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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1. BEVEZETES

Az elmult évtizedekben az intenziv biotechnoldgiai kutatdsoknak koszonhetden egyre tobb
enzim ipari eldallitdsat oldottdk meg, amelyek meghatarozé jelentdséggel birnak az ipari, a
gyogyaszati, az analitikai és a diagnosztikai teriileteken. Mivel az enzimes katalizis nemcsak
régiospecifikus, hanem stereospecifikus is, lehetové valik, hogy az enzimes technoldgiaval olyan
terméket allithassunk eld, amely kémiai uton csak nagy koltséggel oldhatd/valdsithatd meg.
Tovabba a kutatok, fejlesztok el6tt megnyilnak a lehetdségek olyan technologidk kidolgozasara,
amelyek hatékonyak, energiatakarékosak és kornyezetkimélok. A tobbi terlilethez hasonloan az
¢lelmiszeriparban is dinamikusan zajlik az enzimes technologiak bevezetése ¢s megvaldsitasa.
fgy a galaktozidaz enzimeket is, amelyek a galaktozidos kotések bontasat katalizaljak, egyre
sz¢leskorlibben alkalmazzdk az élelmiszer- és gyogyaszati iparban. Az o-galaktoziddz enzim
segitségével lebonthatd a raffindz és a melibidz, amely gatolja a szachar6z kristalyosodasat,
ezaltal novelhetd a kihozatal. Tovabba4, a szo6jatipusu galakto-oligoszacharidok lebonthatok az a-
galaktozidaz enzimmel, valamint a galaktomannan gélesitd tulajdonsagainak javitasaban, a Fabry
betegség kezelésében vagy a vércsoport atalakitasaban is alkalmazzdk az o-galaktozidaz
enzimet. A p-galaktozidaz enzimet a tejben 1évé laktoz bontasara, a laktoz tartalmt termékek
technologiai  és  érzékszervi tulajdonsagainak javitasara, valamint a transz-galakto-
oligoszacharidok (TrGOS) el6allitasara alkalmazzak.

A galaktoziddz enzimek megfeleld koriilmények kozott (nagy galaktéz koncentracio, kis
vizaktivitds, stb.) a hidroldz aktivitdsuk mellett transzgalaktozidaz aktivitassal rendelkeznek,
amely segitségével kiilonb6z6 polimerizaltsaghi galakto-oligoszacharidok szintetizalhatok. A
szénhidrat lanchossza nagyban fiigg az alkalmazott enzim tulajdonsagatol. Ezen
oligoszacharidok szelektiven tamogatjdk a probiotikus baktériumok (Lactobacillus ¢és
Bifidobacterium torzsek) szaporodasat és aktivitasat, igy prebiotikumnak tekinthetok. Jelenleg a
kereskedelemben kaphato ipari béta-galaktozidaz enzimkészitmények Aspergillus spp. vagy
Kluyveromyces lactis eredetiick. Bar ezen mikroorganizmusok rendelkeznek GRAS statusszal,
azonban az altaluk szintetizalt TrGOS-t nem lehet automatikusan prebiotikumnak tekinteni,
hiszen nemcsak a biztonsag, hanem a szelektivitds és a stabilitds is fontos kritériumok.
Felvetddik a gondolat, hogy a probiotikus mikroorganizmus altal szintetizalt galaktozidaz
enzimekkel kellene TrGOS-ot eldallitani, igy novelhetd annak esélye, hogy az prebiotikum
lehessen. Egy masik innovativ megoldas lehet a prebiotikus TrGOS eldallitasa a probiotikus
szabad/rogzitett sejtek alkalmazasaval. Az igy kapott termékeket integralt szinbiotikumoknak

nevezzik.
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A fermentalt probiotikus termékek elballitasanal a leggyakrabban alkalmazott probiotikumok a
Lactobacillus acidophilus La-5, L. casei 01 és a Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12
torzsek, mivel ezen probiotikumok kedvezé élettani hatasaik (bélrendszeri fertézések
megeldzése, laktéz intolerancia tiineteinek enyhitése, koleszterinszint csokkentés,
immunmodulalé hatas, stb.) mellett kivalo technologiai elényokkel is rendelkeznek. Noha a
szakirodalomban szamos tanulmany foglalkozik a technologiai tulajdonsagaikkal és az €lettani
hatasaikkal, nagyon kevés az enzimrendszerikre vonatkoz6 ismeretink. Pedig ezen
alapismeretek fontos informaciokkal szolgalhatnak elsdsorban a prebiotikum és a szinbiotikum
tervezéseben.

A fenti gondolatok motivaltak arra, hogy a PhD kutatisomban mélyebben foglalkozzam a harom
fontos probiotikus starter kultara (Lactobacillus acidophilus La-5, L. casei 01 és Bifidobacterium

animalis subsp. lactis Bb-12) a- és B-galaktozidaz enzimével.

Célkitiizések

« Kereskedelmi forgalomban kaphato és alkalmazott probiotikus térzsek (L. acidophilus La-5,
L. casei 01 és B. animalis subsp. lactis Bb-12) alfa- és béta-galaktozidaz enzim szintézis
mechanizmuséanak tanulmanyozéasa

»  Kiilonbozd kémiai szerkezetii szénhidratok hatasanak vizsgélata
* Szaporodas és enzimszintézis kozotti kapcsolatok feltarasa

» Lokalizacidjuk meghatarozasa

=  Optimalis induktor koncentracidé megallapitasa

¢ Enzimfermentacid 1éptékndvelése

% B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs eredetii alfa-galaktozidaz enzim kinyerése és
homogenitasig torténd tisztitasa

¢ Az enzimfehérje jellemzése

= Molekulatomeg becslése
=  Optimalis miikodési feltételek meghatarozasa
= Stabilitas vizsgalata

=  Jonok hatasa a tisztitott enzim mukodésére
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Probiotikumok

Probiotikumoknak nevezik mindazokat a humanbarat bélbaktériumokat, amelyek tobbféle
jotékony hatassal gyakorolnak a gazdaszervezet egészségi allapotara [Vasiljevic & Shah, 2008].
A probiotikumok kore egyre boviil, de ipari célra altaldban a tejsavbaktérium ¢és a
bifidobaktérium torzseket hasznaljak [Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro, 2011]. Az
alkalmazott fajai k6zott nem talalhatok patogén fajok [Picard et al., 2005]. Tovabba, nagy résziik
(a régebben hasznaltak 2—30 %-a, a napjainban hasznaltak akar 80-85 %-a is) tléli a gyomorban
1évo savas kozeget, a vékonybélben pedig az epesavak €s az emésztoenzimek pusztitdo hatasat,
igy é¢letképes formaban jutnak el a vastagbélbe, ahol elszaporodhatnak és kolonizalhatjdk a
bélnyalkahartyan [Szakaly, 2004; Vasiljevic & Shah, 2008].
Ahhoz, hogy egy baktérium lehessen probiotikum, kiilonboz6 kritériumoknak kell eleget tennie
[Ouwehand et al., 1999]. llyenek:

» Ellenallas a gyomorsavnak és az epesavaknak.

» Jo tapadas a bélnyalkahartya felszinhez.

> Elelmiszeripari és klinikai hasznalata biztonsagos.

» Klinikai vizsgalatok alapjan az egészségiigyi hatas dokumentalasa.

» Jo technologiai tulajdonsagok.
A probiotikumokkal szembeni kovetelmények folyamatosan valtoznak. A WHO 2001-es
hatdrozata alapjan ma mar nem kritérium a human eredet és a bélnyalkahartyahoz val6 tapado
képesség megléte sem. A probiotikumok szamos kedvezd é€lettani tulajdonsagat az 1. tdblazatban
foglalom Gssze. A  probiotikumok, mint példaul az élelmiszeriparban alkalmazott
bifidobaktériumok ¢és a laktobacilluszok, nagy mennyiségben szintetizdlnak B—galaktozidaz
enzimet, amely Kkatalizalja a laktéz lebontasat. csokkenthetd vagy laktozmentesitheté a
tejtermékben 1évé tejcukor tartalma, amely felel a laktoz intolerancia tiineteiért [de Verse &
Marteau, 2007; Shah, 2006; He et al., 2007, Jiang et al., 2006]. Bizonyitottak, hogy a
probiotikus baktériumok az epesavak dekonjugalasaval csokkentik a szérum koleszterin szintjét
a bélben [Turpin et al., 2010]. Rovid-szénlanct zsirsavak (SCFA) termelésével a gyomor-
bélrendszerhez kapcsolodo nyirok szoveteket (GALT) taplaljak és hatnak az elhizas ellen [Shah,
2006]. Egészséges bélmiikodést biztositanak, valamint az antimutagén és az antikarcinogén
tulajdonsagaikkal csokkentik a vastagbélrak kialakulasanak a kockazatat [Shah, 2006; Leahy et
al., 2005, Szakaly, 2004, Granato et al., 2010; Savard et al., 2011].
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1. tablazat: Probiotikumok kedvezo élettani hatasai

Probiotikus hatas Hivatkozas

Bélbaktériumok modulacioja de Verse & Marteau, 2007

A rotavirus okozta hasmenés tineteinek | de Verse & Marteau, 2007
csokkentése/megeldzése

Az antibiotikumos kezelés kovetkeztében | Rolfe, 2000; de Verse & Marteau, 2007
felléep6  hasmenés  csokkentése  illetve
megeldzése

A laktoz-intolerancia tiineteinek enyhitése de Verse & Marteau, 2007; Shah, 2006; He et
al., 2007, Jiang et al., 1996

A gyomor- ¢és Dbéltraktusban gyulladasos | de Verse & Marteau, 2007; Rolfe, 2000
fertézést  okozo Helicobacter  pylori
novekedésnek visszaszoritasa

Gyulladasos bélbetegségben szenvedd betegek | de Verse & Marteau, 2007; Rolfe, 2000,

panaszainak enyhitése Vasiljevic & Shah, 2008; Shah, 2006, Turpin
etal., 2010
Karcinogenezis megel6zése Vasiljevic & Shah, 2008, Djouzi et al., 1997;

Goldin et al., 1992, Marteau et al., 1990

Antimikrobas aktivitasuk és bélrendszeri fert6zések megelozése

A Dbifidobaktériumok ¢és tejsavbaktériumok szerves savakat, hidrogén-peroxidot és
bakteriocineket, mint antimikrobas anyagokat termelnek/termelhetnek,  mellyekkel
visszaszoritjdk a patogén mikroorganizmusok szaporodasat €s aktivitasat.

A tejsav és ecetsav tobbmint 90%-at teszik ki a bifidobaktériumok altal termelt szerves
savaknak, melyek csokkentik a bélben uralkod6 pH-t és igy fejthetik ki bactericid és
bakteriosztatikus hatasukat az enteropatogén Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus és Clostridium perfringens fajokkal szemben [Shah, 2006]. Allat
kisérletek soran egy B. longum torzsrdl kimutattak, hogy visszaszoritotta a S. typhimurium
szaporodasat [Leahy et al., 2005]. Tovabba a kisérleti egerek taplalékaban talalhato B. breve és
B. pseudocatenulatum torzsek gatoltak az akar halalt is okozo shiga toxint termeld E. coli
O157:H7 torzs fert6zését [Leahy et al., 2005].

A L. acidophilus La-5 (Christian Hansen cég altal forgalmazott) torzsrél kimutattak, hogy
antibakterialis (acidocin-CHs), illetve egyéb gatldé anyagokat termel (pl. tejsav, H,O,), melyek
szamos karos, patogén baktérium, illetve bizonyos gomba fajok (pl. Candida) ellen hatnak
[Moller & de Vrese, 2004].

Az antibiotikummal t6rténé kezelések okozta hasmenés kialakulasanak megelézésére hasznos
lehet a probiotikus baktériumok fogyasztasa. Ezen hasmenésért elsdsorban a C. difficile felelds,

mely kis szamban honos az egészséges bélmikrobiotaban. Az antibiotikumos kezelés hatasara
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megnovekszik aranyuk és toxintermelésiik miatt hasmenést okozhatnak [Shah, 2006]. Sheu és
munkatarsai [2006] vizsgaltak a B. animalis subsp. lactis Bb-12 és L. acidophilus La-5 torzseket
tartalmazo AB joghurtok hatasat a Helicobacter pylori aktivitasara, és megallapitottak, hogy a 4
hetes el6kezelés hatasra hatékonyabba valhat az antibiotikumos kezelés.

A gyermekeknél kialakult hasmenésért nagyon sok esetben rotavirus a felelds. Saavedra és
munkatarsai [1994] kimutattak, hogy a B. bifidum és a Streptococcus thermophilus torzsek
egyiittes alkalmazasaval csokkenthetd a rotavirusos megbetegedések szama [Leahy et al., 2005].
Tovabba a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs fogyasztasaval megel6zhetd gyermekeknél a
fent emlitett hasmenés, valamint csokkenthetd a kialakult megbetegedés idétartalma [Shah,
2006].

Az E. coli, Salmonella, Campylobacter és Shigella torzsek altal okozott hasmenéses
megbetegedések (Gigynevezett ,,utazok hasmenése”) kialakulasa azonban bifidobaktériumok és
mas probiotikus baktériumokkal egyiittesen alkalmazva csokkenhetdvé valhat. Leahy ¢és
munkatarsai [2005] arrdl szamoltak be, hogy 71 %-rol 43 %-ra csokkent az Egyiptomba latogato
turistdk hasmenéses megbetegedése a kapszula formdjaban elfogyasztott probiotikus torzsek (S.

termophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus, B. bifidum) metabolizmusanak kdszonhet6en.

Laktoz-intolerancia tiineteinek enyhitése

A vilag lakossaganak tobb mint kétharmada szenved laktdz-intoleranciaban [Leahy et al., 2005].
A laktéz (tejcukor) a tejben és a tejtermékekben eléfordulod diszacharid, melyet a laktdz nevii
enzim alakit 4t a vékonybélben felszivodo cukrokka, glilkozza és galaktozza. A laktaz enzim
(béta-galaktozidaz) nem megfeleld miikodésének vagy teljes hianyanak kovetkeztében a tejcukor
tejfogyasztast kovetéen hasmenést okoz. Igy azon személyek, akiknél a laktoz felszivodasa nem
megfeleld gyakran panaszkodnak gyomor gorcsokre, diszkomfort érzetre a friss nem fermentalt
tej, vagy tejtermékek elfogyasztasat kovetoen.

A Bifidobacterium longum egyes esetekben enyhiti, a laktéz intolerancia tiineteit [Shah, 2006].
Jiang és munkatarsai [1996] vizsgaltak, hogy a B. longum torzseket (B6 és ATCC 15708) 5x10°
tke/ml koncentracioban tartalmazo termékek hogyan hatnak a laktdz intolranciaban szenvedd
személyek tiineteire. Megallapitottak, hogy a B. longum torzset tartalmazoé tejek elfogyasztasat
kovetéen csokkentek a paciensek leheletében a hidrogén koncentracio és a laktdz
malabszorpcionak tiinetei is. A legjobb eredményt abban a kisérleti beallitasban tapasztaltak,
mikor a torzset csak laktdoz szénhidrattal kiegészitett tapkdzegben szaporitottdk fel és igy
magasabb p-galaktozidaz enzim aktivitast indukalva, novelte a laktéz lebontasat. A

bifidobaktériumokkal kiegészitett étrend pozitiv hatdsat szintén tapasztaltdk He és munkatarsai
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[2007] is, amikor 11 kinai laktdz-intolerancidban szened6 paciens bél mikrobidtajanak
metabolikus aktivitasat vizsgaltadk. A B. longum (kapszula formajaban) és a B. animalis
(joghurtban) torzseket hasznaltdk fel a vizsgdlandd alanyok étrendjének kiegészitésére.
Kimutattdk, hogy mindkét bifidobaktérium toérzs megjelent a kisérleti alanyok

e

bélmikrobidtajaban, tovabba a paciensek tiinetei is enyhiiltek [He et al., 2007].

Szerepiik a rak megel6zésében

A kozelmultban egyre nagyobb figyelmet kap/kapott a probiotikumok koztik 1is
bifidobaktériumok és a  laktobacilluszok  antimutagenitas,  antigenotoxicitds  és
antikarcinogenitassal kapcsolatos tulajdonsdgainak felderitése. A mutagének kialakuldsat
okozhatja a stressz, a virusos vagy a bakterialis fertdzés, illetve a fagocitozis. Endogén DNS
karosodas johet létre az Oregedés soran a korral jard degenerativ betegségek miatt. Az emberi
szervezet védelmi mechanizmusa soran a leukocitak NO, 072 és H,0; szabaditanak fel igy védve
a szervezetet a bakteridlis ¢€s a virusos fert6zésektol, de e folyamatban fellép6 hiba

crer

visszafordithatlan hibak kritikus tényezdi a sejt oregedésének, illetve a daganatképzdédésnek

[Vasiljevic & Shah, 2008].

Kimutatattak [Turpin et al., 2010], hogy egyes Lactobacillus térzsek 5 mechanizmus altal

fejthetnek ki védoéhatast a karcinogenezis ellen:

1. A karcinogén anyagok szintetizalddasdnak folyamatat katalizalo enzimek (béta-

glilkuronidaz, azoreduktaz, ureaz, nitroreduktdz) mitkodésének gatlasa
2. Xenobiotikumokat metabolizal6 enzimek modulélasa
3. A karcinogén anyagok székletbe és/vagy vizeletbe torténd kivalasztddasanak eldsegitése
4. Az altaluk termelt antioxidans anyagokkal a sejt mutacié megeldzése
5. A koros sejtek elhaldsanak, apoptdzisanak eldsegitése

A Lactobacillus-ok esetében szamos irodalom beszamol arrdl, hogy gatoljak a rakos sejtek
kialakulasaért felel6s enzimek aktivitasat [Djouzi et al., 1997; Goldin et al., 1992, Marteau et al.,
1990]. A L. rhamnosus GG torzs fogyasztasanak hatasara a bélbaktériumok [-gliikuronidaz
aktivitasa 80%-kal csokkent az emberi szervezetben, mig patkanyokkal végzett kisérleteknél a L.
casei DN 114001 hatasara ezen enzim aktivitasa 50%-ra csokkent [Djouzi et al., 1997; Goldin et
al., 1992]. Marteau és munkatarsai [1990] L. acidophilus A1 és mellette B. bifidum B1 torzset

tartalmazé fermentdlt termékek elfogyasztasat kovetden figyelték meg a bélsar nitroreduktaz
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aktivitasanak csokkenését, mely csokkenést az életképes L. acidophilus Al torzs jelenléte idézte
el6. Tovabba Hirayama és Rafter [2000] epidemiologiai kutatdsaik alapjan kiemelték, hogy a
probiotikumok bevitele csokkentheti a vastagbélrak eléfordulasat. Bifidobaktériumokkal végzett
allat modelleken végrehajtott kisérletek soran kimutattak, hogy csokkentik a béta-gliikorunidaz,
az azoreduktdz és a nitroreduktaz enzimek aktivitasat [Vasiljevic & Shah, 2008]. Ebben a
tanulmanyban megallapitottdk, hogy a bifidobaktériumok bizonyos genotoxikus kémiai
vegyiiletek aktivitasat csokkentik és novelik az antimutagén tevékenységet [Vasiljevic & Shah,
2008]. Szamos tényez6t mar sikeriilt meghatarozni, amelyek feldssé tehetdek a colorectalis rak
kialakulasaért, mint példaul a baktériumok anyagcseréje sordn keletkezd genotoxikus vegyiiletek
(a nitrozamin, a heterociklikus aminok, a fenolos vegyiiletek és az ammonia).

A probiotikumok antimutagenitds €s antikarcinogenitds mechanizmusa még nem teljesen
ezaltal annak metabolikus aktivitasat és normalizalhatjdk a bélfal atteresztOképességét, valamint

fokozzak az immunitast [Shah, 2006].

Gyulladasos bélszindroma megel6zésében betoltott szerep

A gyulladasos bélszindroma (IBD) a gyulladdsos betegségek kozé sorolhatd és szdmos tiinete
ismert: gyulladas, fekélyek, hasi fajdalmak (melyek oka lehet a rendellenesre sziikiilé gyomor-
bél traktus), hasmenés és komoly esetekben a gyomor, illetve bélrendszeri vérzés is kialakulhat.
Két fenotipusa ismeretes az IBD-nek egyik a colitis ulcerosa a masik a Crohn-betegség,
mindegyik kronikus, kitjuld betegség. Amennyiben az érintett egyén hajlamos ra az életének
késobbi szakaszaban akar vastagbél rak is kialakulhat [Vasiljevic & Shah,2008, Turpin et al.,
2010]. Azoknal az embereknél, akik IBD-ben szenvednek a Lactobacillus-ok és
Bifidobacterium-ok szama joval kisebb, mint a kokkoidok és mas anaerob baktériumokké. Ennél
a betegségnél altalaban kortikoszteroidos kezelést alkalmaznak, de a gyogyszeres hatés
fokozhato probiotikumok fogyasztasaval. A B. breve és L. plantarum egyiittes hatasat vizsgalva
megallapitottak, hogy azok a betegek, akik probiotikumot kaptak a kezelés soran javultak a

tiineteik, szemben a probiotikumokkal nem kezelt személyekkel.

Allergias betegek tiineteinek enyhitése

A probiotikumok jotékony tulajdonsagai kozott megemlitheté az allergias betegek tiineteinek
enyhitése is. Altalaban nagyobb hatis érhetd el a gyermekeknél, mint felnétteknél, mivel a
megfeleld immunrendszer kialakitasban a baktériumoknak fontos szerepiik van, legféképpen a
bél limfoid szoveteiben [Turpin et al., 2010]. Normal koériilmények kozott a csecsemé GALT

még steril (fejletlen) a terhesség alatt, és az anyai kornyezet segiti elé6 a kezdeti Th2
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immunvalaszt a csecsemOkben, mely a sziilést kovetden atall egy nem allergias Thl tipusu
immunvalaszra és ezt kdvetden alakul ki az Gjsziillott bélmikrobiotaja. Az 1-13 éves gyermekek
csoportjaban vizsgaltak, hogyha napi kétszer 10'° L. rhamnosus 19070-2 és L. reuteri DSM
12246 sejtet visznek be, akkor ez hasznos lehet az atopids dermatitis (AD) kezelésében, de
jelentds valtozasokat nem tapasztaltak a Th2 citokin interlukinek (IL) IL-2, IL-4 és a szabalyzo
citokin IL-10 termelédésében [Turpin et al., 2010].

Sziv-és érrendszeri betegségek megelozésében betoltott szerep

A probiotikus baktériumok csokkentik a sziv— és érrendszeri betegségek kialakulasanak
kockazatat is. A magas vérnyomas kialakulasat gatoljak az angiotenzin konvertalé enzim
inhibitor (ACE1) segitségével. Az enzim gatlasaval csokkenthetdk a magas vérnyomas
veszélyeit. Az angiotenzin része a rennin-angiotenzin rendszernek, mely serkenti az aldoszterol
kiaramlasat és igy noveli a Na* ion, valamint a viz kidramlasat. Ezek a tényezok érsziikiiletet és
vérnyomas emelkedést okoznak. A magas koleszterin szint az epesok lebontasa révén
csokkentheté [Turpin et al., 2010]. Fuglsang és munkatarsai [2003] patkanyokkal végzett
kisérletek soran kimutattak, hogy a L. helveticus CHCC637 és a CHCC641 torzsek gatoltak az
angitenzin II konverziojat, amelyen keresztiil a magas vérnyomads csokkenthetd.

Néhany probiotikus torzs képes a magas koleszterin szint kialakulasat meggatolni gy, hogy
elésegitik a maj koleszterin felhasznalasat az epesd hidrolazok segitségével. In vitro
koriilmények kozott kimutattak, hogy egyes L. acidophilus torzsek a sejtek novekedése soran
koleszterint vesznek fel és igy annak szintjét csokkentik a tapkozegben. Ez a felvétel akkor
valosult meg, amikor a torzset anaerob koriilmények kozott epe jelenlétében szaporitottak.
Allatkisérleteket végzett Park és kutatocsoportja [2007] in vivo koriilmények kozott és azt
tapasztaltdk, hogy a mesterségesen eldidézett magas koleszterin szinttel rendelkez6 patkanyoknal
a L. acidophilus ATCC 43121 torzs fogyasztasa csokkentette a patkanyok koleszterin szintjét
[Turpin et al., 2010].

2.1.1 Bifidobaktériumok
2.1.1.1 Altaldnos jellemzés

Az emberi bélrendszerben koriilbeliil 10" — 10' baktérium talalhaté, amelyek koziil a legtobb
obligat anaerob, beleértve a klosztridiumokat, eubaktériumokat és a bifidobaktériumokat. A
bifidobaktériumok természetes lakoi a humén vastagbélnek, kiilondsen nagy mennyiségben az
anyatejjel taplalt, egészséges csecsemOk bélrendszerében fordulnak el6 nagy mennyiségben [Lee
et al., 1999], a mikrobiota koriilbeliil 80 %-at teszik ki, mig a feln6tteknél ez az érték csak 25 %-

ra teheté [Picard et al., 2005]. Ez a csokkenés a vegyes taplalkozasra torténd atallas miatt
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kovetkezik be, és az €letkor elérehaladtaval tovabb fokozddik. Azért, hogy a bifidobaktériumok
kedvezd részardnyat a bélmikrobiotaban megorizziik, kétféle stratégiat alkalmazhatunk. A
probiotikus megkdzelités szerint megfeleldé szamu bifidobaktériumot tartalmazo élelmiszer
fogyasztasa, mig a prebiotikus koncepcio szerint pedig az élelmiszer olyan oligoszachariddal,
vagy oligoszacharidokkal (bifidogén faktor, vagy prebiotikum) valo kiegészitése, amely/amelyek
szelektiven eldsegitik a bélben €16 endogén bifidobaktériumok szaporodasat és aktivitasat
[Alander et al., 2001]. Az élelmiszerek kozott egyre nagyobb szamban jelennek meg olyan
termékek, amelyek probiotikumokat ¢és prebiotikumokat egyarant tartalmaznak, ezeket
szinbiotikus termékeknek nevezziik. Bifidobaktériumot eldszor Tissier izolalt csecsemd
bélsarbol és a Bacillus bifidus nevet adta neki [Biavati et al., 2000]. Rendszertanilag,
bifidobaktériumok a Bifidobacteriales rendhez tartozo, Gram pozitiv baktériumok, melyek DNS-
e nagy G+C tartalmG (55-67%). Ehhez a rendhez tartoznak még a Corynebacterium,
Mycobacterium és a Streptomyces nemzetségek is [Leahy et al., 2005; Gomes & Malcata, 1999].
Eléfordulasuk Ezek kozil a

alapjan is csoportosithatjuk a bifidobaktérium fajokat.

szakirodalomban leggyakrabban fellelhet6 fajokat a 2. tdblazatban foglaltam dssze.

2. tablazat: Kiilonbozo bifidobaktériumok el6fordulasi helye

Fajok

Eléfordulasi hely

Referencia

B. adolescentis

cscsemd, és felnott bélsar, szarvasmarha
bendd, vagina

Leahy et al., 2005
Shah, 2006

B. angulatum

felnott bélsar

Leahy et al., 2005

B. animalis

patkany, csirke, nyul, borju bélsar,
szennyviz

Biavati et al., 2000

B. a_nlmalls subsp. | Joghurt Ventura et al.. 2007

lactis

B. bifidum felnétt, és csecsemd bélsar €s vagina Leahy et al., 2005

B. breve csecsemo bélsar, vagina, szennyviz Biavati et al., 2000
Shah, 2006

B. catenulatum felnétt, és csecsemd bélsar €s vagina Leahy et al., 2005

B. cuniculi nyul bélsar Leahy et al., 2005

B. dentium szajiireg, felnott bélsar Biavati et al., 2000

B. infantis csecsemo bélsar €s vagina Leahy et al., 2005

Shah, 2006

B. animalis subsp.

fermentalt tej

Biavati et al., 2000

Lactis

B. longum felnétt és csecsemd bélsar, vagina, Biavati et al., 2000
szennyviz Shah, 2006

B. mininum szennyviz Ventura et al., 2007

B. subtile szennyviz Leahy et al., 2005

B. thermophilum

malac, csirke bélsar, szarvasmarha bendo

Biavati et al., 2000
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A 2. tablazat adatai alapjan a bifidobaktériumok mind a humaén, mind az allati bélsarban és
testiiregekben is el6fordulnak.

A bifidobaktériumok szigortian anaerob mikroorganizmusok, azonban néhany oxigén tolerans
torzset is izolaltak mar [Arunachalam, 1999; Gomes & Malcata 1999; Leahy et al., 2005].
Morfologiailag a bifidobaktériumok nem mozgod, nem sporaképzd palca alakil baktériumok,
altalaban ivelt, bunkoés, Y alaktiak [Leahy et al., 2005]. A jellemzé morfologiajukat a 1. abran
mutatom be a Bifidobacterium adolescentis faj példajan keresztil.

