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1 A munka el6zményei és célKitiizései

A biogén elemek koziil, talan a foszfor az 6todik legnagyobb mennyiségben talalhato
elem a szén, a hidrogén, az oxigén és a nitrogén utan. A kén és a foszfor kiilonosen fontos
szerepet tolt be az energiaforgalomban, valamint az allati és az emberi szervezet csontosodasi
folyamataiban. A foszfor nélkiilozhetetlen alkotéeleme a nukleinsavaknak, az ATP-nak, a
foszfolipideknek, tovabba hatasa van az ¢él6 szervezetek noévekedésére és csontjainak
allapotara, s6t egyes allatoknal pl. baromfiknal a csér egészségére és a tojas mindségére is. Az
allatok a foszforhoz részben a foszfortartalmt vizbdl, részben a novényi taplalékbol jutnak. A
novényekben fontos foszfor raktarozo vegyiiletként a fitatok szolgalnak, amelyek kiilonb6zo
mennyiségben talalhatok meg. A gabonafélék, hiivelyesek és olajos magviak termésében
nagy mennyiségll fitinsav talalhato és altalaban a ndvényi eredetli takarményokban a foszfor
60-90%-ban fitdit formdjdban van jelen. A fitinsav és soi antinutritiv jellegli vegytiletek,
hiszen komplexet képezve a kétvegyértékii kationokkal meggatoljak a szervezet szamara
nélkiilozhetetlen asvanyi anyagok felszivodasat és hasznosulasat. Ezen tilmenden a fitatok
csOkkentik a fehérjék, a keményitd és a lipidek emészthetdségét is, tovabba gatoljak bizonyos
enzimek - kiilondsen az emésztéenzimek - miikodését. A szerves foszfor forras nehezen
hozzaférhet6 az egygyomru allatok (pl. baromfi, sertés) szamara, mivel bélrendszeriikb6l — az
emberhez hasonléan - hidnyzik vagy csekély mértékben van jelen a fitinsav bontdsat végzo
fitaz enzim, igy a megfelelé foszforellatas érdekében szervetlen foszfort adagolnak a
takarmanyokhoz. Ennek kovetkeztében jelentds mennyiségli nem hasznosult szervetlen és
takarmanyokban jelen 1év6 szerves foszfor is liritésre keriil. Mindezen tényezOk miatt az
intenziv allattartds a kornyezet megnovekedett foszfor terheléséhez vezet, mely a vizek
eutrofizacigjat is okozza.

A fitinsav tartalom csokkentésére és az értékes szerves foszfor forras felszabaditasara a
takarmanyokon tal az élelmiszerekben is a fitaz enzimmel torténd hidrolizis a legmegfelelobb.
A fitaz enzimnek az allatok takarmanyozasaban vald alkalmazasa mar vilagszerte elfogadott
¢és elterjedt, hiszen ezzel javithato a szerves foszfor hozzaférhetGsége, igy csokkenthetd a
foszfor kornyezetbe vald kibocsatasa. Szamos ipari enzimgyartd cég is rendelkezik
takarmanyozasi célra eldallitott fitaz enzimkészitményekkel. A human taplalkozasnal szintén
fontos szerepet tolthet be az enzim, amely segitségével csokkentheté az asvanyi anyagok
hianyabol adodo betegségek kialakulasanak kockazata azon célcsoportoknal - pl.
vegetarianusok, illetve a fejlodo orszadgok lakoi — akik az atlagosnél nagyobb mennyiségii fitat

tartalmu novényt fogyasztanak.



Az utdbbi évtizedben felismerték, hogy a fitinsav részleges hidrolizisével olyan
meghatarozott Osszetételli egészségmegérz0 hatdssal rendelkezd mioinozit-foszfatok
allithatok eld, melyek funkcionalis élelmiszer-6sszetevoként alkalmazhatok. Ezen vegyiiletek
csokkentik a bélrak kockézatat, a szérum koleszterin szintet és a triglicerid szintet kisérleti
allatokban, valamint szerepet jatszanak a lipid peroxidacid csokkentésében ¢és antioxidans
hatasuk is jelentds. A mioinozit-foszfatok létrehozasa kizarolag enzimes technologiaval
valosithatd meg. Az enzimes technologiak tovabbi elénye, hogy kiméletes koriilmények
kozott, a kdrnyezetterhelés minimaldsaval, az adott reakciora specifikusan valdsithaté meg a
folyamat.

