50 | 2006
Rizomucor pusillus SSF buzakorpa ?:sSzEaragln 54 70 CHADHA et al. 2004

. SINGH &
tshpeorrr;’(t)”ﬁ?l‘ém SmF | buzakorpa | Pepton 5,5 60 | SATYANA-

P RAYANA 2008
Thermomyces SmF malto- urea, 6,0 65 BERKA et al. 1998
lanuginosus dextrin aszparagin
Thermomyces SSF | bizakorpa | NaNOs 5,0 70 | GULATI etal. 2007b
lanuginosus TL-7
Bacillus laevolacticus SmF Szad,lar.oz’ NH;H2PO, 7-8 70 GULATI et al. 2007a

borso liszt

SMmF — szubmerz fermentaciod, SSF — szilard szubsztratumu fermentacio

2.4.4.3 Feliiletaktiv anyagok hatdsa

Feliiletaktiv anyagoknak nevezziik azokat a vegyiileteket, amelyek hidrofil és hidrofob

részeket is tartalmaznak, igy képesek polaris/apolaris hatarfeliileteknél orientalodni, valamint egy

meghatarozott koncentracio felett micellakat képezni, hogy ezéltal eldsegits€k a vizben rosszul
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oldodd vegyliletek oldodasat (YALKOWSKY 1999). A feliiletaktiv anyagoknak, vagy
detergenseknek harom tipusa van a molekula tdltése szerint: lehetnek anionos, kationos ¢és
nemionos detergensek. Ez utobbihoz tartozik a Triton X-100, valamint a kiilonb6z6 polimerizaltsagi
foku poliszorbatok (Tween sorozat). A polietilén-glikol-szorbat zsirsavak észtereit széles korben
alkalmazzak ¢élelmiszer adalékanyagként, valamint gydgyszerkészitmények eldallitasa soran
emulgeald ¢€s stabilizalo szerként.
A Tween sorozat tagjai a kdvetkezok:
Tween-20 - poliszorbat 20 [polioxi-etilén(20)-szorbitan-monolaurat] (laurinsavas észter)
Tween-40 - poliszorbat 40 [polioxi-etilén(20)-szorbitan-monopalmitat] (palmitinsavas észter)
Tween-60 - poliszorbat 60 [polioxi-etilén(20)-szorbitan-monosztearat] (Sztearinsavas észter)
Tween-65 - poliszorbat 65 [polioxi-etilén(20)-szorbitan-trisztearat] (Sztearinsavas észter)
Tween-80 - poliszorbat 80 [polioxi-etilén(20)-szorbitan-monooleat] (olajsavas észter)

Tween-85- [polioxi-etilén(20)-szorbitan-monooleat] (olajsavas észter)

A Triton X-100 egy hidrofil polietilén-oxid lanc és egy aromas szénhidrogén csoportbol all,
mely hidrofob vagy lipofil. Ezt a feliiletaktiv anyagot altalaban a sejt lizalé pufferek, valamint
egyéb a fehérjék kinyerésére és oldasara szolgald OsszetevOként alkalmazzak, de a papir és
textiliparban, valamint olajipari vegyszerként és fémmegmunkald folyadékként is felhasznélasra
kertilhet.

A feliiletaktiv anyagok hatdsat szamos kutatdcsoport vizsgalja, ugyanis a fermentacio
soran a mikroorganizmus novekedését és enzimtermelését is befolyasoljak. Altalaban az
enzimhozam novelésére alkalmazzak, mivel a feliiletaktiv anyagok hidrofob része lehetéveé teszi,
hogy konnyedén behatoljanak a kettds lipidrétegbe megvaltoztatva a lipid metabolizmust, ezaltal
novelik a sejtfal ateresztd-képességét, mely az extracellularis enzimek nagyobb mértékii
kivalasztasat teszi lehetévé. A foszfolipidek zsirsav-acil-lancai, tovabba a telitett és telitetlen
zsirsavak aranya az egyik legfontosabb tényez6 a membran ateresztoképessége és sértetlensége
szempontjabol. A Kisebb arany jobb permeabilitdst mutat. Szterolok szintén részt vesznek a
membran megfeleld muikodésének fenntartdsaban, és megvaltozott szintjik a membran
permeabilitds és membran-asszocidlt funkciok, mint példaul a membranhoz kotott enzimek
tevékenységét befolyasoljak (NEMEC & JERNEJC, 2002). A mechanizmus kiilonb6z6
mikroorganizmusok kiilonb6z6 enzimei esetén eltérd lehet. NAMPOOTHIRI és munkatarsai
(2004) Thermoascus aurantiacus buzakorpa tartalmi tapkoézegben megvaldsitott szubmerz
fermentacioja sordn vizsgaltdk a Triton X-100, Tween-80, Tween-40, és Tween-20 hatasat az
enzimtermelésre 0—4% [v/v] koncentracidban alkalmazva. A legnagyobb fitaz aktivitast a Tween-

80 0,5 % [v/v] koncentracioban torténd alkalmazasa esetén érték el.
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crer

¢és Triton X-100 kiegészitést 0,5 % koncentracioban alkalmazva, a legnagyobb aktivitas novekedés
Tween-80 és Tween-60 alkalmazasaval érheté el (EL-BATAL & KAREM 2001). E feliiletaktiv
anyagokkal 11% illetve 8%-kal fokozhatd az enzimtermelés. A Tween 80 mennyiségi optimalasa
soran a 0,3% koncentracio6 alkalmazasaval érték el a legnagyobb fitaz mennyiséget.

Szintén az A. niger NCIM 563 torzsnél a fitaz termelés hatékonysagat fokoztak SONI és KHIRE
(2007) Tween-80 feliiletaktiv detergenssel, melyet a 3. napon 0,5% koncentracidban adtak a
fermentacios tapkozeghez. Ezzel a modszerrel az enzim termelésben jelentds ndvekedést értek el,
35%-kal novekedett az aktivitds pH=2,5 esetén és 43%-kal pH=4 értéken. ARNESEN ¢és
munkatarsai  (1998) a Thermomyces lanuginosus o-amilaz termelését vizsgaltdk dextrant
alkalmazva szénforrasként. A Tween 80 1,3% koncentracidban valé alkalmazasa hatszoros fehérje
novekedést eredményezett, vagyis egy altalanos fehérje szekréciot eldsegitd szernek bizonyult
T. lanuginosus esetében. Az enzimtermelésnek pedig 2,7-szeres novekedését érték el
alkalmazasaval. Ezzel szemben a Triton-X 100 azonos koncentracioban valé alkalmazasa nem
befolyasolta az enzim termelést, s6t a gomba novekedését is gatolta. A Triton X-100 enzimaktivitas
noveld hatdsarol ellentétes eredmények olvashaték a szakirodalomban. EBUNE és munkatarsai
(1995) tapasztalatai alapjan az A. ficuum fitaz enzime gatlodott a Triton X-100 hasznalata soran,
ugyanezt tapasztaltak EL-BATAL és KAREM (2001) A. niger, valamint AL-ASHEH és
DUVNJAK (1994) A. carbonarius fitaz enziménél.

2.4.5 A fitaz enzim jellemzése

Az emésztOrendszerben 1&évo fitat-foszfor hidroliziséhez alkalmazand¢ fitaz enzim jellemzése
meghatarozo6, hiszen a katalitikus hatékonysag, a szubsztrat specifitds, a homérséklet és pH
optimum, valamint a proteolizissel szembeni ellenallas mind-mind befolyasolja egy enzim
alkalmazhatosagat adott teriileten. Takarmany kiegészitoként alkalmazva a fitdz a gyomorban fejti
ki hatasat, nagyon fontos tehat, hogy pH optimuma az alacsony illetve savas tartomanyban legyen,
valamint, hogy ellenélljon a pepszin fehérjebont6 hatdsdnak. Sertés és baromfi takarmanyok
eldallitasa soran alkalmazott 65-80 °C-0s pelletalasi hdmérséklettel szemben is ellenallonak kell
lennie az adott fitaz enzimnek. Ugyanakkor alacsonyabb hdoptimumu enzim alkalmazasa sziikséges
az alacsonyabb testhémérsékletii halak esetén, mint pl. a baromfiknal vagy a sertéseknél (LEI &
STAHL 2001). Az enzim ipari alkalmazhatosagat nagymértékben meghatarozo tényezoket az

alabbiakban foglalom dssze.
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2.4.5.1 Szubsztrat specifitas

A szubsztrat specifitas €s affinitas fontos jellemzdje az enzimeknek, s szoros kapcsolatban
van a szubsztratum fizioldgiai természetével. A fitaz enzim szamara kiilonb6z6 foszfat csoportot
tartalmazo vegyiiletek szolgalnak szubsztratumkeént. Atalakitando alapanyag lehet példaul a fitinsav
¢és egyes so0i, a cukorfoszfatok (gliikdz-6-foszfat, ribdz-5-fosztat, fruktdz-6-foszfat stb), AMP, ADP,
ATP, PEP, NADHq,, riboflavin-foszfat. A legaltalanosabban hasznalt szubsztratum a fitinsav
(MISSET 2003). A lugos fitazok szubsztrat specifitisa sziikkebb a savas foszfatazénal, ezeknek
jellemzéen a Ca-fitdt a szubsztratumuk. Eltérd a szubsztrat specifitasa a kiilonb6z6 eredetii
enzimeknek is. A mikrobialis eredetli fitazok a fitinsav szubsztratummal szemben mutatjak a
legnagyobb affinitast, mig a novényi eredetli és az egyes gomba eredetii enzimek szélesebb
szubsztrat specifitasuak, és a kevésbé szubsztitualt mioinozit-foszfatokat is hidrolizaljak (LEI &
PORRES 2003). Erre mutat néhany példat a 6. tablazat. Az A. niger phyA enzime a Na-fitatot
bontja legnagyobb mértékben, ezzel szemben a phyB enzim ezt a szubsztradtot hasznositja
legkevésbé a tablazatban feltiintetett anyagok koziil. Frukt6z-1,6-difoszfathoz 20-szoros, p-
nitrofenil-foszfathoz ¢és glikkoz-6-foszfathoz 10-szeres az affinitdsa a Na-fitaithoz viszonyitva.
A. fumigatus fitaza szintén e két utobbi szubsztrathoz mutatja a legnagyobb affinitast, ellenben az
AMP, fruktoz-6-foszfat vagy riboz-5-foszfat esetében a relativ aktivitds messze elmarad a 100 %-

ként feltintetett Na-fitatétol.

6. tablazat. Kiilonb6z6 eredetii hisztidinsavas foszfatazok szubsztrat specifitasa
(OH et al. 2004 nyoman)

Relativ aktivitas (%)

Szubsztrat A(pﬂ;%r A(pﬂ;%e‘;r A. fumigatus E. coli Repce
Na-fitat 100 100 100 100 100
P-nitrofenil-foszfat | 66 1125 393 12,3 890
Fruktoz-1,6-biszfoszfat | 27,3 2125 393 8,5 -
Frukt6z-6-foszfat H 2 437 43 1,3 -
Gliik6z-6-foszfat | 13 1062 125 - -
Rib6z-5-foszfat H 2 562 36 - -
3-foszfoglicerat H 3 750 129 - -
Na-pirofoszfat | 19,4 - 136 - 23190
AMP H 0 150 14 0,4 -
ADP H 8 625 64 - -
ATP | 48 875 86 0,9 17545

GULATI és munkatarsai (2007b) a T. lanuginosus fitaz enzimének szubsztrat specifitasat
vizsgaltdk, 5 mM koncentracioban alkalmazva a kovetkezé anyagokat: Na-fitat, Ca-fitat, riboflavin-

foszfat, AMP, ADP, ATP, p-nitrofenil-foszfat, NADPH2*Na,, fenil-foszfat, foszfoenol-piruvat.
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Na-fitathoz képest ADP ¢és riboflavin-foszfat alkalmazéasaval értek el nagyobb aktivitast, mig ATP
szubsztratumon nem mutatott aktivitast az enzim.

Mucor hiemalis savas foszfataza szubsztrat specifitas tekintetében az A. niger phyB
enziméhez hasonld, ugyanis p-nitrofenil-foszfat szubsztratumon kb. 10-szeres az aktivitasa
Osszehasonlitva Na-fitattal. Ha a p-nitrofenil-foszfat szubsztratumon mért enzimaktivitast tekintjiik
100 %-nak, fenil-foszfaton szintén kozel 100 % az aktivitas, ATP esetén 90 %, mig Na-fitaton 10 %
(BOYCE & WALSH 2007).

2.4.5.2 pH és homérséklet optimum

Az enzimek ipari alkalmazhatésdganak feltétele, hogy biztositsuk miikddésiik optimalis
koriilményeit, éppen ezért a pH és homérséklet optimum ismerete alapvetd az enzimes reakciok
soran. A hidrogénion koncentracid befolyasolhatja az enzim térszerkezetét, a katalitikus hely
miikodését, illetve hatassal lehet a szubsztrat kotodésére. Az optimalistol eltérd koriilmények kozott
a fehérjemolekula egyre nagyobb mértékben denaturalddik, s elveszti katalizald tulajdonsagat. A
enzimek altal katalizalt folyamatokat a hémérséklet is befolyasolja. 10°C-0s homérséklet emeléssel
a reakciosebesség egy adott hdmérsékletig megdupldzhaté, azonban az enzimek fehérje
természetébol kifolyolag, a hodmérséklet tovabbi emelése a fehérjék denaturalasat okozza. Ennek
soran az enzimmolekulakban 1évo aktiv térszerkezetet fenntartdé kotések a homérséklet emelésére
meglazulnak, majd felbomlanak. A megvaltozott szerkezetli enzim mar nem alkalmas katalitikus
funkcidjanak betoltésére. Egy enzim a szamdra optimalis koriilmények kozott mutatja aktivitdsdnak
maximumat, de nagyon lényeges jellemzd az enzim stabilitdsa is az adott homérseklet és pH
értéken. Mivel a kiilonbozd eredetli mikrobak eltérd tulajdonsagt fitdz enzimet termelnek, fontos
azon tulajdonsdgu torzsek megtaldlasa vagy létrehozésa, melyek az adott folyamatot
leghatékonyabban katalizaljak. Az 5. tdblazatban kiillonb6z6 termofil és mezofil mikroorganizmus
eredetli fitdz enzimek pH €és hdmérséklet optimumat tiintettem fel.

A legtdbb fitaz pH optimuma savas tartomanyban, pH=4,5-6 érték kozott van, mig a Bacillus
sp. eredetli fitazok jellemzdje a semleges vagy lugos tartomanyban taldlhatdé pH optimum.
NAKAMURA ¢és munkatérsai (2000) szdmos éleszt6 fitdz enzimének pH és hdmérséklet optimum
meghatarozasa soran megallapitottak, hogy az optimalis érték a pH=4-5 kozotti, s az igen magas,
60-80°C hémérséklet. A Saccharomyces cerevisiae fitaza ennél enyhén savasabb, pH=3,6 értéken
mikodik optimalisan, s egyes Aspergillus niger eredetli fitizoknak két pH opimuma van, pH=2,5
valamint pH=5,5 értéknél, a két pont kozott pedig csokkend aktivitas figyelhetd meg (ULLAH &
GIBSON 1987, SARIYSKA et al. 2005). Aspergillus ficuum NTG-23 mutans torzs fitaz enzimének
pH optimuma 1,3. A pH semleges iranyba tolasaval az aktivitas csokken, s pH=5,2 felett
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megszlnik. Optimalis hdmérséklete 67 °C, s egy ora alatt 70 °C-on csak 14% az aktivitas csokkenés
(ZHANG et al. 2010).

A legtobb novényi és mikrobidlis fitdz homérséklet optimuma 45-60 °C kozott van. A
viszonylag magas homérséklet optimum miatt a fitdz kevésbé aktiv a sertések €s a baromfi
gyomranak hoémérsékletén (37-40 °C), s még kevésbé hatékony halak esetében. Az enzim
allattenyésztésben valo alkalmazhatdsaganak feltétele azonban, hogy héstabil legyen és ellenalljon
a magas, 60 - 90°C kozotti hdmérsékletnek, melyet a takarmany pelletdldsa soran elérhetnek. A
tobbi fehérjéhez hasonldan a fitdzok hdstabilitdsa is az a képesség, amely ellenallova teszi a
hédenaturalassal szemben — hipertermofil organizmusok esetében — és/vagy a hddenaturacidé utan
képes megfelelden visszacsavarodni természetes allapotaba (WYSS et al. 1999). A. fumigatus, A.
niger és egy pH=2,5 optimummal is rendelkezé A. niger hisztidinsavas foszfatdz enzimének
termostabil jellemz6it nézték WYSS és kutatocsoportja (1998). A. fumigatus fitaza 90°C

Hostabil enzimek keresése vagy létrehozasa random ¢és helyspecifikus mutagenezissel egy
lehetdség kedvezobb tulajdonsaggal biro fitaz enzimek takarmanyozasban vald alkalmazasahoz.
A. fumigatus phyA génjét A. niger-ben fejeztették ki, mely hdstabil fitazt termel. Az enzim 100 °C
hémérsékleten 20 perc utan csupan 10 % enzimaktivitas csokkenést mutat. Széles pH tartomanyban
(pH=2,5-7,5) hidrolizalja a fitinsavat (PASAMONTES et al. 1997). Pichia pastoris ¢éleszt6ben
fejeztették ki A. fumigatus WY-2 termostabil fitaz génjét (WANG et al. 2007), valamint A. niger N-3
génjét (SHI et al. 2009), melyek maradék aktivitasa 90 °C-os hékezelést kovetden 43,7 % 15 perces
hoékezelés utan. Ez utobbi torzs fitdz enzimének tovabbi jellemzdje, hogy két pH optimummal
rendelkezik (pH=2 és pH=5,5), s a savasabb értéken 30%-kal nagyobb aktivitast mutat, mely
tulajdonsag kedvez6 a monogasztrikus allatok gyomraban valo talélésre. A termostabilis enzimek
legfobb hatranya, hogy tobbnyire kis specifikus aktivitdst mutatnak szobahdOmérsékleten, s ez
Osszefliggésben van a fehérje merevségével és csokkent rugalmassagaval. A fitdzok kémiai
burkoldsa megnoveli hdstabilitasukat, de a burkolds némiképp csokkenti az enzim
mikodoképességét a gyomorban.

A kalcium jelenléte bizonyos fitdz enzimek miikddéséhez nélkiilozhetetlen, stabilizald hatdsa van,
mely véd a hédenaturaciotol. Ezt bizonyitjak a Bacillus sp. DSII fitaza esetén tapasztaltak, miszerint
az enzim stabilitaisa mar 50°C-on drasztikusan csokkent kalcium hianyaban, mig 5 mM CaCl
jelenlétében, 10 perces 90°C-on torténd hokezelést kovetden is 50% volt a maradék aktivitas (KIM
et al. 1998). B-propeller fitazok kristalyszerkezetének elemzését elvégezték kalciummal részlegesen
vagy teljesen telitett allapotban (HA et al. 2000). A termostabilitasban nagy mértéka — kb. 30°C —
novekedést jelentett az enzim nagy affinitasi kalcium-koté helyein 2 kalcium ion megkdtése,

mellyel a tavoli hurok szegmensek Osszekapcsolodtak. Tovabbi harom kalcium-ion megkotése a
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molekula tetején, az alacsony affinitasu kdtohelyeken, eldsegiti az enzim katalitikus aktivitdsanak
novelését. Az erdsen negativ toltésli hasadék a fitdt megkotésére kedvezdbb koriilményeket tesz

lehetdvé.

2.45.3 Aktivatorok, inhibitorok

Az enzimek aktivitasa jelentésen befolyasolhatd kiilonb6zé ionok, vegyiiletek
alkalmazaséaval. Ezek jelenléte miatt az enzimaktivitas fokozodasa vagy gatlasa figyelhetd meg, de
egyes vegyiiletek sem pozitiv, sem negativ hatast nem fejtenek ki az enzim mikodésére. Ezen
tulmenden hozzédjarulhatnak az enzim stabilitdsdhoz, illetve a szubsztratum felismeréséhez is. A
gatlo vagy serkentd hatas fiigg az adott ion koncentraciojatol is, mely befolyasolja a fehérjék

Az enzim eredetétdl fliggden a fémek szerepe igen valtozatos lehet. A 7. tablazatban kiilonb6z6

fémionok élesztd, fonalas gomba, baktérium és novényi eredetli fitdzokra gyakorolt hatasa lathato.

7. tablazat Fémionok hatasa a kiilonb6zo eredetii fitazok aktivitasra (LIU et al. nyoman 1998)

FORRAS
IONOK A. ficuum B.subtilis Enterobacter S. castellii Kukorica Széjabab
Al3* - | (5 mM) | (1 mM) - - N@AmM)
Baz | - 1(0,5mM)  1(1mM) - ; _
Ca* [N (50puM) S (5mMm) - MGmMM)  S@mM) N (1mM)
Co* [s(opm) I(EmMM) : - - NEmM)
Cu | 1(B0pM) 1 (5 mM) I(ImM)  1(05mM) - | (1 mM)
Fe2 [N (50uM) | (5mM) : IGmM)  1(025mM) N (1 mM)
He | - 1 (0,5 mM) - : . | (L mM)
Mn* | S (50 uM) | (5 mM) | (1 mM) | (5 mM) N@mM) M1 mMm)
Mg | - IGmM) M@mM) M@mM) N@mM) M (1mM)
s | - 1 (0,5 mM) ; ; ] )
zn”* | 1(50uM) 1 (5 mM) IAmM)  1(05mM) 1(025mM) | (1mM)

S - serkentés, I - teljes gatlas, M - kozepes gatlas, N - nincs hatas, - nem vizsgaltak
A zérojelben az alkalmazott koncentraciok talalhatok.

Az Aspergillus ficuum-bodl izolalt fitaz enzim kiilonb6z6 érzékenységgel reagalt a kiilonb6zo
fémionokra. Nem figyeltek meg gatlast Ca?* és Fe?" esetében, viszont a Co?* 13 %-kal, a Mn?*
30 %-kal novelte az enzimaktivitast 50 pM koncentracidban alkalmazva. Zn?* és Cu?*ionok
esetében mutatkozott gatlo hatas. A tablazat alapjan altalanosan is elmondhato, hogy a Zn?* és Cu?*
ionok mind a ndvényi, mind a kiilonb6zd mikroorganizmusokbol szdrmazé fitdz enzimek esetén
gatlolag hatottak az enzim miikddésére. Mar 0,5 mM koncentracioban alkalmazva a Zn?* és Cu®*
ionokat mintegy 50 % aktivitas csokkenést okoztak a S. castelli fitaza esetén, 5 mM-0s

koncentracioban pedig erésen gatoltak az enzim mikodését (SEGUEILHA et al. 1992). A Bacillus
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sp. fitdza er6sen gatlodott az EDTA, Cd?* és Mn?* jelenlétében (KIM et al. 1998), mig a gomba
fitaz aktivitaisa EDTA jelenlétében novekedett (WYSS et al. 1999a). Kozepesen gatlodott a Bacillus
sp. enzime a Hg?*, Mg?*, Ba?* és Cu?* 4ltal, ezeken tilmenden az Aspergillus niger fitaza esetén a
Fe?* Fe3* ionok tovabbi gatlast eredményeztek, ellenben a Mg?* és Ba?* |, serkentSleg hatottak az
enzim muikddésére 0,1 mM-os koncentracidban (SARIYSKA et al. 2005). A 7. tablazatban szerepld
mikroorganizmusok és novények esetében azonban a Mg?* kisebb-nagyobb mértékii gatlast okozott,
de jelenlétében a kiilonbozo eredetli enzimek egyike sem valt hatékonyabba.

A Ca?* fontos szerepet jatszik a szerkezet kialakitdsdban, azonban nem minden fitaz tipus
igényli a jelenlétét. A hisztidinsavas foszfatazokra altalaban géatld hatast fejtenek ki. A
8. tablazatban kiilonbozé A. niger torzseknél a Ca-ionok fitazra gyakorolt hatasait foglaltam Gssze.
Jol lathatd, hogy 0,1-5 mM koncentracioban alkalmazva nem igazdn befolydsolja az enzim
miikddését, esetleg mérsekelt 10 % koriili aktivitas ndvekedés mérhetd. Megfigyelhetd az is, hogy a
koncentraci6 is befolyasolja a hatast, 200 mM koncentracié alkalmazasaval mar jelentds gatlast
figyelhetiink meg az A. niger ATCC 9142 enzim miikodése tekintetében. A. ficuum esetén a Ca?*
nem befolyasolta az enzim miikodését, (SARIYSKA et al. 2005) ahogy az A. fumigatus és a
R. oligosporus (CASEY & WALSH 2004) eredetii hisztidinsavas foszfatizra is gatlé hatasa a Ca?*,
szemben egy B propeller fitdzzal - Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens - melynél a Ca?*
elengedhetetlen az aktiv konformacio kialakitasahoz (WYSS et al. 1999a., KEROVUO et al. 2000).
Termofil fonalas gombdk esetén a fémionok nagymértékii valtozast nem okoznak az enzim
aktivitisaban. A T. lanuginosus fitiz enzimének miikodését a Ba®* és Cu?* ionok csokkentik
(GULATI et al. 2007b), mig a Sporotrichum thermophile fitaz enzim mikodésére a vizsgalt ionok
enyhe gatlo hatast fejtettek ki a Mg?* kivételével. A fémionok feltehetéen oldhatatlan komplexet
képeznek a fitinsavval a reakcidelegyben, csokkentve az enzim szdmara a hozzaférhetd szubsztrat

mennyiségét (KONIETZNY & GREINER 2002).