1. abra: Bifidobacterium adolescentis pasztazo elektronikus mikroszképos képe
(http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Bifidobacterium)

A bifidobaktériumok novekedésének optimalis homérsékleti tartomanya 37-41 °C kozott
talalhato, de néhanyuk szaporodhatnak 20 °C alatt és 46 °C felett is [Biavati et al., 2000]. Az
egyetlen kivétel a B. thermacidophilum faj, mely jol szaporodik 49,5 °C-on is. Savtoleransak, de
optimalis szaporodasi pH-juk 6,5-7,0 k6zott talalhato, 4,5 pH alatt csak a B. thermacidophilum
novekedik. Sejtfaluk tipikus Gram pozitiv struktiraja, ahol vastag peptidogliikan réteg N-acetil-
muraminsav-N acetil-gliikozamin szénhidrat lancahoz L-alanin, D-glutaminsav, L-ornitin és D-
alanin aminosavakat tartalmaz6 tetrapeptid rész kapcsolodik, de néhany fajnal az ornitint a lizin
helyettesiti [Biavati et al., 2000]. A bifidobaktériumok sejtfalanak murein részéhez kovalensen
kapcsolodo poliszacharid rétegét gliikoz, galaktoz és ramnédz alkotja. Mennyiségi és mindségi
kiilonbségek vannak azonban a fajok, torzsek genetikai tulajdonsagainak megfeleléen, valamint
a novekedési feltételektdl fiiggéen [Biavati et al., 2000]. A bifidobaktériumok altalaban
rezisztensek néhany antibiotikumra, mint példaul a kanamicin, neomicin, nalidixsav, polimixin
B, gentamicin, sztreptomicin ¢és metronidazol. Ez a kozos jellemzdjik valdszinlileg
kromoszomalisan kodolt. Egyes torzsek érzékenynek bizonyultak ampicillinre, G-penicillinre,
erythromycinre, cepharosporinra, bacitracinra, chloramphenicolra, clindamycinre,

nitrofurantoinra és tetraciklinre nézve [Biavati et al., 2000].
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2.1.1.2 Anyagcsere folyamatok
Szénhidrat metabolizmus

A membran transzport folyamatok koziil a cukor molekula harom kiilonb6z6 mechanizmus révén
juthat at a citoplazmamembranon:

e A sejten beliilre juthat PEP transzporttal: ez a rendszer magaba foglalja a cukor

transzlokaciojat és a foszforilaciojat is.
o ATP-kotott rendszerrel: ehhez sziikséges energia a foszfat rész hidrolizalasabol
szdrmazik

e Fém vagy proton szimporttal [Krewinski et al., 1997].
Az elobb emlitett transzport folyamatok segitségével a bifidobaktériumok hasznositjak a
taplalékokban taldlhato azon szénhidratokat, amelyek a bélrendszer felsé szakaszdn nem
bomlanak le és szivodnak fel, hanem valtozatlanul jutnak el a vastagbélbe.
A Dbélrendszerben ¢él6 mikroorganizmusok kommenzalista kozosséget alkotnak és nagy
valtozatossaguknak koszonhet6en kiilonboz6 anyagcesereutakat kovetnek és képesek lebontani a
komplex szénhidratokat is. E komplex szénhidratok lehetnek étrendi (élelmiszer) dsszetevok,
mint példaul a rezisztens keményitd, celluléz, hemicelluléz, glikogén, galaktan, xilan, pullulan,
pektin és a gumik, illetve a gazdaszervezetbdl szarmazo Osszetevok: mucin, glikoszfingolipid,
kondroitin-szulfat, hialuronsav és heparin vagy a gasztrointesztinalis traktus (GIT) mas mikrobai
altal eldallitott egyéb szénforrasok is.
Az elfogyasztott nem-emészthetd szénhidratok mennyisége ¢és jellege kdzvetlen hatassal van a
metabolikus aktivitasra, valamint a GIT-ban 1évé mikrobak szamara és Osszetételére. A
bélrendszer mikrobai hasznositjak a sokféle taplalkozési forrasbol szarmazdé ndvényi eredetli
oligo- és poliszacharidokat, amelyek lebontjasat az erre alkalmas enzimek katalizaljak. A
bifidobaktériumok genomjaba szervezddd geénekbdl kovetkeztethetiink, hogy milyen jol
alkalmazkodtak az emberi GIT-hez. Ezt tiikr6zi az is, hogy kiilonb6z6 szénhidratok bontasaban
résztvevé enzimeket kodold gének is megtaldlhatok a genomban, mint példaul a glikozil-
hidrolaz, a cukor ATP-kazetta kotd transzport rendszer (ABC transzport rendszer) és a
foszfoenolpiruvat-foszfotranszferaz (PEP-PTS) rendszere.
A bifidobaktériumok eltéréen a tejsavbaktériumoktol egy ugynevezett ,,bifid shunt” anyagcsere

uton bontjak le a hexdzokat (2. abra).
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2. abra: Sematikus abraja a bifidobaktériumokra jellemz6 ,,Bifid titnak”
[Pokusaeva et al., 2011 nyoman]

Acka: acetat kinaz, Adh2: aldehid-alkohol dehidrogenaz 2, Aga: a-galaktozidaz,
Agl: a-gliikozidaz, Bgl: B-glikozidaz, GalEl: UDP-gliikéz 4-epimeraz, GalK: galaktokinaz, GalM: galaktoz
mutarotaz, GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz C, GIKA: glikokinaz, Gnt: 6-foszfogliikonat
dehidrogenaz, Gpi: gliikoz 6-foszfat izomeraz, Frk: fruktokinaz, F6PPK: fruktoz 6-foszfoketolaz, Fucl: L-fukoz
izomeraz, FucK: L-fukuldéz kindz, FucA: L-fukul6z-1P aldolaz, FucO: laktaldehid reduktiz, Ldh2: |Aktat
dehidrogenaz, LNBP: lakto-N-bioz foszforilaz, Pgk: foszfoglicerin kinaz, Pgm: foszfogliikomutaz, Pfl: format
acetiltranszferaz, RK: ribokinaz, RS5PI: riboz-5-foszfat izomeraz, R5PE: ribul6z-5-foszfat epimeraz, Tal:
transzaldolaz, Tkt: transzketolaz, TpiA: tridzfoszfat izomeraz, UgpA: UTP-gliikdz-1-foszfat uridilil-transzferaz,
XPPKT: xiluloz-5-foszfat/fruktoz-6-foszfat foszfoketolaz, XylA: xiléz izomeraz, XyIB: xiluloz kinaz, Zwf2:
gliik6z-6-foszfat 1-dehidrogenaz, Pi: foszfat

Anyagcseréjiik folyaman a hex6zokbdl tejsavat, ecetsavat, etanolt és hangyasavat allitanak el6.
A Dbifid aton kulcsfontossagl szerepet jatszik a fruktoz-6-foszfoketolaz (F6PPK) enzim (E.C.
4.1.2.2.), amely a Bifidobacteriaceae csalad rendszertani besorolasnal biokémiai markernek
tekinthetd. A komplex szénhidratokat eldszor glikozidos kotéseket tartalmazo Osszetevokre
bontjak, majd tovabbi enzimek sziikségesek a kiilonboz6 étrendi, illetve gazdaszervezet eredetii
szénhidratok lebontasahoz. Igy a ,bifid witon” keresztiil lehetévé valik, hogy tobb ATP-t
termeljenek, mint a fermentativ uton energiat nyerd tejsavbaktériumok. elméletileg egy mol

gliikozbol 2,5 mol ATP-t nyernek 1,5 mol acetat és 1,0 mol laktat képzése mellett. Ellenben a
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homofermentativ tejsavbaktériumoknal 1 mol gliikozbol csak 2 mol ATP és 2 mol laktat
keletkezik. A heterofermentativ tejsavbaktériumok azonban csupan 1 mol ATP, 1 mol tejsav és 1
mol etanol eldallitasara képesek. A bifidobaktériumok esetében a keletkezett tejsav és acetat
arany fajok és torzsek szintjén eltéré lehet [Pokusaeva et al., 2011].

A Bifidobacterium térzsek mindegyike hasznositja a gliikozt és a fruktdzt, valamint nagy résziik
a galaktozt, és a ribozt. Galaktoz jelenlétében egy torzs (B. minimum YITH4097) mutatott
gyenge novekedést igy nem is bizonyult galaktéz hasznositonak [Pokusaeva et al., 2011]. A
vizsgalt szénhidratok koziil csak a glikozt, fruktozt, szachardzt, maltozt hasznositotta.
Bizonyitottak, hogy a B. breve NCTC11815 azonban nem hasznositotta a ribozt. A
bifidobaktériumok cukor hasznositasa a PEP-PTS rendszeren csak kis mértékben, mig tilnyomo
részt az ABC transzporteren keresztiil torténik.

Ezt kovetden a szénhidratok intracellularis enzimek segitségével hidrolizal6dnak,
deacetildlodnak, foszforildlodnak, illetve transzglikozildlodnak. A vizsgélt torzsek talnyomo
tobbsége 2, illetve 3 monomerbdl alld Gsszetett cukrokat is erjesztik, mint példaul a szacharo6z,
maltdz, melibioz €s a raffindz [Pokusaeva et al., 2011].

A 3. tablazatban feltiintetett bifidobaktérium toérzsek nem fermentaltdk az L-arabindzt, a
ramnozt, a N-acetilglukdzamint, a szorbitot, a melezitozt, a trehalozt, a glicerint, a xilitet és az
inulint [Pokusaeve et al., 2011].

A laktdoz bontasaért felelés béta-galaktozidaz enzimszintézis mechanizmusat az E. coli faj
esetében részletesen tanulmanyoztak [Matthews, 2005]. E miatt a lac operon felépitése és
mikodése szamos prokaridtandl mar ismertnek tekinthetd. A bifidobaktériumok esetében
azonban még hidnyosak az ismereteink. Hung és munkatarsai [2002] tanulmanyoztak a B.
infantis HL96 torzs béta-galaktozidaz kodold génjéit és megallapitottak, hogy legalabb 3
izoenzimet kodolo gén talalhatd genomjaban. Bar a fehérjeszekvencia nagymértékii hasolosagot
mutatott a LacZ (lac operonban talalhatd) altal kodolt béta-galaktozidaz szekvenciaval, de
bebizonyitottak, hogy a fGal-II gén nem a lac operonban talalhatd. Tovabba fehérjeszinten a B.
infantis eredetli fGal-11 98 %-ban hasonldsagot mutatott a B. longum eredetii¢hez. A pGal-I1I
aminosav szekvenciaja pedig nagyon kozel all a LacG tipusu fehérjéjéhez. Ez a gén szintén nem
a lac operonban talalhat6. Smart és munkatarsai [1993] kiilonbséget tapasztaltak laktoz
hasznositasa soran a béta-galaktozidazt kodolo gének kozott. Tovabba megallapitottak, hogy a

bifidobaktériumok gliikoz metabolizmusa eltér az E. coli baktériumétol.
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A bifidobaktérium eredetli alfa-galaktoziddz enzim genetikai hatterének megismerésével

szénhidrat

azonban a B. breve UCC2003 torzs

letesen még nem foglalkoztak,

rész
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hasznositasanak (laktoz kivételével) genetikai hatterét szamos kutatocsoport részletesen
tanulmanyozta [Pokusaeva et al., 2011]. A B. breve UCC2003 torzs genomja szamos olyan
strukturgént tartalmaz, amelyek a glikozidos kotések bontasaban, modositasaban, illetve
létrehozasaban szerepet jatszd enzimeket kodolnak. Ezen struktargének az 4. tablazatban

feltlintetett operonokba rendezddnek.

4. tablazat: B. breve UCC2003 szénhidrat metabolizmusért felelés gének, illetve operonok
[Pokusaeva et al., 2011]

Gén/gén operon Kédolt enzim Szubsztratum

fos operon pB-fruktofuranozidaz FOS, szachar6z

fru operon Ell enzim a PTS-PEP rendszerben fruktoz

apuB amilopullulanaz keményitd, amilopektin
glikogén, pullulan

galA endogalaktanaz Paradicsom galaktan

agll a-gliikozidaz pannoz, izomaltoz,
1zomaltotridz, szacharoz
izomerek

agl2 a-gliikozidaz panndz, izomaltoz,
izomaltotridz, szacharoz
izomerek

rbs operon ribokinaz riboz

cld operon B-1,4-gliikozidaz cellobidz, cellodextrin

A B. breve UCC2003 torzsnél vizsgaltak a riboz altal indukalt transzkripcidt és megallapitottak,
hogy a rbsABCDK gén klaszter felelés a rib6z metabolizmusaért. A fos operon kodolja a
B-fruktofuranozidaz enzimet, amelynek szintézise fiigg a masodlagos szénhidrat jelenlététol.
Abban az esetben, amikor a B. breve torzset Actilight-on (egyfajta oligofrukt6z) vagy
szachardzon tenyésztették a fos operon expresszalta a B-fruktofuranozidaz enzimet [Pokusaeva et
al., 2011]. Ellenben mikor a tapkdzeg nem tartalmazott sem Actilight sem szachar6z szénhidratot
abban az esetben nem tortént meg az expresszio. Tovabbi kisérletekkel bizonyitottak a gliikoz és
a fruktoz katabolit represszios tulajdonsagat a vizsgalt B. breve torzs 3-fruktofuranozidaz enzim

szintézisére is [Pokusaeva et al., 2011].

Antimikrobas anyagok termelése

A bifidobaktériumok anyagcseréjiik folyaman szerves savak mellett mas antimikrobas anyagokat
is eldallithatnak, ilyenek a bakteriocinek. Néhany szakirodalom arrél szamol be, hogy a

megtermelt szerves savak csak részben felelosek az antimikrobas hatasért [Martinez et al., 2013].
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A bifidobaktériumok néhany patogén baktériummal szemben antagonista hatassal rendelkeznek,
példaul az E. coli, Shigella dysenteriae, Yersinia enterocolitica fajok egyes torzsei. E gatld hatas

a termelddo tejsav és ecetsav hatasara valosul meg [Makras & De Vuyst, 2006].

Egyes esetekben az antimikrobas aktivitds nem a termelt szerves savaknak kdszonhetd, hanem
peptid jellegli 6sszetevoknek. Kevés informécio all még rendelkezésiinkre ez aktiv hatéanyagok
természetérdl és hatasmechanizmusarol. Az elsé Bifidobacterium torzs amely bakteriocinnek vélt
anyagot — bifidint - termelt a Bifidobacterium bifidum NCDC 1452 volt. Aminosav analizist
kovetéen megallapitottak, hogy a peptid gazdag fenilalaninban és glutaminsavban mig kevesebb
treonint, aszparaginsavat, szerint, glicint, prolint, izoleucint és leucint tartalmaz [Martinez et al.,
2013]. Saleh és El-Sayed [2004] szamoltak be két a kereskedelemben is hasznalt B. lactis Bb-12
és a B. longum Bb-46 bacteriocinnek vélt peptid szintézisérél, melyeket bifilact Bb-12 és
bifilong Bb-46 néven tartanak szamon. E két bakteriocin jelentds gatlo hatast fejtett ki a
Staphylococcus aureus, S. typhimurium, B. cereus és az E. coli torzsekkel szemben. A részben
tisztitott bifilact Bb-12 és bifilong Bb-46 bakteriocinek minimalis gatlé koncentracioi (MIC)

rendre 40 és 20 mg/ml volt a S. aureus-sal, mig 20 és 16 mg/ml volt az E. coli torzzsel szemben.

A Bifidobacterium bifidum NCBFB 1454 torzsnél a korai stacioner fazisban Bifidocin B
bakteriocin termelést mutattak ki. Ez a bakteriocin mokeluka jo sav- és hétiird, de a proteolitikus
hatassal szemben érzékeny [Yildirim et al., 1999]. A Bifidobacterium infantis BCRC 14602 t6rzs
egy bifidin I. nevii részben szekvenalt bakteriocint termelt [Cheikhyoussef et al., 2010]. A B.
longum DJO10A torzs a lantiobiotikumok kozé sorolt bisint allit el6 [Lee et al., 2011].

Nitrogén anyagcsere

A bifidobaktériumok proteolitikus metabolizmusanak feltérképezésével foglalkozo kutatasok
még nem annyira kiterjedtek, mint a tejsavbaktériumoké. A B. cuniculi és a B. suis fajoknak
sziiksége van az exogén szerves nitrogénforrasra a novekedéshez. Matteuzzi és munkatérsai a B.
bifidum alanin, valin, aszpartat és treonin termelésérdl szamoltak be in vitro koriilmények kozott

[Arunachalam nyoman, 1999].

Vitamin szintézis

A human eredetii bifidobaktériumok novekedéséhez altalaban B vitaminokra (B; vitamin
(tiamin), Bg vitamin (piridoxin), By vitamin (folsav) és Bj, vitamin (cianokobalamin)) van
sziikség. Azonban szintetizaljak a K vitamint és a legtobb vizben oldhaté B vitamint: a biotint
(B7), a kobalamint (B;2), a folsavat (Bo), a nikotinsavat (Bs), a piridoxint (Bs), a riboflavint (B,),
¢s a tiamint (B;) is [Leblanc et al., 2013].
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Deguchi és munkatarsai tanulmanyoztak a bifidobaktériumok vitamin szintézisét, eredményeiket

az 5. tablazatban foglalom 6ssze [ Arunachalam nyoman, 1999]

5. tablazat: Kiilonboz6 bifidobaktérium fajok vitamin szintézise

Vitaminok B. adolescentis | B. bifidum | B. breve | B. infantis | B. longum
Tiamin (B;) 0,02 0,23 0,09 0,2 0,09
[ng/ml]

Folsav [pg/ml] 0,01 0,058 0,008 0,04 0,02
Piridoxin (Bs) 0,043 0,046 0,02 0,059 0,42
[ng/ml]

Nikotin (B3) 0,17 1,04 0,39 1,23 0,61
[ng/ml]

Cianokobalamin 0,35 0,65 0,49 0,39 0,46
(B1o) [pg/ml]

C-vitamin a.k. n.s. a.k. a.k. a.k.
[ng/ml]

Biotin [pg/ml] a.k. n.s. a.k. a.k. a.k.

a.k.: kis koncentracid n.s.: nincs szintézis

Riboflavint egyik faj sem szintetizalt. Nikotin szintézisben is eltéré eredményeket kaptak, a
legnagyobb koncentracioban a B. infantis torzs szintetizalta (1,23 ug/ml), mig a B. bifidum 1,04
ng/ml-t. Ezzel szemben a B. adolescentis mindossze 0,17 pg/ml nikotint termelt. A B. longum a

tobbi torzshoz képest, mintegy 10-szer nagyobb koncentracidban szintetizalta a piridoxint.

2.1.2 Tejsavbaktériumok
2.1.2.1 Altaldnos jellemzék

A Lactobacillales rendje rendszertanilag a Gram pozitiv valodi baktériumok Firmicutes
torzsének Bacilli osztalyahoz tartozik.
[http://patricbrc.org/portal/portal/patric/TaxonomyTree?cType=taxon&cld=186826].

Molekularis filogenetikai osztalyozassal a rend tovabbi hat csaladra (Aerococcaceae,
Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostoccaceae, Streptococcaceae)
oszthatd, melyekbe O0sszesen huszonhét nemzetség tartozik. Az ide tartozo fajok sporatlanok,
endotoxinokat nem termelnek, oxidaz és katalaz negativak. Tobbnyire fakultativ anaerob
¢letformak, ami azt jelenti, hogy oxigén jelenlétében és attol elzartan is miikodik katabolikus
anyagcser¢jiik. Mindkét esetben tejsavas erjesztéssel nyerik a miikodésiikhoz sziikséges energiat

(obligat erjesztok), ennek oka az, hogy a sejtekben nem miikodik a citromsav-ciklus.
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A tejsavbaktériumok szamos fajanal leirtak olyan torzseket, amelyeknek kedvezd tulajdonsagai
lehetdvé teszik probiotikumként valé alkalmazédsukat. Tudoményos kisérletek tdmasztjak ala,
hogy tulélik ez emberi emésztérendszerben uralkodd kornyezetet (elviselik a pH=4 értéket és a
20 %-o0s emberi epét 1 oran at), sét athaladasuk soran tovabbi hasznos anyagokat (antioxidansok
és antimikrobds anyagok) termelnek [Ljungh & Wadstrom, 2006]. A vastagbél elérésével
megtelepszenek és szaporodnak (pl. kotddni tudnak a mucinhoz, kotést létesitenek a matrix
fehérjékkel). Bizonyitottan jotékony hatdssal vannak az immunrendszerre (pl. fokozzék a
fagocitak mukodését, B-galaktozidazt termelnek, igy enyhitik, a laktoz intolerancia kellemetlen
tiineteit), ezaltal fontos szerepiik lehet bizonyos bél- €s emésztOrendszeri megbetegedések

megel6zésében, lekiizdésében [Ljungh & Wadstrom, 2006].

A Lactobacillus nemzetség

A tejsavbaktériumok a legnagyobb fajszami nemzetsége (~80 faj), amely tobb csoportra
oszthat6 élettani és molekularis tulajdonsagok alapjan. Az ide tartozo6 fajok kozos tulajdonsaga a

tejsavas erjesztés, azonban ennek maddja szerint harom csoportot kiilonboztethetiink meg.

1. obligat heterofermentativok pl. L. brevis, L. buchneri, L. fermentum,
2. obligat homofermentativok pl. L. delbrueckii, L. acidophilus, L. helveticus,
3. fakultativ heterofermentalok pl. L. plantarum, L. casei, L. pentosus.

Molekularis jellemzdék alapjan nyolc filogenetikai csoportra oszthaté ez a nemzetség (L.
buchneri, L. casei, L. delbrueckii, L. plantarum, L. reuteri, L. sakei, L. salivarius, L.
coryniformis), amelyek egy-egy jellegzetes képvisel6jiikrél kaptak a neviiket. A csoportok az
erjesztési mod tekintetében elég vegyes Osszetételiiek. Természetes él0helyiik mind az emberi,
mind az allati szervezet és a ndvényeken is el6fordulnak. Tobb Lactobacillus fajhoz tartozo torzs

rendelkezik probiotikus tulajdonsagokkal [Deak, 2006].

A Lactobacillus acidophilus természetes lakoja az emberi szervezetnek. Elséként Moro izolalta
mesterségesen taplalt csecsemd székletébdl 1900-ban [Dedk, 2006]. Az emberi emésztérendszer
fels6- ¢€s alsotraktusdban is megtalalhato a homofermentativ, Gram-pozitiv tejsavbaktérium
[Itsaranuwat et al., 2003]. Az élelmiszer-gyartasban felhasznaljak, elsésorban tejtermékek
tartositasara (pl. kefir, joghurt). A L. acidophilus szamos olyan tulajdonsaggal rendelkezik,

melyek lehetévé teszik probiotikumként valé alkalmazasat [Ljungh & Wadstrom, 2006].
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2.1.2.2 Anyagcsere folyamatok

Szénhidrat metabolizmus

A tejsavbaktériumok altalanos tulajdonsaga hogy tejsavas erjesztéssel nyerik az energiat. Az
obligat homofermentalok esetében glikolizis szerint torténik a gliikoz erjesztése, amely soran a
keletkezett piroszolésav kozvetleniil tejsavva redukalddik (3. abra). Ezen folyamat fontos
feltétele, hogy a sejtben a fruktdz-difoszfat aldoldz miikodjon, mely a fruktdz-1-6-difoszfat

glicerinaldehid-foszfatta torténd atalakitasat katalizalja.

GLUKOZ

Gliikoz-6-P

Frukt6z-6-P

ATP
@ ADP

Fruktoz-1,6-P

| 2 Glicerinaldehid-3-P |

2NAD*
2NADH @ ADP
ATP

’ 2 Foszfo-enol-piruvat ‘

ADP
ATP
2 Piruvat

2NADH @
2NAD*

| TEBAV |

3. abra: A homofermentativ erjesztés vazlata

A heterofermentalok a tejsav mellett etanolt, CO,-t és ecetsavat is képeznek anyagcseréjiik soran
(4. abra). A gliikézt a pentdz-foszfat cikluson keresztiil alakitjak at xiluloz-5-foszfatta, amelyet a
foszfoketolaz enzimiik acetil-foszfatra és glicerin-aldehid-foszfatra hasit. Az elobbi vegyiiletbol
piroszdlésavon keresztiil képzddik a tejsav, viszont az utdbbi atalakulhat kdzvetleniil ecetsavva

vagy acetaldehiden keresztiil etanolla. A végtermékek mennyisége fajonként eltéro.
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4. abra A heterofermentativ tejsavas erjesztés vazlata

Barrangou és munkatarsai [2006] vizsgaltak a Lactobacillus acidophilus NCFM to6rzs kiilonb6z6
szénhidrat hasznositasanak genetikai hatterét. Eredményei alapjan a fruktoz transzportja a sejtbe
PTS transzporter segitségével torténik és fruktdz 1-foszfattd alakul. A szachar6z felvételében
harom gén vesz részt a La399, a La400 és a La401. Eredményeik alapjan arra a kdvetkeztetésre
jutottak, hogy a szachar6z a PTS transzporter segitségével jut a sejtbe szachar6z-6-foszfat
formajaban, majd glikoz-6-foszfatta és fruktozza hidrolizalodik. A FOS operonban hat
struktargén talalhat6, amelyek a kovetkezok: La502, La503, La504, La506 (MsmEFGK, ABC
transzporter) La505 (BfrA, p-fruktozidaz) La507 (GtfA, szachar6z-foszfohidrolaz).
Megallapitottak, hogy a FOS az ABC transzporterrel jut be a sejtbe, ahol hidrolizalodik [-
fruktoziddz enzim segitségével fruktozra és szacharozra. Az igy keletkezd szacharozt az
elébbiekben emlitett szacharoz-foszfataz enzim bontja le glik6z-6-foszfatta és fruktozza. A
raffindz metabolizmusat tanulmanyozva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a raffin6z lokuszon
1évé gének a Lal442, Lald441, Lal440, Lal439 (MsmEFGK,, ABC transzporter), Lal438
(MelA, a-galaktozidaz) és a Lal437 (GtfA,, szacharoz-foszforilaz) felelnek e a szénhidrat

hasznositasaért [Barrangou et al., 2006].
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5. abra: Lactobacillus acidophilus szénhidrat hasznositasa [Barrangou et al., 2006]
(piros: PTS transzport; sarga: GPH (galaktozid-pent6z hexuronid) transzport, z61d: ABC
transzport)

A laktoz és a galaktoz szénhidratok hasznositasaban a Lal463 (LacS, permeaz), Lal462 (LacZ,
B-galaktozidaz); Lal46l (hipotetikus fehérje) Lal460 (felilleti fehérje); Lald59 (GalK,
galaktokinaz); Lal458 (GalT, galaktdz-1—foszfat uridilil transzferdz); Lal457 (GalM, galaktoz
epimeraz); Lal467-Lal468 (LacLM, (-galaktozidaz nagy és kicsi egység); Lal469 (Galg, UDP-
glikéz epimeraz) vesznek részt [Barrangou et al., 2006]. A L. acidophilus szénhidrat
hasznositasanak osszefoglalojat az 5. abran szemléltem. A FOS és raffindz az ABC transzporter,
a trehaloz, szacharoz, glikoz és fruktoz a PTS transzporter, mig a laktdéz és galaktdéz pedig a
GPH ranszporter rendszereken keresztiil juthatnak be a a citoplazméba.

Abban az esetben, amikor a mikrobanak egyszerre tobbféle szénhidrat all rendelkezése a szén
katabolit represszio (CCR) segitségével el0szor a gyorsabban metabolizalhatd szénhidratot
hasznositja. A katabolit represszid egy Osszetett szabalyozasi rendszer, amelyben tobb
mechanizmus is lezajlik. Erdekes, hogy a két f6 baktérium torzs a Enterobacteriaceae és a
Firmicutes esetében eltéré modon miikodik a katabolit represszi6. Azonos, hogy mindkét esetben
megtaldlhatd a PEP (foszfoenolpiruvat): szénhidrat foszfotranszfer rendszer (PTS), mely a

széllitja és foszforilalja a szénhidratokat [ Deutscher, 2008].

Asvanyi s6k adszorpciéja

Annak ellenére, hogy a klorid ion hidnya az emberi szervezetben elég ritka, altaldban a hanyast
¢s a hasmenést kovetden el6fordulhat, amelynek eredménye az altalanos gyengeség és az
alacsony vérnyomas. Borthakur és munkatarsai [2008] megallapitottak, hogy a L. acidophilus
4375 és L. rhamnosus 53103 novelték a CI/OH™ ionok mennyiségét a vizsgalt Caco-2 sejtekben

¢és igy novelték a klorid ion felvételét. Egy masik kutatocsoport szerint a L. salivarius UCC118
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torzs novelte a kalcium felvételét a Caco-2 sejtekben és igy megel6zhetévé valhatnak a kalcium

hianya miatt kialakul6 betegségek (osteoporozis) [Gilman & Cashman, 2006].

Vitamin szintézis

A tejsavbaktériumok B vitaminokat is termelnek. Ez a tény hasznos, hiszen a B, Bg és Bi
vitamin hianya sulyos megbetegedéseket okoz, amelyek a B vitaminokat szintetizald probiotikus
baktériumok fogyasztasaval, megel6zhetéek. A vizben oldhatd vitaminok Iényeges Osszetevoi
taplalékoknak, melyek fontos szerepet jatszanak az emberi sejtek metabolizmusaban. Egy feln6tt
embernek 400 pg/nap étrendi folat bevitele sziikséges, mig terhes nék esetében ez az érték 600
pg/napra tehetd. A terhesség alatt a nem megfeleld folat bevitel noveli a sziiletési
rendellenességeknek és a korasziilésnek kockazatat. Kimutattak, hogy in vitro koriilmények
kozott néhany Lactobacillus torzs, ugymint a L. plantarum WCFS1 és a L. plantarum TSB 304
rendre 6 ng/ml és 16 ng/ml folatot szintetizalt [Turpin et al., 2010].

Antibiotikumra valé érzékenység

Altalanosan megallapithato, hogy a Lactobacillus torzsek természetes rezisztenciat mutatnak
szamos antibiotikummal szemben ugy, mint a bacitracin, a cefoxitin, a ciprofloxacin, a fuzidsav,
a kanamicin, a gentamicin, a metronidazol, a nitrofuratoin, a norfloxacin, a sztreptomicin, a
szulfadiazin, a teicoplanin, a trimetoprim/szulfametoxazol és a vankomicin [Bernardeau et al.,
2008]. Habar a szigorian homofermetativ laktobacilluszok ézékenyebbek a vankomicinre, mint a
L. plantarum, L. casei, L, salivarius, L. leishmannii vagy L. acidophilus. Ezen érzékenység a D-
alanin, illetve a D-alanin ligaz enzimekkel hozhato Gsszefliggésbe [Elisha & Courvalin, 1995].
Néhany adatot talalhatunk olyan az élelmiszeriparban alkalmazott Lactobacillus torzsekrdl,
amelyek antibiotikumra rezisztensek. Ezek els6sorban mono-, illetve multirezisztens torzsek és a
tejiparban is el6fordulhatnak, példaul a tetraciklin rezisztens L. plantarum-ot izolaltak szamos
nyers tejben illetve lagy sajtokban, mig egy spanyol hazi készitésli sajtbol izolalt torzsek (L.
plantarum, L. acidophilus, L. brevis, L. casei) rezisztenciat mutattak penicillin G, kloaxicilin,
sztreptomicin, gentamicin, tetraciklin, eritromicin és kloramfenikol antibiotikumokkal szemben
[Bernardeau et al., 2008].