A fitdz enzim széleskorli eléforduldsa lehetdséget nyujt kiilonbozd eredetli enzimek
eldallitasara. A termeld organizmustdl fiiggéen az enzim hatdsmechanizmusa, optimalis
miikodési korlilményei, szubsztratum specifitasa, stabilitdsa eltérd lehet, melyek ismerete
feltétele az ipari alkalmazhatosaganak. Altalaban a termofil organizmus eredetii enzimek jobb
hétlrési képességet mutatnak, mint a mezofil vagy novényi eredetiick. A fonalasgombakbol
kinyert fitdzok gliikkoprotein jellegiick ¢és eltéré modon katalizaljadk a fitinsav bontasat.
Megallapithatd, hogy az egyes enzimek tulajdonsagai fajrol fajra vagy akar torzsrol torzsre is
valtozhatnak. Mindezekbdl kifolydlag a PhD kutaté munkamban kiilonb6z6 fonalas gomba
eredetll fitdz enzimek eldallitasanak és jellemzésének megvaldsitasat terveztem, melyekhez a

mezofil Aspergillus és a termofil Thermomyces lanuginosus mikrobakat valasztottam.

Kutatomunkam célkitizései:

1. Thermomyces lanuginosus és Aspergillus torzsek szelektalasa fitaz enzim termelésre
2. Az enzim fermentécio fejlesztése
2.1 Inokulélési technologia kidolgozasa
2.2 Tépkozeg dsszetétel optimalas
2.2.1. Szén, nitrogén forras mindségi és mennyiségi beallitasa
2.2.2. Feliiletaktiv anyagok hatdsanak vizsgalata
3. Az enzimek homogenitasig torténd tisztitasa
4. Az eldallitott fitaz enzimek jellemzése
4.1 Molekulatomeg
4.2 Optimalis miikddési paraméterek
4.3 Fémionok hatasanak vizsgalata az enzimaktivitasra

4.4 Kinetikai paraméterek meghatarozasa



2 Anyagok és mddszerek

A fitaz enzim eldallitasara kiilonbozé torzsgyilijteményekbdl szarmazo Aspergillus és
Thermomyces lanuginosus fonalas gomba térzseket hasznaltam.

A fermentacios kisérleteket razatott lombikos technoldgiaval valositottam meg. A
fermentacio a gombaknak megfeleld homérsékleten (A. niger 28°C, T. lanuginosus 47°C)
220 fordulat/perc raz6d sebességen 4-7 napig tortént kiilonb6z6 fitinsav tartalmu
szubsztratumokon. Naponkénti mintavételezéssel, s az enzimaktivitds, valamint a pH
mérésével kdvettem a fermentacios folyamatot.

Az enzimaktivitdas mérése a Na-fitdt szubsztratumbol felszabadult szervetlen foszfor
mennyiségének meghatarozasan alapul. Az enzimreakci6 leallitasara szolgalo oldatban 1évo
ammonium-molibdenat jelenlétében a reakcidtermék sarga szinli komplexet képez, melynek
mennyisége fotometridsan 415 nm-en meghatarozhatd. Egy fitdz egység (U) az az enzim
mennyiség, ami Na-fitdt szubsztratumbol 1 pmol szervetlen foszfatot szabadit fel 1 perc alatt,
a reakcid koriilményei kozott.

Az optimalasi feladatokhoz a klasszikus egy-faktor-az-idében technika mellett, kdzponti
elrendezésti kisérlettervezési modszert is alkalmaztam. Munkam soran a fehérjék tisztitasa,
FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography) berendezéshez csatlakoztatott kiilonb6z6
kromatografias oszlopok alkalmazéséaval, 4 °C-on tortént.