8. tablazat A kalcium-ion hatasa kiilonb6z6 Aspergillus niger torzsek aktivitasara

Aspergillus niger Kalcium ion hatasa az aktivitasra Hivatkozas
torzsek

A. niger 11T53A9 0,1 és1 mM koncentracioban nincs hatasa ~ GREINER et al. 2009.

A. niger (Natuphos) H 0,1 és1 mM koncentracidoban nincs hatasa ~ WYSS et al. 1999a.

A. niger 307 | 0,1 MM koncentraci6, 7%-os névekedés ~ SARIYSKA et al. 2005

A. niger ATCC 9142 | 200 mM koncentracié, 32 %-os gatlas CASEY & WALSH 2003

A.niger NCIM 563 | 5 mM koncentracioban enyhe novekedés ~ BHAVSAR etal. 2011

A.niger NCIM 563 | 1 mM koncentracioban serkentd hatas SONI & KHIRE 2007

A. niger | 0,2 MM koncentracié, 12% -os novekedés DVORAKOVA et al. 1997
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A fitatok enzimes hidrolizisét pH=7 értéken az asvanyi anyagok a kovetkezé sorrendben
gatoljak: Zn?* >> Fe?* > Mn?* > Fe3* > Ca?* > Mg?*. E gatlo mechanizmus Osszefiigg a komplex
stabilitdsaval, az oldat pH-javal, valamint a fitat és az 4svanyi anyag aranyaval (ANGEL et al.
2002). A fémionok mellett a szerves savak is akadalyozhatjak, modosithatjak az enzimmiikodést.
TANG ¢és munkatarsai (2006) altal végzett kisérletek azt mutatjak, hogy a fenilglioxal, a molibdat, a
citrat, az oxalat és a malat mind a gomba, a baktérium és a ndvényi eredetii fitdzra is gatld hatassal

vannak.

2.4.6 A fitaz enzim biotechnoldgiai hasznosithatosaga

A fitdiz enzim hasznosithatosaga széleskori. A fitinsavat hidrolizalja, melynek
eredményeképp javul az emészthetdség és a tapanyagok hasznosulasa mind human viszonylatban,
mind a takarmanyozas soran. Szerepet jatszik a kornyezet foszfor szennyezése elleni kiizdelemben.
A fitinsav részleges enzimes lebontasa soran keletkez6 mioinozit-foszfatok (tri-, tetra-,
pentafoszfatok) szdmos jotékony, egészségmegdrzO hatassal rendelkeznek, példaul a rék elleni
védelemben is felismerték jelentdségét. Az alabbiakban bemutatom a fitaz enzim alkalmazasi

lehetdségeit.

2.4.6.1 A fitaz alkalmazdsa a takarmdnyozdasban

A fitdz enzim biotechnologiai jelentdségei koziil a legismertebb és altalanosan elterjedt a
takarmanyozasban vald alkalmazasa. Enzimeket a takarmanyozas soran kiilonb6zé célbol
alkalmaznak:

1. A takarmanynovényekben megtalalhato antinutritiv anyagok lebontasa végett. Ezek nagy
részét az allat sajat enzimrendszerével nem tudja lebontani, ezért fogyasztasuk emésztési
és felszivodasi problémakat eredményez.

2. A keményitd, fehérjék és asvanyi anyagok hasznosuldsat noveli, melyek vagy rostok kozé
vannak agyazva, igy nem elérhetd az allat sajat enzimei szdmara, vagy kémiailag kotottek
(pl. fitinsav), ezért az allat szamara emészthetetlenek.

3. Hozzéaadott enzim adagolasaval a nyersanyag specialis kémiai kotései bonthatok, - melyet
az allat sajat enzimeivel nem képes -, ezaltal a fontos tdpanyagok elérhetévé és
hasznosithatové valnak.

4. Fiatal allatok esetén a tobblet enzim bevitel elényds, hiszen még fejletlen a bélrendszeriik

¢és az endogén enzimeik termelése nem kielégité (SHEPPY 2001).

Altalanossagban ezen okok indokoljék a fitdz enzim alkalmazasat a nagyiizemi allattartasban.
Biotechnologiai fejlesztéséhez €s a takarmanyozasban vald elterjedéséhez kétségteleniil az allati

uriilék nagy foszfor szintjének kornyezeti hatdasa miatti aggodalom vezetett. A takarmanyban
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talalhato fitatok lebontasa a kér6dz6 allatokban, a gyomrukban 1évé mikrobiota segitségével
torténik. Az egygyomrt allatok, mint a sertések, baromfik, halak, valamint az ember
emésztérendszerébdl is hidnyzik, vagy nagyon csekély mértékli a fitdz aktivitas. A fitat
lebontasanak hianyaban mind a foszfor, mind a fitat kelatképzé tulajdonsaganak kovetkeztében
megkotott tapanyagok felszivodasa korlatozott. Az allatok szamara a megfelelé foszfor bevitel
érdekében a takarmanyhoz szervetlen foszfort adagolnak, mely draga és nem-megujulo takarmany
kiegészité (LEl & PORRES 2003). Mindemellett a fitathoz kotott, valamint a nem hasznosult
foszfor higtragyaba keriilve a kornyezet foszfor terhelését ndveli. A fitaz alkalmazasanak célja tehat
a nagyiizemi allattartasban a takarmanyozasra hasznalt gabonafélékben 1évo fitathoz kotott foszfor
felszabaditdsa, valamint az 4svanyi anyagok és aminosavak hasznosulasdnak novelése, ezéltal a
konyezetbe kibocsatott foszfor mennyiségének mérséklése.

Az Eurdpai Kozosség Bizottsdganak 243/2007/EK rendelete a genetikailag modositott
Aspergillus niger CBS 101.672 torzs eredetti 3-fitaz (Natuphos) enzimkészitmény takarmany-
adalékanyagként vald hasznalatdit 2007-ben engedélyezte. Az enzimet elvalasztott malacok,
hizésertések és csirkék esetében alkalmazzak, olyan takarmanyok esetén, melyek tobb mint 0,23 %
fitin-kotésben 1évo foszfort tartalmaznak. Az enzimkészitmény nincs karos hatassal az allatok és az
ember egészségére vagy a kornyezetre. Ajanlott adagolasa, a teljes értékii takarmany minden
kilogrammjaban 500 U.

A takarmanyozasban haszndlt enzimeknek szdmos kdovetelménynek kell megfelelniiik. Az
emésztérendszerben vald hatékony mitkodéséhez elengendhetetlen, hogy az enzim pH optimuma
savas tartomanyban legyen, valamint a gyomorban ellenalljon a fehérjebonté enzimeknek (pepszin,
tripszin). Mivel takarmanyként pelletalt formaban keriil az allatok elé, sziikséges a 65-80°C-0S
pelletalasi homérseklet jelentds aktivitas csokkenés nélkiili talélése. Megfeleld stabilitas sziikséges
szobahémérsékleten is, hogy hosszll tavu tarolas vagy szallitds soran is megoOrizze aktivitasat az
enzim (SINGH & SATYANARAYANA 2011).

A mikrobialis fitdz enzim takarmany-kiegészitoként valo alkalmazasanak hatdsai ma mar jol
dokumentaltak. Az etetési kisérletek is bizonyitjdk a takarmanyhoz adagolt fitaz hatékonysagat: a
sertés €s baromfi tartds soran az exogén fitaz adagolasa javitja a fitat-foszfor és a fitathoz kotott
asvanyi anyagok hasznosuldsat, ezaltal csokken a foszfor potlas, valamint a tragyakezelés koltsége
is (KNOWLTON et al. 2004, SELLE & RAVINDRAN 2007). Broiler csirkék esetén fitaz
alkalmazasaval nemcsak a foszfor kiiiriilése csokkent szignifikansan, hanem a kivalasztott
aminosavak, kalcium, natrium, foszfor és szialinsav mennyisége is (COWIESON et al. 2004),
valamint javult a tojashozam (UM & PAIK 1999). Sertéseknél a takarmany fitazzal torténd
Kiegészitésével jobban ndvekedett a malacok csont tomege, a hamu szazalék, a hamu sulya, a Ca és

P mennyisége, mint az alacsony foszfor tartalmi enzim poétlas nélkiili étrend alkalmazasaval
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(YOUNG et al. 1993).

A csokkend halliszt termelés kovetkeztében a vizi kulturdkban is elkeriilhetetlen a ndvényi
alapt takarmanyok alkalmazéasa, melynél szintén problémaként kezelendd a magas fitinsav
tartalom. Eppen ezért a fitdz enzim alkalmazisa a halgazdasagokban a koltség-hatékony
takarmanyozas ¢és a kornyezetvédelmi problémak megoldasanak igényével egylitt boviil és ndvekvo
tendenciat mutat, azonban 0sszehasonlitva a nagyiizemi sertés és baromfi takarmanyozassal, még
kezdeti fazisban van (CAO et al. 2007). Mivel a fitaz mikodését is befolyasolja a pH és a
hémérséklet, a szamos izolalt és jellemzett enzim koziil meg kell talalni azt, melynek tulajdonsagai,
stabilitasa a legmegfelelobb a halak emészté-szervrendszerében a hatékony mitkédéshez. LIEBERT
¢és PORTZ (2007) novényi alapt haleledel (szodjaliszt, kukorica, buza, buza glutén) fitinsav
tartalmanak alakulasat, valamint emésztésre gyakorolt hatdsat vizsgaltdk két kiilonobzé fitaz
enzimet alkalmazva kiegészitésként. Megallapitottak, hogy a fitaz enzimek alkalmazasaval
szignifikdnsan novekedett a fehérjék, a kalcium és a foszfor emészthetdsége a nilusi tilapia halak
esetében, ezzel egyidejiileg csokkent a kdrnyezetbe kivalasztott foszfor mennyisége is. Ugyanakkor
eredményeik azt is bizonyitjak, hogy a mikrobialis fitdz enzim eredetétdl fiiggden a fitat degradacio
kiilonb6zéképpen megy végbe az emésztdrendszerben, melyet az enzim eredetén tul befolyésol a
halak fajtaja is. Szintén bizonyitottak, hogy az enzimek eltérd hatékonysdga nem kompenzalhat6 a
tilapidknak javasolt tartomanyon beliili enzim mennyiség valtoztatasaval.

Indiai hering (Chanos chanos) takarmanyaban 1évé halliszt szdjalisztre cserélhetd fitaz
enzimes kiegészitéssel, mely kikiiszoboli a csupdn szodjaliszt alkalmazasaval csokkent
sulygyarapodast (HASSAN et al. 2009). A szivarvanyos pisztranggal (Oncorhynchus mykiss) etetett
arpa, repce dara, biza és buzadara emészthetsége is szignifikansan javult, s névekedett a Ca, Mg,
Mn és a teljes, valamint a fitat-foszfor hasznosulas az enzim alkalmazasaval (CHENG & HARDY
2002).

A takarmanyokban jelenlévd fitdzok alkalmazhatosagat korlatozza, hogy a fitdz mennyisége
még egy takarmanyon beliil is nagyon valtoz6. Néhany gabonaféle, mint a rozs, tritikalé, buza és
arpa gazdag fitdzban, mig mas takarmanyok, mint a kukorica és az olajos magvak alacsony fitaz
tartalmuak, vagy nincs fitaz aktivitasuk (EECKHOUT & DE PAEPE 1994, HAEFNER et al. 2005).
Figyelembe kell venni azt is, hogy a gabona eredetii fitiz hatasfoka csak 40%-a az Aspergillus
eredetli fitazénak (ZIMMERMANN et al. 2002).

A fitdz alkalmazédsanak egyetlen megszoritd tényezdje, az eldallitdsaval és alkalmazéasaval
jaro koltségek. Azokban az orszagokban, ahol eléirasokkal szabdlyozzak a tapanyag gazdalkodast, a
tulzott foszfor kibocsatas miatti biintetés elkeriilése ellensulyozni tudja az enzim kiegészitéssel jaro
koltségeket (AFINAH et al. 2010). A fitaz alkalmazasa 6sszességében a takarmanyozas koltségének
mérséklodését is maga utan vonja (BARUAH et al. 2004).
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2.4.6.2 Alkalmazas a kornyezetvédelemben

A felszini vizek kiilonb6z6 eredetli szennyezddései vilagszerte komoly problémat okoznak. A
kiilonb6zé kormanyok és a kornyezetvédOk kiilonos figyelmet forditanak és egyre szigoribb
korlatozasokat vezetnek be azokon a teriileteken és iparagakban, ahol a kornyez6 6koszisztémaba
mezdgazdasagi kibocsatas torténhet. A szennyezé komponensek koziil kiilonos figyelmet érdemel a
természetes vizi kornyezetbe jutd nitrogén és foszfor, melyek eutrofizacids szempontbodl alapvetden
fontos 0OsszetevOnek tekintheték. Kiilonosen az oldott reaktiv foszfor, ami a viz mindsége
szempontjabdl a legmeghatarozobb tényezd. A takarméanyozds soran az allatok sziikségletét
meghaladd foszfor kiegészités megnoveli a kiliriilés mértékét a higtragyaba és a felesleges
mennyiség a talajbol a tavakba, folyokba ¢€s tengerekbe keriil, hosszu tavon eutrofizaciot okozva. A
megnovekedett foszfor tartalom a vizben ugyanis fokozza a fitoplanktonok ndvekedését. A vizbe
jutott foszfor minden kg-ja kb. 100 kg tomegi fitoplankton képzédéséhez vezet (FEKETE et al.
1991). A mélyebb rétegekben fokozodik az anaerob anyagcsere, kén-hidrogén, ammonia, metan €s
mas vegyiiletek keletkeznek. Megbomlik az oxidéacios-redukcios folyamatok egyensulya és
oxigénhiany 1ép fel, ami végsé soron a vizi élet pusztulasat okozhatja (CAO et al. 2007).
Cianobaktériumok (Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria), kovasavas algak (Asterionella,
Melosira), habképz6 algak (Phaeocystic pichetii) és toxikus algak (Dinophysis, Gonyaulux)
szaporodnak el, melyek egyaltaldin nem kivéanatosak, s artalmasak lehetnek mind a haszonallatokra,
mind az emberi szervezetre.

Tovabbi kornyezetvédelmi kovetkezmény, hogy a globalis foszfor készletek felélése a
jovoében szervetlen foszfor hiany kialakulasdhoz vezethet, figyelembe véve, hogy a Fold teljes
sertésallomanya 400-450 millié tonna takarmanyt fogyaszt évente, amely a foszfor igényt illetden
egyenl6 értékli 7 milli6 tonna kalcium-foszfattal (SELLE & RAVINDRAN 2007). Mikrobialis fitaz
enzimkészitmények takarmanyozasban valo alkalmazasa jelent0sen befolyasolja a kornyezet
terhelés mértékét, hiszen csokken a talaj és a vizkészletek foszfor szennyezettsége, valamint az

asvanyi foszfor lel6helyek kimertilésének veszélye.

2.4.6.3 Alkalmazds az emberi taplalkozdsban

A fitdz enzim emberi taplalkozasban vald alkalmazasa elsdsorban a fitinsav okozta
hianybetegségek kialakulasanak mérséklésére szolgalhat. Az egyoldal novényi nyersanyagra épiilé
étrend tobbek kozott kronikus vashianyhoz, valamint egyéb anyagcsere és fejlédésbeli zavarokhoz
vezethet. Néhany élelmiszerfeldolgozasi eljaras, mint a f06z€és, fermentdcid ¢€s aztatas 1is
szamottevéen csokkenti a hiivelyesekben, gabondkban levd fitinsavat. Azonban az élelmiszerek
fitinsav tartalmanak csokkentésére leghatékonyabb modszer az enzimes hidrolizis (HAEFNER et al.
2005).
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HAROS ¢s munkatarsai (2001) a fitdz enzim lehetséges felhaszndlasat vizsgaltdk a
kenyérgyartas soran. Kiillonb6z0 mennyiségli gomba eredetli fitazt adagoltak teljes kidrlésii lisztbol
késziilt kenyérhez és azt tapasztaltdk, hogy a fitdz kitlind hatdssal volt a kenyér eldallitasara.
Kisérletiik legfébb eredménye, hogy a kenyértészta pH valtozasa nélkiil lerdvidiil a fermentacio,
amely érinti mind a kovaszérést, mind a tésztakelesztés miiveleteit. A kenyér térfogatanak és a
kenyér bélzetének javulasat, finomodasat is megfigyelték.

Kisérletek folynak Lactobacillus ¢és Bifidobacterium fajok siitdipari alkalmazasara
vonatkozoan is, elsdsorban a teljes kiérlésti kenyerek esetén (PALACIOS et al. 2008 a,b,c). Az igy
késziilt kenyerek technologiai minésége hasonlo a Lactobacillus nélkiili kenyerekéhez, a mioinozit-
foszfatok mennyisége azonban jelentésen csokkent, de a kenyérbélzet kisebb foszforilaltsagu
mioinozit-foszfatokat is tartalmazott (PALACIOS et al. 2008a). Termékfejlesztési céllal
l1étrehozhato olyan fermentalt gabona alapu termék, mellyel azon fogyasztok szamadra is biztosithato
jotékony hatasu, probiotikus élelmiszer, akik az altalanosan elterjedt tejalapu probiotikus
termékeket nem fogyaszthatjak, (tejfehérje allergidban szenveddk) vagy meggy6z6désbol nem
fogyasztjak (pl. vegetarianusok). Osszességében megallapithatd, hogy a magas fitatbontd
aktivitassal és jo tulajdonsagokkal rendelkezd starter kulturak alkalmazhatdék a teljes kidrlésii
kenyerek, illetve egyéb gabona alapti termékek gyartasi folyamataban.

A lebontas soran a maradék foszfor csoportok szamatdl és elhelyezkedésétél fliggéen
kiillonboz6 fiziologiai tulajdonsaggal bird mioinozit-foszfatok alakulnak ki. Ezek szerepe a
rakmegeldzésben jelentds, bar a mai napig kérdés, hogy a fitinsav vagy a lebontdsa soran keletkezd

mioinozit-foszfatok okozzak-e a jotékony hatast (KUMAR et al. 2010).

2.4.6.4 Talajjavitas

A fitdz enzim talajjavitasban vald alkalmazhatdsdganak alapja, hogy a mezdgazdasagi
termelésre alkalmas teriiletek vilagszerte foszfor szegények. Bar egyes helyeken a fitinsav és
szarmazékai a teljes szerves foszfor mennyiség tobb mint 50 %-at adjak a talajban, mivel a
novények nem termelnek extracellularis fitdzt, a fitinsavbol nyerhetd foszfor nem elérhetd
szamukra. A foszfort a gyokérszérokon keresztiil veszik fel a ndvények, ezért génexpresszidval
l1étrehozott transzgénikus novény gyodkerébdl érdemes a fitdz enzim kivalasztasa a rizoszféraba, ahol
a fitat is talalhat6. Ennek megvaldsitasaira GEORGE ¢és munkatarsai (2005) Arabidopsis thaliana
gyokerébe
A. niger eredetii fitaz gént fejeztettek ki, és vizsgaltak az enzim miikddését. Megallapitottak, hogy a
talaj pH-ja nagyon meghataroz6 az aktivitas tekintetében, valamint, hogy a fitaz gyors megko6tddése
a talajban akadalyozhatja a szubsztrattal valo talalkozast. FINDENEGG & NELEMANS (1993) a

talajok fitdz kezelésével vizsgalta fitinsavbol felszabaditott szervetlen foszfor hatasat a kukorica
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novények termesztésénél. A tapasztalt ndvekedés serkentd hatast a fitin lebontasnak tulajdonitottak.
SINGH & SATYANARAYANA (2010) Sporotrichum thermophile fitdz enzimét vagy a termofil
gomba spoérdit alkalmaztdk fitdt bontdsdra buza termesztése sordn. A kiegészités hatdsira a
szarazanyag ¢s a szervetlen foszfat tartalom novekedett a ndvényben, st a fitdz mennyiségének

emelésével (max. 20 U novényenként) tovabbi ndvekedést tapasztaltak.

2.4.6.5 Transzgénikus novények, dallatok

A mikrobidlis fitdz eldallitds meglehetésen koltséges, €éppen ezért a heterogén fitaz
kifejeztetése novényekben, valamint allatokban hatékony modja lehet a foszfor és egyéb asvanyi
anyagok hasznosulasanak novelésére az €16 szervezetekben. E modszerrel szintigy csdkkenthetok
az allattakarmanyozas koltségei, tovabba jelentésen mérsékelhetd a kornyezet foszfor terhelése is.
Szamos kutatast végeztek mar kiilonbozd ndvények alkalmazasaval melyekbe rekombinans fitaz
gént lltettek be: gomba fitaz géneket, mint példaul az Aspergillus niger phyA génjét sikeresen
expresszaltak dohanyban (VERWOERD et al. 1995), buzaban (BRINCH-PEDERSEN et al. 2000),
rizsben (LIU et al. 2006) és repcében (HESZKY et al. 2005). LI és munkatarsai (1997) sz6jaban
expresszaltak az
A. niger NRRL 3135 phyA génjét. Nemcsak gomba fitazokat termeltethetnek novényekben, pl. E.
coli appA génjét is sikeresen expresszaltattak rizsben (HONG et al. 2004). A csiraz6 magvakban a
fitdz aktivitds 60-szor nagyobb értéket ért el ez utdbbi esetben, mint a nem transzformalt
novényben. Egerekbe is beiiltették az E. coli appA fitaz génjét GOLOVAN és munkatarsai (2001a),
s a transzgénikus egérhez hasonloan, olyan transzgénikus sertést is sikeriilt 1étrehozni, melynek
kozvetleniil a nyalmirigyébe tltettek novényi eredetii fitaz gént (GOLOVAN et al. 2001b), igy sem
szervetlen foszfort, sem enzimkészitményt nem kell a takarmanyba keverni és a foszfor kibocsatas
is 75 %-kal csokkent. Szintén sertésben fejeztették ki az E. coli appA fitaz gént, igy az enzimet a
nyalba kivalasztva a fitinsav bontdsaval 60 %-0s csokkenést értek el a foszfor iirités tekintetében
(FORSBERG et al. 2003). Transzgénikus novények, kozvetleniil takarmanyként vagy

bioreaktorként alkalmazhatok fitdz enzim eldallitasara.
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3.CELKITUZESEK

A fitdz enzim alkalmazasa a monogasztrikus allatok nagyiizemi allattartasaban mar
vilagszerte elterjedt. A humdan taplalkozasban is egyre nagyobb szerepet kaphat: egyrészt a
fitinsavhoz kotott taplalkozas-élettanilag nélkiilozhetetlen dsvanyi anyagok felszabaditasa révén,
masrészt a fitinsav részleges hidrolizisével keletkez6 mioinozit-foszfatok egészségmegOrzésben
kifejtett jotékony hatasa miatt.

A fitdz enzim széleskori eléforduldsa lehetOséget nyudjt kiillonbozd eredetii enzimek
allithato eld.

A termeld mikroorganizmustol fiiggéen az enzim hatdsmechanizmusa, optimalis miikdodési
koriilményei, szubsztrat specifitasa, stabilitasa eltéré lehet, melyek ismerete feltétele az ipari
alkalmazhatésdganak. Mindezen célok elérése érdekében kiilonbozé fonalas gomba eredeti
enzimfermentaciok megvalositasat és 6sszehasonlitasat terveztem, melyekhez a mezofil Aspergillus
és a termofil Thermomyces lanuginosus fonalas gombakat valasztottam.

A kiilonboz6 eredetli fitdz enzimek eldallitasanak és jellemzésének megvalositasa céljabol a

kovetkez6 részfeladatokat tliztem ki:

1. Thermomyces lanuginosus és Aspergillus torzsek szelektalasa fitaz enzim termelésre
2. Az enzim fermentécio fejlesztése
2.1 Inokulélasi technologia
2.2 Tapkozeg Osszetétel optimalas
2.2.1. Szén és nitrogén forrds mindségi és mennyiségi beallitasa
2.2.2. Feliiletaktiv anyagok hatasanak vizsgalata
3. Az enzimek homogenitésig torténd tisztitasa
4. Az eléallitott fitdz enzimek jellemzése
4.1 Molekulatémeg
4.2 Optimalis miitkddési paraméterek
4.3 Fémionok hatasanak vizsgalata az enzimaktivitasra

4.4 Kinetikai paraméterek meghatarozasa
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Alkalmazott mikrobiologiai modszerek

4.1.1 Felhasznalt mikroorganizmusok

A fitaz enzim eldallitasara kiilonb6z6é torzsgyljteményekbdl szarmazod Aspergillus és
Thermomyces lanuginosus fonalas gomba torzseket hasznaltam (9. tablazat). Az aldbbiakban
felsorolt és alkalmazott Aspergillus torzsek a Mez6gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti

Gylijteményébdl szarmaztak:

9. tablazat Az alkalmazott Aspergillus és Thermomyces torzsek

Aspergillus fajok és torzsek Thermomyces lanuginosus torzsek
Aspergillus awamori NCAIM F 00030 | Thermomyces lanuginosus
Aspergillus niger NCAIM F 00071 ATCC 16455
NCAIM F 00632 ATCC 28083
NCAIM F 00671 ATCC 34626
NCAIM F 00714 ATCC 36350
NCAIM F 00720 ATCC 38905
NCAIM F 00722 ATCC 44008
NCAIM F 00735 ATCC 46882
NCAIM F 00770 ATCC 84400
NCAIM F 00892 CBS 218.34
Aspergillus wentii NCAIM F 00167 CBS 288.54
CBS 395.62b
IMI 096218
IMI 158749
DSM 5826

ATCC: (American Type Culture Collections)

CBS: (Centraalbureau voor Schimmelculture)

DSM: (Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen GmbH)
IMI: (International Mycological Institute)

NCAIM: (National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms)

4.1.2 Alkalmazott tapkozegek osszetétele

Torzsfenntartashoz alkalmazott taptalaj

Burgonya-gliikoz agar
Potato dextrose agar (Merck) 399
Desztillalt viz 1000 ml-re

Sterilezés 121 °C-on 15 percig.
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Inokulum tapkozeg
Burgonya-gliikoz tapleves (A. niger)

Potato dextrose broth (Sigma) 24 ¢
Desztillalt viz 1000 ml-re

Sterilezés 121 °C-on 15 percig.