2.2 Prebiotikumok

A prebiotikumok, olyan nem emészthetd élelmiszer Osszetevok, amelyek jotékony hatéssal
vannak a szervezetre, azaltal, hogy szelektiven serkentik a vastagbélben honos baktérium fajok

novekedését és/vagy aktivitasit [FAO/WHO, 2006]. A prebiotikumok szdmos élelmiszerben
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eléfordulnak, példaul voros-, poré- és fokhagyma, articsoka, bab, bors6, buza, banan, burgonya.
Szerkezetileg fehérje, peptid, és lipid is lehet prebiotikum, de az élelmiszeriparban tobbségében
nem emészthetd szénhidratokat alkalmaznak prebiotikus Osszetevoként. Ahhoz, hogy egy
oligoszacharidot prebiotikumnak nevezziink, szdmos kritériumnak kell eleget tennie [Roberfroid,

2008]:

» Gyomorsavval szembeni ellenalloképesség
Emészté enzimekkel szembeni ellenalloképesség
Ne szivodjon fel a tapcsatorna felsé traktusdban

Hasznosithat6 legyen a bélmikrobidta szamara

Y V VYV V

Szelektiven stimulalja a jotékony bélbaktériumok ndvekedését és/vagy aktivitasat.

A fent emlitett kritériumoknak, szdmos nem emészthetd oligoszacharid megfelel, melyeket a

kovetkezo csoportokba sorolhatunk (6. tablazat).

6. tablazat Prebiotikus oligoszacharidok [Macfarlane et al., 2006]

NEV OSSZETEVOK IPARI ELOALLITASA DP
Inulin B(2-1) fruktan Extrakcio cikoria gyokérbol 11-65
Frukto- B(2-1) fruktan Transzfruktozilacioval szachar6zbol, | 2-10
oligoszacharidok vagy cikoria inulin  irdnyitott | 5.5
hidrolizisével
Galakto- oligo-galaktoz Laktozbol  B-galaktozidaz — enzim | 2-5
oligoszacharidok | (85%), gliikozzal és | segitségével
laktézzal
Szoja- raffindz  (F-Gal-G) | Szojabab savojabol extrakcioval 3-4
oligoszacharidok | és sztachioz (F-Gal-
Gal-G) keveréke
Xilo- B(1-4) kotést xiloz | Xilanbol enzimatikus hidrolizissel 2-4
oligoszacharidok
Pirodextrinek gliikoz tartalmt | Pirolizissel  paradicsombdl  vagy | Eltér6
oligoszacharidok kukoricabol
keveréke
Izomalto- o(1-4) glikoz és Maltoz transzglikolizaciojaval 2-8
oligoszacharidok a(1-6) glitkéz

DP: polimerizaltsagi fok, G: gliikoz, F.frukt6z, Gal: galakt6z

A 6. tablazatban is lathato, hogy a legtobb prebiotikum kis polimerizaltsagi foku (2-10), mivel a
hosszabb lanct oligoszacharidok fermentacidja lassabban megy végbe [Van den Broek &
Voragen, 2008]. A nem emészthetd oligoszacharidok alkalmazasanak elsédleges eredménye

lehet, hogy a bélrendszerben €16 Bifidobacterium-ok szama novelhetd. A bifidobaktériumok ezen
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oligoszacharidokat szerves savakra (fOleg tejsavra és ecetsavra) és/vagy rovidszénlancu
zsirsavakra bontjak. A prebiotikumok fermentacidjakor a rovid szénlancu zsirsavak keletkeznek
¢s ez pH csokkenést eredményez. Az alacsony pH hatdsira fokozodik az asvanyi anyagok
ionizacidja és noveli a kationok oldékonysagat az ozmolaritds Utjan. A prebiotikumok

legfontosabb metabolikus hatdsait a 7. tdblazatban foglaltam Gssze.

7. tablazat A prebiotikumok emberi szervezetre gyakorolt hatasai
[Cummings & Macfarlane, 2002]

VASTAGBELBEN MIKROBIOTARA

Novelhetik a biomassza tomegét Szelektiven novelik a bifidobaktériumok és a
Rovidszénlancu zsirsavak termelése laktobacilluszok szamat

Fokozza a gazok termelédését (CO, és Hy) Novelik a mikrobidta rezisztenciajat a
Fokozza széklet energia és N tartalmat patogénekkel szemben

VEKONYBELBEN EGYEB

Novelik a vas, a kalcium és a magnézium | Védhetnek a fogszuvasodas ellen

felszivodasat Apoptozis stimulacioja

Galakto-oligoszacharidok

Galakto-oligoszacharidoknak (GOS) nevezziik azokat a di-, tri-, tetra-, penta- ¢és
hexaszacharidokat, amelyek a B-galaktoziddz transzgalaktozilaloé hatasa révén keletkeznek. A
GOS, mint funkcionalis élelmiszerdsszetevok prebiotikus tulajdonsagainak kihasznalasaval
javithatjuk szdmos ¢€lelmiszer mindségét, valamint szelektiven stimulédljak a bélrendszerben €16
probiotikus bifidobaktériumok novekedését. Alkalmazhatjuk a fermentélt tejtermékek, cukrasz

termékek, kenyérfélék és italok alacsony kaloriaju édesitészereként [Park & Oh, 2010].

A GOS-at laktozbol Aallitjak elé béta-galaktoziddz enzim transzgalaktozidaz aktivitdsanak
amelyet a reakcio soran szubsztratumként alkalmaznak. A reakcid f6 termékei, triszacharid (4°-,
vagy 6’-galaktozollakt6z) és hosszl lancu oligoszacharid, mely 4 vagy tobb monoszacharidbol
épil fel [Mussatto & Mancilha, 2007]. Ipari eldallitasukhoz Bacillus circulans, Cryptococcus
laurentii, Aspergillus oryzae ¢és Streptococcus thermophilus mikrooganizmusok béta-
galaktozidaz enzimét hasznaljak. Az eldallitasi folyamat sematikus abrajat a 6. abran
szemléltettem [Sako et al., 1999]. A kereskedelmi forgalomban kaphato GOS por és szirup
formaban is kaphato, Gsszetételét tekintve koriilbeliill 55% oligoszacharidot, 20% laktozt, 20%

gliikozt és kis mennyiségli galaktdzt tartalmaz.
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6. abra Galakto-oligoszacharidok ipari eléallitasanak lehetéségei

A galakto-oligoszacharidokrol altalanosan elmondhatd, hogy vizoldhatoak, szintelenek,
hostabilisak (160°C-on pH=7,0 mellett 10 percig, mig 100°C-on pH=2 mellett 10 percig), nagy
nedvesség visszatartd kapacitassal rendelkeznek, valamint édesitoképességiik 0,3-0,6-szorosa a

szachardznak [Torres et al., 2010].

Azokat a funkciondlis élelmiszereket, melyek a prebiotikumokat a probiotikumokkal egyiitt
tartalmazzak szinbiotikumnak nevezziik, a szinergista hatasuk révén [Vitali et al., 2010].
Tudomanyos eredmények bizonyitjak, hogy a probiotikus baktériumok elénybe részesitik azon
oligoszacharidok hasznositasat, amelyeket sajat enzimeik segitségével szintetizaltak. Ennek
alapjan alkottdk meg az integralt szinbiotikum fogalmat. Az integralt szinbiotikumban a
probiotikum mellett olyan prebiotikus oligoszacharidot alkalmaznak, amelynek szintézise az

adott torzs enzimeével valosul meg.

2.3 Galaktozidaz enzimek

Azokat az enzimeket, amelyek a viz jelenlétében szubsztratumuk kovalens kotéseit bontjak,
hidrolaz enzimeknek nevezziikk. Ezen enzimeket hasitdsuk milyensége alapjan tovabb

csoportosithatjuk (8. tablazat).
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8. tablazat: Hidroldz enzimek csoportositasa

Enzim Szubsztratum Kotés
Eszterazok (pl. lipaz, foszfolipaz) | neutralis lipidek, foszfolipidek észter
Foszfodiészterazok nukleotidok foszfodiészter
Foszfatazok foszfatészterek foszfomonoészter
Glikozidazok oligoszacharidok, poliszacharidok glikozid
Proteazok peptidek, proteinek peptid

Az Osszetett szénhidratok alkotd elemeit glikozidos kotések kapcsoljak Ossze (O—glikozidos
szerkezet) és hidrolizisiikben a glikozidaz enzimek vesznek részt, amelyeket karbohidrolaz
enzimeknek is neveznek.
A glikozid hidroldzokat aminosav szekvencidjuk hasonldsaga alapjan 132 csalddba soroljak
[www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html]. Ezen osztalyozason beliil az ide tartoz6 enzimeket
két csoportba sorolhatjuk katalitikus mechanizmusuk ttja alapjan:

» amelyek, sztereokémiailag megtartjak a szubsztratum anomer kdzpontot,

» amelyek a hidrolizis soran invertaljak az anomer kdzpontot.
Mind a két mechanizmushoz sziikséges az aktiv centrumban az aszparaginsav, vagy glutaminsav
jelenléte, melyek karboxilat csoportjanak szerepe van a katalizis kdzvetitésében. Az inverzids
glikozil hidrolazok az egy 1épéses mechanizmusnal a glikozid rész hasitasat katalizaljak, ahol az
aktiv részhez kotddott egyik karboxilat csoport altalanos bézis katalizatorként aktivalja a
nukleofil vizmolekulat.
A szubsztratumuk monoszacharid szamatol fiiggden megkiilonboztethetiink oligo- ¢és
poliszacharidazokat. Az el6bbi csoportba tartoznak a galaktozidaz enzimek, amelyek a 2-10
egyszerli cukor molekulabol allo és terminalis galaktozt tartalmazd szénhidratokat (galakto-

szacharidok) bontanak. A galaktdz kotésben résztvevd glikozidos hidroxilcsoportja lehet alfa,

illetve béta térallasu, igy megkiilonboztethetiink alfa-, és béta-galaktozidazokat.

2.3.1 Alfa -galaktoziddz enzim
Az alfa-galaktozidaz enzimmel a szakirodalomban t6bb néven is talalkozhatunk: melibiaz, o.-D-

galaktozid-galaktohidrolaz, galaktozidaz alfa. Enzimszama: E.C. 3.2.1.22.

2.3.1.1 Eléfordulisa
Az o-galaktozidaz enzim el6fordulasat tekintve megtalalhatdo a novényvilagban, emberi
szervezetben €s szamos mikroorganizmus is szintetizalja. A ndvényvildg azon képviseldiben,

melyek a raffindz-csaldd oligoszacharidjait tartalmazzak, ilyenek példaul a hiivelyesek rendjébe
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tartozo borso, bab, szdja, foldimogyord, valamint a pillangds viraguak, ajakosok és rozsafélék,

de kavéban és az édes mandulaban is megtalalhato [Marraccini et al., 2005].

Szamos tudomanyos kutatds iranyult a ndvényi eredetli o-galaktozidaz enzimek
tanulmanyozasara [Kim et al., 2002, Shen et al., 2008, Soh et al., 2006]. Enzim aktivitast
mutattak ki novekedésben 1évé novények levelében, illetve mar teljesen kifejlodott levelekben,
gyiimolcsokben, valamint magokban ¢és gumodkban. A ndvényi eredetli o-galaktozidaz
enzimeknek tobb formaja ismeretes. Jellemzden széles pH optimummal rendelkeznek (savas, de
lagos kozegben is aktivak). Tovabba a miikodési paraméterei is eltérnek egymastol attol
fliggben, hogy az izoenzimek a novényen beliilli melyik részen talalhatok: a citoszolban, a
vakuélumban vagy néhany esetben sejtfalhoz kotott formaban. Ezen enzimek mobilizaljak a
galaktozt a raffindz tipusu oligoszacharidokbdl, illetve a magokban és gumokban tarolt

poliszacharidokbdl csirazasuk soran [Soh et al., 2006].

Novényekben a hancs szovetekben képzdédik az enzim ¢és innen valasztédik ki a fejlodod
levelekbe, gyiimolesokbe, gumokba. Ezekben a szdvetekben torténik a raffinéz csalad
oligoszacharidjainak hidrolizise, amelyben az alfa-galaktoziddz enzim mellett a savas invertazok
¢és egyéb hidroldz enzimek is fontos szerept jatszanak. Kim és munkatarsai [2002] rizsbdl vontak
ki, tisztitottak és jellemezték az alfa-galaktozidaz enzimet, mig Shen és munkatarsai [2008]
kavébab csiraztatasa soran detektaltak az enzim aktivitasat. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
a csirazas elsd 25 napjaban lasst, mig a 25 nap utan intenziv az aktivitds ndvekedése. A csirazas
végére tobbmint 14-szeres aktivitas értéket mértek. A kavébab mellett papayaban is detektaltak
alfa-galaktozidaz aktivitast [Soh et al., 2006].

A novények mellett a mikroorganizmusok is nagy mennyiségben termelhetik az alfa-
galaktoziddz enzimet. Szakirodalomban sok kutatas téméja az eukaridta eredetli a-galaktozidaz
enzim [Kurakake et al., 2011, Rezessy-Szab6 et al., 2007, Prashnath & Mulimani 2004,
Scigelova & Crout, 2000]. Természetesen a prokariota eredetli a-galaktozidaz enzimmel is egyre
tobb kutatas foglalkozik [Leder et al., 1994, Yoon & Hwang 2008, Garro et al., 1996]. A
mikroorganizmusok extracellularisan [Gote et al., 2004, Puchart et al., 2000, Shivam et al.,
2010, Manzanares et al., 1998], illetve intracellularisan [Carrera-Silva et al., 2006, Tzortzis et
al., 2003, Xiao et al., 2000] szintetizaljak az alfa-galaktozidaz enzimet.

2.3.1.2 Szubsztratum specifitas
Fredslund és munkatarsai [2011] a kdvetkezo két tipusba soroljak az alfa-galaktozidaz enzimeket

szubsztratum specifitasuk alapjan:
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1. Tipus 1: Ezen a-galaktozidaz enzimek melibidoz [o-D-Galp-(1—6)-D-Glcp] és
raffinoz csalad oligoszacharidjain (RFOs) aktivak. Ezen oligoszacharidokban o(1—6)
kotésh galaktoz molekula talalhaté a lanc egyik végén. Példaul a raffinoz szerkezete a
kovetkezd: [a-D-Galp-(1—6)-D-Glcp-(as,2)-DFruk].

2. Tipus 2: Ezen alfa-galaktozidaz enzimek a novényekben tartalék tapanyagként
raktaroz6do galaktomannanok és galaktogliikomannanok f6 hemicelluldz lancarol

hidrolizaljak az o(1—6) galaktozil oldallancot [Fredslund et al., 2011].

Az alfa-galaktozidaz enzim az exoglikozidaz enzimek kozé tartozik, a lanc végen bontja a
galaktooligoszacharidokat, polimer galaktogliikomannanokat és galaktolipideket o-D-galaktdzt

felszabaditva.

2.3.1.3 Alfa-galaktozidaiz enzim szerkezete
Az alfa-galaktozidaz enzimek a glikozid hidrolazok (GH) 4, 27, 36, 57, 97 vagy 110 csaladjaban
talalhatok (www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html).

A 9. tablazatban lathatéak a szakirodalomban megtaldlhatd a-galaktoziddz enzimek méretére és
szerkezetére vonatkoz6 adatok. A GH27 és a GH36 csaladba sorolhatd glikozid hidroldzok
szamos funkcionalis tulajdonsagai megegyezoek.

9. tablazat: Glikozid hidrolazok alfa-galaktoziddz enzimeket tartalmazé csaladjai
[www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html]

Glikozid hidrolazok csaladjai
GH 4 GH 27 GH 36 GH 57 GH 97 GH 110
Mechanizmus | konformacié | konformacié | konformacié | konformacié | megtartd invertalo
megtarto megtarto megtarto megtarto /invertalo
3D szerkezet n.i. (Blo)s (B/o)s (Blo)7 (Blo)s n. i.
invertalo:
Katalitikus . Glu :
nukleofil 1. Asp Asp Glu megtarto: 1.
Asp
NEEINILE n.i. Asp Asp n.i. Glu n.i.
proton donor

n.i.:.nem ismert

Harom dimenzos szerkezetiik szerint a GH27 és a GH36 csaladokra jellemz6 a (B/o)g TIM barrel
(hord6) szerkezet és hatdsmechanizmusuk tekintetében a konformacid megtartok kozé
sorolhatoak. Az aktiv centrumban Asp aminosav talalhaté mind a katalitikus proton donor, mind

a katalitikus nukleofil részén.
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A szakirodalomban elérhet6 a-galaktozidaz enzimek glikoprotein jellegliek és molekula méretiik
tekintetében széles skalan mozognak (10. tablazat). A negyedleges szerkezetiik a monomert6l a
tetramerig terjed. A bifidobaktériumoknal az alfa-galaktozidaz enzimek szerkezete eltér6. A B.
adolescentis DSM 20083 torzs altal termelt enzim tetramer (4x79 kDa) szerkezet(, a B. bifidum
NCIMB 41171 enzime peddig trimer (3x85 kDa) [Leder et al., 1994; Goulas et al., 2009]. Xiao
¢és kutatocsoportja [2000] egy harmadik bifidobaktérium fajhoz tartozé B. breve 203 torzs o-
galaktoziddz enzimének molekula tomegét 160 kDa (2x80 kDa) becsiilte ¢s homodimerek kozé

sorolta.

10. tablazat Kiilonb6zo eredetii a-galaktozidiaz enzimek molekula tomege és szerkezeti

tulajdonsagai
EREDET Méret Szerkezet Hivatkozas
[kDa]

Aspergillus niger 82 monomer Scigelova et al., 2000
Aspergillus parasiticus 67,5 monomer Shivam & Mishra, 2010
MTCC-2796
Aspergillus terreus 50 monomer Ferreira et al., 2011
Bacillus stearothermophilus 2x80 dimer Gote et al., 2006
NCIM5146
Bifidobacterium adolescentis 4x79 tetramer Leder et al., 1994
DSM 20083
Bifidobacterium bifidum 3x85 trimer Goulas et al., 2009
NCIMB 41171
Bifidobacterium breve 203 2x80 homodimer Xiao et al., 2000
Lactobacillus acidophilus 4x86 tetramer Fredslund et al.,2011
NCFM
Lactobacillus fermentum 4x45 tetramer Garro et al., 1996
CRL251
Lactobacillus fermentum 4x84 homotetramer | Carrera-Silva et al., 2006
CRL722
Lactobacillus reuteri NCIMB | 64 monomer Tzotzis et al., 2003
41152
Penicillium oxalicum SO 124 monomer Kurakake et al., 2011
Thermomyces lanuginosus 93 monomer Rezessy-Szabo et al., 2007
CBS 395.62/b

Golubev és munkatarsai [2004] tanulmanyoztak a Trichoderma reesei mezofil gomba alfa-
galaktoziddz enzimének szerkezetét. Vizsgalatukhoz az ugynevezett SIRAS mddszert
alkalmaztak, amely tulajdonképpen az izomorf és az anomalis kiilonbségek tanulmanyozasa.
Megallapitottdk, hogy a fehérje konformécidja szignifikansan nem valtozik az inhibitor
kotédésekor. Kimutattdk, hogy az o-galaktoziddz 417 aminosavbdl allo polipeptid lancot, a 4

oligoszacharidot (17 monoszacharidbol épiil fel) és 621 viz molekulakat tartalmaz. A fehérje
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komplex szerkezetében 19 a-hélix és 16 B-redd talalhato, amely az aminosav 29 %, illetve 19%

mennyiségét foglalja magaban [Golubev et al., 2004]

7. abra A: Trichoderma reesei a-galaktozidaz enzim szerkezetének képe Golubev és
munkatarsai [2004] nyoman B: Ugyanez a kép 45°-kal elforgatva.

A 7. édbran a Trichoderma reesei o-galaktozidaz enzimének térbeli szerkezete lathatd, abrazolva
az a-hélixeket, p-redoket, 3-6—galaktozt, valamint a katalizisben résztvevé Asp 132, illetve az
Asp 226 aminosavakat. Két triptofannak is fontos szerepe van a szubsztratummal valo hidrofob
kolesonhatas kialakitasaban, illetve a négy N-terminalis cukor lancnak, amelyek az ugynevezett
,hézag” kialakitasaban vesznek részt. Vizsgaltak az inhibitornak szamitdé galaktoz molekula
kotohelyét is €s megallapitottak, hogy ez a katalitikus domén kdzepében az aktiv hely zsebében
talalhat6. Golubev és munkatarsai a Trichoderma reesei faj alfa-galaktozidaz enzimét szerkezeti
tulajdonsdgai alapjan a glikozid hidroldzok 27 csalddjaba soroljak, mivel a 27 csalad f6
tulajdonsaga hogy a két fontos Asp is talalhaté a Katalitikus centrumban.
Fujimoto és munkatarsai [2009] a 27. csaladba soroltak az Umbelopsis vinacea faj alfa-
galaktozidaz enzimét. A molekulatomegét 50-46 kDa-ra becsiilték az SDS-PAGE-val és 240
kDa-ra gélsztiréssel. Ennek alapjan arra a kovetkezetésre jutottak, hogy az U. vinacea faj
tetramer szerkezetii alfa-galaktozidaz enzimet szintetizal. Az enzim monomer strukturaja alapjan
a GH27 csaldd enzime kozé soroltak. Szerkezeti elemzéseket is végeztek, és megallapitottik,
hogy a katalitikus domén (B/a)s hordo strukturaju, mig az aktiv centrum a C-terminalis részen
helyezkedik el. A C-terminalis domén 8 B-red6bdl épiil fel, két egymas utan ismétlédé gorog-
kulcs motivumot formalva [Fujimoto et al., 2009]. A Lactobacillus acidophilus NCFM to6rzs
altal szintetizalt alfa-galaktozidaz enzim szintén a GH36 csaladhoz tartozik, hiszen megtalalhato

az Asp aminosav a katalitikus hely nukleofil bazis €s proton donor részén [Fredslund et al.,
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2011]. Ezen enzimet szerkezetileg a tetramerek kozé soroltak. Az egyes monomerek viszont
harom domén részbdl allnak: az N-terminalis domain rész, amely a 3-red6ket tartalmazza. Ehhez
kapcsolodik a katalitikus (B/a)s hordé domén egység. A hosszl a-hélix lanc végén folytatodik a

C-terminalis domén, amely antiparallel -red6kbdl all [Fredslund et al., 2011].

2.3.1.4 Hatdasmechanizmus
A glikozidos kotés enzimes hidrolizise soran két molekula keletkezik a proton donor és a
nukleofil bazis rész. A hidrolizis két f6 mechanizmusa soran az anomer konfiguracié teljes

retencidja vagy inverziodja torténhet. Mind a két esetben a proton donor helyzete azonos (8. abra).
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8. abra: A glikozil hidroldzok mechanizmusa
http://www.cazypedia.org/index.php/Glycoside_hydrolases#bibkey Gebler1992
A konformécié megtartdé enzim katalizis esetében a katalitikus nukleofil csoport kdzvetlen
kozelében helyezkedik el az anomer szénatom. Ebben az esetben a donor molekula anomer
kotéseinek sztereokémiai tulajdonsaga valtozatlan marad. Szemben az invertald mechanizmus

soran ahol a molekula anomer kotéseiben sztereokémiai valtozasok mennek végbe.
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A konformacid6 megtartd reakcido soran a glikozil oxigén protonalodik a sav Kkatalizator
segitségével és a nukleofil bazis rész segit a szubsztratum aglikon részének levallasahoz, majd
ezt kovetden a bazishoz vald kapcsolodashoz. Ezutan az intermedier glikozil-enzim a viz
molekula segitségével hidrolizalodik ¢és a masodik nukleofil szubsztiticidnak révén a
szubsztrarummal sztereokémiailag azonos terméket képez.

Az invertald mechanizmus soran a glikozil-oXigén protonalddasa és az aglikon kapcsoldodasa
egyidejileg torténik egy lépésben a viz molekula ,tdmadasaval”. Ezen egylépéses nukleofil
szubsztitiicio soran a termék sztereokémiailag eltéré lesz a szubsztratumtol [Davies & Henrissat,
1995].

Az alfa-galaktozidaz, vagy melibiaz egy exoglikoziddz enzim a terminalis nem redukald o-D-
galaktozt hasitja és a-D galaktoz keletkezik. Az alfa-galaktozidaz szubsztratumai azok a
lancvégiikon galaktozt tartalmazé szénhidratok, amelyekben a galaktozidos kotés a térallasq,
tehat nem redukalo cukrok. Ilyen a-galakto-oligoszacharidok példaul a melibiéz, a raffinoz, a
sztachioz és az elagazd poliszacharidok, mint a galaktomannan és galakto(gliiko)mannan
[Anisha et al., 2007].

A melibioz hidrolizisét a 9. dbra mutatja be, mely sordn a diszacharidbol galaktoz és gliikkoz

keletkezik.

H-C=——"""7 CHOH (l',‘HOH ?HOH
[ |~
I
o—C— HO—C—H HO—C—H HO—C—H
HO—C™H O O | O +H,0— | o *t | 0
HO—C—H H—‘(IZ—OH HO-—(F—H H—(I?—‘OH
I I !
H—C H—(lf H—? H :
I
CH20H ———CH2 CH20H CHZOH
melibiéz galaktoz gliikoz

9. abra A melibioz hidrolizise

Az alfa-galaktozidaz enzim hatasmechanizmusanak részletesebb megismerése céljabol Guce és
munkatarsai [2010] vizsgaltdk a human eredetii o-galaktozidaz enzim kristaly szerkezetének
valtozasat az enzim katalizis soran. A human alfa-galaktozidaz enzim szerkezetileg homodimer,
melyben mindegyik monomer rész két domainbél all. Erdekes, hogy ez az enzim két aktiv

centrummal rendelkezik és két N-terminalis (B/a)s hordot tartalmaz.
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W47

D170A D170 D170

Enzim és szubsztratum E-S komplex Enzim Termék
10. abra: Az alfa-galaktozidaz enzim altal katalizalt reakcio soran keletkezé termékek
konfiguracidja [Guce et al., 2010]
Kék: az enzim aktiv centruma; zold: a Szubsztratum; sarga: kovalens intermedier; piros: termék-rész
D231: Asp-231; WA4T7: Trp-47; D170: Asp-170

A 10. abra szemlélteti az alfa-galaktozidaz enzim hatdsmechanizmusa soran keletkez6 termékek
katalitikus sav/bazis Asp-231, valamint a konzervativ Trp-47. A reakcid soran a ligandum
konfiguracidja a kezdeti 4C, szék formabol 1S, majd ismét ‘cy lesz, tehat a human eredetii alfa-
galaktozidaz enzim a ,,konformacié megtartd” glikozidaz enzimek k6zé tartozik.

Viz jelenléte nélkiil a galaktozidaz enzimek hidroldz aktivitdsuk mellett mutatnak transzfer
aktivitast is. Altalaban Gal-o-1,6, vagy Gal- a-1,3 kotéseket tartalmazo terméket szintetizalnak
[Tzortzis et al., 2003, van Laere et al., 1999] és ritkabban Gal- o-1,4 kotéssel allitanak el
terméket. Egy Stachys affinis gumoibdl izolalt alfa-galaktozidaz enzimrdl irtak le eddig, hogy
Gal- a-1,4 kotést tartalmazd diszacharidot szintetizalt p-nitrofenil-a-D-galaktopiranozidot
alkalmazva donor molekulaként és galaktozt akceptorként [Zhao et al., 2008].

Puchart és munkatarsai [2000] tanulmanyoztak a Thermomyces lanuginosus eredetii o-

crer

crer

kutatocsoportja [2003] vizsgaltak a Lactobacillus reuteri NCIMB 41152 torzs alfa-galaktozidaz
enzimének transzgalaktozil aktivitdsat a galaktoz, a raffindz és a melibidz szubsztratumok
jelenlétében. Megallapitottak, hogy az enzim akar nagy galaktéz koncentracioban (60-80%, pH
5,8; 40 °C, 5 nap) sem volt képes galakto-oligoszacharid eldallitasara. Ellenben melibidz
szubsztratumon (pH 7,2 és 35°C) és raffindz szubsztratumon (pH 7,8 és 45°C) detektaltdk a
galaktozil transzfer aktivitasat. Ezen koriilmények kozott az optimalis kihozatal 85 % melibidzon
és 42 % raffindzon. Bifidobacterium adolescentis torzs alfa-galaktozidaz enzim segitségével a
melibidz szubsztraitum esetén (pH 8,0 és 40 °C) 75%-os maximalis kihozatallal allitottak el6

oligoszacharidot [van Laere et al., 1999]. Zhao és kutatocsoportja [2008] a B. breve 203 aga2
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génjét klonoztak E. coli térzsbe, majd az igy kapott rekombindns AGA?2 alfa-galaktozidaz
enzimet tisztitottdk és tanulmanyoztak transzglikolizalo tulajdonsagait. Megallapitottak, hogy az
enzim mutat transzfer aktivitast galaktéz, glikoz, fruktéz, mannodz, szorboz, ramnédz, xildz,
eszkulin, cellobidz, maltdz, szachar6z, trehaloz, laktdéz, inozit, mannit és szorbit
szubsztratumokon. A kapott oligoszacharidok kihozatalai az alkalmazott szubsztratumtol
fiiggben 1-7% kozott voltak. A monoszacharidok (fruktdz, glikdéz, mannéz és szorbdz) és a
diszacharidok (trehal6oz, szachar6z) relativ jo akceptor molekuldknak tekinthetdk. A
cukoralkoholok koziil az inozit bizonyult a legjobb akceptornak. Ezen eredményekbdl arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a vizsgalt Aga2 enzim szamdra a legalkalmasabb akceptor

molekuldk: a furanozil, a piranozil és a glicit struktarak [Zhao et al., 2008].