A fehérjekoncentraci6 meghatarozasdra Bradford moddszert és 280 nm-en torténd
fényelnyelést alkalmaztam.
Az enzimek molekulatomegének meghatarozdsa SDS poliakrilamid gélelektroforézissel

tortént.

3. Az eredmények osszefoglalasa

Kutatomunkam soran elvégeztem tizennégy Thermomyces lanuginosus és tizenegy
Aspergillus torzs rangsorolasat fitaz aktivitasuk alapjan. A legjobb fitdz termeld torzsek
alkalmazaséaval fermentacids technologiat dolgoztam ki, majd az enzimek homogenitasig

torténo tisztitasat kovetden meghatdroztam az enzimek jellemzo tulajdonsagait.
Thermomyces lanuginosus eredetii fitaz enzim eldallitasa és jellemzése

A rendelkezésre all6 Thermomyces lanuginosus torzsek rangsoroldsa utan, a
legigéretesebbnek talalt Thermomyces lanuginosus IMI 096218 torzzsel tapkozeg optimalasi

kisérletekkel az enzimtermelés fokozasat megvalositottam. A tapkozeget pH=7,5 értéku



TRIS-maleat/NaOH pufferrel készitve az enzimaktivitds megnovekedett. Kiilonb6zo fitinsav
tartalmi anyagok - szdjaliszt, buzakorpa, kukoricaliszt, rizsliszt - szubsztratumként valo
alkalmazédsa eredményeként rizsliszten kaptam a legnagyobb fitdz aktivitist, melyen az
iparban széleskoriien alkalmazott buzakorpadhoz képest 30-szoros fitaz aktivitast értem el
szubmerz fermentacido soran. A legnagyobb enzimaktivitast 5 %-os rizsliszt koncentracid
alkalmazédsanal hataroztam meg. Kiilonb6z6 razatasi sebességgel végzett fermentaciok soran
megallapitottam, hogy 220 rpm alkalmazasaval a gomba enzimtermelése iddben gyorsabb, a
4. napon ¢éri el a maximumat, mig 120 rpm esetén a fermentacioé 7. napjan volt maximalis az
enzimtermelés.

Megvizsgaltam a Tween-80, valamint az élesztOkivonat és a citromsav hatdsat 0,1%
koncentracioban az enzimaktivitds alakuldsara, mind Onmagunkban, mind az 0&sszes
lehetséges kombinacioban. Kimutattam, hogy a kontrollhoz képest a citromsav egyértelmiien
gatolja a fitdz enzim termelését, az aktivitas kozel 90%-kal csokkent alkalmazéasa esetén. A
Tween 80 feliiletaktiv anyag jelenlétében tapasztaltam a legnagyobb mértékli aktivitas
novekedést. A Tween sorozat tovabbi tagjainak (Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 65,
Tween 80 és Tween 85) aktivitas noveld hatasat is megvizsgaltam 0,1 % koncentracioban, s a
legjobbnak talalt Tween 20 és Tween 40 esetében a megfeleld koncentracié meghatarozasat is
elvégeztem. Megallapitottam, hogy leggazdasdgosabban 0,1 % Tween 40 feliiletaktiv anyag
alkalmazasaval érhet6 el a maximalis enzimkihozatal. Az inokulalési technikat optimalva, a
40 oras 5% mennyiséggel torténd beoltds eredményezte a legmagasabb fitaz aktivitast. Ezen
paraméterek alkalmazasaval a maximalis aktivitas eléréséhez sziikséges fermentacids id6 2
nap. Az optimalasi folyamatok eredményeként az enzimaktivitds tobb mint 50-szeres
novelését sikeriilt megvaldsitani  (1400-2000U/1).  Osszegezve az eredményeket
megallapithato, hogy a T. lanuginosus IMI 096218 torzs fitaz termeléséhez az optimalasi
kisérletek alapjan a kovetkezd tapkozeg Osszetétel ajanlhatod: rizsliszt 50 g/l, MgSO4*7H20
0,5 g/l, KCI 0,5 g/l, FeSO4 0,1 g/l, NaNOz 8,6 g/l, Tween-40 1 g/l, TRIS-maleat/NaOH
pufferben (pH=7,5).