Gliikoz-aszparagin tapkézeg (T. lanuginosus)

Gliikéz 209
L-aszparagin 45¢g
KH2PO4 39
K2HPO4 29
MgSO4*7H20 059
Vogel féle nyomelemoldat 1ml
Desztillalt viz 1000 ml-re

Sterilezés 121 °C-on 15 percig.

Vogel-féle nyomelem oldat

Citromsav*H20 59
ZnS0O4*7H20 59
Fe(NH4)2(SO4)2*6H20 19
CuSO4*5H20 0,25 ¢
MnSO4*H20 0,05¢
H3BOz(anhidrid) 0,05¢
NazMo0O4*2H.0 0,05¢
Desztillalt vizzel 100 ml-re

Fermentacios tapkozegek

Rizslisztes alaptapkozeg:

Rizsliszt 50 g
MgSO4*7H-.0 059
KCI 059
FeSO4 01g
NaNO3 869
Desztillalt viz 1000 ml-re

A tapkozeg pH-ja 5,6
Sterilezés 121 °C-on 15 percig.
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Kukoricalisztes tapkozeg:

Kukoricaliszt 309
Gliikkoz 20 ¢
MgSO4*7H-.0 054¢g
KCI 05¢g
FeSO4 01g
NaNO3 8,69
Desztillalt vizzel 1000 ml-re

A tapkozeg pH-ja 6,5
Sterilezés 121 °C-on 15 percig.

4.1.3 Tenyésztési modszerek, koriilmények

4.1.3.1 Torzsfenntartds
A torzsfenntartds burgonya-glilkoz agaron tortént. Atoltds utin a Thermomyces lanuginosus
torzseket 8-10 napig 47°C-on tenyésztettem Petri-csészében, mig az Aspergillus torzseket 28°C-on

inkubaltam ferde agaron, majd 4°C-on hiitészekrényben taroltam.

4.1.3.2 Inokulum tenyészet készitése

100 ml-es Erlenmeyer lombikokban, 100 ml t6ltottség mellett burgonya-gliikéz taplevesben
szaporitottam fel az Aspergillus torzseket. A ferde agaros tenyészetr6l a konidiumokat 5 ml 0,01%-
Biirker-kamraban torténd szamolassal allapitottam meg, és 10° konidium/ml koncentraciora
inditottam a szaporitast. A tenyésztés Gallenkamp tipusi razoéinkubatorban 28 °C-on, 220
fordulat/perc razosebességen, 24-48 oran at tortént.

Thermomyces lanuginosus esetén a Petri-csészén Kin6tt érett tenyészetekbdl kivagtam egy
kb. 0,5 cm?-es darabot és 5 ml 0,01%-0s Triton X-100 oldattal lemostam a konidiumokat, majd 150
ml inokulum tapkozeget tartalmazd 500 ml-es Erlenmeyer lombikba vittem 4at. A tenyésztés
Gallenkamp tipusti razoinkubdtorban 47 °C-on 220 fordulat/perc razdsebességen, 24-48 oOraig

tortént.

4.1.3.3 Fermentdcio

A fitaz enzim eldallitasat razott lombikos fermentacioval 500 illetve 1000 ml-es Erlenmeyer
lombikokban, 150 ml fermentacios tapkozegekben végeztem. A tapkodzegeket a kisérleti tervnek
megfeleld mennyiségli €és kort inokulum tenyészettel inditottam, 4&ltalaban 5 tf% 48 o0rés
inokulumot alkalmaztam mindkét fonalas gomba esetén. A fermenticio a gombaknak megfeleld
hémérsékleten (A. niger 28°C , T. lanuginosus 47°C) 220 fordulat/perc raz6 sebességen 4-7 napig

tortént. Naponkénti mintavételezéssel, s az enzimaktivitas, valamint a pH mérésével kdvettem a
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fermentacios folyamatot. Az egyes kisérleti beallitasok lehetdségeimhez mérten két parhuzamosban

késziiltek, illetve adott kisérleteket tobbszor is megismételtem.

4.2 Alkalmazott oldatok, pufferek

4.2.1 Az enzimaktivitas mérésnél hasznalt oldatok

Szubsztrdatum

8,40 g Na-fitatot (CeHsNa12024Ps) 900 ml Na-acetat (pH=5,5) pufferben feloldottam, 4 moélos
ecetsav oldattal visszaallitottam a pH-t 5,5-re, majd 1000 ml-re egészitettem ki desztillalt vizzel.

Na-acetdt puffer (p0H=5,5)

1,76 g 96 %-os ecetsavat, 30,02 g Na-acetatot (NaC2H302*3H20) és 0,47 g Ca-kloridot
(CaCl>*H20) bemértem, és feloldottam 900 ml desztillalt vizben, majd 96 %-0s ecetsavval a pH-t
5,5-re allitottam, végiil desztillalt vizzel 1000 ml-re egészitettem ki.

Leallito és szinképzo reagens

250 ml ammonium-molibdenat és 250 ml ammoénium-vanadat oldat elegyéhez 165 ml 65 %-
os salétromsavat lassan hozzaadtam, ezt kovetden lehlitottem szobahomérsékletire, és desztillalt
vizzel 1000 ml-re egészitettem Ki. A leallito és szinképz6 reagens minden nap frissen készitendo.

Ammonium-molibdendt oldat

100 g ammoénium-molibdenatot (H24M07NeO24*4H20) bemértem, feloldottam 900 ml
desztillalt vizben, hozzdadtam 10 ml 25 %-0s ammonia oldatot majd desztillalt vizzel 1000 ml-re
egészitettem Ki. S6tét helyen 1 honapig tarolhato.

Ammonium-vanadit oldat

2,35 g ammoénium-vanadatot (NHsVOs3) feloldottam 400 ml 60 °C-os desztillalt vizben.
Hozzaadtam 20 ml 65 %-os salétromsavat, majd miutan lehtitéttem szobahdmérsékletiire, desztillalt

vizzel 1000 ml-re egészitettem Ki.

4.2.2 Alkalmazott pufferek és reagensek (RAUEN 1964)

Na-citrat/HCI puffer (pH=1,5-3,5):

A oldat: 0,1 M Na-citrat
B oldat: 1 N HCI
Na-acetdt puffer (p0H=3,5-6,5):

A oldat: 1 N ecetsav
B oldat: 1 N NaOH
TRIS-maleat/NaOH puffer (pH=5,5-9,0):

A oldat: 0,2 N TRIS-maleat (24,2 g TRIS ¢és 23,2 g maleinsav 1000 ml desztillalt vizben)
B oldat: 0,2 N NaOH

A két oldat megfeleld ardny 6sszemérése esetén, a kivant pH érteket kapjuk
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TRIS/HCI puffer (pH=7,2)

A oldat: 0,2 N TRIS (250 ml)
B oldat: 0,1 N HCI (450 ml)
A két oldatot 6sszemérve és 1000 ml-re kiegészitve desztillalt vizzel, a kivant pH értéket kapjuk.

Polipuffer 74/HCI puffer (pH=4,0)
A polipuffer 74-et (Sigma-Aldrich) 1:8 aranyban kell higitani, a pH-jat 4 n HCI oldattal 4,0-ra

allitani és 1000 ml-re desztillalt vizzel kiegésziteni.

Imidazol/HCI puffer (pH=7,0)

A oldat: 0,2 M imidazol (C3H4N2) (250 ml)
B oldat: 0,1 N HCI (243 ml)

A két oldatot 6sszemérve €s 1000 ml-re kiegészitve desztillalt vizzel, a kivant pH értéket kapjuk.

Futtato puffer (pH=8,3)
3,03 g hidroximetil-aminometant (TRIS), 14,4 g glicint és 1,0 g Na-dodecil-szulfatot (SDS)

bemértem, majd desztillalt vizben feloldottam és kiegészitettem 1000 ml-re.

Coomassie festékoldat
0,2 g Coomassie R-250-et bemértem, majd hozzaadtam 50 ml 96% etanolt, 10 ml

96 %-o0s ecetsavat és 50 ml desztillalt vizet.

Mosdooldat elektroforézishez
Bemértem 10 ml 96%-0s ecetsavat, és 40 ml 96 %-os etanolt, majd desztillalt vizzel 100 ml-re

kiegészitettem.

Szinreagens
A fehérjetartalom meghatarozasara (Bradford médszer) a Bio-Rad cég altal gyartott terméket

(Dye reagent) hasznaltam az el6irasnak megfelelen, négyszeres higitasban.

4.3 Analitikai modszerek

4.3.1 Enzimaktivitas meghatarozasanak modszere

A fitdz enzim aktivitdsdnak mérése ENGELEN ¢s munkatarsai (1994) altal k6zolt modszer
szerint tortént, mely a Na-fitdt szubsztratumbol felszabadult szervetlen foszfor mennyiségének
meghatdrozasan alapul. Az ammoénium-molibdendt jelenlétében a reakcidtermék sarga szinii
komplexet képez, melynek mennyisége fotometridsan 415 nm-en meghatarozhato.

Mivel a gomba eredetli fitdz enzimek extracellularisak, ezért kozvetleniil a fermentlé
szlirletébdl mértem az enzim aktivitasat. Szlir6papirral elvalasztottam a biomasszat a fermentlétol,
majd 1 ml Na-fitat szubsztratumot (pH=>5,5), - valamint a megfeleld vakprobakat - az aktivitas

mérés homérsékletén eldinkubdltam 5 percig. Az enzimreakciokat 0,5 ml megfeleléen higitott
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enzimoldat hozzdadaséaval inditottam, s 10 perces reakcid i1d6 utan, 1 ml ledllitd és szinképzd
reagens hozzaadasaval allitottam le. Az enzimaktivitas, az abszorbancia és a 0 - 5 mM foszfat

koncentraci6 kozotti linedris Osszefiiggés segitségével szamithatod a kdvetkezd egyenlet szerint:

. . e, Absintq—Abs im—ADbs 4 higitas*1000
En21makt1V1tas (U/l)_ minta enzim szubsztratvak * g —
0,3933 reakcio id6

[U/L]

Az enzimaktivitas definidldsa:
Egy fitaz egység (U) az az enzim mennyiség, ami Na-fitat szubsztratumbol 1 pmol szervetlen

foszfatot szabadit fel 1 perc alatt, a reakcid koriilményei kozott.

Enzimaktivitas mérése mikrotiter lemezen

Az enzimtisztitds sordn a kromatografias oszloprol eludlodott nagyszamu fehérje frakciobodl a
fitdz aktivitds kimutatasara miniatlirizalt mikrotiter lemezes modszert dolgoztam ki. Az
enzimreakcio sordn 25 ul fehérjeoldatot, 75 pl desztillalt vizet és 100 pl Na-fitat szubsztratumot
pipettaztam a mikrotiter lemez cellaiba, majd az adott mikroba aktivitds mérési modszerének
megfeleld hdmérsékleten 30 percig tartd reakcid utan 50 pl leallitd és szinképz6 reagenst adtam
hozza. Az abszorbanciat 415 nm-en mikrotiter leolvasd segitségével mértem, majd az enzim
aktivitdsat az abszorbancia és a foszfat koncentracid koOzotti linedris Osszefiiggés segitségével

hataroztam meg.

4.4 Fehérje meghatarozasi modszerek

4.4.1 280 nm-en torténd fényelnyelésen alapulé modszer

Ezt a mddszert az enzimtisztitas sordn az egyes frakciok fehérjetartalméanak vizsgalata soran
alkalmaztam. Ebben az esetben nem a pontos fehérjekoncentraciot, hanem a frakciokban a
hozzavetdleges mennyiséget kivantam meghatarozni. Ultraibolya spektrofotometriaval 280 nm-en,

a fehérjék abszorpcidés maximuman mértem az elnyelési értékeket.

4.4.2 Bradford modszer

Széles korben alkalmazott fehérjemérési modszer, mely festékkotddésen alapul. Elve, hogy

a fehérje és a szinezd anyag kék szinli komplexet hoz létre, mivel a festék az arginil- és lizil —

oldallancokhoz kotddik. A komplex maximalis abszorbancidgja 595 nm-en mérhetd. A
meghatdrozashoz a Bio-Rad cég 4ltal forgalmazott koncentralt szinez6 reagenst hasznaltam.

A mérés soran a mintakbol 10 pl-t pipettaztam be mikrotiter lemezbe és a fehérjeoldatokat 200

ul szinezd reagenssel reagaltattam, majd 10 perc mulva mikrotiterlemez leolvaséval megmértem az

fehérjetartalmt oldat (0,5 mg/ml BSA - Bovine Serum Albumin) felhasznalasaval. A moddszer

egyszertien kivitelezhet6 és 1 és 1400 pg/ml kozotti koncentracid tartomanyban alkalmazhat6.

52



4.4.3 Kromatografias modszerek

Kromatografias modszerekhez azokat az elvalasztas technikai eljarasokat soroljuk, amelyekben
két fazis (4llo és mozgd fazis) kozotti megoszlas eredményeként vélaszthatok el a kiilonbozo
tulajdonsagok alapjan az egyes komponensek. A két fazis kozotti anyagatadas alapulhat
adszorpcion, ionos  kolcsOnhatason,  diffizién, oldékonysagon, vagy  kiilonleges
kolcsonhatasokon. Fehérjék tisztitisakor a fehérjék kiilonb6z6 tulajdonsagait, eltéré méretét,
alakjat, toltését, hidrofobicitasat hasznaljuk ki.

Munkam soran a fehérjék tisztitasa, FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography)
berendezéshez csatlakoztatott (Pharmacia, Uppsala, Sweden) kiilonboz6 kromatografias

oszlopok alkalmazasaval, 4 °C-on tortént.

Ioncseréld _kromatogrdfia: az allo fazis kiilonbozé savas vagy bazikus funkcids csoportokat

hordoz6 ioncseréld gyanta (savas v. bazikus csoportot tartalmaz), amelyen a mozg6 fazis toltéssel

rendelkezd ionjai vagy molekulai kozott 1étrejoved kdlesonhatés alapjan valosul meg az elvalasztas.

Alkalmazott toltetek (AMERSHAM BIOSCIENCES 2002, 2004)
Q-Sepharose

kvaterner amin erés anion-cseréld toltet
Osszes ionkapacitas: 0,18-0,25 mmol/ml gél
matrix tipusa: 6% keresztkotési agardz
maximalis linedris térfogataram: 750 cm/h
pH stabilitas: 2-12

DEAE-Sepharose CL-6B

gyenge anioncser¢ld toltet

funkcionalis csoport: -O-CH2CH2N*H(CH2CHzs) dietilaminoetil (DEAE)

matrix tipusa: 6% keresztkotésii agardz

0sszes ionkapacitas: 0,13-0,17 mmol/mL gél

ajanlott linearis térfogataram 50-400 cm/h

pH stabilitas: 2-9
Gélsziirés: A szétvalasztas a molekuldk mérete szerint torténik. A kromatografids oszlop toltete egy
finom szemcsés, 10-300 um atmérdji gdmbokbol allo pordzus, hidrofil gél. Egy adott porus
mérettartomannyal rendelkezd tétlet esetén egyes molekuldk méretiiknél fogva nem férnek be a
gélszemcsék belsejébe, ezért ezek gyorsan keresztiil folynak az oszlopon, mig a kisméretii
molekuldk tobb-kevesebb id6t gélszemesék belsejében levd folyadék térben toltenek, ezért

lassabban jutnak keresztiil a kromatografias oszlopon. Az alkotok tehat molekulaméretiik csokkend

sorrendjében tavoznak.
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Alkalmazott téltetek és fobb jellemzoik
Sephacryl S200 HR

optimalis molekulatdmeg elvalasztasi tartomany: 5*103-2,5%10° Da

matrix tipusa: keresztk6tés allil dextran és N,N’-metilén-bisz-akrilamid k6zott
ajanlott linearis térfogataram: 10-35 cm/h

pH stabilitas: 3-11

atlagos részecske méret: 47 pm

Hidrofob kélcsonhatdson_alapulo _kromatogrdfia: A toltet apolaris, a mozgd fazis polaris. Az

elvalasztas a fehérjék ¢€s a toltet alkil oldallancai kozotti reverzibilis kolcsonhatason alapul. Tomény
sooldatokban a polaros fehérjék oldhatosaga romlik, ezért hajlamosak megkotddni az apolaris toltet
feliiletén. A polaritas csokkenésével (csokkend sogradiens) hidrofobitdsuknak megfeleld sorrendben
deszorbealodnak.

Alkalmazott toltet

Phenyl Sepharose Fast Flow (high-sub)

matrix tipusa: 6% keresztkotésu (térhalositott) agaroz
hidrofob reverz fazisu oldallancok

maximalis térfogataram: 3-4 ml/perc

maximalis nyomas: 3 bar

kapacitas: 40 pmol fehérje/ml gél

atlagos részecske méret: 90 pm

pH stabilitas: 3-13

Kromatofokuszalas: Az elvalasztds a fehérjék izoelektromos pontja alapjan torténik. A start

pufferrel és az eluens pufferrel pH gradienst alakitunk ki. A fehérjék izoelektromos pontjuknal
magasabb pH-n negativ toltéstivé valnak, és a toltet pozitiv t6ltésli amin csoportjaihoz kotddnek.
Amikor a pH a fehérje izoelektromos pontjara csokken, a fehérje molekula toltése semlegessé valik,

aminek kovetkeztében levalik az oszloprol.

Alkalmazott toltet
PBE 94

polypuffer cseréld (polybuffer exchanger)
matrix tipusa: keresztkotésli agaroz
ajanlott linearis térfogataram: 30-40 cm/h
pH stabilitas: 4-9

Elektroforézishez sziikséges gélek osszetétele

Elvalaszto gél (10 %)

30 % akrilamid-bisz-akrilamid 1,65 ml
10 % Na-dodecil-szulfat (SDS) 50 ul
1,5 M Tris-HCI pH=8,8 1,25 ml
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Desztillalt viz
10 % ammonium-perszulfat (APS) oldat
N,N,N,N’-tetrametil-etilén-diamin (TEMED) oldat

Gyiijté gél (4,1 %)

30 % akrilamid-bisz-akrilamid
desztillalt viz

0,5 M Tris-HCI pH= 6,8

10 % APS oldat

10 % SDS

TEMED oldat
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0,66 ml
2,98 ml
1,25 ml
50 pl
50 ul
10 pl
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Thermomyces lanuginosus eredetii fitaz enzim eloallitasa
5.1.1 Torzsszelekcio

Kiilonboz6 torzsgylijteményekbdl szarmazo 14 Thermomyces lanuginosus torzs szelektalasat
végeztem el fitaz aktivitasuk alapjan. A torzsszelekciot 3% kukoricaliszt tartalmu tapkozegen
valdsitottam meg, mely fitat tartalméanal fogva alkalmas lehet fitdz enzim termelés indukalasara

(GREINER & KONIETZNY 2006). Eredményeimet a 9. abran mutatom be.
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9. abra Thermomyces lanuginosus torzsek rangsorolasa fitaz aktivitasuk alapjan
(47° C, 220 rpm, 3 % koncentracio)

A 14 vizsgalt torzsbol 5 esetben tapasztaltam fitaz enzimaktivitast, az IMI 096218, ATCC
44008, IMI 158749, ATCC 28083, valamint a CBS 395.62/b térzsek esetén, mig a tobbi torzs az
adott korilmények kozott nem szintetizalt extracellularis fitaz enzimet. Az aktivitast mutatd
torzseknél az aktivitas 8,5-25 U/1 értékek kozott valtozott, a legnagyobb mértékii aktivitast az IMI
096218 torzsnél mértem, a fermentacio 2. napjan.

CHADHA ¢és munkatéarsai (2004) komposztbol izolalt termofil gombdk fitdztermeld képességét
vizsgaltak Ca-fitat tartalmu tapkozegben, s a kovetkezé eredményeket kaptak (U/ml): Sporotrichum
thermophile 2,20 U/ml, Rhizomucor miehei-11 0,76 U/ml, Thermomyces lanuginosus-11 0,53 U/ml,
Humicola insolens 0,22 U/ml, Rhizomucor miehei-l1 0,2 U/ml, Thermomyces lanuginosus-I 0,2
U/ml, tovabba Aspergillus fumigatus 0,04 U/ml. E torzsek fitaz termelé képességét tobb
munkacsoport is bizonyitotta és tanulmanyozta mind szubmerz, mind szildrd szubsztratumu

fermentaciok soran (SINGH & SATYARAYANA 2008, GULATI et al. 2007b, BERKA et al.
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1998, JAVED et al. 2010).

Kutatdsaim eredményeként szubmerz fermentacié alkalmazasaval, a legigéretesebbnek talalt
T. lanuginosus IMI 096218 torzzsel elért 0,025 U/ml fitaz aktivitas fokozasat tapkozeg optimalasi
kisérletekkel tervezem megvalodsitani.

A szakirodalomban kiilonb6zd reakcid i1dOk talalhatok a fitdz enzimaktivitds mérésének
tanulmanyozasa soran: A. niger eredetii enzim esetén HEINONEN és LAHTI (1981) modszerét
modositva, CASEY és WALSH (2003) 60 perces reakcié idot alkalmaztak 55° C-on, mig
MANDVIWALA ¢és KHIRE (2000) 30 percig 50°C-on, GARGOVA ¢és SARIYSKA (2003) pedig
58°C-on, 10 percig inkubalta az enzimet Na-fitit szubsztraitum jelenlétében. Thermomyces
lanuginosus esetén BERKA és munkatarsai (1998) 20 perces reakcioidot alkalmaztak, 50°C-on. A
fitaz aktivitds meghatarozasait ENGELEN ¢és munkatarsai (1994) leirasa alapjan végeztem, akik
37°C-on, 1 oras reakcid id6 utan mérték a Na-fitat szubsztratumbol felszabaduld foszfortartalmat.

Meérések alapjan 10 perces reakcio6 id6 elegenddnek bizonyult az enzimaktivitds meghatarozasara.

5.1.2 Tapkozeg osszetétel optimalasa
5.1.2.1 Tapkozeg pH-janak hatdsa a fitaz termelésre

Mivel a kornyezeti pH jelentdsen befolyasolja a gomba metabolikus aktivitasat, ezért
fontosnak tartottam meghatarozni azt a kiindulési pH értéket, melynél maximalis aktivitas érhetd el.
A razott lombikos fermentaciok esetén a pH szabalyozésa a tapkozegek pufterolasaval valosithato
meg, igy a tapkozeget pH=3,5 és pH=5,5 kozott Na-acetat pufferrel, a pH=5,5-9 értékii
tapkozegeket TRIS-maleat/NaOH pufferrel készitettem el. A fermentaciés tapkozegek
elkészitéséhez foszfatmentes puffert valasztottam, mivel a tapkozeg foszfortartalma gatolhatja a
fitdz aktivitast. Az enzimtermelés alakulasat a fermentacio 4. napjan a 10. abran mutatom be.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy két optimum érték is van. A fitaz aktivités
kiemelkedd a pH=7,5 értékli TRIS-maleat/NaOH puffer alkalmazasdval készitett tdpkozeg esetén.
pH=4,5 és pH=6 értékek kozott enzimaktivitas nem detektalhatd. Az enzimtermelés egyértelmiien a
semlegeshez kozeli, illetve az enyhén lugos pH értékii pufferrel készitett tapkozegek esetén a
legkedvezdbb, pH=7,5-nél lugosabb kozegben az aktivitds csokken. Ugyanakkor kismértékii
aktivitas megfigyelheté a pH=4 értékii tapkdzegben is, mely érteke 25%-a a pH=7,5 érté¢knél kapott

aktivitasnak.
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10. abra A tapkozeg kiindulasi pH-janak hatasa a Thermomyces lanuginosus IMI 096218 torzs
fitaz enzim termelésére a fermentacio 4. napjan (47° C, 220 rpm)

GUPTA ¢és MAHESHWARI (1985) allasfoglalasa szerint is sziikséges a pH szabalyozas
szintetikus tapkozegben gliikdéz szénforras mellett a Thermomyces lanuginosus megfeleld
novekedéséhez. Az altaluk javasolt érték pH=5,5 és 7 kozotti. Eredményeim is ezt mutatjak,
ugyanis a fermentaci6 sordn tapasztalt pH 6,3-7 értékek kozott valtozott. A pH szabalyozas fontos a
tapkozegben 1évO szén-dioxid koncentracidja miatt is, ugyanis az alacsony pH csokkenti a CO2
oldhatosagat a tapkozegben, valamint az asszimilacidjahoz sziikséges enzim, a piruvat-karboxilaz
aktivitasat is.