2.3.1.5 Alfa-galaktozidaz enzim kinyerési és tisztitdsi lehetoségei

Az intracelluldris enzimek vizsgélatara altaldban csak sejtfeltarasi eljaras utan nyilik a lehetdség.
Szamos modszer all rendelkezésre, amelyek mechanikus és nem mechanikus elven alapulnak. A
mechanikus médszerek kdzé tartozik a nyiras folyadékban (ultrahanggal, mechanikus keveréssel,
atnyomads folytdson) és a nyiras szilard fazisban (6rlés, nyomas). A nem mechanikus mddszerek
kozott pedig kiilonboz6 lizisek (ozmotikus sokk, hésokk, kémiai reagensek, enzimek), valamint
szaritasi modszerek talalhatoak. Goulas és munkatarsai [2009] B. bifidum NCIMB 41171 torzs
sejtjeit kémiai reagenssel — toluollal — tartak fel. Ezzel a feltarassal sikeriilt a bifidobaktérium
sejtek sejtfalanak permeabilitasat fokozni. Az alkalmazott modszer hatranyat jelenti, hogy a
toluolt nehéz elvalasztani terméktdl és toxicitasi problémakat is okozhat. Tzortzis és munkatéarsai
[2003] enzimes (lizozim) modszert valasztottak a L. reuteri torzs sejtjeinek feltarasara. Az
enzimes modszer elénye, hogy specialisan csak a sejtfal alkotoban 1évé néhany kotést bontja és
nincs hatasa a kinyerendé anyagokra, azonban ezen modszerek dragak és szakértelmen
alapulnak. Leder és munkatarsai [1999] a B. adolescentis torzs sejtjeit tobb ciklusban
ultrahanggal tartdk fel, Garro és kutatocsoportja [2006] pedig nagynyomdasii homogenizatort
(French Press) valasztottak egy Lactobacillus torzs sejtjeinek feltarashoz.

A kovetkezOekben néhany a szakirodalomban fellelheté modszert gytjtéttem Ossze, amelyek a
bifidobaktérium eredetli intracellularis alfa-galaktozidaz enzimek tisztitasi lehetdségeivel
foglalkoztak.

Leder és munkatarsai [1999] a Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 torzs alfa-galaktozidaz
enzimét tisztitottdk. A fermentéaciot kovetden a sejteket centrifugalassal (5200 g 25 perc, 4°C)
gyljtottek Ossze és kétszer mostak Mcllvaine pufferrel (pH 6,5), amely 0,1 %(v/v)-ban
tartalmazott merkaptoetanolt. A mosasi ciklust kovetéen a sejteket a fent emlitett pufferbe

szuszpendaltak ¢és feltartak (ultrahangos kezeléssel). A sejtfeltarast kovetden a sejtfal tormeléket
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centrifugalassal (31000 g, 20 perc, 4°C) eltavolitottak. Ezt kovetden a feliiliszoban 1€vo
fehérjéket két 1épésben ammoniun-szulfattal (45 illetve 65% telitettséget alkalmazva) kicsaptak,
majd centrifugaltdk ¢és ultrasziirték. A koncentralt fehérjéket eldszor egy Resource Q
anioncserélé oszlopra vitték fel (0,2 M Mcllvaine puffer pH=6,5 1M NaCl, 1 ml/perc), majd az
alfa-galaktozidaz enzim aktivitast mutaté frakciokat Osszegyiijtotték és koncentraltak. Az utolso
1épésre gélszlird oszlopot (Superdex HR 200) hasznaltak. A tisztitds eredményeként 3,7 %
kihozatal mellett 36,05 tisztulasi faktort értek el [Leder et al., 1999].

Xiao és munkatarsai [2000] modszert (4 1épés) dolgoztak ki egy masik faj a Bifidobacterium
breve intracellularis alfa-galaktozidaz tisztitasara. A fermentacié utan a fehérjéket ammonium-
szulfattal kicsaptak, majd DEAE Celluléz inocseréld, Gigapite ioncseréld és Cellulofine GC700
gélsziird oszlopokra vitték fel a mintakat. A kidolgozott tisztitasi eljaras 1 %-0s kihozatalt
eredményezett.

A bifidobaktérium torzsek mellett tejsavbaktérium torzsek alfa-galaktozidaz enzimének
tisztitasaval is csak csekély szdmu szakirodalom foglalkozik. Garro és kutatdcsoportja [2006]
egy Lactobacillus fermentum CRL 251 torzs alfa-galaktozidaz enzimének tisztitasat valositottak
meg. Elsé 1épésként a torzseket centrifugalassal elvalasztottak, majd [B-merkaptoetanollal
mostak, ezt kovetden Mcllvaine pufferbe felszuszpendaltdk és French Press nagynyomdasu
homogenizatorral feltartdk a sejteket. A sejtfeltarast kovetden a sejtfal tormeléket
centrifugalassal eltavolitottak, majd ammoniun-szulfattal (95% telitettség mellett) kicsaptak a
fehérjeket. A kicsapast kovetden eldszor Sephadex G200 gélsziird oszlopon folytattdk a fehérje
tisztitasat (Mcllvaine puffer pH=5,8), melyet DEAE Sepharose ioncseréld oszlop kdvetett. Az
enzim homogenitasig torténd tisztitasat SDS-PAGE gélelektroforézissel ellendrizték. A fent leirt
modszerrel 21,03 tisztulasi faktort mutattak ki az 5,5% kihozatal mellett [Garro et al., 2006]. Az
eddig felsorolt tisztitdsi modszerekhez hasonld 1épéseket alkalmaztak Farzadi €s munkatasai
[2011] a L. acidophilus PTCC 1643 torzs alfa-galaktozidaz esetében is. A fermentaciot kvetéen
nem alkalmaztak sejtfeltarast, a sejtek centrifugalasat kovetden ammonium-szulfattal kicsaptak
fehérjéket, majd Sephadex G200 gélszlird oszlopot alkalmaztak. A gélszlirés soran kapott
galaktoziddz enzimre aktiv frakciokat 0sszegyljtotték, majd ultraszliréssel koncentraltdk. Ezt
kovetben a végtisztitasként DEAE-celulloz ioncserélé oszlopot hasznaltak. A L. acidophilus
torzs alfa-galaktozidaz enzimét 18,4 tisztulasi faktorral és majdnem 28 % kihozatal mellett

tisztitottak [Farzadi et al., 2011].
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2.3.1.6 Enzim miikodését befolydsolo tényezok
Az enzimek felhaszndlhatdosdga szempontjabol fontos informécido az enzimek miikddését
befolyasolo kornyezeti tényezok pontos ismerete. Ezen tényezok a hdmérséklet, kémhatas, ionok
hatasa, hdstabilitas, amelyeknek a pontos feltérképezése elengedhetetlen. Nehézséget jelent,
hogy az eltérd forrasbol szarmazd enzimek mas és mas optimalis kdrnyezetet igényelnek

mukddésiikhoz.

Homérséklet, pH és stabilitas

A két legfontosabb tényezd, amelyek hatdst gyakorolnak az enzimek miikodésére a hdmérséklet
¢s a kémhatas. A homérséklet befolyasa a biokatalizisnél két hatds ereddjeként nyilvanul meg,
novelése egyrészt gyorsitja a kémiai reakciok sebességét, illetve az enzimek fehérje jellegiikbol
adoddéan magasabb hdmérsékleten szerkezetiik megvaltozik, majd denaturdlodnak, igy
alkalmatlannd valnak a biokémiai folyamatok Kkatalizisére. A hdémérséklet optimum
meghatarozasa lényeges az enzim alkalmazhatdsaga szempontjabol. A hémérséklet optimum
megallapitdsa mellett célszerli az adott tartomanyban az enzim stabilitdsat is megvizsgalni.
Kiilonb6z6 eredeti enzimek eltérd optimalis homérséklettel rendelkeznek. A 11. tablazatban a
mikroba eredetli a-galaktozidaz enzimek miikodésének optimalis hdmérséklet és pH értékeiket

gyljtdttem Ossze.

A felsorolt prokariota eredetli a-galaktozidaz enzimek koziil a legnagyobb hoémérséklet
optimummal a Bacillus stearothermophilus enzime rendelkezik. A Lactobacillus fajok altal
szintetizalt enzimek 45-50 °C koriili optimummal rendelkeznek, de a L. curvatus RO8 torzs
eredeti enzim hémérséklet optimuma csupan 37 °C volt [Yoon-Hwang, 2008]. Jol lathato, hogy
a mikroorganizmusok diverzitasanak koszonhetéen még az azonos fajbol szarmazd torzsek
enzimeinek hémérséklet optimuma is eltér6 lehet. Példaul a L. fermentum CRL 722 jeld torzsnél
ez az értek 50 °C, mig a CRL 251 jell torzsnél 45 °C. Az eukaridta eredetli a-galaktozidaz
enzimek esetében megallapithatd, hogy éltalaban 50-55 °C tartomanyban talalhatd a hdmérséklet

optimum, de 65 °C-ot is detektaltak termofil gombéaknal.

A kémhatas tekintetében elmondhatd, hogy a bakteridlis eredeti o-galaktoziddz enzimek
gyengén savas és semleges vagy esetleg gyengén lugos kémhatason mutatnak maximalis
aktivitast. A tejsavbaktériumoknal tapasztaltak a legalacsonyabb pH optimumot (pH=4,5), amely
a nemzetség sajatossagabol adodik. A gomba eredetli enzimek esetében egyértelmiien a savas
kémbhatas volt kedvezd az enzim mitkodése szempontjabol. A legalacsonyabb pH=3,0 optimumot

a Penicillium oxalicum torzsbdl szarmaz6 enzimnél tapasztaltak.
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11. tablazat Mikrobialis a-galaktozidaz enzimek optimalis pH és h6mérséklet adatai
EREDET Optimalis Optimalis Hivatkozas
pH homérséklet
Prokariota eredetii
Bacillus megaterium VHM1 | 7,5 55°C Patil et al., 2010
Bacillus stearothermophilus | 6,5-7,0 65 °C Gote et al., 2004
NCIM5146
Bifidobacterium adolescentis | 5,5 55°C Leder et al., 1994
DSM 20083
Bifidobacterium adolescentis | 6,0 45°C van Laere et al., 1999
DSM 20083"
Bifidobacterium breve 203 5,5-6,5 Xiao et al., 2000
Bifidobacterium breve 203 5,5 50°C Zhao et al., 2008
Lactobacillus curvatus R08 6,5-7,0 37 °C Yoon & Hwang 2008
Lactobacillus fermentum 5,5-6,5 45 °C Garro et al., 1996
CRL 251
Lactobacillus fermentum 4,8 50 °C Carrera-Silva et al., 2006
CRL722
Lactobacillus reuteri 4,5-5,0 50 °C Tzortzis et al., 2003
Leuconostoc mesenteriodes 8,0-8,5 37°C Yoon & Hwang 2008
JK55
Streptomyces sp. S27 7,4 35°C Cao et al., 2010
Streptomyces griseoloalbus 6,0 30 °C Anisha et al., 2007
Eukariota eredetii
Aspergillus niger 4,5-5,0 Scigelova & Crout, 2000
Aspergillus niger N400 4,5 50-55°C Manzanares et al., 1998
Aspergillus oryzae 4,8 50 °C Prashnath & Mulimani
2004
Aspergillus parasiticus 5,0 50 °C Shivam & Mishra, 2010
MTCC-2796
Gibberella fujikuroi 5,8 56 °C Thippeswamy &
Mulimani 2002

Penicillium oxalicum SO 3,0 60 °C Kurakake et al., 2011
Thermomyces lanuginosus 5,0-5,5 65 °C Rezessy-Szabo et al.,
CBS 395.62/b 2007

Az enzimstabilitasi vizsgéalatok elég szort eredményeket adtak (12. tablazat), amely szintén a
tulajdonsagban valo diverzitast mutatja.

Szamos kisérletben egy meghatarozott hdmérsékleten vagy pH-n vizsgéltak az enzim stabilitasat
megadott idOtartamig ¢és adtak meg a kezdeti aktivitdshoz képest megmaradt aktivitast
szazalékosan [Carrera-Silva et al.,, 2006, Manzanares et al., 1998]. A masik lehetséges
megkozelités, hogy a felezési id6t hatarozzak meg kiilonb6z6 kornyezeti feltételek mellett [Gote
et al., 2004, Puchart et al., 2000, Shivam & Mishra, 2010]. Osszehasonlithatéség és

alkalmazastechnikai szempontbol véleményem szerint a felezési id6 informativabb.
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12. tablazat Kiilonbo6z6 eredetii a-galaktozidaz enzimek stabilitasra vonatkozo adatai

EREDET a-galaktozidaz Stabilitas Hivatkozas
Aspergillus niger extracellularis 30°C; pH 4,0 1ll. 4,5 Manzanares et al.,
N400 20 6ra 85% aktivitas 1998

pH 5,5ill. 6,0 — 20 6ra
65% aktivitas
Aspergillus extracellularis tis Shivam & Mishra,
parasiticus MTCC- 65 °C 36ra 2010
2796 70 °C 16ra
80 °C 30 perc
Bacillus extracellularis 55 °C 120 perc Patil et al., 2010
megaterium VHM1
Bacillus extracellularis t1p Gote et al., 2004
stearothermophilus 70 °C 80 perc
NCIM5146
Gibberella fujikuroi | intracellularis 55°C — 126ra 90 % Thippeswamy &
aktivitas Mulimani 2002
Lactobacillus intracellularis 100 % aktivitas Carrera-Silva et al.,
fermentum 50 °C 30 perc 2006
CRL722
Lactobacillus intracellularis 60 °C 10 perc Tzortzis et al., 2003
reuteri NCIMB
41152
L. curvatus R08 intracellularis ty, — 37°C, 1 6ra Yoon-Hwang, 2008
Thermomyces extracellularis ty, — 65 °C 3 ora Puchart et al., 2000
lanuginosus IMI pH=4,5; 60°C 66ra —
158749 100% aktivitas

Aktivatorok, inhibitorok

A homérséklet és kémhatas mellett az aktivatoroknak és inhibitoroknak is fontos szerepe van az

enzim milkodése szempontjabol. Ilyen jellegli vizsgalatok esetében fontos az adott ionok,

crcr

crer

tartalmaz6 aminosav all, és az emlitett ionok ezen aminosavak funkcids csoportjahoz
kotddhetnek és igy lecsokkentik az enzim aktivitasat. A Hg?* és Ag?* enzim inaktivalé hatésairdl
szamos szakirodalom beszamolt [Gote et al., 2006; Carerra-Silva et al., 2006; Xiao et al., 2000;
Shivam & Mishra, 2010]. Cao és munkatarsai [2010] is vizsgaltak az E. coli torzsbe klonozott
Streptomyces sp. S27 torzs a-galaktozidaz enzimét €s arra a megallapitasra jutottak, hogy az

eziist €s a higany ionok (1 és 5 mM koncentracioban) teljesen gatloljak az enzimet. Hasonlod
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eredményeket tapasztaltak Patil és munkatarsai [2010] a Bacillus megaterium VHI1 torzs o-
inhibitorok voltak. Egy masik Bacillus faj tisztitott «-galaktozidaz enziménél 1 mM-0s
koncentracioban gatld hatast fejtett ki az Ag®*, Hg®* mellett a Cu®* ion is. Az a-galaktozidaz
enzim tiol csoportja mellett karboxil csoportok is megtalalhatok az aktiv centrumban [Gote et al.,
2006]. A Cu®" ion gatld hatdsarol Ibrahim és munkatarsai [2010] is beszamoltak hat

Lactobacillus reuteri torzs a-galaktozidaz enzim esetében.

A Cr**, Ni*, illetve Zn* ionok (1 és 5mM koncentracid) gatld hatdsarol szamoltak be
Streptomyces sp. S27 torzs a-galaktozidaz génjének klondzasat kovetden [Cao et al., 2010]. Mig
egy Bacillus faj alfa-galaktozidaz enzimére nem fejtett ki sem gatlé sem aktivalo hatast az 1 mM
koncentraciéji Ni?* illetve Zn?* jon sem [Gote et al., 2006]. Mas ionok, mint a Ba**, Ca®*, Co*,
Fe**, K*, Mg?*, Mn**, Na* (ImM), illetve az EDTA (10mM), a B-merkaptoetanol (1 mM) és az

urea (ImM) nem befolyasoltak az enzim miikodését, aktivitasat.

Az Aspergillus parasiticus MTCC-2796 torzs enzim aktivitasat 17,5, illetve 12%-kal novelik
1mM Ca** és K* ionok [Shivam & Mishra, 2010].

A szénhidratok is befolyasolhatjdk az enzim miikodését. Kiilonbozd szerkezetli szénhidratok
hatasat egy Bacillus faj alfa-galaktozidaz enzimére vizsgaltak Gote és munkatarsai [2006], és
megallapitottak, hogy a galaktdz, melibidz, sztachidéz inhibitorként szolgéltak, mig a gliikkoz,
fruktdz, szachar6z nem gatoltdk az enzimet. A galaktdz gatld hatdsat mas mikroorganizmusok

(mint példaul Aspergillus parasiticus) esetében is tapasztaltak [Shivam & Mishra, 2010].

Protedz enzimek koziil a semleges proteazok, mint az a-kimotripszin, szubtilizin A, kollagenaz

nem voltak hatassal a Streptomyces sp. S27 torzs a-galaktozidaz enzim aktivitasara [Cao et al.,
2010].

2.3.1.7 Alkalmazds
A legfontosabb alkalmazasi lehetdsége az alfa-galaktoziddz enzimnek a cukoripar, pép és
papiripar mellett a sz6ja alapu élelmiszerek és az allateledel gyartdsanal ismert. Egyre tobb
kutatas iranyul ezen enzim human gyogyaszatban valo felhasznalasara, igymint a vércsoport

traszformacional, a Fabry kor kezelésénél és a xenotranszplantacional [Gote et al., 2006].

Altalanos ipari alkalmazasa ezen enzimnek a cukoriparban ismeretes, ahol a raffinéz és a
sztachidz negativ hatast fejtenek ki a szachardz kristalyositasara. Az alfa-galaktozidaz enzim
alkalmazasaval a raffindoz és a sztachidoz lebonthatova valik, ezaltal ndvelve a szachardz

kihozatalt €s a kristalyositas hatasfokat. Mindemellett fontos ezen technolégia szempontjabol is
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az alkalmazott enzim hdstabilitasa, tekintettel a termelés soran a lehiitésre majd az ujra
melegitésre. A papiriparban az alfa-galaktozidaz enzimek hdstabilitasat kihasznalva a papir
fehérithetéségének novelése érdekében alkalmazzak. Fontos biotechnoldgiai alkalmazasa az o-
galaktoziddz enzimnek a hiivelyes novényekbdl késziilt ételek tapértékének ndvelése. A
hiivelyesek a raffindz csalad oligoszacharidjait tartalmazzak, amely az emberi szervezet szamara
nem emészthetd. Pedig a hiivelyesek fontos szerepet jatszanak a taplalkozasban és a Fold tobb
teriiletén, ahol a tradicionalis taplalkozasnak része, alacsony zsirtartalmanak, kivalo fehérje és
¢lelmi rost forrasanak, valamint sokféle tapanyag tartalmanak koszonhet6en. A hiivelyes
novények egyik kiemelkedd képvisel6je a szojabab, mely izoflavonoid tartalma miatt kapott
jelentds figyelmet, fontos szerepet jatszhat a rak megel6zésében és kezelésében, illetve a
csontritkulas kezelésében. Az emberek és a monogasztrikus allatok bélnyalkahartydja nem
szintetizdl «-galaktoziddz enzimet, mely elengedhetetleniil fontos a raffin6z alapu
oligoszacharidok hidroliziséhez. A vastagbélben honos mikoroorganizmusok fermentaljak ezen
oligoszacharidokat, mely soran gaz képzdédik és nagymértékli diszkomfort érzetet, flatulenciat
okoz. A nem tejalapu termékek gyartasaban is hasznos enzimeknek szamitanak, a szojaban
jelenlévd poliszacharidok, raffin6z és szachardz hidrolizisét végzik el, mely tevékenységét
elsésorban a szdjaital esetében hasznaljak. Ezen okok miatt egyre tobb kutatas iranyul az o-
galaktozidaz enzim alkalmazhatbsagara vonatkozdan a szdjaban 1évo galakto-oligoszacharidok
hidrolizisére [Guce et al., 2004]. Patil és munkatarsai [2010], illetve Gote és munkatarsai [2004]
végeztek kisérleteket a Bacillus torzsek altal termelt o-galaktozidaz enzimmel a szdjaitalban
1évé flatulenciat okozo szénhidratok lebontasara, és a torzsek altal termelt enzim egy, illetve
kettd ora alatt a termékben 1évd oligoszacharidok nagy részét hidrolizalta. Az el6zdekben
emlitett alkalmazasi kisérletek mellett az eukariota Gibberella fujikuroi gomba faj o-
galaktozidaz enzimével is kezelték a szodjaitalt és nyomon kovették a szénhidratok mennyiségi
alakulasat, és 12 ora elegenddnek bizonyult, hogy a termékben 1évd raffindz csalad
oligoszacharidjainak 91 %-a hidrolizalédjon. A szabad enzim mellett rogzitett enzimmel is
elvégeztek az alkalmazhatosagi kisérleteket, de hatékonysidga nem érte el a szabad enzimes
hidrolizis szintjét (12 6ra alatt 71% kihozatal) [Thippeswamy & Mulimani, 2002]. Az alfa-
galaktozidaz enzim hidrolaz aktivitasa mellett transzgalaktozilalasi aktivitassal is rendelkezik,
amelyet kihasznalva galakto-oligoszacharidok (GOS) allithatoak eld, amelyek késébbiekben
prebiotikus ¢élelmiszer Osszetevoként alkalmazhatoéak lehetnek [Shivam & Mishra, 2010].
Nemcsak az ipari alkalmazéasban tolt be fontos szerepet az alfa-galaktozidaz enzim, hanem az
orvostudomany teriiletén is. Segitségével a B tipusu vérben 1évé B antigén hidrolizalhatova valik
a 0 tipusu vércsoportoknal eléforduléo H antigénné [Shivam & Mishra 2010, Puchart et al.,

2010], valamint a Fabry korban szenvedd betegek (o-galaktoziddz enzim hidnya) kezelésében is
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alkalmazzak [Simerska et al., 2007] ez enzimet. Gyakorlatban az enzim pétlasanak hianya miatt
a glikolipidek (els6sorban globotriaozilceramid, GL-3) felhalmozodnak a sejtek lizoszomajaban,
ami vesekarosodashoz (késébb a maj és az agy miikodésének karosodasahoz) vezet. A legtobb
esetben enzimpotld terapiat javasolnak, amelynek hatdsara a betegség tiinetei enyhithetéek. A
savas pH optimumanak (és a szfingolipid aktivator protein B hianynak) koOszonhet6en a
plazmaban, és a citoplazmamembranban sem aktiv, ezért az ott 1év6 oligoszacharid oldallancokat
nem bontja. A sejtek mannoz-6P receptoraik segitségével képesek ezen lizoszomalis enzimeket a
vérplazmébol felvenni, igy a szervezetbe juttatott enzim konnyen el tud jutni a lizoszémakig. A
human o-galaktozidaz enzimek eléallitisa CHO (Chinese hamster ovary) sejtkultirak
alkalmazéséaval torténik. Szerencsés mddon a jol termeld sejtvonalakban az enzim a lizoszomalis
akkumuléciot kovetéen az extracellularis térbe szekretalodik, ami jelentésen megkonnyiti az

izolalast és a tisztitast [T6zsér et al., 2011].

2.3.2 Béta-galaktozidaz enzim
A béta-galaktozidaz enzimet a szakirodalomban laktazként és $-galaktozid-galaktohidrolazként

is emlitik. Enzimszama: EC 3.2.1.23.

2.3.2.1 Eldéfordulas

A Dbéta-galaktozidaz enzim megtalalhato a novényvilagban [Biswas et al., 2003,
Balasubramaniam et al., 2005, Kestwal & Bhide, 2007; Kishore & Kayastha, 2012], az
allatvilagban [Taniguchi & Takano, 2004], valamint szamos mikroorganizmus is szintetizalja. A
novényi eredetii enzimek oldott forméban a citoplazmaban vagy sejtfalhoz kotott allapotban
fordulnak eld. Elsdsorban gyiimolcsfélékben mutattak ki [-galaktoziddaz aktivitast. A
gyiimolcsok mellett magvakban is kimutathaté ez az aktivitas. A gylimolcsok esetében az érés,
mig magok esetében a csirazas soran detektalhaté a legnagyobb aktivitas [Kestwal & Bhide,
2007].

Hét féle béta-galaktozidaz enzimet detektaltak a paradicsom érése soran. Aminosav szekvencia
azonositas soran megallapitottak, hogy mind a hét detektalt B-galaktozidaz enzim a GH 35
csaladba tartozik [Husain, 2010]. A gyiimolcsok érési folyamata soran a sejtfal galaktozil
éréséhez vezet. Papaya érési folymata soran szintén bizonyitottdk, hogy a P-galaktozidaz
aktivitas jelenléte eldsegiti a gylimolcs érését €s annak puhuldsat a sejtfal hidrolizalasaval
[Husain, 2010].

A mikroorganizmusok altal termelt béta-galaktozidaz enzimekre vonatkozdan egyre szélesebb
korti kutatasok folynak. A fonalas gombak gyakran hasznositjak a laktozt, de csak kisebb

mennyiségben, mint példaul ipari penicillin termelés soran a Penicillium chrysogenum torzs. A
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penészgombak mellett az élesztdgombak is termelnek nagy mennyiségben béta-galaktozidaz
enzimet, amelyet széles korben alkalmaznak az ¢élelmiszergyartdsban. Az élesztdk ¢és a
baktériumok altal termelt enzimek intracellularisak [Hung-Lee et al., 2002; Hinz et al., 2004;
Hsu et al., 2006; Igbal et al., 2010; Rhimi et al., 2009; Numanoglu & Sungur 2004], mig a
penészgombak altal termeltek jelentds része extracellularis [Freitas et al., 2011; Manzanares et
al., 1998; Nagy et al., 2001].

2.3.2.2 Szerkezete
A béta-galaktozidaz enzimek a glikozid hidrolazok (GH) 1, 2, 35 és 42 csaladjaban (13. tablazat)

talalhatoak (www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html).

13. tablazat: Glikozid hidrolizok béta-galaktozidaz enzimeket tartalmazé csaladjai
[www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html]

Glikozid hidrolazok csaladjai
GH 1 GH 2 GH 35 GH 42

Mechanizmus megtarto megtarto megtarto megtartd
3D szerkezet (B/or)s (B/o)s (B/o)s (B/ov)s

Katalltlk_us Glu Glu Glu Glu

nukleofil

SEEE Glu Glu Glu Glu

proton donor

Mind a négy csalad, amelyekbe a béta-galaktozidaz enzimek tartozhatnak mechanizmusuk
tekintetében a megtartd glikozid hidrolazok kozé sorolhatoak. A 3D szerkezetiik a (B/ov)s

hengerrel jellemezhetd. A katalitikus nukleofil és proton donorok szerepét a glutaminsav tolti be.

A szakirodalomban eclérhet6 adatok alapjan a prokariota eredetli [-galaktozidaz enzimek
molekula méretiik alapjan széles skalan mozognak (14. tdblazat). A bifidobaktérium altal termelt
B-galaktozidazok kozel azonos molekula tomeget (350-370 kDa) mutatnak. Altalanossagban

elmondhato, hogy ezen enzimek tetramer szerkezetiiek [van Laare et al., 2000; Dumortier et al.,
1994; Hsu et al., 2006].
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14. tablazat Prokariota eredetii B-galaktozidaz enzimek molekula mérete és szerkezeti

tulajdonsagai
EREDET Méret Szerkezet Hivatkozas
[kDa]

Bacillus circulans 67 Fujimoto et al., 1998
Bacillus megaterium 2-37- 120 Lietal., 2009
4-1
Bifidobacterium 4x89 | homotetramer | van Laare et al., 1999
adolescentis DSM 20083
Bifidobacterium bifidum 362 Dumortier et al., 1994
ATCC 29521
Bifidobacterium longum 367 Hsu et al., 2006
CCRC 15708
E. coli 464 | tetramer Matthews, 2005
Lactobacillus pentosus 105 | heterodimer | Maischberger et al.,
KUBST10-1 2010
L. acidophilus R22 107 | heterodimer [ Nguyen et al., 2007
L. plantarum WCFS1 107 | heterodimer | Igbal et al., 2010
L. reuteri L 103 105 | heterodimer | Nguyen et al., 2006
L. reuteri L 461 105 | heterodimer | Nguyen et al., 2006
S. pneumoniae D39 69 Terra et al., 2010
S. mitis NCTC 122611T 268 Campuzano et al., 2009
S. thermophilus LMD9 4x118 | homotetramer | Rhimi et al., 2009

11. abra: Escherichia coli eredetii B-galaktozidaz enzim szerkezete [Matthews., 2005]
Domén 1: Kék; Domén 2: Z6ld; Domén 3: Sarga; Domén 4: Vilagoskék; Domén 5: Piros;
Kiegészitd peptidek: Narancssarga; Na': zold gomb; Mg2+: kék gomb.
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Az E. coli-bdl izolalt B-galaktozidaz enzim térbeli szerkezete a 11. abran lathat6. Molekula
tomege 464 kDa. Az enzim tetramer szerkezet{i, mindenegyes monomer 1023 aminosavbol és 6t
doménbdl all. A *TIM barrel’ (o/B) struktra a harmadik doménben talalhato. Az abran a Mg2+
és Na’ ion kotShelyek is szerepelnek. A maximalis aktivitds eléréséhez ezen ionokra van
szitkség. A Mg?* ion kotédési helyét az aktiv centrumban mutattak ki a fehérje mind nativ, mind

kristaly formajaban.