A T. lanuginosus IMI 096218 torzzsel optimalt koriilmények kozott megvaldsitott
fermentacio tenyészlevébdl a fitdz enzim tisztitdsait ammonium-szulfatos kicsapast kdvetden
kromatografids eljarasok kombinacidjaval valositottam meg. A tisztitds soran 9,1 tisztuldsi
faktor mellett 5,1 % kitermelést értem el. A kinyert fitaz aktivitast mutatd fehérje
homogenitasat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel ellendrizve, egy 60 kDa koriili, s egy

90 kDa kortili molekulatomegi sav kiiloniilt el.



A fitdz 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-fitdit szubsztratum alkalmazasadval a Lineweaver-Burk féle linearizalasi modszerrel:
Km=0,285 mM, Vmax=0,126 mM/perc, mig a Hanes-Woolf féle linearizalasi modszerrel:
Kwv=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 kiilonb6zé fémionok enzimaktivitast befolyasold hatdsanak vizsgalatanal
megallapitottam, hogy a Fe?*, a Fe®* 1 mM koncentracioban, a K*, a Ca?*, és a Mg?" ionok
5 mM koncentracidban vald alkalmazédsa az aktivitds értékek 13-22%-o0s novekedését
eredményezték, tehat ezek az ionok fokozzak az enzim miikddését. Gatlo hatast a Cu®*, a
Zn?*, az Ag* és a Co?* ionok esetén tapasztaltam 5 mM koncentracidban, jelenlétiikben a

maradék aktivitas 34-55% volt.

Aspergillus niger eredetii fitaz enzim eléallitasa és jellemzése

A rendelkezésre alld6 mezofil Aspergillus fajok torzsei koziil az Aspergillus niger
F00735 torzs mutatta a legnagyobb fitaz aktivitast. Kiilonboz6 természetes szubsztratumok —
rizsliszt, borsodliszt, kukoricaliszt, kukoricakeményitd, kukoricadara, szdjaliszt, blzaliszt és
blizadara — vizsgalatdval megallapitottam, hogy a rizsliszt tartalmu tapkozegben megvalositott
szubmerz fermentacioval érhetd el a legjobb enzimtermelés. Kiilonb6z6 szervetlen - natrium-
nitrat, ammonium-acetat, ammonium-szulfat - illetve egy szerves nitrogén forras, a karbamid
enzimtermelést befolydsold hatdsat is megvizsgaltam. A legkedvezdbb nitrogénforrasnak a
meghatarozasadhoz kdzponti elrendezésii kisérlettervezési modszert hasznaltam. A fermentacio

6. napjan elért eredmények alapjan a kovetkez6 modellel irhato le az enzimtermelés:

2=-846-634x+50x%+7712y-5510y?+273xy

ahol  z: a fitaz aktivitas [U/1]
x: a rizsliszt koncentracié [(w/v)%]

y: a natrium-nitrat koncentracio [(w/v)%].
A két faktorrol, valamint egyiittes hatasukrol 1s elmondhatd, hogy legalabb 95%-0s biztonsagi

szinten enzimtermelést befolyasold hatasuk van. Osszességében 7,1 (w/v)% koriili rizsliszt és

0,86 (w/v)% Na-nitrat javasolhat6 az adott torzzsel fitaz termelésre, s a maximalis aktivitas a

crer

NaNOsz koncentracio mellett az aktivitdas novekedését eredményezné, azonban azt



tapasztaltam, hogy szubmerz koriilmények kozott a tovabbi emelés nem megvalosithato a
kozeg erdsen viszkdzus volta miatt.