Hasonl6 eredményeket tapasztaltak CHADHA ¢és munkatarsai (2004) termofil Rhizomucor pusillus
buzakorpan megvalodsitott szilard szubsztratumu fermentacidja soran vizsgalva a tapkozeg pH-janak
hatasat. Megallapitottak, hogy pH=8 értékii TRIS puffer alkalmazasaval érhet6 el a maximalis fitaz
termelés.

A kapott eredmények alapjan, a tovabbi kisérleteim sordn a fermentécios tapkozegeket pH=7,5

TRIS-maleat/NaOH pufferrel készitettem.

5122 Szénforras hatisa az enzimtermelésre

A torzsszelekciot kovetden, a kivalasztott IMI 096218 torzzsel taptalaj optimalasi kisérleteket
valositottam meg a pufferelt tapkdzegben. A rangsorolasnal alkalmazott rizsliszt mellett,
kiilonb6z6, a takarmanyozasban is alkalmazhato fitat tartalmi ndvényi eredetli alapanyagok

felhasznalasaval végeztem fermentaciokat fitdz enzim eldallitasara. 5 (w/v)% koncentracidoban
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alkalmaztam szoéjalisztet, buzakorpat, kukoricalisztet, valamint rizslisztet az egyes tapkozegekben
¢s a 3. naptol kezdve napi mintavételezéssel kdvettem a fitaz aktivitas alakulasat. Eredményeimet a

11. 4bran mutatom be.
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11. abra Kiilonb6z6 szubsztratumok hatasa a fitaz termelésre T. lanuginosus
IMI 096218 torzs esetén (47° C, 220 rpm, 5% koncentracio)

A legnagyobb aktivitas értékeket a rizsliszt tartalmu tapkozeg esetén kaptam a fermentaciod
soran, mig szojaliszten nem tapasztaltam enzimaktivitast. Ennek oka lehet, hogy mig a tobbi
tapkozeg esetén a pH=6,3-6,4 koriili értékii, szdjaliszt esetén a fermentacid 3. napjan a fermentlé
pH értéke 8,4 volt és ez fokozatosan novekedett pH=9-ig. Blizakorpan az 5. napon volt mérhetd
aktivitas, mig a kukoricaliszt tartalmt tapkozeg esetén a 3. nap mértem a legnagyobb aktivitast,
melynél a rizsliszten elért fitiz hozam mintegy 3-szor nagyobb volt. Mig kukoricaliszten a 3.,
rizsliszten, valamint buzakorpan is az 5. napon maximalis az enzimtermelés. Rizsliszt esetén
azonban megfigyelhetd, hogy a 3. és 5. napi aktivitds értékek kozott nincs jelentds kiilonbség,
azonban a 4. napon az aktivitas csokken. A 10. tdblazatban Osszefoglaltam néhany ndvényi eredetii
¢lelmiszer Osszetevéit, tobbek kozott fitinsav, szénhidrat és foszfortartalmat. Megnézve ezek
Osszetételét a kovetkezd lathatd a vizsgalt anyagok fitinsav tartalma esetén: a legnagyobb fitinsav
tartalommal a buzakorpa rendelkezik (3,38 g/100 g) és a szakirodalomban olvasottak alapjan is
elmondhatd, hogy a legjellemzObb a buzakorpan megvalositott fitdz enzim fermentacid. Ennek
ellenére, kutatasaim alapjan a T. lanuginosus IMI 096218 torzzsel rizsliszt alapt tapkozegben értem
el a legnagyobb fitdz aktivitast, s jelentdsebb enzim termelést még a szintén kisebb fitinsav tartalmu
kukoricaliszten mértem, ezek fitinsav tartalma: kukoricaliszt 0,4 g/100 g, rizsliszt 0,1 g/100 g.

Megfigyelhet6 tovabb, hogy a rizsliszt foszfor tartalma a legalacsonyabb a t6bbi nyersanyaghoz
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képest, ennek koszonhetden feltételezhetd, hogy a gomba foszfor sziikségletének kielégitésére

nagyobb mértéki fitaz enzimet termel.

10. tablazat Novényi eredetii élelemiszerek fitinsav tartalma (RODLER 2005)

[9/100g] [9/100 g] [mg] [9/100 g]
Borsoliszt 11 53 438 23
Szojaliszt 1,2 33,4 500 22
Arpaliszt 0,8 63 165 10,8
Rizsliszt 0,1 79,4 90 4,6
Kukoricadara 0,38 70,2 170 55
Kukoricaliszt 0,4 66,3 150 5,4
Buzaliszt 0,041 70,6 100 3,2
Buzadara 0,96 73,4 120 4,07
Buzakorpa 3,38 51 1143 45

SINGH és SATYARAYANA (2008) Sporotrichum thermophile szubmerz fermentacidja
soran buzakorpa kiegészitést alkalmaztak, s megnovekedett fitdaz enzimtermelést tapasztaltak.
Szintén blzakorpan allitottak el fitazt Mucor indicus, valamint Rhizomucor pusillus gomba
fermentacidjaval (GULATI et al. 2007c, CHADHA et al. 2004). Ez utobbi gomba esetén kiilonbozo
szénforrasokat hasonlitottak dssze, mint buzakorpa (2,21 U/ml), rizs csuhé (2,15 U/ml), rizskorpa
(0,32 U/ml), halliszt (0,25 U/ml), kukoricaszem (0,03 U/ml) és kukorica glutén (0,01 U/ml). Bar a
buzakorpa adta a legnagyobb aktivitas értéket, de kozel azonos eredményt értek el rizs csuhé
szubsztratumkeént valo alkalmazasaval.

Osszeségében a rizsliszten megvalositott fermentacié soran mért fitaz aktivitds a buzakorpan
mértnek 30-szorosa, ennek megfelelden tovabbi optimalasi kisérleteimet rizsliszt alapt tdpkdzegben

végeztem.
5.1.2.3 A homérséklet hatdsa a fitaz enzim aktivitisdra

Az enzimaktivitds szempontjabdl optimalis hdmérséklet megéllapitasat céloztam meg a
kovetkezd kisérletben. A termofil gombak altal termelt enzimek hdmérséklet optimuma varhatéan
magasabb, mint 37°C, ezért célom volt meghatarozni azt a hdmérsékletet, melynél az enzim reakcio
sebessége a legnagyobb. A kisérlethez az IMI 096218 torzzsel végzett 2 napos fermentacioé soran

kapott szlirletet hasznaltam fel. Az inkubaciot 10 percen keresztiil 35-85°C kozotti hdmérséklet
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tartomanyban, a homérséklet 5°C-onkénti emelésével végeztem. Mérési eredményeimet a 12. abran

mutatom be.
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12. abra A hémérséklet hatasa a fitaz enzim aktivitasara
(Thermomyces lanuginosus IMI 096218, 2 napos fermentacio)

A maximalis fitdz aktivitast 65°C-on mértem. Bar a hémérséklet tovabbi emelésével az
aktivitds meredeken csokkent, a 80°C-on mért aktivitas kozel azonos a 40°C-on kapott értékkel. A
maximalis aktivitds meghatarozasa kovetkeztében a tovabbiakban az aktivitds mérést 65°C-on

végeztem.

5.1.2.4 A rizsliszt koncentrdacidjanak hatdsa a fitaz aktivitasra

Az enzimaktivitast befolydsold tényezék kozé tartozik a fermentdcidban jelen [évo
szubsztratum koncentracio is, ezért kisérleteim soran azt a koncentraciot kivantam meghatarozni,
melynél maximalis enzimtermelés érhetd el. A rizslisztet 2 (w/v)%, 4 (wW/v)%, 5 (W/v)%, 6 (W/v)%,
8 (W/v)% koncentracidban alkalmaztam a pufferelt tapkozegekben. Az enzimtermelés alakuldsat
mar az elsd naptdl kdvettem, s a maximalis aktivitdsok atlag értékeit, melyeket a fermentacio 4.

napjan mértem a 13. abran mutatom be.
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13. abra. A rizsliszt kiilonb6z6 koncentracidinak hatasa a fitaz aktivitasra a fermentacio
4. napjan (Thermomyces lanuginosus IMI 096218, 47° C, 220 rpm)

A koncentracidé novelése 5 (w/v)%-ig fokozza az enzim szintézist, 6 (w/v)% ¢és 8 (W/v)%
rizsliszt alkalmazasaval magasabb értékeket mar nem kaptam a fermentacié 4 napja soran. A fenti
eredmények alapjan az 5% rizsliszt koncentracio alkalmazasa a legkedvezdbb a fitaz termeléshez.
Megallapithatd tovabba, hogy a fitaz enzim termeléshez révidebb fermentacios id6 - 4 nap - is

elegendd, melynek eredményeként 1400 U/l enzimaktivitast mértem.

5.1.2.5 Razatdsi sebesség hatdsa a fitaz aktivitasra

A kiilonboz6 rizsliszt koncentraciok alkalmazasa mellett a razatasi sebesség hatasat is
vizsgaltam. A razatasi sebesség befolyasolja a tapanyagok, valamint az oxigén elérhetdségét, ezaltal
a levegdztetés hatékonysagat is.

A Thermomyces lanuginosus megfelelé szaporodasahoz sziikséges oxigén ellatast 220 rpm
fordulatszammal miikodd razéinkubatorral biztositottam. A jelen kisérlet soran dsszehasonlitottam a
fitaz termelés alakuldsat 220 rpm, valamint csokkentett, 120 rpm razdsebesség alkalmazasa mellett.
A péarhuzamos kisérletek atlag értékei a 14. dbran lathatok.

A kiilonboz6 razatasi sebességgel végzett fermentaciok soran megallapitottam, hogy 220 rpm
alkalmazésaval a gomba enzimtermelése iddben gyorsabb, a 4. napon éri el a maximumat, mig 120

rpm esetén a fermentacid 7. napjan volt maximalis az enzimtermelés.
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14. abra A maximalis fitaz aktivitas 6sszehasonlitasa 120 rpm és 220 rpm razosebességen
vezetett fermentaciéknal (Thermomyces lanuginosus IM1 096218, 47° C)

A nagyobb fordulatszamon, a fermentacido soran nagyobb aktivitas értékeket mértem, a
legjobbnak az 5 (w/v)% rizsliszt bizonyult, melynél kozel négyszeres a kapott enzimtiter. Kisebb
fordulatszamon a koncentracid ndvelésével az aktivitds is novekszik. 8 (W/Vv)% rizsliszt
alkalmazaséaval azonos aktivitas értékek érhetdk el, csupan a fermentacids id6 eltérd: mig 220
1/perc fordulaton mar a 4. nap, 120 1/percen a 7. nap mértem 1250 U/l aktivitast. 8 (w/v)%-0s
rizsliszt koncentracidé alkalmazasa szubmerz koriilmények kozott erdsen viszkodzus tapkozeget
eredményez, mely megneheziti a kevertetést és a levegdztetést. A termofil gombak azonban
kedvelik azon kornyezetet, ahol magas a hémérséklet és a paratartalom, pl. komposzt, tovabba a
szén-dioxid jelenléte is allando, 10-15% (MAHESHWARI et al. 2000). Bar a szén-dioxid nem
tekinthetd novekedési faktornak, a Thermomyces lanuginosus névekedését negativan befolyasolja,
ha kornyezete szén-dioxid mentes. A razatasi sebesség hatasat vizsgaltak SINGH és
SATYANARAYANA (2012) Sporotrichum thermophile termofil gomba fitaz termelésére, 0 és 300
rpm kozotti fordulatszam alkalmazédsaval. Az 4ll6 helyzethez képest a fordulatszdm novelésével
fokozatosan novekedett az enzim aktivitdsa, az oxigén ¢€s tapanyagok kedvezdbb elérhetdsége
révén. A legnagyobb aktivitas értéket 250 rpm esetén érték el, azonban a sebesség tovabbi ndvelése
a gomba micéliumok toredezéséhez, a tdpanyagok felvételének akadalyozdsdhoz ¢és az
enzimtermelés csokkenéséhez vezetett. Hasonld tapasztalataim alapjan a tovabbiakban is a
Thermomyces lanuginosus novekedésének ¢és enzimtermelésének kedvezébb, 220 rpm

fordulatszamon vezettem a fermentaciokat.
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5.1.2.6 Kiilonbizo tapkomponensek hatdasa az aktivitiasra

Mivel a fermentécios tapkozeg csupan szervetlen nitrogént tartalmaz, vizsgaltam a szerves
nitrogén ¢s vitaminforrasként szolgald élesztOkivonat kiegészités hatasat az enzim aktivitasara
nézve. Vizsgalataimba bevontam a Tween 80 feliiletaktiv anyagot, melynek alkalmazasa pozitiv
hatasti lehet az extracellularis enzimek kivalasztdsadra, ugyanis jelenlétében a sejtmemban
ateresztoképessége novekszik, szabad utat adva az enzimnek a sejtbél valo kijutdsra. A citromsav
kiegészités hatasat is vizsgalni kivantam a fitaz termelésre vonatkozoan, ezért a 11. tablazatban
lathato kisérleti beallitasnak megfelelden egészitettem ki a rizslisztes tapkozeget a vizsgalni kivant
anyagokkal onmagunkban és kiillonb6zé kombinaciokban 0,1 (w/v)% koncentracioban. A 11.
tablazatban tiintettem fel tovabba a hatas mértékét is, melynél a 25%-nal nagyobb mértékii valtozast
fogadtam el szdmottevének. Kontrollként a rizslisztes alaptdpkozeget hasznaltam, mely semmilyen

hozzéadott anyagot nem tartalmazott.

11. tablazat Tapkozeg kiegészitok dsszetételei az egyes kisérleti beallitasoknal

Kisérleti Koncentracio Hatas

beallitas Eleszt6kivonat Tween 80 Citromsav

1 0,1% - -
2 - 0,1% - +
3 - - 0,1% -
4 0,1% 0,1% - +
5 0,1% - 0,1% -
6 - 0,1% 0,1% -
7 0,1% 0,1% 0,1%

8 (kontroll) - - -

+ 25 %-nal nagyobb mértékli ndvekedés - 25 %-nal nagyobb mértékii csokkenés

Az ¢élesztOkivonat egyediili adagolasaval kismértékli aktivitds novekedés mérhetd.
Elesztékivonat és Tween 80 egyiittes alkalmazasa esetén tovabb nétt az aktivitds, hasonldan
DHARMSTHITI ¢és munkatarsai (2004) eredményeihez, akik a Pseudomonas putida fitaz
termelésének fokozasara élesztOkivonat, citromsav ¢és Tween 80 egyiittesét alkalmaztak.
Thermomyces lanuginosus esetén a citromsav azonban egyértelmiien gatolja a fitdz enzim
termelését, az aktivitas kozel 90 %-kal kisebb, mint a kontroll mintaé. A Tween 80 feliiletaktiv
anyag alkalmazasa eredményezte a legnagyobb mértékli aktivitas ndvekedést. ARNESEN és
munkatarsai (1998) Thermomyces lanuginosus a-amilaz enzim termelését ¢€s kivalasztasat fokoztak

sikeresen Tween 80 alkalmazasaval, S mintegy 2,7-szeres aktivitas novekedést tapasztaltak.
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5.1.2.7 Feliiletaktiv anyagok hatdsa

A kiilonb6z6é anyagok kombindcidéi nem adtak kedvezObb eredményeket, mint a Tween 80
egyediili alkalmazésa, igy a tovabbiakban ezen anyagot, valamint a polioxietilén szorbitdn egyéb
észtereit vizsgaltam az enzimtermelés fokozasa érdekében.

A polioxietilén szorbitdn észterei a feliiletaktiv anyagok korébe tartoznak, melyek koziil a
polioxietilén szorbitdn monooleédt, azaz a Tween-80 enzim termelést noveld hatasat mar leirtak
(VATS & BANERJEE 2004, LI et al. 2001, ARNESEN et al. 1998).

Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 65, Tween 80 és Tween 85 feliiletaktiv anyagokkal
0,1 (W/v)% koncentracioban kiegészitve a tapkozeget, naponkénti mintavételezéssel meghataroztam
a fitdz aktivitas alakuldsat. A 15. abran a fermentacid 2. és 3. napjan kapott relativ aktivitdsokat
tiintettem fel. Kimagaslé eredményt a Tween 20 és Tween 40 alkalmazasaval értem el, az aktivitas
mintegy megkétszerez6dott. A Tween 60, Tween 65 és Tween 85 nem befolyasolta jelent6sen a

fitdz szintézist.
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15. abra Kiilonb6z6 Tween feliiletaktiv anyagok hatasa a fitaz aktivitasra
(Thermomyces lanuginosus IMI 096218, 47° C, 220 rpm)

SINGH és SATYANARAYANA (2008) Sporotrichum thermophile fitaz termelése soran azt
tapasztaltak, hogy 0,4 % Tween 80 ¢és 0,5 % Tween 20 alkalmazasaval érhetd el a legnagyobb
aktivitas.

Mivel a feliilletaktiv anyagok koncentracidja is jelentésen befolyasolhatja az enzimaktivitas
alakulasat, a tovabbiakban kiilonb6z0 koncentracioban torténd alkalmazasuk hatasat vizsgéltam a
fitdz termelésre, kiilonds tekintettel a legjobb enzimhozam noveld Tween 20 és Tween 40 anyagok
esetén. A koncentraciokat 0,1 (W/V)% és 1,5 (W/v)% kozott valtoztattam. Az eredményeim a

fermentacid 2. napjan a kdvetkezdket mutatjak (16. abra):
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16. abra Fitaz aktivitas alakulasa kiilonb6z6 koncentracioju Tween 20 és Tween 40
alkalmazasa mellett a fermentacio6 2. napjan (T. lanuginosus IMI 096218, 47° C, 220 rpm)

Tween 40 0,1 (w/v)%, illetve Tween 20 0,25 (w/v)% koncentracidban torténd alkalmazasaval
érhetd el a maximalis eredmény, mely a két feliiletaktiv anyag esetén megegyezd. A koncentracid
0,25 (w/v)% f6l¢é emelése mindkét Tween esetében csokkent mértékii aktivitast mutat a fermentacio
2. napjan, azonban a fermentacio el6rehaladtaval novekedés figyelheté meg (17. abra). Tween 40
esetén a fermentacio 2. és 5. napja kozott az aktivitas alakulasa azt mutatja, hogy minél nagyobb
koncentracioban alkalmazzuk a feliiletaktiv anyagot, annal nagyobb az aktivitds novekedésének
mértéke. 0,5 és 0,75 (W/v)% koncentracié esetén 2-szeres, 1 (w/v)% esetén 3-szoros, mig 1,5%
alkalmazasaval 5-szoros aktivitds novekedés lathato az 5. napon. Tween 20 esetén ez az
Osszefiiggés nem jelenthetd ki, de itt is megfigyelhetd, hogy 1,5 (W/v)% koncentracié alkalmazasa
soran az aktivitds a 2 és 5. nap kozott 13-szorosara nd. Mindezek ellenére leggazdasagosabban
0,1 (W/)% Tween 40 feliiletaktiv anyag alkalmazasaval, mar 2 nap alatt elérheté a maximalis

enzimkihozatal.
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17. abra Fitaz termelés alakulasa kiilonb6z6 koncentracioju Tween 20 (A) és Tween 40 (B)
feliilletaktiv anyagokkal kiegészitett tapkozegekben (T. lanuginosus IM1 096218, 47° C, 220 rpm)

5.1.2.8 Az inokulum tenyészet koranak hatdsa az enzimtermelésre

A fitdz fermentacids technologia kidolgozéasa érdekében standardizalni kivantam az inokulum
készitést. Ennek érdekében elsd Iépésként 1*10° konidium/ml koncentraciot rogzitettem az
inokulum tenyészet inditasara. A meghatarozott kord inokulumokkal inditott fermentaciok
eredményeit a 18. abran szemléltetem. Megallapithatd, hogy kiilonb6z6 korti inokulumok
alkalmazasa jelent6s hatast gyakorol a fitaz aktivitas alakulasara. A legnagyobb, 2000 U/I
enzimaktivitast a 20 oras inokulummal inditott fermentacié 2. napjan, valamint a 40 oras

oo

inokulummal t6rténd inditas esetén, a fermentacio 1. napjan kaptam.
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18 abra. Kiilonb6z6 kord inokulummal inditott fermentaciok hatasa a fitaz termelésre
(Thermomyces lanuginosus IMI 096218, 47° C, 220 rpm)

A fitaz fermentaciod optimalasa soran vizsgalni kivantam az inokulum mennyiségének hatdsat

is az enzimtermelésre. A 20 oras és 40 o6ras inokulumok mennyiségi optimalasaval torekedtem az

68



enzimtermelés tovabbi fokozasara. 5 (w/v)%, 10 (w/v)% és 15 (w/v)% inokulum mennyiségek
alkalmazéséaval inditottam a fermentaciokat. E kisérlet sordn nagyobb kiilonbségek tapasztalhatok a
20 és 40 oras inokulumokkal inditott fermentaciok fitaz aktivitasai kozott. 5 és 10 (w/v)% inokulum
mennyiség alkalmazasaval a 40 6ras inokulummal magasabb értékeket kaptam, kivételt képez a 15
(wW/v)% inokulummal inditott fermentacid, ahol a 20 6ras inokulummal haromszoros aktivitast
mértem, azonban ez az érték messze elmarad a legjobbnak talalt beallitastol: a 40 6ras inokulummal
5 (w/v)% mennyiséggel torténd beoltds. A fermentacid soran a maximalis aktivitas értékeket a 2.
napon mértem az 5 (w/v)% inokulum mennyiséggel inditott kisérleteknél, mig 10-15 (w/v)%
alkalmazasa lassabb fermentacids idot eredményezett, a maximalis értékek a 3-4 napon mérhetok.

Osszegezve az eredményeket megallapithato, hogy a Thermomyces lanuginosus IMI 096218
torzs fitdz termeléséhez az optimalasi kisérletek alapjan a kovetkezd tapkodzeg Osszetétel ajanlhatd:
rizsliszt 50 g/l, MgSO4+*7H20 0,5 g/l, KCI 0,5 ¢/l, FeSO4 0,1 g/l, NaNO3 8,6 g/l, Tween-40 1 g/l,
Tris-maleat/NaOH pufferben (pH=7,5) oldva. A maximalis enzimtermelés mar 2 napos
fermentacioval is elérhetd az adott koriilmények kdzott.

Az optimdlt fermentacios technoldgia eredményeként a szkrinelésnél mért 25 U/l aktivitasrol,
1400-2000 U/1 értékre nétt az enzimhozam, mely tobbmint 50-szeres novekedést jelent. Az aktivitas
novelése mellett a fermentacid ideje is lecsokkent, amely egy gazdasdgosabb technologiat
eredményez, kiillondsen termofil mikroorganizmus alkalmazédsa esetén, ahol ezaltal a magasabb

inkubalasi hémérsékletet rovidebb ideig sziikséges biztositani.

5.2 A termofil Thermomyces lanuginosus eredetii fitaz enzim tisztitasa

Az enzim jellemzéshez homogenitasig tisztitott fehérjére volt sziikségem. A Thermomyces
lanuginosus IMI 096218 torzzsel optimalt koriilmények kozott megvalositott fermentacio
tenyészlevébdl a fitdz enzim tisztitasat a kicsapast kovetd kromatografias eljarasok kombinacigjaval

valdsitottam meg. A tisztitas folyamata a 19. abran lathato.
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l

HIDROFOB KOLCSONHATASU KROMATOGRAFIA
Phenyl-Sepharose Fast Flow
Elualas: 50 mM Na-acetat pH=5,5 + 1,7 M (NH4)2SO4

U

IONCSERES KROMATOGRAFIA
Q-Sepharose
Elualas: 50 mM Tris/HCI pH=7,2+ 1M NaCl

19. abra A T.lanuginosus IMI 096218 torzs fitaz enzimének tisztitasi lépései

Az enzim kinyerését ammoOnium-szulfatos kicsapassal kezdtem, 80 %-0s telitettséget
beallitva, s 4°C-on torténd allast kovetden az oldatot lecentrifugaltam (10000 rpm, 20 perc). A
feliiliszot leontottem €s a kicsapodott fehérjetartalmt anyagot kis mennyiségti pH=5,5 50 mM Na-
acetat pufferben feloldottam. A fitaz enzim elvalasztasa a kiséréfehérjéktdl az FPLC rendszerhez
csatlakoztatott kromatografids oszlopokon tortént. Minden egyes tisztitasi 1épés utan a frakciokbol
meghataroztam a fitdz aktivitast mikrotiter lemez alkalmazasaval, s a fehérje tartalmat 280 nm-en.
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A tisztitds elsé 1épéseként hidrofob kolcsonhatdson alapuld kromatografids technikat
valasztottam, Phenyl Sepharose gyanta alkalmazasdval. Az oszlopot (eldszér 50 mM Na-acetat
pufferrel (pH=5,5 1,3 M (NH4)2SOy)) telitettem, majd injektaltam a mintat. A megkotott fehérjéket
50 mM Na-acetat puffer segitségével eludltam 3 ml/perc aramlasi sebességgel. A tisztitas utan
mértem a fitdz aktivitast, a fehérjetartalmat, s az aktiv cstcshoz tartozo frakciokat 6sszegyljtottem,
koncentraltam. Ezt a 1épést megismételtem az elézéekkel megegyez6 beallitasokkal, 50 mM Na-
acetat (pH=5,5, 1,7 M (NH,)2S04)) puffer felhasznalasaval. A tisztitasi kromatogramot a 20. abran
mutatom be. A megkotott fehérjéket 50 mM Na-acetat pufferrel elualtam. A fitaz aktivitast mutato
frakciokat egyesitettem, majd ultrasziiréssel sotalanitottam és koncentraltam. Kovetkezdekben ezt a
Iépést megismételtem megndvelt sogradiens 1étrehozasaval, 1,7 M (NH4)2SOs kezdeti
koncentracioval.