2.3.2.3 Hatdasmechanizmus

A béta-galaktozidaz is a glikozil hidrolaz enzimek k6z¢é sorolhatd. Ezen enzimekre altalanosan

jellemz6 két f6 mechanizmust mar részletesen bemutattam a 2.3.1.4. pontban.

A Dbéta-galakotziddz enzim a szénhidratok, glikoproteinek és glikolipidek terminalis, nem
redukald B-D-galaktoz monomerjeit hidrolizalja. E szubsztratumokbol a P(1-3) és P(1-4)

kotéssel kapcsolddod galaktozil részt hasitja le.

A hidrolizis elsé 1épésében a szubsztratum glikozil oxigénje protonalddik a sav Katalizatoron
keresztiil. Majd altalaban ezt koveti a nukleofil tdimadéas Sn2 rész, amely révén a szubsztratum
(laktéz) molekularol levalik a glikéz molekula (12. dbra). Az intermedier molekula a viz
jelenlétének koszonhetden tovabb hidrolizalodik és galaktéz molekula keletkezik [Richmond et
al., 1981].

Maksimainen és munkatarsai (2012) vizsgaltak a B. circulans subsp. alkalophilus alfaj béta-
galaktoziddz hatdasmechanizmusat. Megallapitottdk, hogy a hidrolizis sordn keletkezd
galaktoz keletkezik és mutarotacioval az oldatban a-D-galaktoz is képzddik. Ez az alfa térallasu
galaktoz molekula képes kotddni az enzim aktiv centrumdhoz. A kapcsolddas a hidroliziskor
l1étrejovo intermedier molekula szerkezetéhez hasonlo, de a kotés tdvolsaga 1ényegesen rovidebb.
Santos ¢és munkatarsai [1998] vizsgaltak a laktoz hidrolizisét a kereskedelmi forgalomban
kaphato Kluyveromyces fragilis erdetii P-galaktozidaz enzimmel. Megallapitottak, hogy a

hidrolizis végtermékeként keletkez6 glilkoz nem gatolta a katalizist, mig a galakoz igen.
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OH OoH
CH,0H OH

gliikoz

B-galaktozidaz-galaktéz komplex

12. abra: Béta-galaktozidaz enzim hatasmechanizmusa laktéz szubsztratum jelenlétében
[Richmond et al., 1981 nyoman]|

A Dbéta-galaktozidaz enzim a megfeleld korilmények kozott szintén rendelkezik
transzglikozilalasi aktivitassal (13. ébra). A laktdz hidrolizisekor a reakcio elsé 1épésében olyan
intermedier keletkezik, amelyben kovalens kotés a galaktoz 1-es szénatomja és a glutaminsav
kozott jon létre. Mely intermedier a viz jelenlétében teljesen hidrolizalédni fog, mig viz
hianyaban az akceptor molekula (mint példaul a gliikdz), masik (oligo)szacharid vagy alkohol.
Ez a reakcio is ,konformacio megtartd”, igy a termék hasonldéan a szubsztratumhoz [-
galaktozidos kotéseket tartalmaz [Maksimainen et al., 2012]. Hung és Lee [2002] kloénoztak a B.
infantis HL96 torzs béta-galaktozidazt kodold génjét E. coli-ba és 20 és 30% laktdz koncentracid
jelenlétében 30 és 60°C-on Na-foszfat pufferben vizsgaltak a transzgalaktozidaz aktivitasat.
Nagyobb (30%) laktoz koncentracido esetén 15 orat kovetéen 60 °C-on 190 mg/ml, mig
alacsonyabb hémérsékleten (30 °C-on) csupan 120 mg/ml galakto-oligoszacharid kihozatalt

sikertlt elérni.

mono-és diszacharid

13. abra Galaktozil transzfer reakcié béta-galaktozidaz enzimmel
[Richmond et al., 1981 nyoman]
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2.3.2.4 Enzim miikodését befolydsolo paraméterek
A béta-galaktozidaz mitkodésének optimalis pH-ja eltéré a nemzetség, faj vagy akar tdrzs szinten
is. Erre jo példa a Bifidobacterium infantis HL96 és B. adolescentis DSM20083 t6rzsek, mivel a
B. infantis torzs enzimének optimalis pH-jat 7,5-nek talaltak addig a B. adolescentis térzsnél ez
az érték pH=6,0 volt. A prokariota eredetii 3-galaktozidiaz enzim optimalis pH-ja 6,0-8,0 kozé
esO tartomanyban talalhato (15. tablazat). Ezen a tartomanyon kiviil esik a Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus torzs -galaktozidaz enzim pH optimuma (5,0-5,5 kozotti). Az
irodalomban fellelhetd eukariota eredetli galaktoziddz enzimek pH optimumai savastol semleges

(pH 4-7,0) tartomanyig mozognak (15. tablazat).

15. tablazat Mikrobialis eredetii [-galaktozidaz enzimek optimalis pH és homérséklet

adatai
TORZS Optimalis [ Optimalis HivatKkozas
pH homérséklet
Prokariota eredetii
Alicyclobacillus acidocaldarius 6,0 65 °C Gul-Guven et al., 2007
subsp. rittmannii
Bacillus stearothermophilus 7,7 70 °C Chen et al., 2008
ATCC 8005
Bacillus subtilis 65 °C Konsoula et al., 2007
Bifidobacterium adolescentis 6,0 50 °C Hinz et al., 2004
DSM20083
Bifidobacterium infantis HL96 7,5 50 °C Hung-Lee et al., 2002
Bifidobacterium longum CCRC 7,0 50 °C Hsu et al., 2006
15708
Enterobacter agglomerans B1 7,5-8,0 37-40°C Lu et al., 2007
Lactobacillus delbrueckii subsp. 5,0-5,5 45 °C Rhimi et al., 2009
bulgaricus (klonoztdak)
Lactobacillus plantarum WCFS1 7,5 55°C Igbal et al., 2010
Propionibacterium acidipropionici | 7,0 50 °C Zarate et al., 2002
CRL 1198
Propionibacterium acidipropionici | 7,0 50 °C Zarate et al., 2002
Q4
Thermus thermophilus HB-8 6,6 87°C Maciunska et al., 1998
Eukariota eredetii
Aspergillus niger N400 4 60-65°C Manzanares et al.,
1998
Aspergillus oryzae 4.8 55°C Freitas et al., 2011
Guehomyces pullulans 17-1 4 50 °C Song et al., 2010
Kluyveromyces fragilis 6,5-7,0 40 °C Santos et al., 1998
Kluyveromyces lactis 6,6-7,0 40 °C Zhou & Chen, 2001
Kluyveromyces lactis ATCC8583 6,5 40 °C Numanoglu & Sungur
2004

Penicillium chrysogenum 4 30°C Nagy et al., 2001
NCAIM 00237
Rhizomucor sp. 4,5 60 °C Shaikh et al., 1999
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Alkalmazas szempontjabol 1ényeges informdacio az adott enzim optimalis hdmérséklete, valamint
stabilitasa. A legnagyobb homérséklet optimumot a Thermus thermophilus torzs béta-
galaktozidaz enzime mutatta (15. tablazat), amelyet 87 °C-ban hataroztak meg [Maciunska et al.,
1998]. Altalanosan a 45-55 °C kozotti optimum jellemzd a prokariota eredetii béta-galaktozidaz
nemzetségbe tartozo torzsek (Bifidobacterium infantis HL96,
Bifidobacterium adolescentis DSM20083, Bifidobacterium longum CCRC 15708) eredetli béta-

enzimekre. Az azonos

galatozidazok azonos 50 °C-o0s optimummal rendelkeztek [Hung & Lee, 2002; Hinz et al., 2004;
Hsu et al., 2006]. Ez az azonossag megfigyelheté az eukariota Kluyveromyces torzseknél
(Kluyveromyces lactis: 40°C; Kluyveromyces fragilis: 40 °C) is [Zhou & Chen, 2011; Santos et
al., 1998]. Az eukariota eredetii P-galaktoziaz enzimeknek 30-65 °C ko6zOtti optimummal
rendelkeznek (15. tablazat).

16. tablazat Kiilonb6zo eredetii 3-galaktozidaz enzimek stabilitisra vonatkozo6 adatai

Torzs

Stabilitas

Hivatkozas

Aspergillus niger N400

pH=4 — 20 6ra, 85% aktivitas

Manzanares et al.,
1998

Bifidobacterium longum
CCRC 15708

40 °C — 40 perc 80% aktivitas

Hsu et al., 2006

Bacillus stearothermophilus
ATCC 8005

t12: 60°C — 120 6ra
65°C — 50 ora
70 °C — 9 ora

Chen et al., 2008

Bifidobacterium adolescentis
DSM20083

t12= 10 perc 50°C-on

Hinz et al., 2004

Bifidobacterium infantis
HL96

37 ill. 50°C — 80 perc 90% akt.

Hung & Lee, 2002

Guehomyces pullulans 17-1

40°C — 2,5 ora 84,14% aktivitas

Song et al., 2010

Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

t2: 50°C — 6 ora
55°C — 3 ora
60°C — 1,5 6ra
65°C — 0,4 6ra

Rhimi et al., 2009

Lactobacillus plantarum
WCFS1

pH=6,5-8; 30°C— 506ra, 75% akt.
37°C — 5 ora, 43 % aktivitas

Igbal et al., 2010

Propionibacterium
acidipropionici Q4

60°C — 15 perc, 70 % aktivitas

Zarate et al., 2002

Rhizomucor sp

t1/2 = 2,5 ora 70 °C

Shaikh et al.,
1999

Thermus thermophilus HB-8

pH=6,6 75°C — 56ra, 98% aktivitas
pH=6,6 85°C — 50ra, 80% aktivitas

Maciunska et al.,
1998

A szakirodalomban fellelhetd béta-galaktoziddaz enzim stabilitds eredményeit 16. tablazatban
foglaltam 6ssze. Szamos kisérletben egy meghatarozott hdmérsékleten vagy pH-n vizsgaltak az
enzim stabilitdsat és adtak meg a kezdeti aktivitashoz képest megmaradt aktivitast szazalékosan

[Hsu et al., 2006, Igbal et al., 2010, Zarate et al., 2002], mig a masok a félélet idével jellemzik
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azt [Hinz et al., 2004, Rhimi et al., 2009, Chen et al., 2008]. Talan ez utobbi meghatarozassal
Osszehasonlithatobba valnak az adatok. Alkalmazhatésag szempontjabol a Bacillus
stearothermophilus ATCC 8005 torzs enzime figyelemre méltod, mivel félélet ideje 70°C-on 9
ora és 60 °C-os homérsékleten 120 o6ra volt [Chen et al., 2008].

Igbal és munkatarsai [2010] vizsgaltak a Lactobacillus plantarum WCFSI1 torzs rekombinans 3-
galaktozidaz enzimének stabilitasat és megallapitottak, hogy ha 1 mM, illetve 10 mM MgCl,-ot
adagolnak a reakcidelegyhez, akkor 37°C-on 6t oOra eltelte utan is megmarad az aktivitas 73,
illetve 85 %-a. Ilyen mértékii stabilitast tapasztaltak pH 6,5-8,0 kozotti tartomanyban 5 ora
elteltével 30 °C-on is. MgCl, nélkiil minddssze az aktivitas 45%-at tartotta meg.

2.3.2.5 Alkalmazds
A laktéz béta-galaktozidaz enzimes hidrolizisének ipari alkalmazds tekintetében szamos elénye
van [Milchova & Rosenberg, 2006]:
e Atejben 1évo laktdz lebontasaval a laktdz-intolerancia tiineteinek enyhitése.
e Transzgalaktoziddz aktivitasat kihasznéalva prebiotikus GOS eldallitasa.

o Laktdzt tartalmazod termékek technoldgiai és érzékszervi tulajdonsagainak javitasa.

A Dbéta-galaktoziddz enzim alkalmazédsa szempontjabol két tipust kiilonboztethetiink meg. A
héstabilis B-galaktozidaz enzimek el6nyosebbek a csokkentett laktéz tartalmu termékek
eldallitasanal. Az ipari alkalmazasban célszeri termostabilis hidroldz enzimeket hasznalni, mivel
nagyobb reakcio sebesség érhet6 el, valamint a mikrobioldgiai fert6zés is megeldzhetd [Li et al.,
2009]. A hidegtlird enzim segitségével viszont a tej és tejtermékek enyhe koriilmények kozott
kezelhetdk, kozben a termék tapérteke megdvhatd [Milchova & Rosenberg, 2006]. A laktoz
enzimes hidrolizése kétségkiviill szdmos eldnnyel rendelkezik: nem keletkezik melléktermék,
nem lesz a terméknek kellemetlen ize, szaga és szine sem. Ezen pozitivumokat egybevéve fontos
alkalmazasi teriilete a béta-galaktozidaz enzimnek a tejipar. Egyre szélesebb korben alkalmazzak
a szabad enzimes reaktorok mellett a rogzitett B-galakoziddz enzimes technoldgiat a tejben 1évo
laktoz tartalméanak csokkentésére. A laktéz mennyiségének csokkentése mellett megeldzhetové
valik a termékben jelenlévd diszacharid okozta kikristalyositdsa kovetkeztében kialakuld
mindségi romlas is. Az ipari alkalmazéasanak fontos teriilete a sajtgyartas, ahol a keletkezd savo
magas laktdztartalmanak csokkenésével, megel6zhetévé valik ezen tejipari hulladékkal torténd
kornyezetszennyezés [Santos et al., 1999]. A sajtgyartasnal novelhetjiik a hatékonysagot, ha a
keletkezett savot az iparban alkalmazott membrantechnologidk és rogzitett enzimes
technoldgidkat 6tvozziik. A folyamat soran ultrasziiréssel elvalasztjak a savoban 1évo fehérjét,

majd reverz ozmdzissal sétalanitjak. Az igy kapott permedtumot a rogzitett [-galaktozidaz
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enzimet tartalmazd reaktorba vezetik, ahol megtorténik a laktéz hidrolizis. Az igy kapott
terméket sotalanitjak és toményitik, majd a sziikséges felhasznalasi forméaban szirupként vagy
por forméjaban szallitjak ki.

Ttovabbi alkalmazasi lehet6ség lehet a galakto-oligoszacharidok el6allitasa, amelyek
prebiotikumokként hasznosithatok. Igbal és kutatocsoportja (2010) vizsgalta a Lb. plantarum
WCEFSI torzs altal termelt béta-galaktoziddz transzglikozilacios aktivitasat lakoz jelenlétében. A
lakt6z biokonverzidja 85%-ra volt tehetd és ennek megfeleléen ndvekedett a szintetizalt GOS
mennyisége is. Mar nyolc oras reverz hidrolizist kdvetden elérték a maximalis kihozatalt (41 %).
Megéllapitottak, hogy a keletkezett GOS keverek 19 % diszacharidot (mely nem lakt6z), 21%
triszacharidot és 1,3% tetraszacharidot tartalmaz. A laktobacilluszok mellett bifidobaktérium
eredetii béta-galaktozidaz enzimek galakto-oligoszacharid szintézisét is vizsgaltak mar [Rabiu et
al., 2001]. Rabiu és munkatarsai [2001] B. angulatum torzs béta-galaktozidaz enzimének
segitségével szintetizaltak GOS-ot. A szintézis 30 v/v%-os laktdzzal, 55°C-on pH=7,5-n zajlott

hét oraig. A szintézis kihozatala 43,8 % volt.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Alkalmazott torzsek

DOI: 10.14267/phd.2015005

Alkalmazott Bifidobacterium torzs: Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (Chr. Hansen)

Alkalmazott Lactobacillus térzsek: Lactobacillus casei 01 (Chr. Hansen)

3.2 Tapkozegek

e TPY tapleves (Trypticase — Phyton — Yeast extract)

Lactobacillus acidophilus La-5 (Chr. Hansen)

Trypticase pepton 109
Phytone pepton 50
Elesztékivonat 250
Tween 80 1mil
Cisztein*HCI 0,59
Dikalium-hidrogén-foszfat 29
Magnézium-klorid*6H,0 0,59
Cink-szulfat*7H,0 0,25¢
Kalcium-klorid 0,159
Vas-klorid*6H,0 0,039
Desztillalt vizzel kiegészitve 1000 ml —re

Sterilezés 121°C-on 15 percig

e TPYG tapleves

TPY alaptapleves 5g/liter koncentracioban kiegészitve gliikozzal. Sterilezve 121°C-on 15 percig.

e TPY+L tapleves

TPY tapleves megfelelé koncentracidban kiegészitve laktozzal. Sterilezve 121°C-on 15 percig.

Munkam soran 0,1; 0,5, 1; 1,5, 2 w/v%-os laktdéz koncentracioban egészitettem ki a TPY
tapkozeget.

e TPY+R tipleves

TPY tapleves megfeleld koncentracioban kiegészitve raffindzzal. Sterilezve 121°C-on 15 percig.

Munkam soran 0,5, 1; 1,5, 2 w/v%-os raffind6z koncentracioban egészitettem ki a TPY
tapkozeget.

o TPY+M tipleves

TPY tapleves megfeleld koncentracidban kiegészitve melibidzzal.
Munkam soran 2 w/v%-os koncentracidban melibidz egészitettem ki a TPY tapkozeget.

Sterilezve 121°C-on 15 percig.
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e TPYG tépagar

TPYG tapleves 1000 ml
Agar-agar 15¢

A pH értékét 6,8-ra allitottam, majd autoklavoztam 121°C-on 20 percig

e MRS alaptapleves (de Man, Rogosa and Sharpe)

Kazein pepton

Huskivonat

Elesztokivonat
Dikalium-hidrogén-foszfat
Tween 80
Di-ammonium-hidrogén-citrat
Natrium-acetat
Magnézium-szulfat
Mangan-szulfat

Desztillalt viz

e MRSG tapleves

54
0,29
0,049
1000 ml

MRS tapleves 20g/liter koncentracidban kiegészitve gliik6zzal. Sterilezve 121°C-on 15 percig.

e MRS+L tapleves

MRS tapleves megfeleld koncentracioban kiegészitve laktozzal. Sterilezve 121°C-on 15 percig.

Munkam soran 0,1; 0,5, 1; 2 w/v%-os laktoz koncentracioval egészitettem ki a TPY tapkozeget.

e MRSHR tapleves

MRS tapleves megfeleld koncentracioban kiegészitve raffindzzal. Sterilezve 121°C-on 15 percig.

Munkam soran 1; 1,5; 2; 2,5; 3 w/v%-os raffindz koncentracioval egészitettem ki a TPY

tapkozeget.

e MRS agar

MRS broth /EMD Chemicals/
Agar-agar
Desztillalt vizzel kiegészitve

pH: 6,8. Sterilezés autoklavban 121°C-on 15 percig.

e Beeren’s agar [Beeren’s, 1990]

Columbia agar
Gliik6z
Cisztein*HCI
Agar -agar

1N NaOH

52,39
159
1000 ml-re

44 ¢

0549

5¢
48 ml
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Propionsav 5ml
Desztillalt viz 1000 ml —re

3.3 Tenyésztési médszerek

3.3.1 Torzsfenntartds

A bifidobaktériumok tenyésztéséhez anaerob korilményeket a 14. abran lathato Bugbox
(anaerobic chamber, Ruskin Technology, Leeds, Anglia) anaerob munkahelyet, illetve
Jar+GasPak rendszert (Oxoid) alkalmaztam. A BugBox anacrob munkahely miik6désének elve,
hogy a kamrabol a levegét kiszivattyuzzuk, majd egy specialis gazeleggyel arasztjuk el, amely
Osszetételét tekintve 10 % szén-dioxid és 5 % hidrogén nitrogénben oldva. A maradék oxigén
megkotésére a boxban talalhato palladium katalizator szolgal, mely feliiletén a hidrogén és az
oxigén vizet képez.

A bifidobaktériumok tenyésztése TPYG taplevesben 37°C-on tortént. Az alkalmazott két
Lactobacillus torzset szintén 37°C-on tenyésztettem MRSG tapkozegben.

E—

14. abra Anaerob munkahely (Bugbox)

3.3.2 Enzimfermentdcios kisérletek
Az enzimfermentéacids kisérleteket kiilonb6z0 méretli Erlenmeyer lombikokban valdsitottam
meg. A fermentacidkat rendre egy napos inokulummal (1 térfogat szdzalékos beoltds mellett)
inditottam. Az inokulumok tapkozege TPYG, illetve MRSG tapkozegek voltak, amelyekbe 5
térfogat szazaléknyi sejtSzuszpenzidot oltottam. A fermentacié 37 °C-on 1-2 napig zajlott.
Meghatarozott 1d6kozonként mintat vettem, és a pH ¢és a galaktozidaz enzim aktivitasok

mérésével kdvettem nyomon a fermentaciot.

A B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs szaporitasanak Iéptéknovelését 2 literes hasznos
térfogati Biostat B (B. BRAUN) fermentorban valdsitottam meg. A fermentacié 37 °C-on, 150

rpm-es fordulatszam mellett 20 oraig tartott. Az anaerob kornyezetet a levegdztetd rendszeren
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keresztiil bedramoltatott kevert gazzal (10 % szén-dioxid nitrogén gazban oldva) valositottam

meg.

3.4 Sejtfeltaras

A tejsavbaktériumok ¢és a bifidobaktériumok galaktozidaz enzimei intracellularisan termelddnek,

ezért detektalasukhoz a sejtek feltarasa sziikséges.

ik

Tl e

15. abra French Press nagynyomés homogenizator
A sejtfeltaras el6tt centrifugalassal elvalasztottam a sejteket (12000 rpm, 10 perc, 4 °C-on), majd
a sejteket haromszor pufferrel mostam (0,2 M Mcllvaine pH=6,6) és a mosasi 1épések utan
centrifugédldssal Osszegylijtott sejteket hasznaltam fel a sejtfeltarashoz. Sejtek feltarasara a
mechanikai eljarasok ko6zé tartozo French Press nagynyomast homogenizatort (15. abra)
alkalmaztam. A nagy nyomasti homogenizator segitségével torténd sejtfeltaras esetében, egy
specialisan kialakitott fojtason (homogenizator szelepen) keresztiil nagy nyomassal (200-1000
bar) atnyomjuk a szuszpenziot. Mechanizmusat tekintve a sejtek a hirtelen nyomasvaltozas
eredményeként szétrobbannak. A sejtfeltarast egymast kovetd ciklusokban végeztem el 800 Psi

nyomas mellett. A feltart sejteket a felhasznalasig fagyasztva taroltam.

3.5 KElosejtszim meghatarozas

Bifidobacterium-ok esetében TPY, illetve szelektiv Beeren’s agaron lemezontéses modszerrel
tortént. Inkubalas anaerob koriilmények kozott Bugboxban, illetve Anaerobe Jarban 37°C-on 2-3
napig tortént.

Lactobacillus-ok esetében lemezontéses modszerrel MRS agaron 37°C-os inkubalasi
homérséklet mellett termosztatban tértént 2-3 napig.

Az inkubalast kovetden a kifejlodott telepeket megszamlalva kovetkeztettem a mintdban 1&vo

sejtszamokra, amelynek értékét tke/ml dimenzidban adtam meg.
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3.6 Galaktozidaz enzim aktivitasok meghatarozasa

A galaktozidaz enzimek aktivitdsanak meghatarozasahoz Mcllvaine puffert (pH=6,6)
alkalmaztam. Elkészitéséhez 728 ml 0,2 M-os Na,HPO, térzsoldatot és 272 ml 0,1 M-0s
citromsav oldatot készitettem, a pH-t sziikség szerint korrigaltam a megfelelé torzsoldat
alkalmazasaval. A 17. tablazatban szerepld Osszemérést alkalmaztam az aktivitas méréséhez. A
minta hozzdadasa eldtt a reakcidelegyeket 5 percig 37°C-on eldinkubéltam majd 0,2 ml
megfelel6en higitott mintaval inditottam az 5 perces reakciot. A reakcioid6 lejarta utan 5 ml 0,1
M Na,CO; oldattal allitottam le a reakciot, majd 405 nm-en spektofotométer segitségével
mértem az oldat abszorbanciajat. A felszabadult para-nitrofenol mennyiség meghatarozasahoz
standard sort készitettem (16. abra) a kapott kalibracios egyenes meredékségét hasznaltam az

aktivitas kiszamitasahoz.
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Para-nitrofenol koncentracié [mM]

16. abra: Para-nitrofenol mennyiségi meghatarozasara szolgalo kalibracids egyenes

17. tablazat: Az alfa-galaktozidaz aktivitas meghatarozashoz alkalmazott 6sszemérés

Desztilalt viz Puffer Szubsztratum Enzim oldat
[ml] [ml] [ml] Minta[ml]
Miszer vak 0,7 0,3 - -
Szubsztratum vak 0,2 0,3 0,5 -
Enzim vak 0,5 0,3 - 0,2
Reakcid 0,3 0,5 0,2

Minden aktivitdas mérést két parhuzamosban és két kiilonbozd higitasban elkészitett mintaval

valositottam meg.
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Aktivitas szamitasa:

Aktivitas, g ={(Aminta-Aev-Asy) *higitas* térfogat,caciselegy}/(térfogat nin *reakeié id6*2,559)
Aninta: Minta abszorbanciaja

Agy: Enzimvak abszorbanciaja

Agy: Szubsztratumvak abszorbancidja

Egy egységnyi galaktozidaz az az enzimmennyiség, mely 1uM p-nitrofenolt szabadit fel egy
perc alatt a reakcio koriilményei kozott.

Dolgozatomban tobbfajta szarmaztatott aktivitas értékeket haszndlok, melyek a kovetkezdek:

e U/mg: Specifikus aktivitas, mely az enzim fehérjetartalmara vonatkoztatott aktivitas
e U/100 ml: 100 ml fermentlébdl szarmazo feltart sejtek aktivitasa

o U/10"%ejtxh: 10" sejt altal meghatarozott idéegység alatt mutatott aktivitas
3.7 Fehérjetartalom meghatirozasa

3.7.1 Bradford modszer
A fehérjetartalom meghatarozasara Bradford modszert alkalmaztam (Bradford, 1976). Az eljaras
elve, hogy a fehérje és a szinez6 anyag (Coomassie Brilliant Blue G-250) kék szinti komplexet
fényelnyelés mértékébdl kovetkeztethetiink. A moddszer 1 és 140 pg/ml fehérje koncentracid
tartomédnyban alkalmazhat6. A meghatarozashoz koncentralt szinezd reagens oldatot hasznaltam,
amelyet a Bio-Rad cég (Bio-Rad, USA) gyart és forgalmaz. El6szor kalibracios sort készitettem
5 mg/ml BSA (Bovine Serum Albumin) torzsoldat felhasznalasaval. A kapott kalibracios

egyenest a 17. dbran szemléltettem.
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17. abra: Fehérjetartalom meghatarozasahoz felvett kalibraciés egyenes
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A megfeleléen higitott mintakat hasznaltam fehérjetartalom meghatarozasara. A vizsgalatokat

harom ismétléssel és tobb beméréssel valositottam meg.
A fehérjetartalom kiszamitésa a kovetkezd egyenlet segitségével tortént:
Fehérjetartalom (mg/ml)={(Aminta-Avak)* higitas}/0,8718

ahol a 0,8718 a kalibracids egyenes meredeksége,
Aninta- @ minta abszorbancigja,

Avak- a vak abszorbanciaja (csak desztillalt vizet tartalmaz).

3.7.2 280 nm-en tirténd fényelnyelésen alapulo modszer
Ezt a moddszert a fehérje tisztitds soran alkalmaztam, hiszen ebben az esetben nem volt
szlikségem pontos fehérjetartalom meghatarozasara, hanem csak a hozzavetdleges értékre és az
egyes fehérje speciesek helyének meghatarozasara. Gyakorlatban megmértem a minta

abszorbanciajat 280 nm-en spektrofotométerrel vagy FPLC detektorral (atfolyasos kiivetta).

3.8 Enzim lokalizaciojanak meghatarozasa

Raffindzon szaporitott B. animalis subsp. lactis Bb-12 20 o6ras tenyészléb6l a sejteket
Osszegyljtottem és haromszori egymast kovetd sejtfeltaras utdn lecentrifugaltam a feltart
szuszpenziot. Az iiledékként kapott sejttormeléket 1 ml 200 mM Mcllvaine (pH=6,6) pufferral
felszuszpendaltam és ezt a frakciot tekintettem a sejtfalhoz kotott résznek, mig a centrifugalas

utan kapott feliiliszo a citoplazmaban eléforduld enzimeket tartalmazta.