Kiilonbozo kiindulasi pH-ju tapkozegekben megvaldsitott fermentaciok eredményei
alapjan megallapitottam, hogy a pH bedllitas nem gyakorolt szignifikdns hatast az
enzimtermelésre, ezért a tovabbiakban desztillalt vizzel készitettem a fermentacios
tapkozegeket. Vizsgaltam az inokulum mennyiségének, valamint a fermentacios tapkodzeg
mennyiségének és a névleges térfogat aranyanak hatdsit az enzim termelés alakulasara, s
megallapitottam, hogy 5 tf% inokulummal 1000 ml-es lombikban 150 ml fermentacios
tapkozeget beoltva érhetd el a legnagyobb fitaz aktivitas.

Annak ellenére, hogy a feliiletaktiv anyagok altalaban eldsegitik az enzimek
kivalasztasat megfeleld koncentracioban alkalmazva, az Aspergillus niger F00735 torzs
esetén ez a hatds nem jelentds, €s a koncentracid novelése gatldlag hat az enzim aktivitasara.
Eredményeim alapjan tehat e torzs fitdz fermentacidja soran feliiletaktiv anyag kiegészitésre
nincs sziikség.

Az enzim tisztitasat frakcionalt ammonium-szulfatos kicsapast kovetéen kromatografias
eljarasok kombinacidjaval valositottam meg, melynek eredményeként két enzimet kaptam, a
fitaz I-t 10,5 %-ban és a fitaz II-t 4,8 %-ban sikeriilt Kinyerni, 21-szeres illetve 4,7-szeres
tisztulast elérve. A fitaz I molekulatomege 117-120 kDa kortili, mig a fitdz I molekulatomege
65-67 kDa. A fitaz I esetén az Aspergillus fajokra gyakran jellemz6 pH=5,0, mig fitaz II-nél
erésen savas kozegben (pH=2,5-3,5 értéknél) mérhetd a maximalis aktivitas. Mindkét fitaz
enzim 60°C-on mutatta a legnagyobb aktivitast. Ezen a hdmérsékleten a fitaz I 1,5 6rdig, mig
a fitdz Il 54 oraig megOrizte aktivitasdnak 50%-at. 50 °C-os homérsékleten a fitadz II aktivitasa
2 honap elteltével sem csokkent 50 % ala.

A fémionok aktivitasra gyakorolt hatdsanak vizsgdlata sordn megallapitottam, hogy a
fitaz II enzimaktivitasat kevésbé modositottak a fémionok, mint a fitaz I enzimét. A fitaz I-re
a legkedvezSbb hatassal a Mg?" és a Mn?" voltak 5 mM koncentracioban, mely ionok
jelenlétében az aktivitas tobb mint 2,5-szeresére nétt. 5 mM koncentracioban alkalmazva a

Cu?" fitaz II esetében gatlo hatdsu volt.

Osszefoglalds

Kutatomunkam eredményei alapjan a két kiilonbozoé fonalas gomba eredetii fitaz enzimet
értékelve (1. tablazat) megallapitottam, hogy a Thermomyces lanuginosus IMI 096218 torzs
alkalmazaséval, rovidebb fermentéacids id6 alatt (2-4 nap) elérhetd a maximalis aktivitas, mint

az A. niger FO0735 torzzsel (6-7 nap). Az inokulum tenyészet felszaporitasahoz sziikséges id6



mindkét esetben 2 nap, s megegyezik a fermentacié soran a legjobb aktivitast eredményezo
szén- és nitrogénforras is. A. niger esetén a rizsliszt koncentracidjanak 7,1%-ig vald
novelésével az enzimtermelés még fokozodott, mig a T. lanuginosus gombanal 5% rizsliszt
volt optimalis.