Az aktiv frakciok Osszegyliijtése és ultraszlirése utan, az enzim tisztitasat 50 mM Tris/HCI
pH=7,2 pufferrel egyenstlyba hozott Q-Sepharose gyantat tartalmazo6 ioncserélé oszlopon (1 cm x
25 cm) folytattam. A megkotott fehérjéket 0-1 N NaCl sogradiens segitségével elualtam, s sikertilt
egy fitaz aktivitassal rendelkezd cstcsot elkiilonitenem.

A hidrofob kolcsonhatasti kromatografia utani tisztitdsi anyagmérleget pedig a 12. tablazatban

foglaltam Ossze.

12. tablazat A tisztitas anyagmérlege

Miiveleti Iépések -(")'ss'z. Ossz Sapke t(il‘flltl:f Kitermelés | Tisztulasi
aktivitas (U) | fehérje (mg) (U/mg) (%) faktor

Fermentlé 1200 126,2 9,5 100 1
Kicsapas utan 4939 35,7 13,8 41,2 15
Hidrofob kolcsonhatas
kromatografia 121,8 45 27,0 10,2 2,8
Ioncserés
kromatografia 61,5 0,7 86,7 51 9,1

A Thermomyces lanuginosus IMI 096218 torzs altal termelt fitaz enzim tisztitisa soran
51 % kitermelést értem el, 9,1 tisztulasi faktorral. GULATI és munkatarsai (2007b) egy
Thermomyces lanuginosus eredetii fitaz tisztitasa soran 3,44 %-os kitermelést értek el, 40,75
tisztulasi faktorral. A nagyobb tisztulasi faktor utalhat arra, hogy az altaluk vizsgalt fitdz enzimet

komposzttal kiegészitett talajbol izolaltak, mely Osszetettebb kiindulasi fehérje tomeget feltételez.
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20. abra Hidroféb kolcsonhatasu kromatografia kromatogramja
(A 415 nm — fitaz aktivitas, A 280 nm fehérje tartalom)

A szilard szubsztratumu buzakorpan megvaldsitott fermenticid soran tobb enzimfehérje
szintetizalodhatott, mely aranyaiban kevesebb fitazt tartalmaz, s ez eredményezi a nagyobb
tisztulasi faktor elérését. Mindkét modszer alkalmas a fitdz enzim homogenitasig torténd
tisztitasara, de megallapithat6, hogy a végeredményként kapott kitermelés értékek tekintetében az

altalam alkalmazott mddszerrel jobb kihozatal érhetd el.
5.3 A termofil Thermomyces lanuginosus eredetii fitaz enzim jellemzése

5.3.1 Molekulatomeg

A molekulatomeg meghatarozasa 10 % akrilamidot tartalmazé gélelektroforézissel (SDS-
PAGE) tortént. A futtatas és festés eredményeképpen egy vastagabb 60 kDa koriili (fehérje frakcio
I1.), s egy vékonyabb 90 kDa koriili (fehérje frakcid 1.) molekulatomegli sav kiiloniilt el, melyek a
21. abran lathatok. A két sdv megjelenésére magyardzat lehet az, hogy az enzim dimer formaju,
illetve a fitaz kiilonboz6 tipusai is jelen lehetnek.

A gomba eredetli fitdz enzimek, koztiik az €lesztégomba eredetlick molekula tomege 39-88
kDa kozott talalhatd, a baktérium eredetiiek 38-48 kDa koriili hatarok kozott mozognak. Ezen

értekekkel hasonlosdgot mutat az altalam vizsgélt enzim is.
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21. abra. A T. lanuginosus eredetii fitaz enzim SDS-PAGE soran

1: fehérjék az 1. [épés utan, 2: F1 - Fehérje frakcio I, F2 - Fehérje frakeio 11, M: molekulamarkerek: 200 kDa miozin;
116,2 kDa B-galaktozidaz; 97,4 kDa foszforilaz; 66,2 kDa marha szérum albumin; 45 kDa ovalbumin; 31 kDa anhidraz

A tisztitds sordn kapott fitdz aktivitassal rendelkezd fehérjének a biokémiai jellemzését a

kovetkez6kben mutatom be.
5.3.2 pH optimum

A tisztitott enzimkészitmény optimalis pH-janak meghatarozasa pH=1,5-9 kozotti
tartoményban tortént Na-citrdt, Na-acetat és Tris-maledt/NaOH puffer rendszerek segitségével
65°C-on torténd aktivitdsméréssel. Az eredményeket a 22. 4bran mutatom be, melyekbdl
megallapithatd, hogy az enzimkészitmény pH optimuma sziik tartomédnyban taldlhato. A maximalis
aktivitas pH=5,5 és pH=7,5 értékeknél mérhetd. A pH=5,5 értéket biztosito pufferek - Na-acetat és
Tris-maleat/NaOH — mindegyikében 4500 U/l a fitaz enzim aktivitisa, mig a ligos tartomanyban,
pH=7,5 esetén kozel 2500 U/l aktivitds mérhetd. A diagrammon lathato, hogy pH=3,5 értéknél is
2000 U/l értéket meghaladé az aktivitas Na-citrat pufferben, mig Na-acetat alkalmazéasaval csupan a
harmada.

CHADHA és munkatarsai (2004) Rhizomucor pusillus szilard szubsztratumu fermentacioval
eldallitott, részlegesen tisztitott fitdz készitményt vizsgalva, optimalisnak a pH=5,4 értéket talaltak,
de széles pH tartomanyban (pH=3-7,8) a maximalis aktivitasanak 80 %-at mutatta. A méréseimmel
megegyez6 pH=5,5 értéket talaltak optimalisnak a termofil Aspergillus fumigatus, Myceliophthora
thermophile és Sporotrichum thermophile (WANG et al. 2007, WYSS et al. 1999a, SINGH &
SATYANARAYANA, 2011) eredetii fitaz enzimek esetében is.
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Thermomyces lanuginosus TL-7 mutans torzsénél és Thermoascus aurantiacus termofil
gombak esetében az optimumot pH=5,0 értéknek allapitottdak meg (GULATI et al. 2007b,
NAMPOOTHIRI et al. 2004). A Thermomyces lanuginosus egy masik torzsét vizsgalva pH=7-nek
hataroztak meg a fitaz enzim mikodésének pH optimumat (BERKA et al. 1998). A
szakirodalomban fellelhetd és a kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a Thermomyces
lanuginosus kiilonbzo torzsei is eltéré pH optimummal rendelkeznek, mely alatamasztja a vizsgalt

gombafaj sz¢leskorli alkalmazasi lehetOségeit.
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22. abra T. lanuginosus IMI 096218 torzs eredetii fitaz enzimkészitmény pH fiiggése (65°C-
on)

5.3.3 Homérséklet fiiggés

A hoémérsékletnek az enzimkészitmény aktivitasara gyakorolt hatasanak vizsgalata Na-fitat
szubsztratumot is tartalmazo Na-acetat pufferben pH=5,5 értéken tortént. A hémérsékletet 5 °C-
onként emelve, 35-90 °C kozotti tartomdnyban mértem az enzim aktivitasat. Eredményeimet a 23.
abran mutatom be, melyen jol lathato, hogy az enzim a maximalis aktivitast 70 °C-on mutatja. A
hémérséklet tovabbi, 5 °C-kal torténd emelésével, az aktivitas csupan 30 %-a marad meg.

Szintén 70 °C-on mérték a legnagyobb aktivitds értékeket CHADHA és munkatarsai (2004)
Rhizomucor pusillus részlegesen tisztitott fitaza esetében, majd megallapitottak, hogy a hdmérséklet
tovabbi emelése az aktivitds drasztikus csokkenését idézi el6. A termofil gombak kozil a T.
aurantiacus 55°C, a S. thermophile 60°C (NAMPOOTHIRI et al. 2004) és a T. lanuginosus
(BERKA et al. 1998) 65°C-on mutatta a maximalis aktivitas értéket. E torzsek mindegyike kisebb

hémérséklet optimummal rendelkezett, mint az altalam vizsgalt T. lanuginosus IMI 096218 torzs.
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GULATI és munkatarsai (2004) szintén a T. lanuginosus TL7 mutansanal allapitottak meg 70 °C-on a

hémérséklet optimumot.
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23. abra T. lanuginosus IM1 096218 fitaz készitmény homérséklet fiiggése (pH=5,5)

Fonalas gombak koziil a legnagyobb értéket az Aspergillus fumigatus génmodositott torzsénél
talaltak (PASAMONTES et al. 1997), mely 100 °C-on is megtartotta aktivitasanak 90 %-at 20
percig. A nagy homérséklet optimum, valamint a termostabilitds kivanatos tulajdonsagok az
allattenyésztésben alkalmazasra keriild fitdz esetén, hisz a takarmdny pelletdldsa soran magas
hémeérsékletet, akar 65-95 °C-ot alkalmaznak (VOHRA & SATYARAYANA 2003). Ennek alapjan

az altalam vizsgalt torzs alkalmas lehet takarmanyozasban val6 felhasznalasra is.

5.3.4 Enzimkinetikai vizsgalatok eredményei

alkalmazaséaval torténtek. A reakciosebességet a keletkezett termék, azaz a felszabadult foszfor
mennyiségi meghatarozdsaval mértem. A szubsztratum atalakitasat 30 percig kovettem. Mind a
Lineweaver-Burk-féle kettds reciprok abrazolassal, mind a Hanes-Woolf-féle linearizalasi
modszerrel meghataroztam a Kinetikai paramétereket. A T. lanuginosus IMI 096218 torzs fitaz
enzimének kinetikai paraméterei a Lineweaver-Burk-féle modszerrel: Km=0,285 mM, vmax=0,126
mM/perc, mig a Hanes-Woolf-féle moédszerrel: Kv=0,312 mM, Vmax=0,132 mM/perc. A két
modszer altal kapott eredmények mindkét paraméter esetén hasonloak.

A Na-fitdt szubsztratumhoz mutatott affinitast illetden kiilonb6z6 kutatdocsoportok altal, a
Lineweaver-Burk-féle linearizalasi modszer alkalmazasaval elért értékeket a 13. tablazatban
foglaltam 6ssze. Eredményeim hasonlosagot mutatnak A. ficuum (ZHANG et al. 2010) és A. oryzae
(SHIMIZU et al. 1993) fitaz enzimeivel, melyeknél a Km=0,295 mM és 0,33 mM. Aspergillus
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terreus eredetli fitaz enzimeknél meghatarozott Km értékek esetében jelentosebb eltérést
tapasztaltam: A. terreus 9A1 torzsnél Km=0,0106 mM, A. terreus CBS torzs eredetii fitaznal pedig
0,0232 mM (WYSS et al. 1999 a) volt.

13. tablazat Kiilonb6z6 eredetii fitaz enzimek kinetikai paraméterei Na-fitat
szubsztratumon (Lineweaver-Burk féle linearizalasi modszer)

mikrgg:gla‘z?zmus Kwm érték (mM) Vmax Hivatkozas
A. ficuum 0,295 55,9 nmol/perc ZHANG et al. 2010
A. oryzae 0,33 - SHIMIZU et al. 1993
A. terreus 9A1 0,0106 - WYSS etal. 1999 a
A. terreus CBS 0,0232 - WYSS etal. 1999 a
A. niger ATCC 9142 | 0,1 42 nmol/perc CASEY és WALSH, 1998
T. lanuginosus TL-7 | 0,00455 0,833 uM/perc GULATI et al. 2007b
A.niger NCIM563 | Phyl 2,01 5,018 umol/perc/mg | SONI és KHIRE, 2010
Phy Il 0,145 | 1,671 umol/perc/mg

5.3.5 Stabilitasi vizsgalatok

A fitdz enzim stabilitdsat kiilonb6z6 homérsékleten (55°C, 60°C, 65°C) és pH értékeken
(pH=3,5-7,5) vizsgaltam aktivitas mérésen keresztiil. Minden adott hdmérsékleten megmértem az
enzim aktivitdsanak alakuldsat kiilonb6zd pH értékeken. Az eredményeket az id6 fliggvényében
abrdzolva meghataroztam az enzim felezési idejét, valamint a kezdeti inaktivalodasi sebességet. Az
adatok értékelésére STATISTICA 9.0 programcsomag segitségével valaszfelilleti modszert
alkalmaztam, melynek eredményeként a felezési idd, valamint az inaktivalodas sebessége

masodfoku teljes polinom modellel irhato le:

Felezési id6= -2329,26+62,58x+283,24y-0,50x2-2,00xy-12,92y? (24. 4bra)

Inaktivalodasi sebesség= -97,15+3,19x+2,71y-0,29x%+0,005xy-0,26y? (25. abra)
ahol x: hémérséklet, y: pH.

Az adatokbol olyan kétdimenzids matrixot képeztem (24. abra), melyen jol lathato az enzim
felezési ideje a pH és a homérséklet fliggvényében. Az adott homérséklet és pH értékeknek

megfeleléen a modell segitségével kiszamoltam a felezési idoket (14. tablazat).
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14. tablazat A polinom modellel szamolt felezési idok a pH és a homérséklet fiiggvényében

FELEZESI IDO (perc)
Homérséklet pH érték
°C 35 4 45 5 55 6 65 7 75
55 31 67 96 119 135 145 148 145 136
60 20 50 74 92 103 107 106 97 83
65 0 9 28 40 46 45 38 25 5

Felezés idd perc = -2329 2634 +52 5833*%+263 243%y-0 5035%™x-2 0854 ™™ y-12 ,9219%y™y

ok Ok SRR

Il - 100
I <50
[]<=30
B <20
B <-70

24. abra Fitaz enzim felezési ideje (perc) a pH és a hémérséklet fiiggvényében

Megallapithato, hogy a vizsgalt hémérsékletek koziil az enzim 55 °C-on a legstabilabb. A
pH optimum meghatarozasanal pH=5,5, illetve pH=7,5 értékeken mértem a legnagyobb
aktivitasokat, s megfigyelhetd, hogy 55 °C-on e két pH értek kozott kozel azonosak a stabilitas
mértékét jelzd felezési idok is: (135-148 perc). Az enzim 54-58 °C kozott, pH=5,0-7,5
tartomanyban a legstabilabb, felezési ideje tobb mint 100 perc. A hdmérséklet emelésével azonban
az enzim stabilitasa csokken, kiilonésen ha a pH a semlegestél az enyhén savas iranyba valtozik.
60°C-on pH=6-6,5 értéken a felezési id6 107-106 perc, mig 65°C-on pH=5,5-6,0 esetén 46-45
percesek a felezési idok. Ezen a héfokon, pH=3,5 értéken mar nincs mérhetd aktivitas.

A 25. abran lathato kezdeti inaktivalodasi sebességek eredményei alapjan is megallapithato,
hogy pH=5-6,5 ko6zotti tartomanyban, 54 és 58 °C kozott csokken legkevésbé az aktivitasa az

enzimnek. Savas tartomanyban, pH 3,5 alatt illetve 62°C homérséklet felett gyorsabb az
inaktivalodas.
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25. abra Thermomyces lanuginosus fitaz enzimének kezdeti inaktivalédasi sebessége (U/perc) a
pH és hémérséklet fiiggvényében

GULATI és munkatarsai (2007b) a T. lanuginosus TL-7 mutans fitaz enzimének jellemzése
soran az enzim ho- és pH stabilitasat is vizsgalva megallapitottak, hogy a pH=5 optimum ellenére,
pH=7 értéken stabilabb az enzim. SINGH és SATYANARAYANA (2009) a Sporotrichum
thermophile eredetii fitaz termostabilitasat vizsgaltak. Eredményeik szerint az enzim aktivitasanak
100 %-4at megdrizte 60°C-on torténd inkubalds soran 5 oran keresztiil, s felezési ideje 16 ora, mig
80 °C-on a felezési id6 90 perc volt. ZHOU és munkatarsai (2006) Neurospora crassa Ncphy fitaz
enzimet kodolo génjét klonoztak és kifejeztették Pichia pastoris-ban. Ezzel egy termostabil enzimet
kaptak, mely 80 °C-on megérizte aktivitasanak 76 %-at 10 percig, 58 %-at 20 percig, és 43 %-at 60
percig. Az altalam vizsgalt enzim hdéstabilitasa elmaradt mind a mutans, mind a genetikailag

modositott torzs eredetli fitdzoknal kapott értékektdl.

5.3.6 Fémionok hatasa az enzimaktivitasra

A kiilonb6z6 fémionok hatasat az enzim aktivitasara 5 mM koncentracioban, a Fe?* és Fe®*
ionok esetében 1 mM koncentracioban vizsgaltam. Eredményeimet a 26. 4bran mutatom be, melyen
a relativ aktivitadsokat tlintettem fel, 100 %-nak tekintve a fémion kiegészités nélkiil mért kontroll
minta aktivitasat. A Fe?*, K*, Ca?*, Fe®" és Mg?* esetén az aktivitas értékek 13-22%-0s ndvekedését
meértem, tehat ezek az ionok kismértékben fokozzak az enzim miuikodését.

Eredményeimmel ellentétben Wyss és munkatarsai (1999) megallapitottak, hogy kiilonb6z6
gombak (A. fumigatus, E. nidulans, A. niger, A. terreus) esetén a Fe?", Fe®" ionok inhibitorként

hatnak - 1 mM-os koncentracidban - a fitdz enzim miikddésére. Csakugy, mint a Cu?" és Mn?*
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ionok, melyek gatld hatasat megerdsitettem a T. lanuginosus IMI 096218 torzs fitaz enzime
esetében is, ahol kozel 70% aktivitas csokkenést tapasztaltam Cu®* ionok, s 20%-ot Mn?*
jelenlétében. Emellett a Zn?*, Ag®, Co?" ionok is gatoltdk a fitaz miikodését, jelenlétiikben a
maradék aktivitas 55 %, 49 % és 38 % volt. A T. lanuginosus IMI 096218 torzs fitaz enzimének
aktivitasara a Na* nincs hatassal.
Pichia pastoris ¢lesztdben kifejeztetett Neurospora crassa fitaz esetén (ZHOU et al. 2006) a Cu?*
ionok mar 1mM koncentracidéban is gatoltak, mig a Ca®", Mg?*, Fe?*, Co%**, Mn?*, Zn?" nem
befolyésoltak szignifikansan az enzim aktivitasat.

Ezzel ellentétben a Thermomyces lanuginosus TL-7 mutans torzs fitizanak aktivitasat a Cu®*
ionok nem gétoltak, azonban a Ca?*, Mg%*, Fe** K*, Mn%*, Na*, Ba*, Zn*" ionok mindegyike
csokkentette 5 mM-os koncentracioban alkalmazva (GULATI et al. 2007).
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26. abra Kiilonb6z6 fémionok hatasa a T. lanuginosus fitaz enzim aktivitasara
(Koncentracié: 5 mM, Fe?* és Fe** esetén 1 mM)

A mutans torzs fitdz enzimének legnagyobb mértékii csdkkenését a Mg?* jelenlétében mérték,
mig az 4ltalam vizsgalt torzsnél a Mg?" alkalmazasa sordn az aktivitds 13 %-kal ndvekedett. A
Sporotrichum thermophile fitaz enzimének serkentését is csupan Mg?" ion alkalmazasaval érték el,
mig a tobbi vizsgalt ion gatlé hatast mutatott 5 mM koncentracioban alkalmazva. Esetiikben a Zn?*
és Fe® ionok gatoltdk leginkabb az enzim miikodését, 40-60% aktivitas csokkenést idézve eld
(SINGH & SATYANARAYANA 2009), hasonloan a T. lanuginosus IMI 096218 torzs fitaz enzime
esetén mértekhez, ahol a relativ aktivitas 55%-ra csokkent Zn?* jelenlétében.
Eredményeim arra utalnak, hogy a gétld hatas alakuldsa az alkalmazott koncentracié mellett
jelentds mértékben fligg a mikroba, illetve azonos mikroorganizmus esetén az egyes torzsek

genetikai felépitésétdl. A két Thermomyces lanuginosus torzs — IMI 096218 és a TL-7 mutans
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(GULATI et al. 2007) - fitaz enzimének aktivitasat az egyes fémionok jelentés eltérésekkel
befolyasoljak, éppen ezért a gyakorlati alkalmazas szempontjabol fontos meghatarozni minden torzs
esetén a fémionok hatésat is.

A T. lanuginosus IMI 096218 torzs esetében a Ca?* az enzim miikodését fokozta, a kontroll
mintahoz képest 18 %-os aktivitds novekedést hatdroztam meg. A Ca?* ionnak jelentds szerepe van
az enzim mukodésében, kiillondsen a P-propeller fitazok esetén, melyek elsGsorban Bacillus
fajokbol izolalhatok. Bacillus amyloliquefaciens DS11 termostabilis fitaz enzimével végzett
vizsgalatok soran megallapitottik, hogy Ca?* jelenléte sziikséges a fitdtok hidroliziséhez, ugyanis az
enzim aktivalasa az aktiv centrumban megkotott kalcium ionnal kezdddik. A szubsztratumnak is
sziikséges Ca?" iont tartalmaznia, mert e fitdz csak a kalcium-fitat komplexet képes hidrolizalni.
Valojaban mind a feleslegben jelenlévd Ca?*, mind a felesleges szabad fitat, amelyek nem 1épnek
komplexbe egymassal, kompetitiv inhibitorként szolgalnak (OH et al. 2001). A Thermomyces
lanuginosus eredetii fitaz enzim kristalyszerkezete még nem ismert, napjainkig lipaz
(BROZOZOWSKI & SAVAGE, 2000) ¢s xilanaz (GRUBER et al. 1998) enzimei esetében tortént

szerkezet meghatarozas.

5.4 Mezofil Aspergillus eredetii fitaz enzim fermentacio

5.41 Torzsszelekcio

crer

5 (W/V)% rizsliszt tartalmt tapkozegen. Eredményeim a 27. abran lathatok. A legjobb fitaz aktivitast
az A. niger FO0735 torzs mutatta, melynél az 5. napon az aktivitas 665 U/l volt.

Az aktivitas folyamatos novekedését tapasztaltam még az A. awamori FO0030, az A. niger
F00714, FO0722, F0O0720 ¢és FO0770 torzsek esetén is, mig a tobbi vizsgalt torzsnél a 4. napon volt
maximalis az enzimtermelés. A fitdz termelésre iranyuld tovabbi optimalasi kisérleteimhez az A.

niger FO0735 torzset valasztottam.
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Fitaz aktivitas (U/l)

5 nap
4 nap
3 nap

Aspergillus torzsek

27. abra Aspergillus torzsek rangsorolasa fitaz aktivitasuk alapjan
(5% rizslisztes tapkozeg, 28° C, 220 rpm)

5.4.2 Tapkozeg osszetétel optimalasa

5.4.2.1 Szénforrds hatdsa

Az Aspergillus niger FO0735 torzs jo novekedést mutat PDA vagy Czapek agaron, azonban a
Czapek agar foszfor tartalmanak csokkentésével — mely az enzimtermelés fokozéasat célozza — a
biomassza mennyisége is csokken. Ez is bizonyitja, hogy mind a szénforrds, mind a foszfor forras
meghatarozo szerepet jatszik a gombak novekedésében. Kiilonbozé természetes szubsztratumok
(rizsliszt, borsoliszt, Kkukoricaliszt, kukoricakeményitd, kukoricadara, szodjaliszt, buzaliszt és
buzadara) alkalmazasaval vizsgaltam a fitaz termelés alakulasat A. niger FO0735 torzsnél egy hetes
fermentacid soran, s a kapott eredményeket a 28. dbran mutatom be.