3.9 Enzimtisztitasi eljarasok

3.9.1 Alkalmazott kromatogrdfias modszerek
Az alfa-galaktozidaz enzim kinyerését és tisztitasat sejtfeltarassal, ioncserélé kromatografiaval
¢s gélszlirés kombindcidjaval valdsitottam meg. Az enzimtisztitds sordn alkalmazott
kromatografias lépéseket FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography) berendezéshez
(Pharmacia, Uppsala, Sweeden) csatlakoztatott kiilonb6z6 toltetli oszlopok segitségével
valdsitottam meg 4°C-on. A kromatografids oszlopokra a sejtfeltaras utan kapott feltart sejteket
lecentrifugdltam és a kapott feliiliszot vittem fel tobb 1épésben az oszlopokra. A kiilonb6zo
kromatografias 1épések soran az alfa-galaktozidaz aktivitast mutato frakciokat dsszedntdttem és
50 mM pH=5,8 Mcllvaine puffer alkalmazéasaval 10 kDa-os vagasi értékli Amicon ultrasziird

berendezéssel sotalanitottam és koncentraltam.
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Hasznalt toltetek (Pharmacia, Uppsala, Sweeden)

» Q Sepharose: er6s anion-cserél6 (1*30 cm)
pH stabilitas: 2-12
atlagos szemcseméret: 90 pm
aramlasi sebesség: 400-700 cm/h
matrix tipusa: 6% keresztkotott agaroz
Osszes ionkapacitas:0,18-0,25 mmolCl/ml gél

Alkalmazott puffer: 50 mM Mcllvaine puffer (pH=5,8) 1 M NaCl
Aramlasi sebesség: 3 ml/perc

Felvitt minta mennyisége: 1 ml

Frakci6 térfogat: 8 ml

» DEAE Sepharose Fast Flow: gyenge anion-cserélé (2,5*50 cm)
pH stabilitas: 2-12
atlagos szemcseméret: 90 pm
aramlasi sebesség : 300-600 cm/h
matrix tipusa: 6% keresztkotésii agaroz
Osszes ionkapacitas:0,11-0,16 mmolCl/ml gél

Alkalmazott puffer: 50 mM Mcllvaine puffer (pH=5,8) 1 M NaCl
Aramlasi sebesség: 3 ml/perc

Felvitt minta mennyisége: 1 ml

Frakcio térfogat: 9 ml

» Phenyl Sepharose: hidrofob kélcsonhatasu
pH stabilitas: 3-13
maximalis térfogataram:3-4 ml/perc
kapacitas: 40 pmol fehérje/ml gél
maximalis nyomas: 3 bar
matrix tipusa: 6% térhalositott agar6z

Alkalmazott puffer: 50 mM Mcllvaine puffer (pH=5,8) 1,3 M (NH,;),SO,
Aramlasi sebesség: 2 ml/perc

Felvitt minta mennyisége: 1 ml

Frakci6 térfogat: 2 ml

» Sephadex G200: molekulasziird
pH stabilitas: 2-10
matrix tipusa: dextran (epiklorhidrinnel keresztk6tott)
optimalis molekulatomeg elvalasztasi tartomany: 5-600 kDa

Alkalmazott puffer: 10 mM Mcllvaine puffer (pH=5,8)
Aramlasi sebesség: 0,5 ml/perc

Felvitt minta mennyisége: 0,5 ml

Frakcio térfogat: 8 ml
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3.9.2 Ultrasziirés
Az ultrasziirést a fehérjék tisztitdsa soran a kromatografids lIépések kozott koncentralasra és
sOtalanitasra hasznaltam. A fehérjeoldatot Amicon ultrasziirével koncentraltam, melynek a
vagasi érteke 10 kDa volt. A mintét feliilr6l harom bar tilnyomas biztositdsa mellett vittem a

membranra. Az ultraszlirést jégagyon végeztem.
3.10 Az enzim jellemzéséhez alkalmazott modszerek

3.10.1 Molekulatomeg meghatdrozdsa
A tisztitott enzim molekulatomegének becslése SDS-PAGE gélelektroforézissel tortént. Kész
gélt - Mini-PROTEAN TGX 10 %-os - alkalmaztam, amelyet a BIO-RAD cég forgalmaz.

Az SDS-PAGE gélelektroforézishez hasznalt oldatok:

1. Futtato puffer: pH=8,3

- Tris Base 30,39
- Glicerin 144 g
- SDS 10 ¢

A futtaté puffer Osszetevoit 1000 ml desztillalt vizben oldottam, és 10x-es higitasban
alkalmaztam.
2. Mintakezel6 puffer:

- Desztilalt viz 3,55 ml
- 0,5M Tris/HCI (pH=6,8) 1,25 ml
- Glicerin 2,5 ml
- 10 %-o0s SDS 2,0ml
- 0,5 %-0s brom-fenol kék 0,2 ml

3. 20 %-os triklor-ecetsav
4. 0,25 %-o0s Coomassie Blue R-250 festék
5. Mosoéfolyadék:
- 100 ml ecetsav
- 400 ml 96%-os alkohol
A mosofolyadék Osszetevdit 1000 ml-re desztillalt vizzel felhigitottam.
A tisztitott frakciokat ultrasziiréssel koncentraltam és liofileztem. A mintakra 50 pl mintakezeld
oldatot mértem, majd 5 perc forralds kovetkezett. A kész gél zsebeibe 15 pl-t vittem fel a
mintabodl ¢és a molekulamarkerbdl 10 pl-t, a futtatd puffert 10-szeresre higitottam és beledntottem

az Osszeszerelt futtatdkadba. A futtatas egyendramban (200 V) tortént.
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Ezutdn 20 %-os triklor-ecetsavban 20 percig 4ztattam a gélt, hogy fixdljam a mintdkat. Majd
Coomassie Blue R-250 festékkel (ecetsav, etanol és desztilalt viz keverékében feloldva) tortént a
festés, folyamatos razatassal egy éjszakan keresztiil. Azutdn a gélbdl a festék felesleget

mosofolyadékkal tdvolitottam el, addig, amig atlatsz6 gélt kaptam, €s a savok lathatova valtak.

3.10.2 A homérséklet és a pH optimum meghatdarozdsa
A homérséklet optimum meghatarozasahoz Mcllvaine puffert (pH=6,5) hasznaltam ¢és 25-60°C
kozott vizsgaltam az alfa-galaktozidaz enzim aktivitas alakulasat. A pH optimum
meghatarozasahoz kétféle puffert — 200 mM Mcllvaine puffer (pH 3,0-7,0) és TRIS/HCL puffer

(pH 7,2-9,0) - valasztottam és 37°C-on mértem az aktivitasokat.

3.10.3 Enzimstabilitds meghatdrozdsa
Az enzim stabilitasat kiilonboz6é pH értékek és homérséklet értékek mellett az id6 fiiggvényében
vizsgaltam. Mcllvaine puffert pH=5,0 ¢s pH=7,5 koz6tti tartomanyban hasznaltam és a tisztitott
enzimfehérjét 35-50°C kozott e pufferekben inkubaltam és meghatarozott iddkozonként mintat
vettem, majd standard koriilmények kozott meghataroztam az enzim aktivitast. Az enzim
stabilitasanak értékeléséhez valaszfeliileti modszert alkalmaztam [Rezessy-Szabo, 2003], amely

segitségével figyelembe tudom venni a pH és a hdmérséklet kdlcsonhatasat.

3.10.4 Ionok hatdsa az enzimaktivitdsra
A kiilonb6z6 ionok hatasanak vizsgalata 37°C-on 50 mM Mcllvaine puffer (pH=6,5)
jelenlétében enzimaktivitds méréssel tortént. Az alabbi vegyiileteket hasznaltam fel - AgNOs,
CaCl,, CoCl,*6H,0, CuSO,, HgCl,, KCI, MgCIl,*6H,0, MnSQ4, NiCl,, ZnSO, — amelyeket 10

mM koncentracidban készitettem el Mcllvaine pufferben (pH=6,5).
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Sejtfeltards optimadldsa

A probiotikus baktériumok nem mindig valasztjak ki a tapkozegbe a galaktozidaz enzimeket,
hanem sokszor csak a sejten beliil a citoplazmaban vagy sejtfalhoz kototten termelik. A
vizsgalatokhoz megfeleld sejtfeltarasi technika kidolgozasara volt sziikségem. A
megvalositasahoz nagynyomast homogenizatort (French Press) valasztottam, amely hatékony és
1éptéknovelhetdnek bizonyul a biotechnologiai iparban. Az optimalashoz a B. animalis subsp.
lactis Bb-12 torzs sejtszuszpenzidjat hasznaltam.

A 24 oras TPYG tapkozegben szaporitott torzs tenyészetébdl nyert sejteket centrifugalassal
(14000 rpm, 10 perc, 4 °C) gytjtottem Ossze, majd haromszor mostam Mcllvaine pufferral. Az
Osszegyljtott sejteket mechanikus Uton French Press berendezéssel tobb egymast kovetd
ciklusban tartam fel.

Vizsgalataim soran megmértem az egyes feltarasi ciklusok utan kapott mintdk fehérjetartalmat,

o- és B-galaktozidaz aktivitasat (18. tdblazat)

18. tablazat: A fehérjetartalom és az enzimaktivitasok valtozasa a feltarasok soran

Feltarasi L Alfa-galaktozidaz altivitas Béta-galaktozidaz aktivitas
ciklusok Feherje
sZAma [mg/ml] [U/mI] [U/mg fehérje] [U/mI] [U/mg fehérje]
1 37,8 3,48 0,09 2,91 0,077
2 50,8 8,84 0,17 3,23 0,064
3 58,2 8,75 0,15 3,53 0.061

A feltarasok szamaval novekedik a mintaban 1évé fehérjetartalom. A legnagyobb fehérjetartalom
58,2 mg volt, amelyet haromszor feltart B. animalis subsp. lactis Bb-12 sejteknél mértem. A
legnagyobb a—galaktozidaz aktivitast (8,84 U/ml) a kétszeri feltartast kovetGen mértem. A -
galaktozidaz esetében a legnagyobb aktivitast (3,53 U/ml) azonban a haromszorosan feltart
sejteknél tapasztaltam. A fehérjetartalomra vonatkoztatott specifikus aktivitasok eltéré lefutast
mutattak a két enzim tekintetében. A B-galaktozidaz esetében egy csokkend tendenciat figyeltem
meg az ismételt feltdrdsok soran, mig az a-galaktozidazndl a legnagyobb specifikus aktivitast a
masodik feltaras utan tapasztaltam. Majd kismértékben csokkent a harmadik feltarast kovetden.

Ezzel a feltarasi eljarassal elegendd fehérjemennyiség kinyerhetd és az aktivitas értékek a

harmadik feltarast kovetden is csak csekély mértékben csokkentek. Ennek alapjan a kovetkezo
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vizsgalataimban a harom ciklusos feltarasi technikat alkalmaztam mind a bifidobaktérium, mind

a tejsavbaktérium torzsek esetében.

4.2 Tejsavbaktérium torzsek galaktozidaz enzim szintézisének kimutatdsa és

indukalasa

Kisérleteim soran két élelmiszeripari jelentdéségli probiotikumként regisztralt tejsavbaktérium
torzs (L. acidophilus La-5, L. casei 01) galaktozidaz aktivitasainak alakulasat vizsgaltam
kiilonboz6 kornyezeti korilmények kozott. A valasztott torzsek optimalis szaporodasi

homérséklete 37 °C, ezért fermentacios kisérleteimet ezen a hOmérsékleten vezettem.

4.2.1 Lactobacillus casei 01 torzs f-galaktozidaz enzim szintézise
A L. casei 01 torzs B-galaktozidaz enzim szintézisének vizsgalatara a baktériumot MRSG és a
kiilonbozd laktdoz koncentracidval kiegészitett MRSG+L tapkozegeken szaporitottam. A
szaporodas értékeléséhez tenyésztéses modszerrel meghataroztam az élGsejtszamot, valamint

kovettem a pH alakulasat (18. abra).
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18. abra L. casei 01 torzs novekedése kiillonb6z6 mennyiségii és minéségii szénhidratot
tartalmazo MRS tapkozegben

Megallapithatd, hogy az L. casei 01 torzs mindegyik tapkozegben jol szaporodott. A 24 oras
fermentacid végére mind a harom vizsgalt tapkozegben a 10" tke/ml indul6 sejtszamrol elérte a
10° tke/ml értéket. A fermentacid végére a legnagyobb sejtsiiriséget a szénhidratban
leggazdagabb - MRSG+0,5% laktéz - tapkozegben detektaltam, amely 1,78*%10° tke/ml volt. A
fajlagos szaporodasi sebessége a harom tapkozegen rendre 0,105 h™, 0,104 h™ és 0,108 h™
értékeknél adodtak, amely nem tekinthetd szignifikans kiilonbségnek. A generacids idok 9,52;
9,61 és 9,25 6ranak adodtak.
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A béta-galaktozidaz aktivitas tekintetében a csupan gliikozt tartalmazd6 MRSG tapkozegben 0,03
U/100 ml mértem (19. tablazat). Az induktorként miikodé szénhidrat (laktoz) jelenlétében a [3-
galaktozidaz aktivitas novekedett. Az MRSG+0,5% laktozt tartalmazé tapkozegben értem el a
legnagyobb aktivitas értéket (0,08 U/100 ml). A gliikdz jelenlétében elért aktivitas értéket véve
alapul megallapithato, hogy a lakt6z koncentracid novelésével az elérheté enzimaktivitas
egyenes aranyban novekedett. A kisérlet soran kapott kis aktivitds értékek oka az lehet, hogy
mindharom tapkozeg jelentés mennyiségii gliikozt (2%) tartalmazott €s e szénhidrat elegendének
bizonyult a sejt novekedéséhez, tovabba katabolit represszidt fejthetett ki béta-galaktozidaz

enzim szintézisére.

19. tablazat A L. casei 01 torzs pB-galaktozidaz enzim aktivitas értékei 24 oras

fermentacional
Tapkozeg Enzim aktivitas
[U/100 ml] Relativ [%]
MRSG 0,03 100
MRSG+0,1%Laktoz 0,047 167
MRSG+0,5% Laktéz 0,08 267

A kovetkez6 kisérletsorozatban az MRSG tapkozeg mellett harom gliikéz nélkiili 0,5 %, 1% és
2% laktozt tartalmazé MRS tapkozeget haszndltam, amelyeket a kovetkezd képen jeldltem:
MRS+0,5%L, MRS+1%L és MRS+2%L. A fermentacié sordn mértem a pH, az optikai denzitas
(OD) alakulasat, valamint az él6sejtszam valtozasat. A sejtfeltarast kdvetden meghataroztam a

béta-galaktozidaz aktivitasat is.
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19. abra L. casei 01 torzs novekedésének valtozasa gliikozt és laktozt tartalmazéo MRS
tapkozegekben
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Mind a négy tapkozeg Osszetétele megfeleld tapanyagot szolgaltatott L. casei 01 torzs
novekedéséhez (19. é&bra). A torzs a 24 Ords fermentacid végére mind a négy vizsgalt
tapkozegben 107 tke/ml induld sejtszamrol elérte a 10° tke/ml értéket. A 19. abran lathato, hogy a
L. casei 01 torzs az MRS+1%L-o0s és MRS+2%L-o0s tapkozegben a 24. orara elérte, illetve
meghaladta a 10° tke/ml-t.

A L. casei 01 torzs novekedése mellett a fermentacio folyaman a béta-galaktozidaz

enzimaktivitas alakulasat is vizsgaltam. Kapott eredményeimet a 20. dbran szemléltettem.
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20. abra L.casei 01 torzs p-galaktozidaz enzim aktivitasanak alakulasa gliikéz és laktéz
tartalmu tapkozegekben

A 20. dbran megfigyelhetd, hogy a torzsnél érvényesiil a laktdoz indukald hatasa. A gliikdzt
tartalmazd MRSG tapkozegben alapszintli aktivitasokat mértem, amely 24. 6raban 0,19 U/100
ml volt. Laktoz jelenlétében (1% és 2%) nagyobb aktivitas volt elérheté a 18. és a 24. 6raban
egyarant (1% lakt6z 0,3 és 0,38 U/100 ml, mig 2% laktoznal 0,28 ¢s0,33 U/100 ml).

4.2.2 Lactobacillus acidophilus La-5 a-galaktozidaz szintézise
Kiilonb6zd szerkezetli szénhidratok hatdsanak vizsgalata sordn négy féle — gliikoz, laktoz,
raffindz, melibioz — szénhidrattal (2%) egészittem ki az alap MRS tapkozeget. Megvizsgaltam a
Lactobacillus acidophilus La-5 torzs novekedését a 24 oras fermentacié soran (3 orankénti
mintavétel mellett), illetve az alfa-galaktozidaz enzimaktivitas idobeni valtozasat. A torzs
novekedését a 21. abran szemléltettem. Megallapithato, hogy a legjobb szaporodast, a gliikozt
tartalmazo tapkozegben mutatta a torzs és mar a fermentacid 9. orajara elérte a stacioner fazist.
Ennek magyarazata az lehet, hogy gliikozt a térzs a PTS transzport utan a sejten beliil gliikoz-6-P

formajaban anyagcserefolyamataiban kozvetleniil hasznositja. A laktoz, raffin6z és melibidz a
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GPH, illetve ABC transzporton keresztiil juthatnak a sejt beliilre, ahol az intracellularis enzimek
segitségével monoszacharidokkd bontodnak (5. abra). Ezekben az esetekben a vizsgalt torzs
kés6bb éri el szaporodasanak stacioner fazisat, de megallapithat6, hogy a fermentéacio végére a
laktoz ¢€s raffindz szénhidratokon a gliikoz szubsztratumhoz hasonloan 2,88*10° sejtszam/ml
értéket tudtam detektalni. Melibioz diszacharidon a kezdeti 6,92%10° sejtszamrol a 24 orés
fermentacio végére minddssze 1,95%10%ra emelkedett. Ez a novekedés elmaradt a tobbi vizsgalt

szénhidrat hasznositasatol.
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21. abra: L. acidophilus La-5 novekedése kiilonboz6 szerkezetii szénhidratokkal Kiegészitett
MRS alaptapkozegben

A felvett szapaorodasi gorbék expononcidlis szakaszaibdl kiszamoltam a maximalis fajlagos

szaporodasi sebességet, tovabba a generacios idot és a sejthozamot (20. tablazat).

20. tablazat: L. acidophilus La-5 szaporodasanak jellemzoi

Fajlagos Generacios
szaporodasi idé LAG fazis | LOG fazis Sejthozam
sebesslég (6ra] [6ra] [ora] [log(tke/ml)]
[6ra™]

UMRSG 0,62 1,61 2,3 9,7 3,01
WMRS+29%L 0,65 1,53 2 10,2 3,11
MRS +296R 0,61 1,66 0 12,2 3,60
HMRS+2%M 0,73 1,38 0 6,6 2,45

A gliikkozon és a laktozon mind a fajlagos szaporodasi sebesség, mind a sejthozam tekintetében
kozel azonos eredményt kaptam a L. acidophilus torzs esetében. Tovabba megfigyelhetd, hogy a
raffindzt és melibiozt tartalmazo tapkozegben a torzs novekedésének LAG szakasza nagyon

rovid.
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A L. acidophilus torzs a-galaktozidaz enzim szintézisét is megvizsgaltam a fermentacid soran.
Arra kerestem a valaszt, hogy melyik szénhidrat indukalja az enzim szintézisét. Eredményeimet
a 22. abran szemléltetem. Megallapithato, hogy a L. acidophilus La-5 torzs 2% raffindz
jelenlétében 13,51 U/100 ml aktivitast mutatott, amely nem meglepd, hiszen a raffin6z lancvégén
alfa térallasu galaktozidos kotés talalhatd. Jol lathatod, hogy csak gliikozt tartalmazé tapkozegben
a L. acidophilus La-5 torzs nem szintetizalja az a-galaktoziddz enzimet, hiszen a gliikdz
elegendd (2%) felveheté szén- és energiaforrast biztosit a novekedéshez. Erdekes eredmény
viszont, hogy a szintén o-galaktozidos kotést tartalmazd melibidzos tapkdzegben sem

tapasztaltam enzimszintézist.
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10 |

Alfa-galaktozidaz aktivitas
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22. abra: Kiilonboz6 szerkezetii szénhidratok jelenlétében a L. acidophilus La-5 torzs
alfa-galaktozidaz enzim szintézise
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Fajlagos produktivitas [U/10%sejt*h]

Fermentacios idd [6ra]

B MRSG N MRS+2%L MRS+2%R B MRS+2%M

23. abra: Kiilonb6z6 szerkezetii szénhidratok jelenlétében a L. acidophilus La-5 torzs
alfa-galaktozidaz enzimre vonatkozo fajlagos produktivitasai
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A fenti eredmények jol tiikkrozik, hogy az enzimszintézis szoros Osszefliggésben allhat a sejt
novekedésével. Az intracellularis természete miatt kiszdmoltam az alfa-galaktozidaz enzim
fajlagos produktivitas értékeit a 10 sejtre vonatkozoan (23. abra). Megallapithato, hogy a
sejtszamra vonatkoztatott produktivitas értékek tendencidja azonosnak tekinthetd a szaporodas
dinamikajaval. Igy bizonyitast nyert, hogy a torzs az a-galaktoziddz enzimet szaporodasahoz

kototten szintetizalja.

A legjobb produktivitast a raffinéz szubsztraitum esetén értem el, igy tovabbiakban ezzel a

c ey

%) raffindzt tartalmazé MRS tapkozegben vizsgaltam a L. acidophilus La-5 térzs novekedését és

galaktoziddz enzim aktivitdsanak alakuldsat. A 25 oras fermentaciét 5 orankénti

mintavételezéssel kovettem.
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= = pH,MRS+1%R = = pH,MRS+1,5%R = = pH,MRS+2%R = = pH,MRS+2,5%R = = pH, MRs+3%R

24. abra: L. acidophilus La-5 probiotikus torzs novekedése médositott MRS tapkozegben

A szaporodasi gorbéken (24. abra) jol lathato, hogy az eltérd szénhidrat tartalom lényegesen nem
16. 6raban elérte a 1,2-1,4*10° sejt/ml sejtsiirliséget ¢és ezt stabilan megtartotta a fermentacié
végéig. A pH értékek egyenletesen csokkentek, a fermentacié 16. o6rdjaban mar pH 4,2-4,6
tartomanyban voltak.

Alfa-galaktozidaz enzimaktivitas minden esetben detektalhatdo volt. A legnagyobb aktivitast
(23,5 U/100 ml) az MRS+1,5%R tapkozegben a fermentacio 20. orajaban mértem. A raffindz
koncentracié tovabbi novelése (2,5-3 %) a tapkdzegben az enzim aktivitds csokkenését

eredményezte. Yoon és Hwang [2008] megvizsgaltak a kiilonb6z6 szubsztratumok indukald
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hatasat az L. curvatus RO8 torzs alfa-galaktozidaz enzim szintézisére és megallapitottak, hogy a
raffindz bizonyult a legjobb induktornak. Tovabba a maximalis enzimaktivitast a fermentacio
15-20. or4ja kozott tapasztaltdk MRS+1%R tapkozegen. Egy masik tejsavbaktérium torzs
(Leuconostoc mesenteroides JK55) esetében azonban 2 % raffindz mellett detektaltak a
legnagyobb aktivitast. Osszegezve megallapithatd, hogy altalaban a tejsavbaktériumoknal 1-2 %

raffindz elegendo a sejt szaporodasahoz és az alfa-galaktozidaz enzim hatékony indukcidjahoz.

4.2.3 Lactobacillus acidophilus La-5 g-galaktozidadz szintézise
A kiilonboz6 kémai szerkezetli szénhidratok hatdsat vizsgaltam a béta-galaktozidaz enzim
szintézisére. A vizsgalataimban négy szénhidrattal (glikoz, laktoz, raffindz, melibidz) 2%-ban

egészittem ki az MRS alaptapkozeget. Megallapithatd, hogy a legjobb induktornak a lakt6z

bizonyult (25. abra).
6 9 12 24.

Fermentaciosidd [h]

o N & O O

Béta-galaktozidaz aktivitas
[u/100ml]

B MRSG B MRS+2%L MRS+2%R B MRS+2%M

25. abra: Kiilonbo6z6 szerkezetii szénhidratok jelenlétében a L. acidophilus La-5 torzs
béta-galaktozidaz enzim szintézise

A Dbéta-galaktozidaz esetében a [-galaktozidos kotést nem tartalmazéd raffindz szubsztratum
jelenlétében is megfigyelhetd volt minimalis enzim aktivitas a fermentacié soran. Alazzeh és
munkatarsai [2009] hat L. reuteri torzs Dbéta-galaktozidaz aktivitdsanak valtozasat
tanulmanyoztak néhany szénhidraton és szintén arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a laktoz
hatarozottan indukélja a B-galaktozidaz enzim szintézisét. Erdekes, hogy a L. acidophilus La-5
torzshoz hasonldéan, a L. reuteri faj torzseinél is kimutattdak az enzimaktivitast raffinoz
szubsztratum esetén is. Mivel a raffinoz szerkezetét tekintve alfa-galaktozidos kotés mellett B(2-
1) glikozidos kotés talalhato (a gliikoz és fruktdz molekula kozott), igy feltételezhetd a kapcsolat
az alfa-galaktozidaz, a béta-galaktozidaz és invertaz enzimeket kodold gének aktivalasanak

folyamataban.
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26. abra: A L. acidophilus La-5 torzs szaporodasanak és béta-galaktozidaz enzim
szintézisének kapcsolata

A torzs szaporodasi gorbéjét és a béta-galaktoziddz enzim aktivitast (26. dbra) egyiitt abrdzolva
megallapithatd, hogy mind a 6. 6ratél a 9. 6rdig mind a 9. 6ratél a 12. oraig kiterjedd
intervallumokban koriilbeliil 2,4-2,6 U/100 ml (0,8-0,87 U/100 mlxh) aktivitas novekedés volt
detektalhat6. Ezzel szemben a 12. 6ratdl a 24. oraig csupan 1,7 U/100 ml, mely 0,14 U/100
mlxh-nak felel meg. Megfigyelhetd tovabb4, hogy a térzs a szaporodasahoz kototten szintetizalja
a béta-galaktoziddz enzimet.

A kisérlet folytatdsaként megvizsgaltam a laktoz koncentracid hatdsit az enzimtermelésre.
Kiilonb6z6 mennyiségi (0,5 %, 1,0 % és 2,0%) laktdézzal egészitettem ki az MRS
alaptapkozeget. Fermentacid soran meghataroztam a béta-galaktoziddz enzim aktivitdsanak

alakulasat.

d M 14.6ra m22.6ra ' 38.0ra

Béta-galaktozidaz aktivitas
[U/100ml]
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27. abra: Laktéz koncentracié hatasa az La-5 béta-galaktozidaz enzimének szintézisére
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A legnagyobb aktivitast a fermentacid 22. 6rdjadban MRS+ 2% laktoz taplevesben detektaltam,
mely 8,51 U volt 100 ml fermentlébdl kinyert biomasszaban, de a 0,5%, illetve 1% laktoz
tartalmt tapkozegeknél is hasonlo aktivitasok (7,56 illetve 7,57 U/100 ml) mérhetéek. Ez azt
jelenti, hogy a laktéz koncentrdcid ndvelése (0,5 %-t6l) mar nem eredményezett jelentds
enzimaktivitis novekedést. Osszegezve egyértelmiien levonhatd az a kdvetkeztetés, hogy 0,5%
laktéz elegendé a maximalis enzimaktivitas eléréséhez. Lactobacillus acidophilus torzsek
esetében a laktoz indukald hatasat mas kutatd csoport is tanulmanyozta. Akolkar és munkatarsai
[2005] fermentalt ragibol (Eleusine coracan Gaertn.) izolalt Lactobacillus acidophilus torzs -
galaktoziddz enzim aktivitasat vizsgaltak. A ragi a fiifélékhez tartozik, Afrikaban, Nepalban,
Indidban és még szdmos azsiai orszagban termesztik. JOl tliri a szarazsagot ¢és ellenall a
kartevoknek. Gazdag polifenolokban és kalcium tartalma is jelentés [Chandrashekar, 2010].
Akolkar és munkatarsai (2005) azt tapasztaltdk, hogy a maximalis béta-galaktozidaz aktivitast
(810 U/ml) érhetnek el, ha az MRS tapkozeget 1,5% laktozzal készitik el. Tovabba 6,5-szeres
aktivitas novekedést tudtak kimutatni abban az esetben, amikor a laktéz koncentraciot 0,75%-ra
csokkentették €s a tapkozeget 1% ragival egészitették ki.

Csupan gliikéz szénhidratot tartalmazé tapkdzegben a novekedés mellett minimalis béta-
galaktozidaz aktivitast detektaltam. A gliikkoz hatdsdnak kimutatdsira a kovetkezd kisérleti
sorozatot valositottam meg. Az MRSG tapkozeget 0,1%, illetve 0,5% laktozzal egészitettem ki
és vizsgaltam a torzs novekedését, valamint a 24. és 48. oraban a béta-galaktozidaz enzim

aktivitasanak alakulasat.
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28. abra: L. acidophilus La-5 torzs novekedésének valtozasa MRSG, illetve 0,1 és 0,5%-ban
laktézzal kiegészitett tapkozegben
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A L. acidophilus La-5 torzs szaporodasi gorbéje mind a harom vizsgalt tapkozegben hasonld
lefutast mutatott (28. abra). Feltehetéen, az MRSG tapkozegben 16vo 2% gliikdz elegendd

szénforrasként szolgalt a sejt novekedéshez.
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29. abra: L. acidophilus La-5 torzs B-galaktozidaz enzim aktivitasanak valtozasa MRSG,
illetve 0,1 és 0,5%-ban laktozzal kiegészitett tapkozegben

A kapott eredmények alapjan (29. abra) megallapitottam, hogy a laktoz jelenléte indukalja a
Lactobacillus acidophilus La-5 torzs béta-galaktozidaz enzim szintézisét. Csak gliikoz
jelenlétében a vizsgalt enzim a 0,1 U/100 ml aktivitast sem érte el, mig a 0,5% laktozzal 7-szeres
aktivitas novekedés volt elérhetd. Meghataroztam a fajlagos produktivitast, amelyek a
kovetkez8k (24. 6ra): MRSG 0,008 U/10"%sejt*h, MRSG+0,1 %L 0,128 U/10%sejt*h és
MRSG+0,5%L 0,185 U/lOlosejt*h. Ezen eredmények meger6sitik a Lb. acidophilus torzs béta-
galaktozidaz enzimének indukalhatosagat. Az el6zd kisérleti sorozatbol kapott eredményekkel
Osszevetve (alap MRS+0,5 % L: 7,5 U/100 ml, MRSG+0,5%L: 0,79 U/100 ml) kimutathat6 a
gliikoz jelenlétének gatlo hatdsa a béta-galaktozidaz enzim szintézisére.