”r

1. tablazat Az A. niger és a T. lanuginosus fitaz enzim fermentacios eléallitas
technologidjanak, tisztitisanak, valamint az enzimek jellemzéinek dsszehasonlitasa

FERMENTACIOS TECHNOLOGIA

Aspergillus niger Thermomyces lanuginosus
F00735 IM1 096218
Inokulum kora, mennyisége 2 nap, 5 tf% 2 nap (40 o6ra) 5 tf%
Fermentacio ideje 6-7 nap 1-2 nap
Fermentacio koriilményei 28°C, 220 rpm 47°C, 220 rpm
Szénforras 7,1% rizsliszt 5% rizsliszt
Nitrogeénforras 0,86% NaNO3 0,86% NaNO3
.. .. nincs pH allitas Tris-maleat/NaOH puffer
Kiindulasi pH pH=53 pH=7,5
Feliiletaktiv anyag - 0,1% Tween 40
Max. elért aktivitds 2000 U/ 2000 U/
ENZIM KINYERES ES TISZTITAS
Ki , ammonium-szulfat ammonium-szulfat
fesapas frakcionalt kicsapas 80 % telitettség
. . . hidrofob kolcsonhatasa
ioncserés kromatografia kr .
omatografia
et hidrofob kolcsonhatasa
gélsziirés Kkromatoerafia
Kromatogrdfias léepések omatogra
kromatofokuszalas ioncserés kromatografia
hidrofob kdlcsonhatasu
kromatografia
ENZIM JELLEMZES
Fitaz 1. Fitaz II. Fitaz
Molekula tomeg 117-120 kDa 65-67 kDa 60 kDa
Optimalis homérséklet 60°C 70°C
Optimalis pH 5,0 2,5-35 55,75
Felezeési ido t1/2 (60 °C) 15h 54 h 15h
Felezési ido t, (55 °C) 48 h 120 h 2,25h
- Mg?*, Mn?* K*, Ca%*, Mg**
Aktivtor (5 mM) Ca*, Co?* Fe?* (1 mM), Fe®* (1 mM)
Inhibitor (5 mM) Cu? Cu?*, Zn**, Ag*, Co?*




Az A. niger torzzsel megvalositott fermentacidé esetén nem sziikséges a kezdeti pH
bedllitasa, sem feliiletaktiv detergens kiegészités, mégis magasabb ez elérhetd maximalis
aktivitas, mint a T. lanuginosus gomba alkalmazasaval.

A tisztitdsi mivelet soran a kicsapast kovet6en az Aspergillus esetén 4, mig a
Thermomyces esetén 3 kromatografias 1épés alkalmazasaval sikeriilt megfelelé fehérje
elvalasztast elérnem és a kapott enzimfrakciok homogénnek bizonyultak. Az optimalis
hémérsékleteket Osszehasonlitva megallapithatd, hogy a termofil gomba esetén magasabb,
70°C hémérsékleten maximalis az enzimaktivitas, mig a mezofil gombanal szintén magas,
60°C-os homérsékleten mérhetd a legnagyobb érték. Ezen a hdémérsékleten mind a
T. lanuginosus, mind az A. niger eredetl fitaz I enzim felezési ideje 1,5 dra. Ennél nagyobb
mértékli stabilitds tapasztalhat6é fitaz II esetén, melynek felezési ideje 54 ora 60°C-on.
Tovabbi elénye, hogy pH optimuma az erdsen savas kozegre tehetd, a legnagyobb aktivitas
pedig pH=2,5-3,5 tartomanyban mérhetd. Szintén savas tartomany a pH=5-5,5 érték, mely a
legtobb fitdz enzim pH optimuma, s mely mindkét gombanal is jellemz6 optimalis érték. A
Ca?* és Mg?* ionok 5 mM koncentracioban alkalmazva aktivatorai a T. lanuginosus, valamint
az A. niger fitaz 1 enzimének, mig a fitaz II aktivitasat nem gatolja, de nem is ndveli
szamottevd mértékben.

Osszességében elmondhatd, hogy mind az A. niger F00735, mind a T. lanuginosus IMI
096218 torzs alkalmazasaval rizsliszten megvaldsitott szubmerz fermentacioval extracellularis
fitaz enzim termelhetd. A fiziko-kémiai és kinetikai paraméterek ismerete hozzajarul az enzim
ipari alkalmazhatosagahoz akéar az élelmiszeriparban vagy a takarmanyozas soran, tovabba

mioinozit-foszfatok célzott Iétrehozasaval gyogyaszati teriileten is alkalmazast nyerhet.