A vizsgilt természetes szubsztratumok koziil a rizsliszt tartalmi tapkozegben mértem a
legnagyobb aktivitast, mig szdjaliszten és kukoricadaran csekély fitaz termelés volt kimutathato.
Buzadara, kukoricaliszt, arpaliszt, buzaliszt és kukoricadara esetén az enzimtermelés folyamatosan
novekedett a 7. napig. Mivel rizsliszt esetén mar a 6. napon maximalis volt az enzimtermelés (1118
U/l), gazdasadgossagi szempontokat figyelembe véve, a fermentacié tovabbi kovetését mar nem
tartottam sziikségesnek. Irodalmi adatok alapjan, szintén 6-8 napos fermenticioval érték el a
maximalis fitdz aktivitast A. niger termeld torzs alkalmazasaval kukoricakeményité tartalmu
tapkozegben (CASEY & WALSH 2004; GARGOVA & SARIYSKA 2003). Bar az Aspergillus sp.

81



5990 eredetti fitaz és foszfataz aktivitasa mar a 4. napon elérte maximumat, s annak ellenére, hogy a
sejttomeg és a fehérje koncentracio valtozatlanul ndvekedett, tovabbi aktivitds novekedés nem volt

tapasztalhat6 a fermentacio 8. napjaig (KIM et al. 1999).
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28. abra. Kiilonb6z6 természetes szubsztratumok hatasa az A. niger F00735 fitaz aktivitasara
(5% koncentracio, 28° C, 220 rpm)

Vizsgalataim alapjan Kukoricaliszten megvalositott fermentacional csupan max. 500 U/l az
aktivitas, mely kb. a fele a rizsliszten mért értékeknek, kukoricadaran pedig a 10 %-at sem éri el
(50-80 U/l). GARGOVA ¢és munkatarsai (2006) 5 (w/v) % kukoricakeményité tartalmu
tapkozegben A. niger 307 torzs alkalmazasaval 324 nkat/mL (190 U/l) enzimaktivitast mértek.
Eredményeim alapjan azt tapasztaltam, hogy a nagyobb fitinsav tartalmu fermentéacios tapkozeg
(kukoricaliszt, buzadara, rizskorpa) alkalmazaséaval kisebb fitdz termelés érhetd el.

Egyes kutatocsoportok az egyszerli cukrok alkalmazasaval értek el hatékony fitdz termelést:
SONI ¢és KHIRE (2007) a gliikozt és a fruktozt talaltdk a legjobb szubsztratumnak a konnyen
metabolizalhat6 cukrok koziil A. niger NCIM 563 torzs fitdz termelésének vizsgalatakor. EBUNE
és munkatarsai (1995) A. ficuum esetén a maximalis fitaz termelést 5,2% gliikoz koncentracional
tapasztaltak. 2% gliikoz, illetve 2% galaktoz tartalmu tapkozegen kovetve a fitdz aktivitas
alakulasat, csekély mértékii enzimtermelést tapasztaltam. Az enzimtermelés indukalhatosagat
vizsgalandé a glik6éz és galaktdoz tartalmi fermentacios tapkozegeket 1% natrium-fitattal
egészitettem ki, valamint a natrium-fitatot 6nmagaban is alkalmaztam szubsztratumként. A natrium-
fitat egyediili szénforrasként valo alkalmazasaval készitett tapkozegekben nem detektaltam fitaz

aktivitast. Az egyszerli cukrokat és natrium-fitatot tartalmazo tapkozegen az aktivitds az 5. napon
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haladta meg a Na-fitat kiegészités nélkiili kzegben mért aktivitas értékeket, azonban a komplexebb
2% rizsliszt tartalmua tapkdzegen tobbmint 10-15-szeres volt az enzimaktivitas.

GARGOVA & SARIYSKA (2003), valamint CASEY & WALSH (2004) kutatasaik soran
nem tapasztaltak a Na-fitat indukalo hatasat. A fitdz csokkenés Osszefliggésben lehet az enzim
szintézis foszfor gatlasaval. E jelenség magyarazatdul szolgalhat, hogy a fitdz gén kifejezodését a
szervetlen foszfor jelenléte befolyasolja. SHIEH és munkatarsai (1969) megfigyelései alapjan a
gomba extracellularis fitdz termelését indukalja a tdpkozegben 1évo limitald szervetlen foszfat
koncentracio. Fitat tartalmu szintetikus tapkozeget alkalmazva egyediili foszfor forrasként nehéz
megmondani, hogy az enzim termelést a fitat indukalja, vagy a foszfor hianya (KEROVUO 2000).

Osszességében megallapithatd, hogy a rizsliszt fitat tartalma (=5 mg/g azaz 250 mg/I
tapkozeg) elegendd a fitaz termeléshez. Rizsalapu fitaz enzim fermentaciorél a szakirodalomban
igen kevés informacié taldlhat6. FUJITA és munkatarsai (2001) a japan szaké készitésekor
Aspergillus oryzae (KL-38) fitaz termeld mutanssal készitett rizs kojit is alkalmaztak, tapanyag
kiegészitésként. Tovabba az Aspergillus fitaz enzimének alkalmazasa kovetkeztében ndvekedett az

¢lesztd hozam, s az alkoholos fermentaci6 hatékonysaga.

5.4.2.2 Nitrogén forrds hatdsa

A legkedvezOobb szénforrds kivalasztasa mellett fontosnak tartottam azon nitrogénforras
kivalasztasat, mellyel a rizsliszt tartalmi kozegben a legnagyobb fitaz aktivitas érhetd el. A két
legalapvetdbb nitrogénforrast a nitratok és az ammoniumsok jelentik a gombdk szamadra, hiszen
ezek koncentracidja a természetes kornyezetben is igen jelentds lehet. Ennek megfeleléen a
natrium-nitrat (8,6 g/l) helyett — azonos nitrogéntartalom beallitasaval — vizsgaltam az ammonium-
acetatot (7,81 g/l), az ammonium-szulfatot (6,69 g/1), illetve egy szerves nitrogén forrast, a

karbamidot (3,04 g/l). Fermentacios kisérletem eredményeit a 29. abran foglaltam 6ssze.
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29. abra Kiilonb6z6 nitrogénforrasok hatasa az Aspergillus niger F00735 torzs fitaz
szintézisére (28° C, 220 rpm)

A legkedvezdébb nitrogénforrdsnak a natrium-nitrat bizonyult 1400 U/l feletti kimagaslo
értékkel, mig ammoénium-acetaton 230 U/l, ammoénium-szulfaton 274 U/l maximalis fitaz aktivitast
mértem az 5. napon. A szerves nitrogénforrason, a karbamidon a térzs gyengén szaporodott, a
maximalis fitdz aktivitds csupan 153 U/l volt. Az ammoniumionok esetében mért alacsonyabb
értékek oka lehet a savas kozeg, mely a gomba ammoéniumion felhasznéaldsanak kovetkezménye.
Eredményeim alapjan az alkalmazott fermentacids tapkdzeg nitrogénforrasaként a natrium-nitrat
megfeleld, hasonloan szamos Aspergillus niger eredetli fitaz fermentacio esetén tapasztaltakkal

(GARGOVA et al. 2006, SARIYSKA et al. 2005, BHAVSAR et al. 2011).

5.4.2.3 A szén- és nitrogénforrdsok optimdlis koncentrdciéjanak meghatdrozdsa

Az A. niger FO0735 torzzsel megvaldsitott fitdz enzim fermentacio fitdz hozamanak novelése
céljabol kozponti elrendezésti kisérlettervezési modszert hasznaltam, a rizsliszt és a natrium-nitrat
Na-nitrat, a kovetkezd 1éptéktényezOk alkalmazasaval: 1,5 (W/v)% a rizsliszt és 0,2 (w/v)% a Na-
nitrat esetén.

A kisérleti eredmények értékelése Statistica 9 programcsomag segitségével tortént, a modell
megfeleloségét variancia analizissel elemeztem (ANOVA), melynek segitségével a kovetkezo

masodfokl polinom modellt kaptam:
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7=-846-634x+50x?+7712y-5510y?+273xy

ahol:  z fitaz aktivitas a 6. napon (U/I)
X rizsliszt koncentracioja (W/v)%

y natrium-nitrat koncentracioja (w/v)%

A 30. abrén lathat6 kétdimenzios hatdsfeliiletr6l meghatdrozhatok a maximalis aktivitds elérés¢hez
tartozod rizsliszt és Na-nitrat koncentraciok. A NaNOs mennyiségének ndvelése vagy csokkentése
nem eredményezi a fitdz termelés fokozasat, igy mennyisége a kdézponti pontként valasztott érték:
0,86 (w/v)% NaNOgz, optimalis a fitaz termeléshez. Az adott kozponti elrendezésii kisérlettervezési
modszerrel meghatarozott rizsliszt koncentracid, mely a legnagyobb fitdz aktivitdst eredményezi:
7,1 (W/v)%. Osszességében a 0,86 (W/v)% Na-nitrat mellett 7,1 (W/v)% koriili rizsliszt koncentracio
alkalmazéasaval 1500 U/l fitaz aktivitds varhatd a fermentidcid 6. napjan. Bar a rizsliszt
eredményezné, szubmerz koriilmények kozott a tovabbi emelés nem megvalosithato a kozeg erdsen

viszkdzus volta miatt.
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fitaz enzim aktivitasara (28° C, 220 rpm)

A statisztikai elemzés alapjan (15. tablazat) mind a rizsliszt, mind a Na-nitrat egyediili els6- és
masodfoku hatasa, valamint egyiittes hatasuk is szignifikdnsan befolyésolja a fitdz enzim termelés
alakulasat. Minden esetben a p-érték kisebb p<0,05-nél, azaz a két faktorrdl bebizonyosodott, hogy

legalabb 95%-o0s biztonsagi szinten enzimtermelést befolyasold hatasuk van.
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optimalis rizsliszt és Na-nitrat meghatarozasahoz

erer

Faktorok Négyzetésszeg | Szabadsagi MS F p érték
(SS) fok (df)

(1) rizsliszt (w/v%) (L) 187131 1 187131,2 | 349,1020 | 0,000335
rizsliszt (w/v%) (Q) 81243 1 81243,7 | 151,5621 | 0,001154
(2) Na-nitrat (w/v%) (L) 50828 1 50828,0 | 94,8221 | 0,002301
Na-nitrat (w/v%) (Q) 310917 1 310917,4 | 580,0309 | 0,000157
1L by 2L 26895 1 26895,0 | 50,1739 | 0,005787
llleszkedési hiba 936432 3 312144,1 | 582,3193 | 0,000120
Tiszta hiba 1608 3 536

Szubmerz fitaz fermentaciok soran kiilonbozé A. niger torzsekkel elért aktivitas értéket
tekintve, eredményeim meghaladjak a kukoricakeményitén AHMAD ¢és munkatarsai (2000) altal
mért 1075 U/, illetve GARGOVA ¢és munkatarsai (2006) altal A. niger 307 torzs alkalmazasaval
kapott 324 nkat.mI™ (190 U/1) értékeket. PAPAGIANNI és munkatarsai (1999) kukoricakeményitd
tartalma tapkozegen az enzimtermelés fokozéasat bluizakorpaval torténd kiegészitéssel valositottak

meg, mellyel 20%-os aktivitas novekedést, s 8000 U/l aktivitast értek el.

5.4.2.4 Tapkozeg pH-ja

A fermentaciés tapkozeg kiindulasi pH-janak hatdsat kivantam megvizsgalni a fitaz
termelésre vonatkozéan. pH=3,5-5,5 kozotti tartomanyban Na-acetat puffert, pH=5,5-8,5 kozott
Tris-maleat/NaOH puffert alkalmaztam. Megallapitottam, hogy az Aspergillus niger FO0735 torzs
nem szaporodott pH=3,5-4 ¢értékre beallitott tapkdzegekben, s minimalis fitaz aktivitast mértem Na-
acetattal beallitott 4,5-5,5 kozotti pH értékii fermentacios kozegekben is. Tris-maleat/NaOH
pufferrel készitett pH=5,5 és pH=6 értékli tapkozegekben mértem a maximalis fitdz aktivitast, mely
a kontrollal — azaz a desztillalt vizzel készitett rizslisztes tapkozeggel — kozel azonos értékeket
mutatott. A pH tovabbi novelése az enzimaktivitas csokkenésével jart. A legjobbnak bizonyult
pH=5,5 és pH=6 kiindulasi értékekkel, valamint a kontroll mintdval megismételtem a fermentéciot.
Eredményeimet a 31. dbran mutatom be. A kezdetben beallitott pH értékek - kiilondsen a Tris-
maleat/NaOH pufferrel készitett kozegekben - mar a fermentacié harmadik napjan is jelentésen
lecsokkentek, és azt kovetéen folyamatosan pH=3 értéken, illetve azalatt maradtak. A kontroll

mintaban, mely desztillalt vizzel késziilt, a pH=3,3-3,4 értékii volt.
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31. abra. A fitaz aktivitas és a pH alakuldsa kiilonb6z6 kiindulasi pH értéki

tapkozegekben

Osszehasonlitva a pH allitas nélkiili kontroll mintat, valamint a pufferrel készitett tapkdzegeken
mért fitdz aktivitasokat megallapithato, hogy pH szabalyozas nélkiil a 3., 4. és 5. napon is magasabb
értékeket mértem. A fermentacid 6. napjan, az eredmények kozel azonos értéket mutattak a

kiilonb6z6 kiindulési pH értékek esetén (1500-1600 U/1), ebbdl adddoan feleslegesnek itéltem a

crer

Tobb kutatocsoport is végzett hasonld kisérleteket Aspergillus eredeti fitaz fermentaciok
soran, s a legjobb enzimtermelést abban az esetben kaptak, ha a kiindulasi tapkozeg kémhatasa
enyhén savas tartomanyban volt. Aspergillus sp. 5990 fitaz termelése soran, 4 napos fermentacio
utan a maximalis enzim- és biomassza hozamot pH=6,0 és 7,0 kozotti kiindulasi érték
eredményezte (KIM et al. 1999). Aspergillus niger esetén pH=6,5, (VATS & BANERJEE 2002),
Aspergillus sp. 307 savas foszfatazanal pH=5 kiindulasi érték (GARGOVA & SARIYSKA 2003), s
szintén savas tartomanyban — pH=5,5-5,8 kiindulasi értékkel — fermentaltak buzakorpaval
kiegészitett kukoricakeményit6 tartalmi tapkozegen (PAPAGIANNI et al. 1999), a maximalis
enzimtermelés eléréséhez. Osszességében megallapithatd, hogy az Aspergillus eredetii fitaz
készitett fermentacios tapkozeggel sem érhetd el jelentdsebb aktivitds novekedés, a fermentaciokat

tovabbra is desztillalt vizzel készitett tdpkozegekben valdsitottam meg a kezdeti pH allitasa nélkiil.
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5.4.2.5 Az optimalis inokulum mennyiség és tapkozeg térfogat meghatdarozdsa

A kovetkez6kben az alkalmazott inokulum mennyiség hatdsat kivantam vizsgalni az
Aspergillus niger F00735 torzs fitdz termelésére. Az enzimfermentaciok megvalositasa soran
elényds tulajdonsdg a pelletes morfologiai novekedés. Az adott torzs esetén is megfigyelhetd e

novekedési forma mind az inokulum, mind a fermentacios tapkozegben 48 ora utan (32. abra).

B

32. abra A. niger FO0735 torzs pelletes novekedése inokulum (A) és rizslisztes (B) tapkozegben
(28°C, 48 ora)

Az inokulum tdpkdézeg mennyiségi optimaldsa mellett vizsgaltam a lombikban 1évd
fermentacios tdpkozeg mennyiségének és a névleges térfogat aranyanak hatdsat is az enzimaktivitas
alakulasara. A kisérlethez kontrollként az eddigiekben alkalmazott 500 ml-es Erlenmeyer
lombikokban 150 ml toltottség melletti 5 tf% inokulum mennyiségekkel inditott fermentacio
enzimaktivitasa szolgalt. Vizsgaltam 1000 ml-es és 500 ml-es Erlenmeyer lombikban megvalositott
fermentaciok sordn az enzimaktivitds alakulasat kiilonbozd toltottség és inokulum mennyiség
mellett (16. tablazat).

16. tablazat. A tapkozeg és lombik térfogata, valamint aranyuk az egyes kisérleti
beallitasoknal

Tapkozeg térfogat Lombik térfogat Arany
100 ml 500 ml 0,2
150 ml 500 ml 0,3
150 ml 1000 ml 0,15
300 ml 1000 ml 0,3

A kiilonb6z6 kisérleti beallitdsok soran a 6. napon kapott ereményeim lathatok a 33. dbran.
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33. abra A kiilonb6z6 tapkozeg térfogat/lombik térfogat és az inokulum mennyiség hatasa a
fitaz enzim alakulasara (28°C, 220 rpm, 6. nap)

Megallapithatd, hogy a tapkozeg és a lombik térfogat aranyanak novekedésével az enzim
aktivitasa csokken. Abban az esetben a leghatékonyabb a fitdz enzim termelése, ha 1000 ml
lombikban 150 ml fermentacios kozeget alkalmazunk, ebben az esetben nagyobb a levegdztetés
mértéke, az oxigénatadasi viszonyok javulnak. Az oxigénnek a levegébdl a sejtben 1évé enzimekig
val6 eljutasaig vezetd szamos 1épés koziil szubmerz fermentacio esetén a gaz-folyadék hatarfeliilet
ellenallasa a legnagyobb, igy ez a sebesség-meghataroz6 folyamat. Az intenzivebb folyadék mozgas
noveli a gaz-folyadék feliillet nagysagat, emellett a folyadék mozgisa miatt a hatarfeliileten
kialakul6 oxigén koncentracid gradiens is nagy lesz, nd a hajtoerd.

Az inokulum mennyisége nincs jelentds hatassal az enzim aktivitasara. Bar 300 ml t6ltottség
mellett 10 tf% inokulum mennyiséggel nagyobb aktivitds érheté el, mint 5 tf% inokulum
alkalmazasaval, de az igy mérheté maximalis aktivitds is csupan harmada a 150 ml toltottség
mellett elért értékeknek. 100 ml t6ltottségnél is magasabb értéket kapunk a kontroll mintahoz
képest, hisz ebben az esetben is novekszik a levegdztetés mértéke. Mindezek alapjan
megallapithatd, hogy 1000 ml-es lombikban 150 ml fermentacids tapkozeget 5 tf% inokulummal
beoltva a fitaz aktivitas tovabbi 20%-kal novelheto.

5.4.2.6 Feliiletaktiv anyagok hatdsa

Az A. niger F00735 torzs fitaz enzim kivalasztasanak fokozasa végett, kiilonb6z6

feliiletaktiv anyagok hatasat vizsgaltam az optimalt dsszetételti (0,86 % natrium-nitrat és 7,1 %

89



rizsliszt) fermentacids tapkozegben. Az egyes feliiletaktiv anyagokat — Tween 20, Tween 40,
Tween 60, Tween 65, Tween 80, Tween 85 és Triton X-100 — 0,1 (w/v)%-os koncentracioban
adtam a tapkdzeghez és mértem az enzimaktivitds alakuldsat a fermentacié sordn. A vizsgalt
feliiletaktiv anyagok hatasat a kontroll mintdhoz hasonlitottam, mely feliiletaktiv anyag
kiegészités nélkiil késziilt, s a 7. napon kapott relativ aktivitas értékeket dbrazoltam (34. 4bra).

A kiilonbozd feliiletaktiv anyagok alkalmazasaval a fitaz aktivitds novekedett a kontroll
mintahoz képest, azonban a ndvekedés mértéke nem volt tobb 10-16 %-nal. A 16 %-os novekedést
Tween 20 alkalmazasa esetén értem el. Triton X-100 is fokozta az enzim kivalasztasat - a legkisebb
mértékben ugyan — annak ellenére, hogy a szakirodalomban enzimaktivitas gatlo hatasarol
talalhatok feljegyzések: EBUNE és munkatarsai (1995) vizsgalatai alapjan az Aspergillus ficuum
fitdz enzime gatlodott a Triton X-100 hasznalata soran, s ugyanezt tapasztaltdk EL-BATAL ¢s
KAREM (2001) A. niger, valamint AL-ASHEH és DUVNJAK (1994) A. carbonarius fitaz
enziménél. Ennek az eltérésnek oka lehet, hogy kiilonb6z6 torzsek esetében, eltérd

koncentraciokban alkalmaztak a feliiletaktiv anyagokat.
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34. abra A relativ aktivitas alakulasa kiilonb6z6 feliiletaktiv anyagok esetén a fermentacio
7. napjan (0,1 (w/v)% koncentracio, A. niger F 00735 torzs)

A legjobbnak talalt Tween 20 esetében kiillonb6zé koncentraciok alkalmazasaval - 0,05
(Wi)%, 0,1 (Ww/\)%, 0,2 (w/v) %, 0,3 (WV)%, és 0,4 (W/V)% - vizsgaltam a fitdz aktivitas
alakulasat. Az eredményeket a 35. dbran mutatom be. 0,1 %-os koncentracio alkalmazésa nem

mutatott novekedést az enzimaktivitasban, st 0,2 %-nal nagyobb koncentracidoban alkalmazva a

Tween 20 feliiletaktiv anyagot, az enzim aktivitas csokkenése figyelheté meg. NEMEC ¢és
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JERNEJC (2002) Aspergillus niger pektolitikus enzimének kivalasztasat 0,1 (w/v)% Tween 80
alkalmazasaval 70 %-kal novelték. LI és munkatarsai (2001) kutatasai szerint az Acinetobacter
radioresistens lipaz termelése fokozhaté 0,3 (w/v)% Tween 80 kiegészitéssel. Magasabb
koncentracio alkalmazédsa ebben az esetben is gatld hatast okozott. Annak ellenére, hogy a
feltiletaktiv anyagok altalaban eldsegitik az enzimek kivalasztasat megfelelé koncentracioban
alkalmazva, az Aspergillus niger FO0735 torzs esetén e hatas nem jelentés, s a koncentracio
novelésével gatlo hatas figyelheté meg. Eredményeim alapjan tehat e torzs fitaz fermentacidja soran

feltiletaktiv anyag kiegészitéssel nem novelhetd az enzim szekrécio.
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35. abra Tween 20 kiilonb6z6 koncentracidinak hatasa az Aspergillus niger fitaz enzimének
kivalasztasara

5.5 Aspergillus niger eredetii fitaz enzim tisztitasa

Az enzim jellemzéséhez sziikséges homogenitasig tisztitott fehérje kinyeréséhez a hat napos
fermentacio tenyészlevének sziirletébdl a fehérjek elvalasztasat frakcionalt ammonium-szulfatos
kicsapassal valositottam meg. El6szor 80 %-os telitettséget allitottam be, s a csapadékkal a kisérd

fehérjék egy részét elvalasztottam.
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36. abra A. niger eredetii fitaz enzim tisztitasi eljaras
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Ezt kovetden 100 %-os telitettségig adagolva az ammonium-szulfatot, egy éjszakas 4 °C-on
torténd pihend utan, a tobbi fehérje is kicsapodott a fermentlébdl. A csapadékot centrifugalassal
Osszegyljtottem, pH=5,5 natrium-acetat pufferban visszaoldottam, majd Amicon ultrasz{ird
berendezéssel 10 kDa vagési értéki membranon somentesitettem €s koncentraltam a mintat. A
fehérje oldatbol a fitdz enzim elvalasztdsat FPLC berendezéshez csatlakoztatott kromatografias
oszlopokon végeztem. A tisztitas folyamatat a 36. abran foglaltam Gssze.

Elsé 1épésként DEAE Sepharose CL-6B tdltetet tartalmazd oszlopot (2,5 cm x 30 cm)
alkalmaztam, melyet TRIS/HCI pufferrel (50 mM, pH=7,2) egyensiulyba hoztam. A megkotott
fehérjéket 0 M és 1 M kozotti NaCl sogradienssel eludltam 10 ml-es frakciokat szedve. Az egyes
kromatografids lépések kozott megmértem a frakciok fehérjetartalmat 280 nm-en, valamint a fitaz
enzim aktivitasat, mely alapjan a fitdz aktivitdst mutato frakciokat egyesitettem és ultrasztiréssel
koncentraltam.

Az enzim tovabbi tisztitasa gélsziréssel tortént, Sephacryl S-200 toltett (1,5 cm x 100 cm)
gyantat alkalmazva. 50 mM Na-acetat pufferrel (pH=5,5) 0,4 ml/perc aramlasi sebesség mellett
eludltam a megkotott fehérjéket, 7 ml-es frakciokat szedve. Az aktivitast mutatd frakciokat
ultrasziirés utan a kovetkezd tisztitasi lépésre vittem. A kromatofokuszalashoz PBE94 gyantat
alkalmaztam, s az oszlopot (1 cm x 30 cm) imidazol/HCI pufferrel (pH=7,0) egyenstlyba hoztam.
A minta felvitele utdn, a megkotott fehérjék lemosasa polipuffer74/HCI puffer (pH=4,0)
segitségével eldallitott pH gradienssel tortént 1 ml/perc aramlasi sebességgel, 3 ml-es frakciokat
szedve. Az aktiv frakciok Osszegylijtése és ultrasziirése utan hidrofob koélcsonhatason alapuld
kromatografiat alkalmaztam az enzim tovabbi tisztitaisahoz. A Phenyl Sepharose high-sub gyantat
tartalmazo oszlopot 50 mM Na-acetat puffer (pH=5,5, 1,3 M (NH4)2SO4) segitségével telitettem,
majd injektaltam a mintat. A megkotott fehérjéket 1,3 M — 0 M ammonium sogradienssel mostam
le. E tisztitasi 1épés kromatogramjat a 37. abran mutatom be.