Osszegzésként megallapithatd, hogy mind a két vizsgélt Lactobacillus torzs képes galaktozidaz
enzim/enzimek szintézisére. A gliilkdz represszald hatdst gyakorolt a galaktoziddz enzimek
szintézisére. A két vizsgalt Lactobacillus torzs koziil a L. acidophilus La-5 toérzsnél detektaltam

nagyobb B-galaktozidaz enzimaktivitast.
4.3 B. animalis subsp. lactis Bb-12 probiotikus torzs galaktozidaz aktivitdisai

4.3.1 A B-galatozidaz
A bifidobaktériumok szigorian anaerob mikroorganizmusok, igy a novekedésiikhoz
oxigénmentes kornyezetet biztositottam kisérleteimben és az enzim fermentaciok 37°C-on
zajlottak.
A B-galaktozidaz enzim szintézis mechanizmusanak feltarasara a TPYG (0,5% gliikoz tartalmu)

tapkozeget 0,1% és 0,5% laktozzal egészitettem ki és vizsgaltam a torzs novekedését €s béta-
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galaktozidaz aktivitasanak alakulasat. A B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs szaporodasi

gorbéjét a 30. dbran mutatom be.
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30. abra B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs sejtszam és pH valtozasa a fermentacié soran

Megallapithaté, hogy a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs jol szaporodott a TPYG
tapkozegekben, fiiggetleniil a laktéz jelenlététél. Minden esetben 24 ora tenyésztés utan a
sejtszamok elérték az 5-7x10° sejt/ml sejtstirliséget, kozben a tapkozeg pH-ja 4,5 ala csokkent. A
fajlagos szaporodasi sebességek: purpyc=0,14 ()ra'l, UTPYG+0.1%L=0,17 (’)ra'l, UTPYG+05%L=0,2 (')ra'l)
voltak. A novekvé szénhidrat koncentracionak megfelelden a fajlagos szaporodasi sebességek is
novekedtek. A hozzaadott 0,5% koncentracidj laktéznak koszonhetden a 48. érara a TPY+0,5%

laktézos tapkozegben érte el a legnagyobb sejtszamot a torzs.

3,0 m24. m48.

Béta-galaktozidaz aktivitas
[U/100ml]

0,0 - . . .
TPYG TPYG+0,1%L TPYG+0,5%L

31. abra A B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs B-galaktozidaz aktivitasanak alakulasa
gliikézt tartalmazo, valamint 0,1%, illetve 0,5% laktézzal Kiegészitett TPY tapkozegekben
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A B-galaktozidaz aktivitds 1,5 U/100 ml és 2,5 U/100 ml kozott valtozott az alkalmazott
tapkozeg és a fermentacios id6 fliggvényében (31. abra). Azt tapasztaltam, hogy a csak gliikoz
szénhidraton szaporitott bifidobaktériumnal is mérheté volt a béta-galaktozidaz aktivités.
Tovabba a laktdzzal kiegészitett TPYG tapkozeg alkalmazasa nem eredményezte szamottevoen a
[-galaktozidaz aktivitas novekedését. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a B. animalis subsp.
lactis Bb-12 torzs konstitutivan szintetizalja a [-galaktozidaz enzimet. Hsu és munkatarsai
[2005] masik harom bifidobaktérium torzsnél (B. longum CCRC 15708, B. longum B6, B.
infantis CCRC 14633) szintén mutattak ki B-galaktozidaz aktivitast, amikor glikoz és laktoz
egylittesen volt jelen a tapkdzegben.

A tovabbi kisérleteimben a TPYG mellett 2% laktozt és 2% raffinozt tartalmazo alap TPY
tapkozegekben is vizsgaltam a Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 torzs -galaktozidaz

aktivitasanak alakulasat (32. abra).

ETPYG mTPY+2%L = TPY+2%R

Béta-galaktozidaz aktivitas
[U/100mlI]
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32. abra Kiilonb6z6 szerkezetii szénhidratok jelenlétében a B. animalis subsp. lactis Bb-12
torzs béta-galaktozidaz enzim aktivitasa

Megallapitottam, hogy a 2% laktoz jelentdsen indukalta a 3-galaktozidaz enzim szintézisét (5-8-
szor nagyobb aktivitds mérhet6, mint a gliikoz vagy raffinoz esetében). A legnagyobb aktivitast
(7,69 U/100 ml) a fermentacio 15. orajaban 2% laktoz jelenlétében mértem. A [-galaktozidos
kotést nem tartalmazo raffinoz és gliikoz jelenlétében is kimutathatd volt alap B-galaktozidaz
enzimaktivitas (1,13 és 1,39 U/100 ml), ellentétben a tejsavbaktérium torzseknél tapasztaltakkal,
ahol mindossze 0,004, illetve 0,23 U/100 ml volt ez az érték.

Az optimalis laktdz koncentracié meghatarozasara, kiilonb6z6 (1 %, 1,5 %, 2 % és 2,5 %) TPYL

tapkozegeket haszaltam.
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35
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33. abra A B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs altal szintetizalt -galaktozidaz enzim
produktivitasanak alakulasa kiilonb6zo6 lakt6z koncentraciok jelenlétében

Megallapithato, hogy az 1,0 % vagy 1,5 % laktoz elegend6nek bizonyult a maximalis aktivitas
eléréséhez. Ebben az esetben kapott B-galaktoziddz enzim fajlagos produktivitasa 27-29
U/10"tke*h volt. A 2,5 % laktéz koncentracié alkalmazasa mellett mar nem volt megfelelé az
enzim szintézise (33. abra). Tovabba azt tapasztaltam, hogy az enzim a sejtnévekedéshez
kototten szintetizalodik (altalaban exponencialis szaporodasi szakaszban éri el a maximalis
aktivitast). Hsu és munkatarsai [2005] a szintetikus laboratoriumi tapkozegben (2% laktoz, 1%
gliikoz, 1% élesztokivonat, 1% pepton, 0,5% (NHg4)2SO4, 0,3% K;HPO4, 0,1% KH,PO,, 0,05%
MgSQO,*H,0 és 0,03% L-cisztein) vizsgaltak a harom bifidobaktérium toérzs (B. longum CCRC
15708, B. longum B6, B. infantis CCRC 14633) béta-galaktozidaz aktivitasat. Megallapitottak,
hogy a két B. longum galaktozidaz enzim aktivitas értéke mintegy tizszer nagyobb, mint a
vizsgalt B. infantis torzzsé. Valamint 4% laktozt tartalmazo tapkozegben érték el a legjobb [B-
galaktozidaz aktivitast a B. longum CRCC 15708 torzsnél, azonban esetemben mar 1-1,5 %

laktoz is elegenddnek bizonyult.

4.3.2 Alfa-galaktozidaz

Kiilonb6zd szerkezetli szénhidratok hatdsanak vizsgalata sordn haromféle — gliikoéz (0,5%),
laktoz (2%), raffindz (2%) — szénhidrattal egészitettem ki az alap TPY tapkozeget és vizsgaltam

a Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 torzs o-galaktozidaz aktivitasat (34. abra).
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34. abra Kiilonboz6 szerkezetii szénhidratok hatasa az alfa-galaktozidaz enzim szintézisére

A legnagyobb aktivitast (9,46 U/ 100 ml) a fermentacié 15. orajaban 2% raffin6z jelenlétében
mértem. Az eredményeim megegyeznek a Xiao és munkatarsai [2000] altal publikaltakkal,
amikor megvizsgaltak a szénhidratok hatasat egy Bifidobacterium breve torzs alfa-galaktozidaz
aktivitasara. A glikoz mellett o-galaktozidos kotéseket nem tartalmazo laktoz jelenlétében is
detektaltam az a-galaktozidaz enzim aktivitast. Hasonldo megfigyelést mas kutatocsoportok is
publikaltak a B. breve [Xiao et al., 2000] és B. adolescentis térzseknél [Holt et al., 2008]. Ennek
alapjan arra kovetkeztettem, hogy a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs konstitutiv modon
szintetizalja az a-galaktoziddaz enzimet. Azonban megjegyzendd, hogy az a-galaktozidos kotést

is tartalmazé szubsztratum jelentléte indukalja az enzim szintézist.
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35. abra A B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs altal szintetizalt a-galaktozidaz enzim
produktivitasanak alakulasa kiilonb6z6 raffin6z koncentraciok hatasara
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A maximalis a-galaktoziddz enzimszintézis eléréséhez optimalis raffindz koncentraciot
meghataroztam az alap TPY tapkozeg 1 %, 1,5 %, 2 % és 2,5 %-nyi raffindzzal vald
kiegészitésével. Megallapitottam, hogy mar 1% raffin6z elegendd a maximalis o-galaktozidaz
enzim produktivitas (13 U/10™ sejt*h) eléréséhez (35. abra). Ez az érték a fermentacio 15-20.
oraja kozott stabilan megmaradt. Hasonlo eredményekre jutottam, mint a L. acidophilus La-5
torzs alfa-galaktoziddz enzim szintézisénél, amikor a tejsavbaktérium torzs szintén 1-2 %
raffindz koncentracié jelenlétében mutatta a legjobb aktivitast a fermentacié 20. o6rajaban. Meg
kell jegyezni, hogy a Bb-12 torzsnél az a-galaktozidaz aktivitas nem olyan stabil, mint a vizsgalt

tejsavbaktériumoknal.

Az intracellularis enzimek a sejten beliil kétféleképpen helyezkedhetnek: sejtfalhoz kdototten
vagy a citoplazmaban.

Megallapitottam, hogy a torzs altal szintetizalt o-galaktozidaz enzim a sejt citoplazma részében
lokalizalodik, mivel az aktivitas tobb mint 90%-at a citoplazma frakcidoban mutattam ki (36.

abra).

m Citoplazma
B Sejtfalhoz k6tott

a-galaktozidaz aktivtas [U]

36. abra: A B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs alfa-galaktozidaz enzimének lokalizacioja

4.3.3 B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs alfa-galaktoziddz enzimének tisztitisa

A B. animalis subsp. lactis Bb-12 eredetti a-galaktozidaz enzim tisztitdsara és jellemzésére
kétliteres hasznos térfogati fermentorban tenyésztettem a baktériumot. Az inokulum tenyésztését
0,5% raffinoz tartalma TPY tapkozegben anaerob koriilmények kozott 37°C-on végeztem. 24
oras 100 ml inokulummal inditottam el a fermentaciot 1% raffindzt tartalmazdé TPY taplevest
alkalmazva. Ezzel a tapkozeggel elegendd szén- €s energiaforras biztosithatd a probiotikus torzs
szaporodasahoz és a megfeleld alfa-galaktozidaz enzim szintéziséhez.

A sejteket a 20 o6ras fermentacio végén centrifugalassal 0sszegylijtottem. Haromszor mostam
0,2M Mcllvaine (pH=6,6) pufferral, majd a sejteket pufferban szuszpendaltam. A hatékony

feltaras biztositasara, azaz a citoplazméaban 1évé fehérjék minél jobb kinyerése érdekében
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minden mintat harom egymast kovetd ciklusban tartam fel. A feltaras utan nyert extraktum
koriilbeliil 11,3 ml volt. A feltarast kovetden kapott aktivitas és fehérjetartalom értékeit a 21.

tablazatban foglaltam Ossze.

21.tablazat A 1éptéknoveléssel eléallitott nyers enzimoldat jellemzdi

Aktivitas | Aktivitas | Fehérjetartalom | Fehérjetartalom | Specifikus
[U/ml] [U] [mg/ml] [mg] aktivitas
[U/mg
fehérje]
Alfa-. ; 14,08 158,88 23,13 254,43 0,609
galaktozidaz
beta- 111 12,54 23,13 254,43 0,048
galaktozidaz

Megerésitettem, hogy Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 térzs mind alfa-galaktozidaz
mind béta-galaktozidaz enzimet szintetizal a raffindzt tartalmazéd tapkozegen. Sikeriilt 14,08
U/ml a-galaktozidaz aktivitasi enzimfehérjét eldallitani laboratoriumi fermentoros kisérlettel,
amely 1,11 U/ml B-galaktozidaz aktivitast is mutatott (20. tablazat). Ezt az enzimmennyiséget
elegenddnek itéltem az enzim tisztitasahoz €s jellemzéséhez.

Az alfa-galaktozidaz enzim kinyerését és tisztitasat sejtfeltarassal, ioncserélé kromatografiaval,
hidrofob koélcsonhatasu alapuld affinitds kromatografiaval ¢és gélszlirés kombinacidjaval
valdsitottam meg. A tisztitas 1épéseit a 37. abran szemléltetem.

Az oldatban 1év0 alfa-galaktozidazt FPLC berendezéshez kapcsolt gyenge DEAE Sepharose Fast
Flow (2,5*50 cm) anioncseréld oszloptoltetre tobb 1€pésben vittem fel. A megkotott feheérjeket
50 mM pH=5,8 Mcllvaine pufferben oldott 1M NaCl segitségével gradiens elucioval 3 ml/perces
aramlasi sebesség mellett, 9 ml-es frakciokat gylijtve mostam le. Az alfa-galaktoziddz aktivitast
mutato frakcidkat 6sszeontéttem €s 50 mM pH=5,8 Mcllvaine puffer alkalmazéasaval 10 kDa-0s
vagasi érteki  Amicon ultraszlird berendezéssel soétalanitottam ¢€s koncentraltam. A
koncentratumot 50 mM Mcllvaine pH=5,8 pufferral egyenstlyba hozott Q-Sepharose Fast Flow
erds anioncseréld oszlopra (lcm*30cm) injektaltam, majd 1M NaCl segitségével eldallitott
gradiens elaciéval frakcionaltam a fehérjéket. Aramléasi sebességként 3 ml/percet alkalmaztam és

8 milliliteres frakciokat gytjtottem.
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Felvitt minta mennyisége: 1ml

50mM Mcllvaine puffer (pH=5,8)
1M NaCl, Vyamisi= 3ml/perc

Frakci6 térfogat: 9ml

Felvitt minta mennyisége: 1ml

50mM Mcllvaine puffer (pH=5,8)
1M NaCl, Vamisi= 3ml/perc

Frakcio térfogat: 8 ml

Felvitt minta mennyisége: 1ml

1,3 M(NH,),S0, 50mM Mcllvaine
prfer (pH=5,8), Varamlasi = 2m|/perc
Frakci6 térfogat: 2 ml

Felvitt minta mennyisége: 0,5 ml
10mM Mcllvaine puffer (pH=5,8)
Viramiasi=0,5ml/perc

Frakcio térfogat: 8 ml

37. abra B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs a-galaktozidaz enzim tisztitasi lépései

Az elézéekhez hasonldan az alfa-galaktoziddz aktivitadst mutatd frakciokat egyesitettem,
sotalanitottam €s koncentraltam. Ezt kovetéen a mintadt a Phenyl Sepharose Fast Flow toltetli
oszlopra vittem fel, amely hidrofob kolcsonhatas elve alapjan valasztja el a fehérjéket. Az
oszlopot el6zéleg 1,3 M (NHy),SO4-ot tartalmazo 50 mM Mcllvaine pH=5,8 pufferral hoztam
egyensulyba és 50 mM Mcllvaine pH=5,8 puffer segitségével 2 ml/perces aramlasi sebesség
mellett végeztem az elualast. A frakciok térfogata 2 ml volt. A tisztitas utolsd 1épéseként
Sephadex G200 gélsziir6 oszlopot hasznaltam, amelyet 10 mM Mcllvaine pufferral hoztam

egyensulyba. Az injektalas utan ugyanezzel a pufferral tortént az elualas 0,5 ml/perc dramlasi

A végtisztitasi 1épés utan kapott kromatogramot a 38. abran mutattom be. Az igy kapott o-

galaktozidaz enzim oldatot puffer segitségével koncentraltam.
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38. abra A Sephadex G200 gélsziiré oszlopon kapott kromatogram

Az alkalmazott tisztitasi eljaras anyagmérlegét a 22. tablazatban foglaltam 6ssze. A kidolgozott
és megvalositott tisztitasi eljarassal igaz homogenitasig sikeriilt tisztitani a B. animails subsp.
lactis Bb-12 eredetii intracellularis alfa-galaktozidaz enzimet, de a tisztitott enzim nem bizonyult
stabilnak. Azt tapasztaltam, hogy a kevésbé szennyezett fehérjeoldat gyorsabban elveszitette az
alfa-galaktozidaz aktivitast, mint a tobb komponensii nyers preparatatum. Ez lehet a magyarazata
annak, hogy egyes tisztitasi 1épéseknél is jelentés aktivitasvesztést detektaltam, amely nagyon

kicsi kitermelést eredményezett. A stabilizdld kornyezett6l megszabaditott enzimpreparatum az

egyes tisztitasi 1épések kozott az aktivitasat tobb mint 90 %-at elveszitette.

22. tablazat B. animalis subsp. lactis Bb-12 eredetii alfa-galaktozidaz enzim tisztitasa

Osszes Osszes | Specifikus Kitermelés
Miivelet aktivitas fehérje aktivitas [%]
[U] [mg] [U/mg]
Feltart sejtek 158,88 254,43 0,609 100
DEAE Sepharose Fast Flow 6,6 32,31 0,204 4,3
Phenyl Sepharose 0,11 2,27 0,049 0,07
Sephadex G200 0,005 0,01 0,5 0,003

A kinyert enzim homogenitasat az SDS-PAGE alapjan kapott egyetlen fehérje sdvot mutatd

elektroforetogram bizonyitja (39. abra).
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39. abra Bifidobacterium lactis Bb-12 eredetii a-galaktozidaz enzim elektroforetogramja

1. Molekulamarker 2. Koncentralt Sephadex G200 3. Molekulamarker
10 pl minta 15 pl 10 pl

4.3.4 Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 eredetii alfa-galaktoziddz
enzim jellemzése

4.3.4.1 Molekulatomeg

A tisztitott enzim molekulaméretének meghatarozasahoz SDS-PAGE technikat alkalmaztam. Ez
az eljaras molekulatomeg szerinti elvalasztast tesz lehetdvé. A gélelektroforézist megeldzden a
tisztitott enzimkészitményt liofilezéssel koncentraltam. Az igy eldallitott készitményt hasznaltam
a molekulatdmeg meghatarozashoz.

A végtisztitasat kovetden csupan 1 fehérje sav lathatdo az elektroforetogramon (39. abra). A
zymogram kiértékeléséhez a BioRad USA cég altal forgalmazott GelDoc berendezeést és a
hozzatartoz6 gélkép feldolgozd szoftvert alkalmaztam a fehérje speciesek azonositasara. Az
alkalmazott molekulatomeg marker alapjan megallapitottam, hogy a homogenitésig tisztitott o-
galaktozidaz enzimfehérje molekulatomege 50 kDa. Xiao és munkatarsai [2000] publikacioja
szerint a B. Dbreve eredetii o-galaktozidaz enzim strukturajat tekintve homodimer, és
molekulatomegét 160 kDa becsiilték. Azonban Leder és munkatarsai [1994] egy masik torzs, a
Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 «-galaktoziddaz enzim taulmanyozasa soran
megallapitottdk, hogy 145 kDa molekulatomegii tetramer szerkezetii. Mas prokaridta
szervezetbol is izolaltak o-galaktozidaz enzimeket kiilonb6z6 molekulatomegekkel pl. L.
fermentum CRL251 45 kDa [Garro et al., 1993], L. reuteri NCIMB 41152 64 kDa [Tzortzis et
al., 2003], a B. stearothermophilus NCIM 5146 165,9 kDa (dimer). A fenti eredmények alapjan
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megallapithatom, hogy a kapott a-galaktozidaz molekulatomege beleillik a szakirodalomi adatok

kozé.

4.3.4.2 pH és homérséklet optimum

A homogenitasig tisztitott enzim hamar elvesztette az aktivitasat, ezért az enzim jellemzéséhez
egy részlegesen tiszitott (Phenyl Sepharose oszlop utan kapott preparatum) alfa-galaktozidaz
enzimet hasznaltam.

A enzim aktivitasanak pH fliggését pH=3,0-9,0 tartomanyban vizsgéaltam, amelynek érdekében
pH=3,0-7,0 Mcllvaine puffert, mig pH=7,2-9,0 TRIS/HCI puffert alkalmaztam. A méréseket
37°C-on hajtottam végre. Az o-galaktoziddz aktivitdsokat a pH fiiggvényében a 40. abran
szemléltetem. A maximalis aktivitast pH=6,5 értéknél detektaltam. Megallapithato, hogy az
enzim széles pH optimummal rendelkezik, hiszen pH=5,5 és pH=7,0 kozotti tartomanyban kozel
azonos aktivitds értékek voltak. Az 4ltalam kapott eredmény Osszhangban 4ll mas
bifidobaktériumok altal szintetizalt a-galaktozidaz enzim pH optimumaval: B. breve 203 —
pH=5,5-6,5 [Xiao et al., 2000]; B. adolescentis DSM20083 — pH=5,5 [Leder et al., 1994].
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40. abra Az alfa-galaktozidaz enzim aktivitasanak pH optimuma (hémérséklet=37 °C)

A kiilonb6z6é prokariota erdetli alfa-galaktoziddz enzimek optimalis pH értékeit Osszevetve
megallapitottam, hogy a Bb-12 torzs eredetli a-galaktozidaz gyengén savas pH tartomanyban
mutatott maximalis aktivitast. Ez a tulajdonsdg kombinalva a széles pH optimummal eldnyt
jelenthet az enzim ipari alkalmazasa szempontjabol.

Az enzim homérséklet optimumat az elézéekben megallapitott optimalis pH érték mellett

(pH=6,5) 25-60°C kozotti tartomanyban (41. abra) hataroztam meg. Az optimalis hodmérséklet
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tartomany 35-45°C kozott talalhato, 45°C felett Iényeges aktivitdas csokkentés volt
megfigyelhet6. Leder és munkatarsai [1994] kozolték, hogy a B. adolescentis DSM 20083
eredetii alfa-galaktozidaz optimalis hémérséklete 55°C volt, amely magasabb a B. lactis Bb-12
torzsénél. A tejsavbaktériumokbol Kinyert o-galaktozidazok is magasabb hdémérséklet
optimumot mutatnak (50°C a Lactobacillus reuteri és L. fermentum CRL 722 torzseknél)
[Tzortzis et al., 2003; Carrera-Silva et al., 2006]. Az eredményem azonban megegyezik a Yoon
és Hwang [2008], valamint Garro és kutatd csoportja [1996] altal publikalt adatokkal (L.
curvatus és egy Leuconostoc torzs altal szintetizalt enzimek optimalis hdmérséklete 37°C volt,

mig a L. fermentum t6rzs eredetli optimalis hémérsékletét 45 °C-ra becstilték).
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41. abra A kapott a-galaktozidaz enzim aktivitasanak hémérséklet optimuma (pH=6,5)

4.3.4.3 Az enzim stabilitasanak vizsgdlata

Az o-galaktozidaz enzim stabilitasat kiilonb6z6 hdmérsékleten (35°C - 50°C) és pH =5,0-7,5
kozotti tartomanyban vizsgaltam. A meghatdrozott iddpontokban torténd mintavételezeést
kovetden meghataroztam az enzimaktivitast. A relativ aktivitast abrazoltam az 1d6 fiiggvényében
a felezési 1d6 becslésére. Az inaktivalodasi sebesség meghatdrozasdhoz egyenest illesztettem a
felvett pontokra és az egyenes meredekségbdl olvastam le az inaktivalodasi sebességet (22.
tablazat).

Megallapithato, hogy 35 °C-on, valamint pH=5,0 és pH=5,5 kémhatas mellett az enzim felezési
ideje 250 perc volt, mig a semleges kémhatasu kdzegben az enzim a 30 o6ras inkubalas utan is
megtartotta az aktivitdsdnak tobbmint 50 %-at. Ezen a hémérsékleten pH=6,5 érték mellett

detektaltam a legnagyobb stabilitasat, amelyhez 50 oras felezési 1d0 tartozott.
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42. abra Az alfa-galaktozidaz enzim aktivitasanak alakulasa 40 °C-on kiilonb6z6 pH-ja
koriilmények kozott

A 40 °C-on tortén6 inkubalas esetén az enzim pH=5,0 és pH=5,5 kémhatast kdzegben mar a 40.
percre elvesztette az aktivitasanak felét. A pH=6,0 és pH=7,0 mellett a felezési id6 15,33 ora és
24 o6ra volt. Az enzim stabilitasa jobbnak bizonyult pH=7,5 koézegben, hiszen mintegy 60%
aktivitast megtartotta a 30 oras kisérlet végéig (42. abra).

Jelent6s stabilitas csokkenés tapasztalhat6 a 45 °C-on torténd inkubalas soran. Az enzim a pH=5
— pH=5,5-n mar 8 perc alatt elvesztette aktivitasanak felét. A felezési id6 megduplazodott a
pH=6 —pH=6,5 kémhatasnal és a pH=7,5 értéknél mar 5,5 6rara novekedett.

Az 50°C-os inkubalasi hémérséklet mellett az enzim nagyon rdvid ideig tartotta az aktivitdst
minden vizsgalt pH értéken. A felezési id6 csak 7-11 perc volt.

Carerra-Silva és kutatd csoportja [2006] L. fermentum CRL 722 o-galaktozidaz stabilitasanak
vizsgalataval megallapitottdk, hogy az enzim 50°C-on 30 perc utan is megtartotta aktivitasanak
100%-at, mig L. reuteri NCIM341152 torzs eredetli 60°C-on csupan 10 percig [Tzortzis et al.,
2003]. A felezési id6 a L. curvatus R0O8 torzsnél 37 °C-on 1 6ranak adddott. Kiemelendd, hogy
kozel azonos (35°C) homérsékleten a B. animalis subsp. lactis Bb-12 eredetti a-galaktozidaz 30
ords inkubdlas utdn is megtartotta az aktivitdsdnak tobb mint 60 %-at. Gote és munkatarsai
[2006] B. stearothermophilus NCIM-5146 torzs o-galaktozidaz enzimének stabilitas
vizsgalatakor arra a megallapitasra jutottak, hogy az enzim 50°C-on 60 percig 100%-ig
megtartotta az aktivitasat, mig 60°C-on a felezési ideje 1 ora volt, addig 70°C-on ez mar 30
percre csokkent le.

A meghatarozott felezési idoket a STATISTICA 9.0 statisztikai programcsomag segitségével
valaszfeliillet mddszer alkalmazasaval dbrazoltam a hémérséklet és a pH fliggvényében (43.
abra). Megallapithato, hogy a hdmérséklet ndvelésével a felezési 1d6 jelentdsen csokken. Ezzel

ellentétben a pH emelésével a felezési idOk novekedése figyelhetd meg. Tekintettel az
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enzimaktivitas hémérséklet és pH fiiggésére javasolhatd, hogy a 35-37°C-os ¢s pH=6,5 és 7-es
tartomanyban megfeleld az enzim aktivitdsa és stabilitasa. E kornyezeti feltételek mellett az

enzim 1-2 napig biztonsaggal hasznalhato.
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56 | [perc]
5.4 Il > 3000
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. I < 1900
50 [ <1400
] < 900
4.8 B < 400
34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52w < 00
Homérséklet [°C] I <-600

43. abra Az enzim preparatum stabilitasa a felezési idok alapjan kiilonb6z6é kornyezeti
koriilmények mellett

A felezési id6 mellett meghatiaroztam az enzim inaktivalodasi sebességét, amelyet a 23.

tablazatban foglaltam Ossze.

23. tablazat Inaktivalodasi sebesség alakulasa kiillonb6zé hémérsékleteken és pH-n

Inaktivalodasi Inkubalasi hémérséklet [°C]

sebesség [perc] 35 40 45 50
5,0 -1,87 -1,19 -3,86 -3,52
55 -2,53 -2,28 -3,86 -3,52

A legnagyobb értéket (-4,94) a pH=7,5-on és 50°C-on mértem. Azt jelenti, hogy ilyen
koriilmények kozott az enzim meredeken veszti az aktivitast. A legkisebb értéket (-0,096)

pH=7,5-on 40°C-on tapasztaltam, ami azt jelzi, hogy lassan inaktivalodott az enzim. Ezen a pH
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értéken a 35°C-on detektalt inaktivalodasi sebesség is csekélynek tekinthet6. Magasabb

hémérsékleteken (45 és 50°C) torténd inkubdalas hatasara az inaktivalodasi sebesség novekedett.

4.3.4.4 Ionok hatdsa az alfa-galaktozidaz aktivitasra

A kiilonb6z6 ionok hatasat az alfa-galaktozidaz enzim aktivitasara a 24. tablazatban foglaltam

0ssze.

24. tablazat Fémionok hatisa az a-galaktozidaz aktivitasra

Fém ionok [10mM] | Relativ aktivitas [%]

Kontroll 100
Mn?* 91,6
Mg~ 87,9
Ni“* 87,0
Ca”" 86,3
Zn** 86,2
Cu®* 85,5
K* 80,9
Co** 36,1
Ag* 27,3
Hg** 25,2

Eredményeim alapjan elmondhato, hogy a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs alfa-
galaktozidaz enzimére a vizsgalt koncentracidé mellett egyik fémion sem mutatott aktivald hatast.
Legnagyobb gatlé hatassal a Co®*, Ag*, Hg®" ionok rendelkeztek. A Hg?* ion mintegy 75%-kal, a
Ag" 72%-kal és a Co®* 64%-kal csokkentette az alfa-galaktozidaz aktivitasat. Garro és
munkatarsai [1996] vizsgaltak a L. fermentum CRL 251 t6rzs a-galaktozidaz enzimére az ionok
hatasat és hasonl6 megallapitasra jutottak. A Hg®* ion mintegy 99,9%-kal csokkente az
aktivitast. Ellentétben az altalam hasznalt 10 mM koncentraciéval 6k csupan 0,1 mM
koncentracioban vizsgaltdk a Hg”" ion hatasat. Ezen szulfhidril-reaktiv ionok (eziist, higany)
enzim inaktivalo tulajdonsagat mas szakirodalmak is alatamasztjak [Cao et al., 2010; Patil et al.,
2010; Gote et al., 2006; Carerra-Silva et al., 2006; Xiao et al., 2000]. Ebbdl kdvetkeztethetd,
(pl. cisztein). A higany ezen aminosav funkcios csoportjahoz kotédve modosithatja az aktiv
centrumot, amely eredményezheti az enzim aktivitas teljes vagy jelentds részének elvesztését.
Szamos szakirodalom szamol be arrél, hogy a Mn?" ion jelenléte noveli az alfa-galaktozidaz
enzim aktivitasat (Garro et al., 1993; Garro et al., 1994). Azonban voltak példak, hogy a Mn?*

ion bar csekély mértékben, de a L. fermentum CRL722 torzs eredetii a-galaktozidaz aktivitasat
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8%-kal csokkentette. Hasonlo hatast tapasztaltak Mg?* ion jelenlétében is [Carrera-Silva et al.,
2006].