Uj tudomanyos eredmények

1. Tizennégy termofil Thermomyces lanuginosus fonalas gomba tdrzs rangsorolasa
alapjan a legjobbnak itélt Thermomyces lanuginosus IMI 096218 torzsre fitaz enzim
eléallitasi fermentaciods technologiat dolgoztam ki laboratdriumi koriilmények kozott. Fitinsav
tartalma szubsztratumokon - szdjaliszt, bluzakorpa, kukoricaliszt, rizsliszt - vizsgalva az
enzimtermelést, 5% rizsliszten tapasztaltam kiemelkedd extracelluldris aktivitds értéket.
Megallapitottam, hogy TRIS-maleat/NaOH pH=7,5 pufferrel készitve a tapkozeget, 5 %
inokulum mennyiséggel inditva a fermentacidt, mar 2 nap alatt elérhetd a maximalis
enzimaktivitas. Tovabba bizonyitottam, hogy 0,1 % Tween 40 feliiletaktiv anyag

alkalmazasaval az enzimkivalasztas fokozhaté (BUJNA et al. 2011).



2. Tizenegy mezofil Aspergillus torzs rangsorolasa alapjan, a legjobbnak itélt
Aspergillus niger F00735 torzs extracellularis fitaz enzim eldallitasara laboratoriumi
fermentacidos technoldgiat dolgoztam ki. Kiilonboz6, fitinsav tartalmu természetes
szubsztratumokon — rizsliszt, borsoliszt, kukoricaliszt, kukoricakeményitd, kukoricadara,
szojaliszt, bluzaliszt és buzadara — vizsgalva az enzimtermelést, szintén rizsliszten értem el
kiemelkedd aktivitas értékeket. Kozponti elrendezésii kisérlettervezési modszerrel optiméltam
a tapkozeg fobb Osszetevoit. 0,86% natrium-nitrat és 7,1% rizsliszt alkalmazéasaval a

kiindulasi pH beallitasa 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 sav kiiloniilt el, mely alapjan feltételezhetd, hogy az enzim
multimer jellegli. Meghataroztam a tisztitott fitaz enzim fobb jellemz6it: a homérséklet
optimuma: 70 °C, pH optimuma pH=5,5 és pH=7,5. A Fe?" és a Fe** 1 mM koncentracioban, a
K*, a Ca?*, és a Mg?" ionok 5 mM koncentracidéban aktivatorként, mig a Zn?*, az Ag*, a Co?
és a Cu?* ionok 5 mM koncentracidban gitlolag hatnak az enzim aktivitasara. Kinetikai
paraméterei: 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=0,132mM/perc Na-fitat szubsztratumon. Az enzim stabilitasanak értékelése céljabol
meghataroztam annak felezési idejét, mely 54-58°C kozotti tartomanyban pH=5,0-7,5 értékek
k6z6tt nagyobb mint 100 perc.

4. Homogenitasig tisztitottam az Aspergillus niger FO0735 torzs fitaz enzimét, s két
fitaz aktivitassal rendelkezd fehérjét (fitaz 1. és fitdz II.) kaptam. A tisztitott enzimek
molekulatomege: 117-120 kDa (fitaz 1.) és 65-67 kDa (fitaz II). Az enzimek pH optimuma:
fitaz 1. esetén pH=5,0, mig fitdz II.-nél pH=2,5-3,5. Mindkét fitdz enzim 60°C-on mutatta a
legnagyobb aktivitast. Ezen a hdmérsekleten a felezési idok fitaz 1. esetén 1,5 6ra, mig a fitaz
II. esetén 54 ora. 50 °C-os hOmérsékleten a fitdz II. 2 honap elteltével is megorizte
aktivitasanak 50 %-at. Megallapitottam, hogy a fitdz II. enzimaktivitdsat a fémionok nem
befolyasoltak jelentdsen. A fitdz 1. enzimre 5 mM koncentracioban a legkedvezObb hatassal a

Mg?* és a Mn?" voltak.