A kromatogramon jol lathat6 a tisztitasi eljaras végeredményeként kapott két elkiiloniilt fehérje
csucs, melyek fitaz aktivitdst mutattak. Kiilon-kiilon gyljtottem Ossze a frakciokat, s a két csucsot
fitaz 1.-nek, valamint fitaz I1.-nek neveztem. Amicon ultraszlir6 egységgel torténd dializalas és
koncentralas utan, megmértem az enzimaktivitasokat: a fitaz 1. 9891 U/, a fitaz I1. pedig 3026 U/I
aktivitast mutatott. A kinyert enzimek homogenitasat és molekula tomegét SDS-poliakrilamid-
gélelektroforézissel hataroztam meg (LAEMMLI, 1970). A 38. abran lathato elektroforetogramon
egy-egy fehérjesav jelzi a homogén fitdz enzimeket. Mivel mindkét fehérje fitdz aktivitassal

rendelkezik, és a molekulatomegiik kiilonb6zd, feltételezhetd, hogy két fajta fitdz enzimrdl van szo.
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37. abra Hidrofob kolcsonhatason alapulé kromatografias tisztitasi 1épés kromatogramja
(Phenyl Sepharose high-sub) (Abs 415 nm — fitaz aktivitas, Abs 280 nm fehérje tartalom)

Fitaz |
200 kDa

116,2 kDa
97,4 kDa

66,2 kDa

45 kDa
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Fitaz Il

38. abra. Az A. niger F00735 torzs eredetii fitaz enzimek elektroforetogramja
1: fehérjék kromatofokuszalas utan, 2: Fitaz 1, 3: Fitdz II, M: molekulamarkerek: 200 kDa miozin; 116,2 kDa
B-galaktozidaz; 97,4 kDa foszforilaz; 66,2 kDa marha szérum albumin; 45 kDa ovalbumin; 31 kDa anhidraz

A tisztitasi folyamat eredményeként kapott fehérjéket 15,3%-ban sikeriilt kinyerni, 25,7-

szeres tisztulast elérve. A tisztitasi folyamat anyagmérlegét a 17. tdblazatban foglaltam 6ssze.
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17. tablazat: A. niger F00735 torzs fitaz enzimeinek tisztitasi lépései és a folyamat jellemzoi

o Ossz. Ossz. | Specifikus Kitermelés
LEPESEK aktivitas | fehérje aktivitas (%) Tisztulas
(V) (mg) (U/mg)

FERMENTLE 414 88,0 4,7 100,0 1,0
KICSAPAS UTAN 336 10,8 31,2 81,2 6,6
i%ﬁffgégm/\ 292 5,7 51,3 70,6 10,9
GELSZURES 62 1,6 38,5 15,0 8,2
KROMATOFOKUSZALAS 99 14 68,7 23,9 14,6
rordesdicsowniss | g | 1

Fitéz I. 43 0,4 98,9 10,5 21,0

Fitéz II. 20 0,9 22,2 4,8 4,7

Tobb  kutatocsoport  foglalkozott Aspergillus torzsek extracellularis fitdz enzimeinek
tisztitasaval (18. tablazat). A. niger 307 torzs fitaz enziménél csupan két kromatografias oszlopot -
Sephadex G-100 és DEAE-Sepharose CL 6B - alkalmazva homogén fitaz enzimet kaptak, s 30-
szoros tisztulast és nagy specifikus aktivitast (5662 nkat/mg) értek el, azonban a kitermelés csupan
3,81% (SARIYSKA et al. 2005).

18. tablazat Aspergillus torzsek tisztitasi hatékonysaga

Mikroorganizmus Kitermelési % Tisztulasi faktor Hivatkozas
A. niger 307 3,81 % 30 SARIYSKA et al. (2005)
A. niger 11T53A9 20,3 % 51 GREINER et al. (2009)
A. oryzae 18 % 38,9 SHIMIZU (1993)
A. ficuum 58 % 22 ULLAH és GIBSON (1987)
A. niger SK 57 2,5% 11 NAGASHIMA et al. (1999)
?ﬁgg‘;réi(ig;fn) 15,3 % 25,7 BUINA et al. 2007

A. niger 11T53A9 torzsnél ioncserés kromatografia és gélszlirés alkalmazasaval 4 1épésben
értek el S51-szeres tisztulast 20,3% kinyeréssel (GREINER et al. 2009). SHIMIZU (1993) A. oryzae
fitaz enzimének tisztitasat 7 1épéssel valositotta meg, s 38,9-szeres tisztulas mellett 18 %-o0s volt a
kinyerés. ULLAH és GIBSON (1987) A. ficuum fitaz enzimét harom kromatografias 1épésben
valasztotta el a tobbi fehérjétdl, 22-szeres tisztulast érve el, 58 % kinyerés mellett. Szilard
szubsztratumu fermentacioval eldallitott A. niger SK 57 eredetli fitdz enzim tisztitdsa soran
11-szeres tisztulast értek el 2,5 % kinyeréssel (NAGASHIMA et al. 1999). A tisztitds soran
alkalmazott modszerek koziil leggyakrabban az ioncserés kromatografia és a gélsziirés fordult elo.
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Az altalam elért eredmények nem allnak tavol e kutatocsoportok Aspergillus tisztitasa soran kapott

értékeitol.

5.6 Aspergillus niger eredetii fitaz enzim jellemzése

5.6.1 Molekulatomeg

A molekulatomeg meghatarozast SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel valositottam meg. A
fitaz 1. molekulatomege 117-120 kDa koriili, mig a fitdz 1. molekulatomege 65-67 kDa volt (38.
abra). CASEY és WALSH (2003, 2004) Aspergillus niger ATCC 9142 torzs tisztitasa soran 84 kDa
molekulatomegti, valamint Rhizopus oligosporus ATCC 22959 t6rzs alkalmazasaval 120 kDa
molekulatomegli fitaz enzimet nyertek ki. Tovabbi Aspergillus eredetii tisztitott fitdz enzimek
molekulatomege: A. fumigatus 60 kDa (PASAMONTES et al. 1997), A. niger 11T53A9 torzs 85
kDa (GREINER et al. 2009), A. niger 92 torzs 100 kDa (DVORAKOVA et al. 1997), A. ficuum
NRRL 3135 torzs 85-100 kDa (ULLAH & GIBSON 1987) SDS-PAGE alkalmazasaval. SONI és
KHIRE (2007) A. niger NCIM 563 két fitaz enzimét tisztitottak, melyek molekulatomegét
gélsziiréssel hataroztak meg, ezek mérete 304 illetve 183 kDa, mely utalhat arra, hogy tobb
monomerbdl all. Az altalam tisztitott fitdz II. molekulatdmege megegyezik a Natuphos néven
forgalmazott A. niger eredeti fitiz SDS-PAGE modszerrel meghatarozott molekulatomegével, mely
66,36 + 2,44 kDa (WYSS et al. 1999b). A 117-120 kDa érték valamivel nagyobb, mint a fonalas
gombaknal tapasztalt molekulatomeg. A fitdz enzimek altaldban monomer fehérjék. Kivételt képez
az A. terreus eredetli fitdz enzim, mely szerkezeténél 6 alegységet Aallapitottak meg. Ez
molekulatomegében is megnyilvanul (214 kDa) (YAMAMOTO et al. 1972). VATS és BANERJEE
(2005) az altaluk izolalt hipertermelé A. niger van Tieghem torzs nagy molekulatomegébdl (353
kDa) kovetkeztettek a nativ fitaz oligomer szerkezetére, melyben egy monomer 66 kDa
molekulatomegii lehet.

Az izoelektromos pontot kromatofokuszalassal 4,2-4,7 értéknek becsiiltem. Ez teljesen
megegyezik a gomba eredetii fitazokra jellemz6 izoelektromos pont értékekkel, melyek altalaban
4,0 — 5,5 kozottiek, de ettdl eltéré pl. VATS és BANERJEE (2005) altal tisztitott A. niger eredetii
fitaz enzim, mely pl-je 3,8, vagy az A. fumigatus fitaza, melynek izoelektromos pontja 7,28 (WYSS
et al. 1999).

5.6.2 pH optimum

A tisztitott enzimkészitmény pH fliggését pH=1,5-9 kozotti tartomanyban vizsgaltam 60°C-on
Na-citrat/HCI, Na-acetat ¢és Tris-maledt/NaOH pufferek jelenlétében. Az aktivitdsmérés
eredményeként megallapithato, hogy a pH optimum a fitaz I. és II esetén is savas tartomanyban

talalhato. Eredményeim a 39. abran lathatok. A fitaz 1. esetén az Aspergillus fajokra gyakran
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jellemz6 pH=5,0, mig fitaz I1.-nél pH=3,5 értéknél mérheté a maximalis aktivitas. A pufferek
Osszetétele is befolyédsolta az enzimek aktivitdsat, a legmagasabb aktivitas értékeket Na-acetat
puffer alkalmazasaval értem el, azonos pH-n alkalmazott Na-citrat/HCI puffer esetén az aktivitas
20-50%-a a Na-acetaton mértéhez képest. A. terreus pH optimuma 5,0-5,5 és A. niger esetén is
mértek eredményeimhez hasonléan savas tartomanyban két pH optimumot, pH=2,2 és pH=5,0-5,5
értékeken (ULLAH & GIBSON 1987, WYSS et al. 1999a). A két pH optimummal rendelkez6

enzimek ipari alkalmazasa igen kedvezd lehet.
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39. abra A két Aspergillus niger F00735 torzs eredetii fitaz enzim, fitaz I (A) és fitaz II. (B)
pH optimuma

5.6.3 Homérséklet fiiggés

Mindkét fitdaz enzim esetén a hémérséklet aktivitasra gyakorolt hatasat 30°C-t6l 75°C-ig
terjedd tartomanyban vizsgaltam enzimaktivitds mérésen keresztiil. Megallapithatd, hogy mindkét
enzim 60°C-on mutatta a legnagyobb aktivitast (40. abra). A homérséklet tovabbi emelésével az
enzimaktivitas jelentésen csokkent: 65°C-on fitaz 1. esetén 38%-ra, fitaz II. esetén 27 %-ra, mig
75°C-on az aktivitas mérés 10 perces reakcio ideje alatt 25% illetve 22%-ra csokkent.

Megfigyelhet6 tovabba, hogy 75°C-on hasonlé mértékii az enzimaktivitas, mint 37°C-on.
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40. abra Aspergillus niger F00735 fitaz enzimeinek hémérséklet fiiggése

A kapott eredmények megfelelnek a szakirodalomban fellelhetd Aspergillus niger eredetii
fitaz enzimre vonatkozé optimalis hémérséklet értékeknek: A. niger SK-57 torzsnél 50°C
(NAGASHIMA et al. 1999), A. niger 92 torzsnél 55°C (DVORAKOVA et al. 1997), A. niger
NRRL 3135 torzsnél 58°C (ULLAH & GIBSON 1987), mig A. niger ATCC 9142 torzs esetén 65°C
(CASEY & WALSH 2003) értékeket allapitottak meg az egyes kutatocsoportok.

5.6.4 Stabilitas

A fitdz enzimkészitmény stabilitdsdt az enzimek homérséklet optimumahoz kozeli (50 °C,
55 °C ¢és 60 °C) homérsékleteken mértem. A mért adatok alapjan a kiilonb6z6 homérsékleteken a
felezési idok kozott jelentds kiilonbségeket tapasztaltam a két enzimnél, és megallapitottam, hogy a
fitaz I1. bizonyult stabilabbnak (19. tablazat). A legnagyobb eltérés 60 °C-on volt, ahol a fitaz 1. 1,5
oraig, mig a fitaz II. 54 oraig megdrizte aktivitasanak 50 %-at. 55 °C-on a fitaz 1. esetén 2 nap, a

fitaz I1. esetén 5 nap az enzimek felezési ideje.

19. tablazat Aspergillus niger FO0735 torzs tisztitott fitaz enzimeinek felezési ideje kiilonboz6
hémérsékleteken

o i 2 Felezési id6 (ora)
Hémérséklet — —
Fitaz I. Fitaz II.
60 °C 1,5 54
55 °C 48 120
50 °C 720 1440

50 °C-os hémérsékleten a stabilabbnak bizonyulo fitaz II. aktivitasanak 50 %-at, mig a fitaz I 25 %-

at megolrizte aktivitdsanak, 2 honap elteltével. Az altalam tisztitott fitdz enzimek stabilitasai
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messzemenden meghaladjak tobbek kozt DVORAKOVA és munkatarsai (1997) eredményeit,

hiszen az altaluk vizsgalt A. niger fitazanak felezési ideje 40°C-on 2 oéra.

5.6.5 Fémionok hatasa az enzimaktivitasra

A fémionoknak az enzim miikodésére kifejtett hatasanak vizsgalatat enzimaktivitds méréssel
hatdroztam meg, 5 mM koncentraciéban alkalmazva az egyes ionokat. A kontroll minta nem
tartalmazta egyik iont sem, ezt vettem 100 %-nak. A két fitdz enzim aktivitasara az egyes ionok
jelenléte eltérd hatassal volt (41. abra). A fitaz I. enzim elsddleges aktivatorai a Mg?* és Mn?* ionok
voltak, melyek esetében az aktivitas 2,7-szeresére novekedett. A Ca?* és Co?* ionok alkalmazasa
esetén a relativ aktivitas szintén jelentds, 2,4-szeres aktivitds novekedést tapasztaltam ez ionok
jelenlétében. A vizsgalt egyvegyértékii ionok koziil a Na® és K' alkalmazdsa mellett a relativ
aktivitas 200%-0s. Erdekes megjegyezni, hogy a fitaz I. enzim aktivitasat serkentd ionok koziil a

kétvegyértékiiek magasabb aktivitast eredményeznek, mint az egyvegyértékiiek.
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41. abra. Fémionok hatasa az Aspergillus niger eredetii fitaz I. és fitaz I1. enzimek
aktivitasara (Koncentraci6: 5 mM, 60 °C, pH=5 fitaz 1. és pH=3,5 fitaz II. esetén )
Osszességében megfigyelheté, hogy a fitdz II. enzimaktivitasit kevésbé modositottak a
fémionok, mint a fitdz 1. enzimét, 10 %-nal nagyobb eltérés csupan a Cu?" ion esetében
mutatkozott. A Cu®* a fitaz II. enzim esetében gatlé hatasu volt, mig a fitdz 1. aktivitdsat nem
befolyasolta, jelenlétében a kontrollal megegyezd aktivitds mérheté az adott koncentracioban.
SARIYSKA ¢és munkatarsai (2005) szintén vizsgaltak az ionok hatasat A. niger eredetli fitaz
enzimnél 100 nmol koncentracidban. Kisérleti eredményeik szdmos ion esetén megegyeznek az
altalam kapott eredményekkel: a Cu?* gatld hatasat szintén kimutattak, azonban a Mn?*, Zn?*, Co?*

csokkentették az enzim aktivitasat. Aktivatorként esetiikben is a Ca?* és Mg?* szolgalt.
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DVORAKOVA munkatarsaival (1997) a Ca®*, Mg?* és Mn?* kétvegyértékii ionok aktivalo hatasat
mutattak ki a vizsgalt A. niger torzs esetén 0,2 mM koncentracidban, mig a Cu?*, Zn#*, Hg?*, Sn 2",
Cd?* ionok gatoltak miikodésiiket. Ca?* aktivald hatdsa még 5 mM koncentracidban is érvényesiilt
Aspergillus niger van Teighem esetén (VATS & BANERJEE, 2005). CASEY ¢és WALSH (2003)
200 mM koncentracidban 1,5-szeres aktivitas novekedést tapasztaltak Aspergillus niger ATCC
9142 torzs fitaz enziménél Mg?*, Mn2?*, Cu?*, Cd?*, Hg?, Zn?" ionok jelenlétében, ellenben

mérsékelten gatlodott Ca®* mellett.

5.7 Uj tudoméanyos eredmények

1. Tizennégy termofil Thermomyces lanuginosus fonalas gomba t6rzs rangsorolasa alapjan a
legjobbnak itélt Thermomyces lanuginosus IMI 096218 torzsre fitdz enzim eldallitasi fermentacios
technologiat dolgoztam ki laboratoriumi koriilmények kozott. Fitinsav tartalmt szubsztratumokon -
szoOjaliszt, buzakorpa, kukoricaliszt, rizsliszt - vizsgdlva az enzimtermelést, 5% rizsliszten
tapasztaltam kiemelkedd extracellularis aktivitas értéket. Megallapitottam, hogy Tris-maleat/NaOH
pH=7,5 pufferrel készitve a tapkozeget, 5 % inokulum mennyiséggel inditva a fermentacidt, mar
2 nap alatt elérhetdé a maximalis enzimaktivitds. Tovabba bizonyitottam, hogy 0,1 % Tween 40

feliiletaktiv anyag alkalmazéasaval az enzimkivalasztas fokozhatdo (BUINA et al. 2011).

2. Tizenegy mezofil Aspergillus torzs rangsorolasa alapjan, a legjobbnak itélt Aspergillus niger
F00735 torzs extracelluldris fitdz enzim eldallitisara laboratériumi fermentacids technologiat
dolgoztam ki. Kiilonbozd, fitinsav tartalmi természetes szubsztratumokon — rizsliszt, borsoliszt,
kukoricaliszt, kukoricakeményitd, kukoricadara, szojaliszt, buzaliszt és buzadara — vizsgalva az
enzimtermelést, szintén rizsliszten értem el kiemelkedd aktivitas értékeket. Kozponti elrendezésii
kisérlettervezési modszerrel optimaltam a tapkozeg fobb Osszetevdit. 0,86% natrium-nitrat és 7,1%
rizsliszt alkalmazéasaval a kiinduldsi pH bedllitasa nélkiil az enzimtermelés haromszorosara

novekedett (BUINA et al. 2013).

3. Homogenitasig tisztitottam a Thermomyces lanuginosus IMI 096218 torzs extracellularis
fitaz enzimét. SDS-PAGE gélelektroforézissel egy 60 kDa koriili, valamint egy 90 kDa koriili
molekulatomegii sédv kiiloniilt el, mely alapjan feltételezhetd, hogy az enzim multimer jellegl.
Meghataroztam a tisztitott fitaz enzim fébb jellemzodit: a homérséklet optimuma: 70 °C, pH
optimuma pH=5,5 és pH=7,5. A Fe?* és aFe** 1 mM koncentracioban, a K*, a Ca®*, és a Mg?" ionok
5 mM koncentracioban aktivatorként, mig a Zn?*, az Ag*, a Co®*" és a Cu®" ionok 5 mM
koncentracidban gatlolag hatnak az enzim aktivitasara. Kinetikai paraméterei: Lineweaver-Burk
féle linearizaldsi modszerrel: Km=0,285 MM, Vmax=0,126 mM/perc, mig a Hanes-Woolf féle

linearizalasi médszerrel: Km=0,312 mM, vmax=0,132mM/perc Na-fitat szubsztratumon. Az enzim
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stabilitasdnak értékelése céljabol meghataroztam annak felezési idejét, mely 54-58°C kozotti

tartomanyban pH=5,0-7,5 értékek kozott nagyobb mint 100 perc.

4. Homogenitasig tisztitottam az Aspergillus niger FO0735 torzs fitaz enzimét, s két fitaz
aktivitassal rendelkezd fehérjét (fitaz I és fitaz II) kaptam. A tisztitott enzimek molekulatomege:
117-120 kDa (fitaz 1.) és 65-67 kDa (fitdz II). Az enzimek pH optimuma: fitaz I. esetén pH=5,0,
mig fitaz I1.-nél pH=2,5-3,5. Mindkét fitdz enzim 60°C-on mutatta a legnagyobb aktivitast. Ezen a
hémérsékleten a felezési idok fitaz I. esetén 1,5 o6ra, mig a fitdz II. esetén 54 o6ra. 50 °C-0s
hémérsékleten a fitdz II. 2 honap elteltével is megdrizte aktivitdsanak 50 %-at. Megallapitottam,
hogy a fitaz II. enzimaktivitasat a fémionok nem befolyasoltak jelentsen. A fitaz 1. enzimre 5 mM

koncentracidban a legkedvezébb hatdssal a Mg?* és a Mn?* voltak.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A kiilonbozo eredeti fitaz enzimek tulajdonsagait, katalitikus és fiziko-kémiai jellemzdit
meghatdrozzak azon szervezetek, amelybdl szdrmaznak. A mikroorganizmusok diverzitasanak
koszonhetden a mikrobidlis fitdzok igen eltérd tulajdonsdgokat hordozhatnak, igy a felhasznalasi
célok tamasztotta kornyezeti feltételeknek megfeleld enzimek gazdag forrasainak tekinthetok. A
tapanyagok biofelhasznalhatésaganak novelése érdekében alkalmazott fitaz készitménnyel szemben
elvaras, hogy ellenalljon a gyomor savas pH-janak és az emésztdenzimeknek, ezaltal megfeleléen
bontsa a fitinsavat a bélben. Tovabba megfeleld stabilitassal kell, hogy rendelkezzen a takarmény
eldallitasanal fellépd hohatassal szemben és megorizze aktivitasat. Takarmanyozasi célra ennek
megfeleléen az A. niger FO0735 torzs fitaz II. enzime igéretesnek latszik, mivel pH optimuma 2,5
¢és 3,5 kozotti tartomanyban taldlhatd, mely 50°C-on vizsgalva ilyen koriilmények kozott, 2 honap
utan is megtartotta aktivitdsanak felét.

A fitdz enzim uyjkeletli és fejlodd teriilete a humdn gydgydszatban vald alkalmazédsa. A
fitinsavbol megfelelé fitaz enzimkészitmények alkalmazasaval mioinozit-foszfat intermedierek
allithatok eld, melyek bizonyitottan jotékony élettani hatastiak. A daganatos betegségek kezelésébe
vald bevonasukrol szamos kutatasi eredmény talalhatd, melyekben elsddlegesen a mioinozit-
trifoszfatoknak tulajdonitanak nagy jelentdséget. A kiilonb6zd eredetli fitdz enzimek lebontasi
mechanizmusuk szerint csoportosithatoak, amelyek lehetnek 3-fitazok, 4/6-fitazok és 5-fitazok.
Ezek kiilonbozd lebontasi Utvonalakat, ezaltal kiilonbozd szerkezetli mioinozit-foszfatokat
eredményezhetnek. A fonalas gomba eredetli fitdzokra jellemzd, hogy a 3-fitazok kozé tartoznak,
azonban az elért eredményeim nem elegenddek a tisztitott enzimek besoroldsahoz. A téma
tovabbfejlesztéseként javasolhatd eziranyl enzimalkalmazési kisérleteket tervezni. A hidrolizis
termékek analizisébdl kovetkeztethetiink az adott enzimek mechanizmusara, tovabba 1éptékndvelést
kovetden az egyes intermedier termékek preparative HPLC technologiaval elvalaszthatoak és
szerkezet meghatarozdsuk NMR technikaval elvégezhetd. A foszfor csoportok helyzete és jelenléte
informaciot ad az elsddleges tamadasi helyr6l, valamint a szekvencialisan megvaldsulo
foszfatészterek hidrolizisérél, mely alapjan az enzimek besorolasa elvégezhetd. Ezen ismeretek
birtokédban lehetévé valhat a biokonverzid sordn kapott mioinozit-foszfatok gydgyaszati tesztelése
IS.

Kapott eredményeim alapjan jelentds kiilonbségeket talaltam az A. niger és a Thermomyces
lanuginosus eredetli fitdz enzimek kozott. Tekintve, hogy bdséges irodalmi adat all
rendelkezésiinkre az A. niger eredetii fitiz enzimekre vonatkozodan, ezeknek a vizsgalatoknak

elvégzése kiilondsen fontos lenne a Thermomyces eredetii enzim esetében is.

103



104



7.0SSZEFOGLALAS

A novények fontos foszfor raktarozo vegyiilete a fitat, melyet els6sorban a gabonak, a
hiivelyesek és az olajos magvak tartalmaznak. A novényi eredetli takarmanyokban a foszfor 60-
90%-ban fitatként van jelen, ami nehezen hozzaférheté az egygyomru éllatok szaméra, mivel
bélrendszeriikbdl — az emberi szervezethez hasonldan - hianyzik vagy csekély mértékben van jelen
a fitinsav bontdsat végzoé fitdz enzim. A nagylizemi allattartasnal a megfeleld foszforbevitel
érdekében a takarmanyhoz szervetlen foszfort adagolnak, mely szintén nem hasznosul elégséges
mértékben ¢és jelentds foszforiiritést eredményez. Mindezen tényezdk miatt erds a kornyezet foszfor
terhelése, mely a vizek eutrofizaciojat okozhatja.

A human téplalkozasban a fitditok antinutritiv anyagként ismertek, mivel erds kelatképzo
tulajdonsaguknal fogva, megkotnek szamos Iétfontossagl, kétvegyértékli iont, csokkentve
felszivodasukat és hasznosulasukat. A fitdtok csokkentik tovabba a fehérjék, a keményitd és a
lipidek emészthetdségét, valamint gatoljak bizonyos enzimek miikodését. A human taplalkozasban
is nagyon fontos szerepet jatsz6 gabonafélékben, hiivelyesekben és olajos magvakban 1évd fitat
formdjaban kotott foszfor fitaz alkalmazasaval felszabadithatd és ezaltal az 4svanyi anyagok,
fehérjék, szénhidratok hasznosulasa is ndvekszik.