Altalaban 12-20% kozotti enzimaktivitas csokkenést tapasztaltam a Mg?*, Ni?*, Ca**, Zn**, Cu*
és K ionok vizsgalatanal. Gote és munkatarsai [2006] megallapitottak, hogy Mg?* jelenléte nem
valtoztatta a B. stearothermophilus eredeti enzim aktivitasat. Mig L. fermentum torzsek alfa-
galaktozidaz enzim aktivitasat kisebb mértékben gatoltak (93,8% illetve 97,6% maradék
aktivtitas) [Carerra-Silva et al., 2006, Garro et al., 1996]. A Ca** ion enyhe gatlé hatdsara més
irodalmi adatok is utalnak (L. fermentum CRL 722 és B. streatothermophilus) [Gote et al., 2004,
Carerra- Silva et al., 2006]. A Zn*" ion jelenléte egyes esctekben akar 25 % enzimaktivitas

csokkenést is eredményezett [Garro et al., 1996, Carerra-Silva et al., 2006].

4.4 Uj tudomanyos eredmények

1. Bebizonyitottam, hogy a Lactobacillus acidophilus La-5 probiotikus torzs jol szaporodik
gliikéz, laktoz, raffindz és melibiéz szénhidrat szubsztratumokon. A fermenticido végén
5,0x10% és 5,0x10° tke/ml sejtstirliség érheté el. Tovabba az alfa-galaktoziddz enzim
indukalhat6 raffindzzal, a béta-galaktozidaz enzim pedig lakt6zzal. Az enzimek szintézise a
szaporodasahoz kototten torténik. A galaktozidazok szintézisénél kimutattam a gliikkoz
represszald hatasat. Az optimalis laktoz koncentracid 1% és 2% kozotti tartomanyban
talalhato, ahol az aktivitas a L. acidophilus torzs esetében 7,56 és 8,51 U/100 ml. Nagyobb
laktdz koncentracié gatolja a béta-galaktozidadz aktivitasat. Az alfa-galaktoziddz enzim
azonban induktiv modon szintetizalodik és a raffindz bizonyult a legjobb induktornak, mely

optimalis koncentracioja 1,5 (w/v) %.

2. A B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs szintetizal béta-galaktozidaz enzimet a gliikkozt és
laktozt tartalmazd tapkdzegben, azonban megéllapitottam, hogy a laktéz szubsztratum
alkalmazéséaval Gtszor-nyolcszor nagyobb enzimaktivitas érhetd el, mint a tobbi vizsgalt
szénhidratokon tapasztalt értékeknél. Az optimalis laktdz koncentracié 1,0 (w/v) % és 1,5
(W/v) % kozé esik. Valdszintisitettem, hogy a baktérium konstitutiv modon szintetizalja a

béta-galaktoziddz enzimet.

3. Megallapitottam, hogy a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs konstitutiv modon
szintetizdlja az o-galaktoziddz enzimet. Azt tapasztaltam, hogy mar 1% raffinéz elegendd a
maximalis alfa-galaktozidaz produktivitis (13 U/10™ sejt*h) eléréséhez, amely maximum

érték 15-20. oras fermentacional meghatarozhatd. Az intracellularis alfa-galaktozidaz
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enzimének jelentds része (aktivitds 91%-a) a citoplazmaban talalhaté és csupan 9%-a a

sejtfalhoz kototten.

Tobb kromatografids 1épésben tisztitottam a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs alfa-
galaktozidaz enzimét. A homogenitasig tisztitott oi-galaktoziddz enzim molekulatomegét 50
kDa-ra becsiiltem. Az enzim optimalis hémérséklete 35-45°C kozott talalhatd. Tovabba
megallapitottam, hogy az enzim széles pH optimummal rendelkezik (pH=5,5-7,0). A Co**,

az Ag" és a Hg™ ionok gatoljak az alfa-galaktozidaz enzim mitkodését.

Hatasfeliileti modszer alkalmazasaval vizsgaltam a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs
eredetli alfa-galaktozidaz enzim stabilitasat. Megallapitottam, hogy a leghosszabb felezési
1d6 (50 ora) akkor érhetd el, amikor az enzimet 35 °C-os homérsékleten 6,5 pH mellett
inkubalom. A felezési id6t és az inaktivalodasi sebességet egylitt értékelve a 35-37°C-os €s

pH=6,5-7 kozotti tartomanyt javasolom a biokonverzios kisérletek megvalositasahoz.
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5. KOVETKEZTETESEK ES AZ EREDMENYEK
HASZNOSITHATOSAGA

A PhD kutatdsi munkam a kereskedelmi forgalomban kaphatdé harom probiotikus torzs— a
Lactobacillus acidophilus La-5, a L. casei 01 és a B. animalis subsp. lactis Bb-12 - altal
szintetizalt galaktozidaz enzimekre fokuszaltak. A probiotikus baktériumok képesek voltak
hasznositani és ndvekedni szamos alfa- és béta galaktozidos kotéseket tartalamzé szacharidokon,
azaz rendelkeztek galaktoziddz aktivitasokkal. Ezen aktivitdsok szaporodashoz kototten,
intracellularis modon szintetizalodtak. A L. acidophilus La-5 és Lactobacillus casei 01 torzsek
induktiv mdédon termelték az a-galaktozidazt, de konstitutivan (altalaban invertazzal egyiitt) a -
galaktorzidaz enzimet. Ezzel szemben, a B. animalis subsp. lactis Bb-12 t6rzs pedig induktivan
termelte a B-galatozidazt és konstitutivan az a-galaktozidazt. Ezek azt bizonyitjak, hogy a két
fajta probiotikus baktériumban mas és mas a genom (legalabb is a galaktozidazt koédolo
géneknél) szervezddése. A tisztitott B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs eredetli a-galaktozidaz
enzim gyorsan elvesztette az aktivitasat, amely megerdsiti az altalanosan elfogadott szabalyt,
hogy a tisztitott intracellularis enzimek instabilisak. Tekintettel ezen torzsek ipari jelentdsségére
¢s az irodalomban talalhatdo hidnyos tudomomanyos informéciokra, az elért eredményeim
kétségkiviil hozzajarulnak a legnépszeriibb probiotikus baktériumok (o-f)-poli/oligo-
galaktozidokat bont6 képességiiknek a megértéséhez.

Az eredményeim hasznosithatok lehetnek olyan szinbiotikumok tervezésénél, amelyekben a L.
acidophilus La-5, Lactobacillus casei 01 vagy B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzsek
probiotikumként mig a GOS prebiotikumként szerepelnek. Az intracellularis jellege miatt a GOS
polimerizaltsaganak rovid (maximum DPS5) kell lenni, kiilonben nem tudja az alkalmazott torzs
hasznositani.

Megitélésem szerint a munka folyatatdsaként érdemes a galaktozidaz enzimek transzgalaktozidaz
tulajdonsagukat tanulamanyozni a hidrolaz aktivitasuk mellett. Ezen az Gton haladva, lehetdség
nyilna az intergralt szinbiotikum rendszerének fejlesztéseére, amely fontos szerepet jatszik
nemcsak az élelmiszergyartasban (élelmiszeriparban), hanem a gydgyszeriparban, sét a

megeldzési (preventiv) gydgyaszati modszerek alkalmazédsdban is.
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6. OSSZEFOGLALAS

crer

képezik a probiotikus termékek, amelyek eldallitasanal a leggyakrabban a Lactobacillus és a
Bifidobacterium probiotikus baktérium torzseit alkalmazzak. A probiotikumok kedvezé élettani
hatasaik (bélrendszeri fert6zések megelézése, laktdoz intolerancia tiineteinek enyhitése,
koleszterinszint csokkentés, immunmodulald hatas) mellett Kivalo technoldgiai elényokkel is
rendelkeznek. Noha a szakirodalomban szamos tanulmany foglalkozik a torzsek technologiai
tulajdonsagainak és élettani hatasainak leirasaval, a hidrolizalo enzimeikrél azonban kevés adatot
talalhatunk, pedig anyagcseréjiik soran a tadpanyaganyagok igen széles skalajat hasznositjak. A
probiotikus baktériumok galaktozidaz enzimeire vonatkozdan csekély szamban talalhatdak
tudomanyos kozlemények. A fenti gondolatoktol motivalva, a PhD kutatomunkamban harom
probiotikus starter kulttra (Lactobacillus acidophilus La-5, L. casei 01 és a Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12) altal termelt galaktozidaz enzimek tanulmanyozasat tliztem ki
célul. A munkdm lényeges eredményeit a kovetkezékben foglalom 0ssze.

Az intracellularis galaktozid4az enzimek kinyerését nagynyomast alkalmazo fizikai sejtfeltarassal,
French Press homogenizator segitségével valositottam meg. Megallapitottam, hogy a maximalis
fehérje ¢és a megfeleld galaktozidaz aktivitasok kinyeréséhez harom egymast kovetd feltarasi
ciklus alkalmazésa sziikséges.

A Lactobacillus casei 01 torzs

A L. casei 01 torzs novekedési képességének vizsgalata soran megallapitottam, hogy a torzs
mind a glikoézt, mind a glikoz+laktozt tartalmazod tapkozegben megfeleléen szaporodott.
Altalaban a 10 tke/ml indul6 sejtszamrol a fermentacié 24. drajaban elérte a 10° tke/ml értéket.
A legmagasabb sejtkoncentraciét az MRSGH0,5 (w/v)% laktéz tartalmaz6d tapkdzegben
detektaltam, amely 1,78%10° tke/ml volt. Ebben a rendszerben a legkisebb béta-galaktozidaz
aktivitast (0,03 U/100 ml) csak gliikozt tartalmazo, mig a legnagyobb 0,08 U/100 ml-t
MRSG+0,5% laktoz tartalmazo tapkozegben mutatta a torzs. A kapott Kis aktivitas értékek azzal
magyarazhatoak - a masik L. acidophilus La-5 torzsnél tapasztaltakhoz hasonléan —, hogy a
tapkozeg jelentds mennyiségli glikozt (2 w/v %) tartalmaz, amely elegendd szénforrasnak
bizonyulhatott a sejt novekedéséhez, valamint katabolit repressziot fejthetett ki béta-galaktozidaz
enzim szintézisére. A maximalis béta-galaktozidaz aktivitds elérésére meghatdroztam az
optimalis laktoz koncentraciot. Megallapitottam, hogy az optimalis laktéz koncentracio 1 (w/v)
% volt, amelynek alkalmazéasaval koriilbeliil 0,38 U/100 ml béta-galaktoziddz enzim aktivitas
érthetd el. Az enzimszintézisben a L. casei 01 torzsnél is megerésitettem a laktéz indukald

hatasat.
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A Lactobacillus acidophilus La-5 torzs

A torzs novekedési képességét vizsgaltam négy kiilonb6z6 szénhidraton (gliikoz, laktoz, raffindz
¢s melibi6z). Mind a négy vizsgalt szénhidrat megfeleldé novekedési szubsztratumnak bizonyult.
A gliikozt tartalmazd tapkozegben a fermentacid 9. orajara a tenyészet elérte a stacioner
novekedési fazist. Az oligoszacharidok hasznositasanal a fermentacido kezdeti szakaszaban
eltéréseket tapasztaltam, amelyek a szénhidratok felvételéhez kapcsolodd eltérd transzport
rendszerek mechanizmusaval ¢és a hasznositdsukhoz sziikséges glikozilhidroldz enzimek
bioszintézisével magyarazhatok. Azonban a fermentacid végére mind a laktozon, mind a
raffindzon is kériilbeliil 2,88%10° sejtszam érthet el, amely megegyezik a kontroll (gliikozt
tartalmazo) tapkozeg alkalmazasanal kapott értékkel. Figyelemre mélté eredménynek tartom azt,
hogy melibiozt tartalmazé tapkdzegben a La-5 torzs csak mindegy 10° nagysagrendii sejtszamot
ért el a 24 6rds fermentdcid végére. A torzs szaporodasi képességének vizsgalata mellett
galaktozidaz enzimek szintézisének modjat is tanulmanyoztam. Az alfa-galaktozidaz
enzimaktivitas alakulasat értékelve megallapitottam, hogy 2 (w/v)% raffindz jelenlétében 13,51
U/100 ml aktivitas érthetd el, mig csupan gliikoz jelenlétében a L. acidophilus La-5 nem
szintetizalt alfa-galaktoziddaz enzimet. Ennek oka, hogy a tapkozegben talalhatdo 2 (w/v)%
konnyen felvehetd gliikoz elegendd szén- és energiaforrdsnak bizonyult a La-5 torzs szamadra.
Megallapitottam, hogy az alfa-galaktoziddz enzim szintézise indukalhatd és a szaporodashoz
kototten torténik. Az enzim indukcidja szempontjabol az optimalis raffinéz koncentraciot 1,5
(W/v)%-nak hataroztam meg, ahol az alfa-galaktoziddz enzim aktivitasa 23,5 U/100 ml volt. A
raffindz koncentracio tovabbi novelése az alfa-galaktozidaz aktivitas csokkenését eredményezte.
A L. acidophilus La-5 torzs a négy szénhidrat szubsztratum koziil csak a laktozon és raffindzon
mutatott béta-galaktozidaz aktivitast (7,11 és 0,62 U/100 ml), a gliikkozon ¢és melibidzon pedig
nem. A [-galaktozidos kotést tartalmazo laktéz szubsztrdtumon tobb mint tizszeres béta-
galaktozidaz aktivitast - 7,11 U/100 ml - mutattam ki a raffindz szénhidraton tapasztalthoz
adodott. Nagyobb laktéz koncentraciok alkalmazasa (1 w/v %-2 w/v %) szignifikansan nem
novelte az enzim aktivitast (7,56 illetve 7,57 U/100 ml). A gliikoz represszids hatasat
bizonyitottam a béta-galaktoziddz enzim szintézise esetén. Abban az esetben, mikor a laktoz
mellett gliikoz is jelen volt a tapkdzegben, a béta-galaktozidaz aktivitas csupan 0,75 U/ 100 ml,
mig gliikdz hianyaban ez az érték 7,5 U/ 100 ml volt.

A Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 torzs

A B-galaktoziddaz enzim szintézis mechanizmusanak feltardsdra a TPYG tapkozeget laktozzal
(0,1 w/v % és 0,5 w/v %) egészitettem ki. A Bb-12 torzs jol szaporodott a tapkozegekben és a 24

ords tenyésztés utan a sejtszamok elérték az 5-7*10° tke/ml sejtsiirtiségét. A B-galaktozidaz
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aktivitds 1,5 U/100 ml ¢és 2,5 U/100 ml kozott valtozott az alkalmazott tapkozeg és a
fermentacios id6 fliggvényében. Csak gliikkdz szénhidraton szaporitott bifidobaktériumnal is
mérhetd volt a béta-galaktozidaz aktivitds. Tovabba a laktdz kiegészités nem eredményezett
szamottevd P-galaktozidaz aktivitds novekedését, ugyanakkor hatissal van az enzimszintézis
id6beni lefolyasara. Kiilonb6zo kémiai szerkezetli szénhidratokkal (gliikoz, laktoz, raffindz) 2
(W/V)%-ban kiegészitett TPY alaptapkozegben vizsgaltam a béta-galaktozidaz aktivitasok
alakuldsat. Azt tapasztaltam, hogy a Dbéta-galaktozidos kotéseket nem tartalmazd
szubsztratumokon is jelentds béta-galaktozidaz aktivitds mérhetd, amely a Kkonstitutiv
enzimszintézisre utal. Azonban megallapitottam, hogy a laktéz szubsztratum alkalmazasaval
Otszor-nyolcszor nagyobb enzimaktivitds ¢érhetd el az egyéb szénhidratokon tapasztalt
értékeknél. Az optimalis laktéz koncentracio 1,0 (w/v) % és 1,5 (w/v) % kozé esik. Altalaban 1,5
(W/v) % laktoz elegendének bizonyult a maximalis enzim produktivitas eléréséhez. Ezekben az
esetekben a (3-galaktozidaz produktivitdsai 27-29 U/10™%tke*h kozott valtoztak. A 2,5 (w/v)%
laktoz koncentracio (vagy ennél nagyobb) alkalmazasa mar géatolta az enzimszintézist.

Minden altalam vizsgalt szénforras jelenlétében (gliikkoz, laktoz, raffindz) kimutathatd volt alfa-
galaktozidaz enzimaktivitas. Megallapitottam, hogy a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs
konstitutiv modon szintetizalja az a-galaktozidaz enzimet. A legnagyobb aktivitast (9,46 U/100
ml) a fermentacié 15. 6rdjaban 2 (w/v)% raffindz jelenlétében mértem. Azt tapasztaltam, hogy
mar 1% raffinéz elegendd a maximalis o-galaktoziddz produktivitas (13 U/10™ sejt*h)
eléréséhez, amely maximum érték 15-20 oras fermentacional tapasztalhato.

A B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs intracellularis o-galaktozidaz enzimének lokalizaciojat
vizsgalva megallapitottam, hogy az aktivitas 91%-a a citoplazméban talalhato és csupan 9%-a
volt a sejtfalhoz kototten. Négylépéses kromatografids eljarassal nyertem ki és tisztitottam
enzimjellemzés céljabol a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs eredetii a-galaktozidaz enzimet.
Az enzimfehérje homogenitasat SDS-PAGE gélelektroforézissel ellendriztem és ennek alapjan
50 kDa-ra becsiiltem annak molekulatomegét. A kdrnyezetétdl megszabaditott, homogenitasig
tisztitott enzim instabilnak bizonyult, mivel gyorsan elvesztette az aktivitasat.

A B. animalis subsp. lactis Bb-12 eredetii alfa-galaktozidaz enzim fizikokémiai jellemzése
céljabol meghataroztam az enzimmiikodés optimalis kornyezeti paramétereit, amelyek a pH 5,5-
7,0 és 35-45°C kozotti hdmérsékleti tartomanyban vannak. 45 °C feletti hdmérsékleten torténd
aktivitds mérésnél mintegy 35%-os aktivitas csokkenést tapasztaltam.

Az enzim a legnagyobb stabilitast 35 °C-on és pH=6,5 érték mellett mutatta. Ebben az esetben a
felezési id6 50 ora volt. Ezen a hdmérsékleten, pH=5,0 és pH=5,5 kémhatés mellett az enzim 4,2
ora inkubalas utan elvesztette az aktivitasanak 50%-at. A felezési id0 drasztikusan csokkent (40

perc) 40 °C-on és pH=5,0 vagy pH=5,5 kémhatasu kozegben torténd inkubalas soran. Ezen
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értékek a pH=6,0 és pH=7,0 mellett mar 15,33 és 24 oranak adodtak. Figyelemre mélto, hogy
enyhén lugos kozegben az enzim aktivitdsdnak mintegy 60%-at megtartotta 30 o6ran keresztiil.
Magasabb hémérsékleten (45 °C) az enzim stabilitdsa csokkent és pH=5 — pH=5,5 kdzo6tt mar 8
perc alatt elvesztette aktivitasanak felét. Ez az id6 mintegy kétszeresére ndvekedett pH 6 —pH 6,5
kémhatasnal. Viszont pH 7,5 értéknél 5 és fél orara volt becsiilhetd a felezési id6. Az 50°C-0s
inkubalasi hdmérséklet mellett mar minden vizsgélt pH értéken az enzim nagyon rovid id6 alatt
inaktivalodott.

A felezési idok mellett meghataroztam az inaktivalodasi sebességet is. Az adatok értékelésére
hatasfeliileti modszert alkalmaztam. A felezési i1dot és az inaktivalodasi sebességet egyiitt
értékelve a 35-37°C-os és pH=6,5-7 kozotti tartomany javasolhatd a biokonverzids kisérletek
megvalositasahoz.

Megvizsgalva 10 mM-os koncentracidban a kiilonb6zé fémionok enzimaktivitdsra gyakorolt
hatasat azt tapasztaltam, hogy az adott koncentracidban egyik altalam vizsgalt ion sem fokozta
az aktivitast. Ugyanakkor a Co®*, az Ag* és a Hg”" ionok gatoltik az enzim miikddését. A Hg®*
ion mintegy 75%-kal, az Ag* 72%-kal és a Co*" 64%-kal csokkentette az alfa-galaktozidaz
aktivitasat.

A PhD kutatomunkam soran kapott eredmények szamos tjjdonsagot hordoznak és hozzajarulnak
az alkalmazott probiotikus tdrzsek enzimrendszereinek megértéséhez, és ezen keresztil a
funkcionalis élelmiszerek (probiotikus, prebiotikus ¢és szinbiotikus) tervezéséhez ¢és

fejlesztéséhez.
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7. SUMMARY

Probiotic strains, which mainly belong to Lactobacillus and Bifidobacterium genera, are one of
the essential parts of health-enhancing and preventive functional foods. Besides the beneficent
physiological effects (prevention of intestines infections, mitigation of the symptoms of lactose
intolerance, decrease of the cholesterol level, immune stimulating) the use of probiotics offers
outstanding technological advantages. Although numerous studies consider the description of
strain features and effects on human physiology there are insufficient information about the
hydrolyzing enzymes however wide range of nutrients were metabolized by these strains. There
are only few publications available about the galactosidase enzymes of probiotic bacteria.
Therefore the aim of my PhD research is to evaluate the galactosidase enzyme production of
three probiotic starter cultures (Lactobacillus acidophilus La-5, L. casei 01 and Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12). The relevant results of my work are as follows. The extraction of
the intracellular galactosidase enzymes were carried out by a high pressure homogenizer (French
Press). To maximize protein content and proper galactosidase activity three extraction cycles are

needed.
Lactobacillus casei 01 strain

The evaluation of growth properties of L. casei 01 strain revealed proper growth on both glucose
and glucose+lactose containing nutrient broth. During 24 hour of fermentation the cell
concentration increased from 10’ to 10° CFU/mL. The highest cell concentration (1.78-10°
CFU/mL) was detected, if MRSG nutrient broth supplemented with 0.5 (w/v)% lactose was
applied. In this system the lowest beta-galactosidase activity (0.03 U/100 mL) was detectable, if
only glucose was presented and the highest (0.08 U/100 mL), if the nutrient broth contained
MRSG with 0.5% lactose. The low enzyme activity values, similar as in case of L. acidophilus
La-5, are probably due to the glucose content (2 (w/v)%) of the nutrient medium, which provides
enough carbon source for the microbial growth and also causes catabolic repression on the
synthesis of beta-galactosidase enzyme. The optimal lactose concentration for the highest beta-
galactosidase activity (0.38 U/100 mL) was 1 (w/v)%. | found the inducer effect of lactose on

enzyme synthesis in case of L. casei 01 strain.
Lactobacillus acidophilus La-5 strain

The growth properties of this strain were evaluated on four different carbohydrates (glucose,
lactose, raffinose, melibose). All the examined substrates provided proper growth. In glucose

containing broth the culture reached a stationery growth phase at the 9" hour of fermentation.
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There are differences in utilization of oligosaccharides at the initial phase of fermentation, which
differences are supposedly derived from the different mechanism of the uptake transport systems
and the biosynthesis of the necessary glycosylic hydrolase enzymes. However at the end of the
fermentation on both lactose and raffinose the cell number were approximately 2.88-10°, which
is similar as in case of control broth (glucose substrate). It is interesting that in melibiose
containing broth La-5 strain produced only 10° order of magnitude cell number at the end of the
fermentation. Beside the evaluation of growth properties the process of galactosidase synthesis
also were studied. According the result of alpha-galactosidase enzyme activity in presence of 2
(W/v)% raffinose 13.51 U/100 mL activity was detectable, while in case of glucose as sole
carbon source L. acidophilus La-5 alpha-galactosidase was not synthetized. This can be
explained that the broth with 2 (w/v)% glucose, which can easily be taken up, serve enough
energy for La-5 strain. The synthesis of alpha-galactosidase can be induced and its production
growth-associated. For the enzyme induction the optimal raffinose concentration is 1.5 (w/v)%
which ensures 23.5 U/100 mL alpha-galactosidase activity. Further increase of raffinose
concentration result an alpha-galactosidase activity decrease.

L. acidophilus La-5 strain showed only on lactose and raffinose beta-galactosidase activity (7.11
and 0.62 U/100 mL, respectively) among the four applied substrates, on glucose and mellibiose
no activity was detected. On lactose substrate, which contains p-galactosidic bound, more then
10-fold higher beta-galactosidase activity was detected referring to raffinose substrate. The
inducer concentration was optimized, which resulted 0.5 (w/v)% lactose concentration. Further
increase of lactose concentration (1 w/v %-2 w/v %) did not significantly affect the enzyme
activity (7.56 and 8.51 U/mL, respectively). | was vertified the repressing effect of glucose on
beta-galactosidase enzyme synthesis. If both lactose and glucose present in the culture medium
beta-glucosidase activity was only 0.75U/ 100 mL, while in absence of glucose the enzyme
activity was 7.5 U/ 100 mL.

Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 strain

To reveal the mechanism of beta-galactosidase enzyme activity TPYG nutrient broth
supplemented with lactose (0.1 and 0.5 w/v% concentration) was used. Bb-12 strain was grown
well in the nutrient medium and after 24-hour fermentation the cell concentrations reached a
level of 5-7-10® CFU/mL. p-galactosidase activity varied in range of 1.5 to 2.5 U/mL depending
on the applied medium and fermentation time. Beta-galactosidase activity was also detectable if
glucose was the sole carbohydrate. Supplementation with lactose did not result relevant beta-
galactosidase activity increase, however lactose influenced the dynamic of enzyme synthesis.

Beta-galactosidase activity change were evaluated in TPY medium supplemented with 2% of
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carbohydrates with different chemical structure (glucose, lactose, raffinose). Beta-galactosidase
was detectable also in media, which did not contain molecules with beta-galactosidic linkage.
This phenomenon indicates the constitutive enzyme synthesis. Application of lactose substrate
resulted 5-8-fold higher enzyme activity referring to the values of other carbohydrates. The
optimal lactose concentration is between 1.0 (w/v) % és 1.5 (w/v) %. In almost all cases 1.5
(w/v)% lactose concentration was enough to maximize the enzyme production. In these cases the
productivity of p-galactosidase varied between 27-29 U/10'°-CFU-h. 2.5 (w/v)% concentration of

lactose (or above) inhibited the enzyme synthesis.

In presence of all examined carbohydrate (glucose, lactose, raffinose) the activity of alpha-
galactosidase were detectable. So | was suggested that Bb-12 strain constitutively synthetize
alpha-galactosidase enzymes. The highest activity (9.46 U/100 mL) were measured at the 15"
hour of fermentation in presence of 2(w/v)% of raffinose. According to the results 1% of
raffinose is enough to maximize the enzyme productivity (13 U/10'°-CFU‘h), which is
observable at 15-20 hour of fermentation. The evaluation of alpha-galactosidase location B.
animalis subsp. lactis Bb-12 strain revealed that 91% of activity is located in the cytoplasm and
only 9% is located linked to the cell wall. A four steps including chromatographic method was
used to extract and purify beta-galactosidase enzyme from B. animalis subsp. lactis Bb-12 strain
for the characterization purpose of the enzyme. The homogeneity of the enzyme protein was
checked by SDS-PAGE method. According this result the molecule weight of beta-galactosidase
which produced by B. animalis subsp. lactis Bb-12 strain is approximately 50 kDa. Removed
from the environment and purified to homogeneity the enzyme lost its stability, rapidly lost the

activity.

To characterize the physical and chemical properties of alpha-galactosidase from B. animalis
subsp. lactis Bb-12 strain the optimal environmental conditions were evaluated. The range of
optimal pH is 5.5-7.0 and the range of temperature optimum is 35-45 °C. Temperature over 45°C
resulted in 35% activity loss.

The highest stability was detected at 35 °C and pH 6.5. At this circumstances the half-time is 50
hours. At this temperature on pH 5.0-5.5 the enzyme lost its 50% of activity after 4.2 hours of
incubation. Half —time decrease rapidly (to 40 minutes) due to incubation at 40 °C on pH 5.0-5.5.
This values on pH range of 6.0-7 are 15.33 and 24 hours. An interesting observation that in
mildly alkali milieu the enzyme keeps 60% of its activity to 30 hours. At higher temperature
(45°C) the enzyme lost is half of activity after 8 min on pH 5-5.5. This time doubled, if the pH
was 6-6.5 however on pH 7.5 the half-time was approximately 5.5 hours. At 50°C incubation

temperature in the whole analyzed pH range the enzyme inactivated rapidly.
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Beside the half-time values the rate of inactivation were also examined. To evaluate the data the
result response surface method was applied. The half-time and rate of inactivation values were
evaluated together and the temperature range of 35-37°C and pH range of 6.5-7 can be proposed
to bioconversion experiments. Several metal ions were examined to reveal the effect on enzyme
activity in 10 mM concentration. In this concentration none of the examined metals increased the
enzyme activity. However Co**, Ag®* Hg?* ions have inhibited the enzyme functions. Hg®" ion
75%, Ag** 72% and Co®* 64% decreased the enzyme activity of alpha-glalctosidase.

The results of my PhD research contain numerous novelty and contribute to the research to
reveal and understand the enzyme systems of the applied probiotic strains and to design and

develop functional foods (prebiotics, probiotics and synbiotics).
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