4. Kovetkeztetések és javaslatok

A kiilonb6z6 eredett fitaz enzimek tulajdonsagait, katalitikus és fiziko-kémiai jellemzdit
meghatdrozzak azon szervezetek, amelybdl szdrmaznak. A  mikroorganizmusok
diverzitdsdnak koszonhetdéen a mikrobidlis fitazok igen eltérd tulajdonsagokat hordozhatnak,
igy a felhasznalasi célok tamasztotta kornyezeti feltételeknek megfeleld enzimek gazdag
forrasainak tekinthetok. A tdpanyagok biofelhasznalhatosaganak novelése érdekében
alkalmazott fitaz készitménnyel szemben elvaras, hogy ellenalljon a gyomor savas pH-janak
¢s az emésztOenzimeknek, ezaltal megfeleléen bontsa a fitinsavat a bélben. Tovabba
megfeleld stabilitassal kell, hogy rendelkezzen a takarmany eldallitasanal fellépd hohatéassal
szemben és meglrizze aktivitasat. Takarmanyozasi célra ennek megfeleléen az A. niger
F00735 torzs fitdz Il enzime igéretesnek latszik, mivel pH optimuma 2,5 és 3,5 kozotti
tartomanyban talalhat6, mely 50°C-on vizsgalva ilyen koriilmények kozott, 2 hénap utan is
megtartotta aktivitdsanak felét.

A fitaz enzim Ujkeletli és fejlodo teriilete a human gydgyészatban vald alkalmazédsa. A
fitinsavbol megfeleld fitdz enzimkészitmények alkalmazasaval kedvezd hatdsu mioinozit-
foszfat intermedierek allithatok eld, melyek bizonyitottan jotékony élettani hatdsuak. A
daganatos betegségek kezelésébe vald bevonasukrdl szadmos kutatdsi eredmény taldlhatd,
melyekben elsddlegesen a mioinozit-trifoszfatoknak tulajdonitanak nagy jelentOséget. A
kiilonboz6 eredetii fitdz enzimek lebontasi mechanizmusuk szerint csoportosithatéak, amelyek
lehetnek 3-fitazok, 4/6-fitazok és 5-fitdzok. Ezek kiilonboz6 lebontasi utvonalakat, ezaltal
kiilonbozé szerkezetli mioinozit-foszfatokat eredményezhetnek. A fonalas gomba eredetii
fitazokra jellemzd, hogy a 3-fitdzok koz¢ tartoznak, azonban az elért eredményeim nem
elegenddek a tisztitott enzimek besoroldsdhoz. A téma tovabbfejlesztéseként javasolhato
eziranyl enzimalkalmazési kisérleteket tervezni. A hidrolizis termékek analizisébdl
kovetkeztethetlink az adott enzimek mechanizmusara, tovabba léptékndvelést kovetden az
egyes intermedier termékek preparativ HPLC technologiaval elvalaszthatoak és szerkezet
meghatarozasuk NMR technikaval elvégezhetd. A foszfor csoportok helyzete €s jelenléte
informaciot ad az elsédleges tamadasi helyrdl, valamint a szekvencidlisan megvalosulo
foszfatészterek hidrolizisérél, mely alapjan az enzimek besorolhatok. Ezen ismeretek
birtokdban lehetdvé valhat a biokonverzié soran kapott mioinozit-foszfatok gyodgyaszati
tesztelése is.

Kapott eredményeim alapjan jelentés kiilonbségeket talaltam az A. niger és a Thermomyces

lanuginosus eredeti fitaz enzimek kozott. Tekintve, hogy béséges irodalmi adat all
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rendelkezésiinkre az A. niger eredetii fitaz enzimekre vonatkozoan, ezeknek a vizsgalatoknak

elvégzése kiilondsen fontos lenne a Thermomyces eredetli enzim esetében.
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