Ujabban felismerték, hogy a fitinsav részleges hidrolizisével meghatirozott Osszetételi,
egészségmegdrz0 hatassal rendelkez6 mioinozit-foszfatok allithatok el6. Ezen vegyiiletek
csokkentik a bélrak kockazatat, a szérum koleszterin szintet és a triglicerid szintet kisérleti
allatokban, valamint szerepet jatszanak a lipid peroxidacié csokkentésében és antioxidans hatasuk is
jelentds. Ebbdl kifolyolag a kiilonb6z6 mioinozit-foszfat intermedierek a gyogyitasban is szerepet
jatszhatnak, mely ujabb tavlatokat nyithat meg funkcionalis ¢élelmiszer-Osszetevoként valo
alkalmazasra.

A mikroorganizmusok diverzitasabol eredéen a termelt fitaz enzim tulajdonsagai jelent6s
eltéréseket mutathatnak, ezért céloztam meg egy termofil €s egy mezofil fonalas gomba fitaz
enzimének elballitasat és jellemzését. Kutatomunkam soran elvégeztem tizennégy Thermomyces
lanuginosus és tizenegy Aspergillus torzs rangsorolasat fitdz aktivitasuk alapjan. A legjobb fitaz
termeld torzsek alkalmazéasidval fermentacidos technologiat dolgoztam ki, majd az enzimek
homogenitasig torténd tisztitasat kovetden meghataroztam az enzimek jellemzd tulajdonsagait.

A rendelkezésre allo Thermomyces lanuginosus torzsek rangsorolasa utan, a legigéretesebbnek
talalt Thermomyces lanuginosus 1M1 096218 torzzsel (25 U/1) tapkozeg optimalasi kisérletekkel az
enzimtermelés fokozasat megvaldsitottam. A tapkozeget pH=7,5 értékti Tris-maleat/NaOH
pufferrel készitve az enzimaktivitds megnovekedett. Kiilonb6zd fitinsav tartalmu anyagok -

szbjaliszt, buzakorpa, kukoricaliszt, rizsliszt - szubsztratumként valé alkalmazasanak
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eredményeként rizsliszten kaptam a legnagyobb fitdz aktivitdst, melyen az iparban széleskoriien
alkalmazott btuzakorpahoz képest 30-szoros fitaz aktivitast értem el szubmerz fermentacié soran
(317 U/1). Az optimalis 5 %-os rizsliszt koncentracié és 220 rpm fordulatszam razatési sebesség
alkalmazaséaval az enzimtermelés tovabb novelhetd.

Megvizsgaltam a Tween-80, valamint az ¢élesztOkivonat és a citromsav hatasat 0,1%
koncentracidban az enzimaktivitds alakuldsdra, mind dnmagunkban, mind az Gsszes lehetséges
kombinacioban. Kimutattam, hogy a kontrollhoz képest a citromsav egyértelmiien gatolja a fitaz
enzim termelését, az aktivitas kozel 90%-kal csokkent jelenlétében. Tween 80 kiegészitéssel az
aktivitds fokozéasa érhetd el. A Tween sorozat tovabbi tagjainak aktivitds ndveld hatasat is
megvizsgaltam kiillonb6zé koncentracioban, s megallapitottam, hogy leggazdasdgosabban 0,1 %
Tween 40 feliiletaktiv anyag alkalmazéasaval, mar 2 nap alatt elérhetd a maximalis enzimkihozatal.
Az inokulalasi technikat optimalva, a 40 ords 5% mennyiséggel torténd beoltds eredményezte a
legnagyobb fitaz aktivitast. Ezen paraméterck alkalmazisaval a maximalis aktivitas eléréséhez
szlikséges fermentécios id6 2 nap. Az optimalasi folyamatok eredményeként az enzimaktivitas tobb
mint 50-szeres novelését sikeriilt megvaldsitani (1400-2000U/1).

A Thermomyces lanuginosus IMI 096218 torzzsel optimalt koriilmények kozott megvaldsitott
fermentacid tenyészlevébdl a fitdz enzim tisztitasat a kicsapast kovetd kromatografias eljarasok
kombinaciojaval valositottam meg. A tisztitas soran 9,1 tisztulasi faktor mellett 5,1 % kitermelést
értem el. A kinyert enzim homogenitasat SDS-poliakrilamid-gélelektroforézissel ellendrizve, egy
60 kDa koriili, s egy 90 kDa koriili molekulatomegii sav kiiloniilt el.

A fitaz enzim optimalis pH-ja: pH=5,5 ¢és pH=7,5, s a maximalis aktivitast
70 °C-on mutatja. A T. lanuginosus IMI 096218 torzs fitaz enzimének kinetikai paraméterei Na-
fitat szubsztratum alkalmazasaval a Lineweaver-Burk féle linearizalasi modszerrel: Km=0,285 mM,
Vmax=0,126 mM/perc, mig a Hanes-Woolf féle linearizalasi modszerrel: Km=0,312 mM, Vmax=0,132
mM/perc. Az enzim 54-58 °C kozott, pH=5,0-7,5 tartomanyban a legstabilabb, felezési ideje tobb
mint 100 perc.

A kiilonb6z6 fémionok enzimaktivitast befolyasold hatdsanak vizsgéalatanal megallapitottam,
hogy a Fe?*, a Fe** 1 mM koncentracioban, a K*, a Ca?*, és a Mg?* ionok 5 mM koncentracioban
val6é alkalmazdsa az aktivitds értékek 13-22%-0s novekedését eredményezték, tehat ezek az ionok
fokozzék az enzim miikodését. Gatlo hatast a Cu?*, a Zn?*, az Ag" és a Co?* ionok esetén

tapasztaltam 5 mM koncentracioban, jelenlétiikben a maradék aktivitas 34-55% volt.

A mezofil Aspergillus fajok torzsei koziil az Aspergillus niger FO0735 térzs mutatta a
legnagyobb fitaz aktivitast. Kiilonbozé természetes szubsztratumok — rizsliszt, borsoliszt,
kukoricaliszt, kukoricakeményité, kukoricadara, szojaliszt, buzaliszt és blizadara — vizsgalataval

megallapitottam, hogy a rizsliszt tartalmu tapkoézegben megvalositott szubmerz fermentacioval
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érhet6 el a legjobb enzim termelés. A legkedvezébbnek bizonyult nitrogénforras — a natrium-nitrat
kisérlettervezési modszert hasznaltam. A fermentacid 6. napjan elért eredmények alapjan a

kovetkez6 modellt kaptam:
7=-846-634x+50x2+7712y-5510y?+273xy

ahol  z: a fitaz aktivitas [U/I]
X: a rizsliszt koncentracio [(w/v)%)]

y: a natrium-nitrat koncentracio [(w/v)%].

A két faktorrdl, valamint egylittes hatasukrél is elmondhaté, hogy legalabb 95%-0s
biztonsagi szinten enzimtermelést befolyasold hatasuk van. Osszességében a 7,1 (W/V)% koriili
rizsliszt és 0,86 (W/v)% Na-nitrat javasolhatd az adott torzzsel fitaz termelésre, s a maximalis

aktivitas a fermentacid 6. napjan érhetd el.

A Kiilonb6z6 kiindulasi pH nem gyakorolt szignifikans hatast az enzimtermelésre, ezért nem
tartom sziikségesnek a kezdeti pH bedllitasat. Az inokulum mennyiségi optimaldsa sordn
megallapitottam, hogy 5 tf% inokulummal 1000 ml-es lombikban 150 ml fermentacios tapkozeget
beoltva érhetd el a legnagyobb fitdz aktivitas.

Annak ellenére, hogy megfeleld koncentracioban alkalmazva, a feliiletaktiv anyagok altalaban
elosegitik az enzimek kivalasztasat, az Aspergillus niger FO0735 torzs esetén ez a hatas nem
jelentds, és a koncentracido novelésével gatld hatds figyelhetd meg. Eredményeim alapjan tehat e
torzs fitdz fermentécidja soran feliiletaktiv anyag kiegészitésre nincs sziikség.

A T. lanuginosus fitazahoz hasonldan a tisztitast kromatografias eljarasok kombinacidjaval
valositottam meg, melynek eredményeként két enzimet kaptam, a fitaz I.-t 10,5%-ban és a fitaz I1.-t
4,8%-ban sikeriilt kinyerni, 21-szeres illetve 4,7-szeres tisztulast elérve. A fitaz 1. molekulatomege
117-120 kDa koriili, mig a fitaz II. molekulatomege 65-67 kDa. A fitaz 1. esetén az Aspergillus
fajokra gyakran jellemzé pH=5,0, mig fitaz Il.-nél pH=2,5-3,5 értéknél mérhet6 a maximalis
aktivitas. Mindkét fitaz enzim 60°C-on mutatta a legnagyobb aktivitast. Ezen a homérsékleten a
fitaz 1. 1,5 oraig, mig a fitaz II. 54 6rdig megdrizte aktivitasanak 50 %-at. 50 °C-os hémérsékleten a
fitdz II. aktivitdsa 2 honap elteltével sem csokkent 50 % ala.

A fémionok aktivitasra gyakorolt hatasdnak vizsgalata soran megallapitottam, hogy a fitaz II.
enzimaktivitasat kevésbé modositottak a fémionok, mint a fitdz 1. enzimét. A fitaz L-re a
legkedvezébb hatassal a Mg?* és a Mn?* voltak 5 mM koncentracioban, mely ionok jelenlétében az
aktivitas tobb mint 2,5-szeresére ndtt. 5 mM koncentracioban alkalmazva a Cu?* fitaz II. esetében

gatl6 hatasu volt.
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A 20. tablazatban Osszefoglaltam az A. niger és a T. lanuginosus eredetii fitaz enzimek
Kutatomunkam eredményei alapjan a két kiilonbozd eredetti enzimrdl elmondhatd, hogy a T.
lanuginosus IMI 096218 torzs alkalmazasaval, rovidebb fermentacios id6 alatt (2-4 nap) elérhet6 a
maximalis aktivitds, mint az A. niger F00735 torzzsel (6-7 nap). Az inokulum tenyészet
felszaporitasahoz sziikséges id6 mindkét esetben 2 nap, s megegyezik a fermentécio soran a legjobb
7,1%-ig val6 novelésével az enzimtermelés még fokozodott, mig a T. lanuginosus gombanal 5%
rizsliszt volt optimalis.

Az A. niger torzzsel megvalositott fermentacio esetén nem sziikséges a kezdeti pH beallitasa,
sem a detergens kiegészités, mégis nagyobb ez elérheté maximalis aktivitas, mint a T. lanuginosus
gomba alkalmazaséaval.

A tisztitasi miivelet soran a kicsapast kovetden az Aspergillus esetén 4, mig a Thermomyces
esetén 3 kromatografias 1€épés alkalmazasaval sikeriilt megfelel6 fehérje elvalasztast elérnem és a
kapott enzimfrakciok homogénnek bizonyultak. Az optimalis hémérsékleteket Osszehasonlitva
lathat6, hogy a termofil gomba esetén magasabb, 70°C hdmérsékleten maximalis az enzimaktivitas,
mig a mezofil gombanal szintén magas, 60°C-os hémérsékleten mérhetd a legnagyobb érték. Ezen a
hémérsékleten mind a T. lanuginosus, mind az A. niger eredeti fitaz 1. enzim felezési ideje 1,5 ora.
Ennél nagyobb mértéki stabilitas tapasztalhato fitaz II. esetén, melynek felezési ideje 54 6ra 60°C-
on. Tovabbi elénye, hogy pH optimuma az erésen savas tartomanyban talalhato, a legnagyobb
aktivitas pedig pH=2,5-3,5 tartomanyban mérhetd. Szintén savas tartomany a pH=5-5,5 érték, mely
a legtdbb fitaz enzim pH optimuma, s mely mindkét gombanal is jellemzd optimalis érték. A Ca?*
és Mg?" ionok 5 mM koncentraciéban alkalmazva, aktivatorai a T. lanuginosus, valamint az A.
niger fitaz 1. enzimének.

Osszességében elmondhaté, hogy mind az A. niger F00735, mind a T. lanuginosus IMI 096218
torzs alkalmazésaval rizsliszten megvalositott szubmerz fermentacioval extracellularis fitdz enzim
termelhetd. A fiziko-kémiai és kinetikai paraméterek ismerete hozzajarul az enzim ipari
alkalmazhatdsagahoz akar az élelmiszeriparban vagy a takarmanyozas soran, tovabbd mioinozit-

foszfatok célzott létrehozéasaval gyogyaszati teriileten is.
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20. tablazat Az A. niger és a T. lanuginosus fitaz enzim fermentacios eldallitas

erevr

FERMENTACIOS TECHNOLOGIA
Aspergillus niger Therm(_)my ces
F00735 lanuginosus
IMI 096218
Inokulum kora, mennyisége 2 nap, 5 tf% 2 nap (40 6ra) 5 tf%
Fermentdcio ideje 6-7 nap 1-2 nap
Fermentdcid kortilményei 28°C, 220 rpm 47°C, 220 rpm
Szénforrds 7,1% rizsliszt 5% rizsliszt
Nitrogénforrds 0,86% NaNOs3 0,86% NaNOs3
. - nincs pH allitas Tris-maleat/NaOH puffer
Kiinduldsi pH pH=5,3 pH=7,5
Feliiletaktiv anyag - 0,1% Tween 40
Max. elért aktivitds 2000U/1 2000 U/1
ENZIM KINYERES ES TISZTITAS
Kicsapds ammonium-szulfat ammonium-szulfat
p frakcionalt kicsapas 80 % telitettség
. . L hidroféb kélcsénhatasu
ioncserés kromatografia .
kromatografia
g hidroféb kolcsonhatasu
gélszilirés ‘e
Kromatogrdfids 1épések kromatografia
kromatofékuszalas ioncserés kromatografia
hidroféb kélcsonhatasu
kromatografia
ENZIM JELLEMZES
Fitaz L. Fitaz IL Fitaz
Molekula tomeg 117-120 kDa | 65-67 kDa 60 kDa
Optimdlis hdmérséklet 60°C 70°C
Optimadlis pH 5,0 2,5-3,5 55,75
Felezésiidé t, /2 (60 °C) 1,5h 54 h 1,5h
Felezési idé ¢, /2 (55 °C) 48 h 120 h 2,25 h
Aktivator (5 mM) Caz*, Co2t Fe2* (1 mM), Fe3* (1 mM)
Inhibitor (5 mM) Cu?* Cu?*, Zn?+, Ag*, Co%*
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8. SUMMARY

Phytases catalyse the breakdown of ester linkages in phytate resulting release of bioavailable
inorganic phosphorus. In plant, phytic acid is a storage form of phosphorus mainly in cereal grains,
legumes and oil seeds. Most plant origin feedstuffs contain from 60 to 90% of their total phosphorus in
phytate form that may pass without chemically unchanged form through the digestive tract of non-
ruminant animals due to weak or lack of intestinal phytase activity. Therefore in livestock farming
especial monogastric farming in one hand the feed must usually be supplemented with inorganic
phosphate, whereas in other hand, the phosphorus bounded in phytate or surplus is excreted in
animal manure causing environmental problems. The increased emission of phosphorous often
contributes to eutrophication of surface waters. Phytate is also classified as an anti-nutritional factor
in both human nutrition and animal feeding, because it has the ability to chelate various essential
divalent metal ions blocking or slow-down their absorption and utilization. It also able to form
complexes with dietary proteins, starch, lipids and inhibits a number of nutritionally important
enzymes. As a consequence, treatment with phytase enzyme preparation should increase the
bioavailability of proteins, carbohydrates and trace elements in foods and feeds.
Recently, the interest of phytases has turned to other way: the sequential hydrolysis of phytate that
results different myo-inositol phosphate intermediates. Some reports are found in the literature
dealing with these intermediates that have health promotion and pharmaceutical effects such as
reduce a risk of colon cancer, serum cholesterol and triglyceride levels in test animals and lipid
peroxidation and act as antioxidants. From this point of view, the myoinositol phosphate
intermediates may be applied for medical purposes as well as a functional food ingredient.
Many microorganisms can synthetize phytase(s) during growth. Hence the diversity of
microorganisms is very widely, the properties of the phytases vary from species to species even
from strain to strain, and thus main goal of this thesis is aimed to the production and
characterization of a phytase enzyme from both mesophilic and thermophilic filamentous fungi.
Thermomyces lanuginosus strains were screened for their ability to produce extracellular
phytase. T. lanuginosus IMI 096218 proved to be the best one (25 U/l). The enzyme production was
enhanced by optimisation of the composition of culture medium and some of the environmental
factors. The enzyme activity increased when the medium prepared with TRIS-maleate/NaOH buffer
(pH=7.5). Effects of different natural substrates containing phytate such as soy flour, wheat bran,
corn flour, rice flour on phytase production were investigated and the highest activity were achieved
on rice flour. The phytase activity was 30 times higher in submerged fermentation on rice flour than
on wheat bran, which is widely applied in industry (317 U/I). The optimal rice flour concentration
was 5 (w/v)% and using 220 rpm of the agitation speed for enzyme production can further increase.
Effects of the fermentation media supplemented with various additives such as Tween 80, citric
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acid and yeast extract in 0.1% concentration both in themselves and in all possible combinations on
production of enzyme were investigated. Citric acid clearly inhibits the production of phytase
enzyme nearly by 90%. The presence of Tween 80 surfactant enhanced the extracellular phytase
activity. Effects of different concentrations of other members of the Tween series were also
examined and the best results were obtained in the case of the addition of 0.1% Tween 40 surfactant
to the medium. By optimisation the inoculation technique, the highest phytase activity was achieved
after initiation 5% of 40 hour inoculum. The enzyme yield maximised in 2" day of the
fermentation. As a result of optimization process enzyme activity more than 50-fold increase was
achieved (1400-2000U/1).

The extracellular phytase from T. lanuginosus IMI 096218 strain growing on optimized
fermentation conditions were purified by a combination of the chromatographic procedures after the
precipitation. The phytase was purified about 9.1 fold with yield of 5.1 %. The purified enzyme
was checked by polyacrylamide gelelectrophoresis. Two protein bands with a molecular weight
approximately of 60 kDa and 90 kDa were detected on SDS-PAGE.

Two optimal pH values were determined: pH=5.5 and pH=7.5 as well as the maximal
activity was measured at 70 °C. Kinetic parameters of phytase originated from T. lanuginosus IMI
096218 strain on sodium-phytate substrate were determined by linear Lineweaver-Burk plot:
Km=0.285 mM, vmax=0.126 mM/min, and Hanes-Woolf plot: Km=0.312 mM, Vmax=0.132 mM/min.
The half-life time of enzyme at temperature 54-58 °C and pH range 5.0-7.5 more than 100 min.

Effects of various metal ions on enzyme activity were investigated. The presence of 1 mM
Fe?*, Fe®* and 5 mM K*, Ca?* and Mg?* ions resulted increase in 13-22% of activity, whereas the
presence of 5 mM Cu?*, Zn?*, Ag* and Co?* ions strongly inhibited the enzyme reaction. In these cases,
the residual activities were 34-55%.

Among the tested mesophilic Aspergillus strains the highest phytase activity was achieved
by Aspergillus niger FO0735. Different natural substrates — rice flour, pea flour, corn flour, corn
starch, corn grit, soy flour, wheat flour and wheat grit — were examined in respect of phytase
productivity. The rice flour proved to be the best substrate in submerged fermentation. The Central
Composite Design (Response Surface Method) were used to determine the optimal concentration of
the best nitrogen source — sodium-nitrate — and rice flour. The two factors-, and their combined
effects have an impact on influencing the enzyme production at least 95% confidence level. On the

6" day of fermentation the following model was achieved:
7=-846-634x+50x?+7712y-5510y?+273xy

where z: phytase activity [U/I]
X: concentration of rice flour [(w/v)%]
y: concentration of sodium-nitrate [(w/v)%].
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Altogether about 7.1 (w/v)% rice flour and 0.86 (w/v)% sodium nitrate is recommended for
phytase production by the selected strain. The maximal activity is achieved on the 6™ day of
fermentation. The different initial pH has not significant effect on enzyme production therefore
adjusting pH was not necessary. During optimization of the inoculum size, the highest phytase
activity was assayed when 150 ml of fermentation medium in 1000 ml flask was cultured with 5%
by volume of inoculum. Despite of that the surfactants at proper concentration are generally able to
promote excretion of enzyme, in the case of A. niger strain FO0735 this effect was not significant
and what is more the inhibitory effect was observed by increasing the concentration of these
compounds.

The purification procedures were performed in combination of different chromatographic
steps. Two different enzyme proteins were obtained namely phytase | and Il. The yield of the
phytase | and the phytase 11 was 10.5% and 4.8 %, and purification fold 21 and 4.7, respectively.

The molecular weight of phytase | was approximately 117-120 kDa and phytase Il 65-67 kDa.
The pH optimum of phytase | is pH=5.0 that is in agree with ones from Aspergillus species. In the
case of phytase Il strong acidic optimum pH (pH=2.5-3.5) was determined. Both phytases have
maximal activity at 60°C. The half-life times of phytase | and Il at 60°C were 1.5 hours and 54
hours, respectively. The activity of phytase Il did not decrease below 50 % after 2 months at 50 °C.
The effect of metal ions on enzyme activity were investigated. The enzyme activity of phytase Il
was less modified by metal ions, than of phytase I. In the case of phytase I, the Mg?* and Mn?* ions
at concentration of 5 mM increased the enzyme activity in more than 2.5 times. 5 mM Cu?* ions had
inhibitory effect on enzyme activity of phytase II.

Results of fermentation technology, purification procedures and characterization of phytase
enzyme from A. niger and T. lanuginosus are summarized in Table 21. Based on the comparison of
the properties of two enzymes from different origins can be established that the application of a T.
lanuginosus IMI 096218 strain resulted shorter fermentation time (2-4 days) than the A. niger strain
FO0735 (6-7 days). The times required to propagate the inoculum culture in both cases were two
days. Increasing the concentration of rice flour to 7.1% the enzyme activity of Aspergillus niger
phytase was enhanced while in case of T. lanuginosus 5% of rice flour was optimal. It is not

necessary to adjust the initial pH or apply surfactant during fermentation by A. niger.
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21. Table Comparison of fermentation technology, purification and characterization of

phytase enzyme originated from A. niger and T. lanuginosus

FERMENTATION TECHNOLOGY
Aspergillus niger Therm(_)my ces
F00735 lanuginosus
IMI 096218
Time and quantity of 0 0
inoculum 2 day, 5 (w/v)% 2 day (40 hour) 5 (w/v) %
Time of fermentation 6-7 day 1-2 day
Fermentation conditions 28°C, 220 rpm 47°C, 220 rpm
Carbon source 7.1% rice flour 5% rice flour
Nitrogen source 0.86% NaNOs 0.86% NaNOs
.\ no pH adjust needed Tris-maleate/NaOH buffer
Initial pH (pH=5.3) pH=7.5
Surfactant - 0.1% Tween 40
Maximal activity 2000 U/1 2000 U/1
PURIFICATION OF ENYZME
e ammonium sulphate up to 80% saturation of
Precipitation . : .
fractionation ammonium sulphate
ion-exchange hydrophobic interaction
chromatography chromatography
gelfiltration hydrophobic interaction
. chromatography
Chromatographic steps X
. ion-exchange
chromatofocusing
chromatography
hydrophobic interaction
chromatography
CHARACTERIZATION OF ENZYME
Phytase | Phytase Il Phytase
Molecular weight 117-120 kDa | 65-67 kDa 60 kDa
Optimal temperature 60°C 70°C
Optimal pH 5.0 2.5-3.5 55,75
Half-life time t, (60 °C) 1.5h 54 h 1.5h
Half-life time t, , (55 °C) 48 h 120 h 2.25h
. Mg?, Mn?* K, Ca?*, Mg2*
Activator (5 mM) Caz+, Co2t Fe2* (1 mM), Fe3* (1 mM)
Inhibitor (5 mM) Cuz+ Cu?*, Zn?+, Ag*, Co%*
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In both cases of Aspergillus and Thermomyces, homogenous enzyme proteins were obtained
after 4 and 3 chromatographical steps following precipitation, respectively. The optimal
temperature is higher (70 °C) in the case of thermophilic than of mesophilic (60 °C) fungus. At the
optimum temperature the half-life times of phytase from T. lanuginosus and the phytase | from A.
niger were the same (1.5 hours). The half-life time of the phytase 1l was 54 hour at 60°C exhibited
high stability. The other advantage of this enzyme is the optimum pH that was in the strong acidic
range of pH=2.5-3.5.

The Ca?* and Mg?* ions in concentration of 5 mM activate both phytases from T. lanuginosus
and phytase | from A. niger.

Altogether it can be concluded that both A. niger FO0735 and T. lanuginosus IMI 096218
strains secreted appreciable level of extracellular phytase enzyme on rice flour substrate when doing
submerged fermentation. These enzymes exhibited different physico-chemical properties and
Kinetic parameters puting them to high potential to develop enzyme technology for the industrial

application such as (food and feed as well as pharmaceutical industries).
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