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A MUNKA ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

Az elmult évtizedekben az intenziv biotechnoldgiai kutatdsoknak koszonhetden egyre tobb
enzim ipari eldallitasat oldottdk meg, amelyek meghatirozo jelentdséggel birnak az ipari, a
gyogyaszati, az analitikai és a diagnosztikai teriileteken. Mivel az enzimes katalizis nemcsak
régidspecifikus, hanem sterecospecifikus is, lehetové valik, hogy az enzimes technologiaval
olyan terméket allithassunk eld, amely kémiai ton csak nagy koltséggel oldhatd/valdsithato
meg. Tovabba a kutatok, fejlesztdk eldtt megnyilnak a lehetdségek olyan technologidk
kidolgozasara, amelyek hatékonyak, energiatakarékosak ¢és kornyezetkimélok. A tobbi
terlilethez hasonléan az élelmiszeriparban is dinamikusan zajlik az enzimes technologidk
bevezetése és megvalositasa. Igy a galaktozidaz enzimeket is, amelyek a galaktozidos kotések
bontasat katalizaljak, egyre széleskoriibben alkalmazzédk az élelmiszer- és gyodgyaszati
iparban. Az a-galaktozidaz enzim segitségével lebonthato a raffindz és a melibidz, amely
gatolja a szacharoz kristdlyosodasat, ezaltal novelheté a kihozatal. Tovabba, a szojatipusu
galakto-oligoszacharidok lebonthatok az a-galaktozidaz enzimmel, valamint a galaktomannan
gélesitd tulajdonsagainak javitdsdban, a Fabry betegség kezelésében vagy a vércsoport
atalakitasaban is alkalmazzak az a-galaktoziddz enzimet. A B-galaktoziddz enzimet a tejben
1év6 laktdz bontasara, a laktoz tartalmt termékek technologiai €s érzékszervi tulajdonsdgainak
javitasara, valamint a transz-galakto-oligoszacharidok (TrGOS) eldallitasara alkalmazzak.

A galaktozidaz enzimek megfelelé koriilmények kozott (nagy galaktéz koncentracio, kis
vizaktivitas, stb.) a hidrolaz aktivitasuk mellett transzgalaktozidaz aktivitassal rendelkeznek,
amely segitségével kiillonbozd polimerizaltsaghi galakto-oligoszacharidok szintetizalhatok. A
szénhidrat lanchossza nagyban fligg az alkalmazott enzim tulajdonsagatol. Ezen
oligoszacharidok szelektiven tamogatjak a probiotikus baktériumok (Lactobacillus és
Bifidobacterium torzsek) szaporodasat és aktivitasat, igy prebiotikumnak tekinthetdk. 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 stabilitas is fontos
kritériumok. Felvetddik a gondolat, hogy galaktoziddz enzimekkel kellene TrGOS-ot
eléallitani, igy novelhetd annak esélye, hogy az prebiotikum lehessen. Egy masik megoldas
lehet ha probiotikus szabad/rogzitett sejtek alkalmazaséaval allitunk el prebiotikus TrGOS-t.
Az igy kapott termékeket integralt szinbiotikumoknak nevezziik.



A fermentalt probiotikus termékek eldallitasanal a leggyakrabban alkalmazott probiotikumok
a Lactobacillus acidophilus La-5, L. casei 01 és a Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-
12 torzsek, mivel ezen probiotikumok kedvezd élettani hatasaik (bélrendszeri fertézések
megelozése, laktdoz intolerancia tiineteinek enyhitése, koleszterinszint csokkentés,
immunmodulalé hatas) mellett kivalo technologiai elényokkel is rendelkeznek. Noha a
szakirodalomban szamos tanulmany foglalkozik a technoldgiai tulajdonsagaikkal és az
¢lettani hatasaikkal, nagyon kevés az enzimrendszeriikre vonatkozoé ismeretiink. Pedig ezen
alapismeretek fontos informacidkkal szolgalhatnak elsOsorban a prebiotikum ¢és a
szinbiotikum tervezésében.

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

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

Célkitizések

% Kereskedelmi forgalomban kaphat6 és alkalmazott probiotikus torzsek (L. acidophilus
La-5, L. casei 01 és B. animalis subsp. lactis Bb-12) alfa- és béta-galaktozidaz enzim
szintézis mechanizmusanak tanulmanyozasa

= Kiilonb6z6 kémiai szerkezetli szénhidratok hatasanak vizsgalata
= Szaporodas és enzimszintézis kozotti kapcsolatok feltarasa

= Lokalizacidjuk meghatarozasa

= Optimalis induktor koncentracié megallapitasa

¢ Enzimfermentacio 1éptéknovelése

% B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs eredetli 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



ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgéalataim soran a Chr. Hansen cég altal forgalmazott hdrom probiotikumot —
Lactobacillus acidophilus La-5, Lactobacillus casei 01, Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb-12 hasznaltam.

Mikrobiologiai vizsgalatok

A bifidobaktérium mennyiségi meghatarozasdhoz TPY tépagart, mig a tejsavbaktériumokéhoz
MRS agart alkalmaztam.

Enzimfermentacios kiserletek megvalositasa

Az enzim fermentacios kisérleteket kiilonb6zé méretii Erlenmeyer lombikokban valositottam
meg. A fermentéaciokat rendre egy napos inokulummal (1 térfogat szazalékos beoltas mellett)
inditottam. Az inokulumok tapkozege TPYG, illetve MRSG tapkozegek voltak, amelyekbe 5
térfogat szazaléknyi sejtszuszpenzidt oltottam. A fermentacio 37 °C-on 1-2 napig zajlott.
Meghatarozott id6kozonként mintat vettem, és a pH és a galaktozidaz enzim aktivitasok
mérésével kovettem nyomon a fermentaciot. A B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs
szaporitasdnak 1éptékndvelését 2 literes hasznos térfogati Biostat B (B. BRAUN)
fermentorban valositottam meg. A fermentéacio 37 °C-on, 150 rpm-es fordulatszdm mellett 20
oraig tartott. Az anaerob kornyezetet a levegdztetd rendszeren keresztiil bearamoltatott kevert
gazzal (10 % szén-dioxid nitrogén gazban oldva) valdsitottam meg.

Sejtfeltaras

A tejsavbaktériumok és a bifidobaktériumok galaktoziddz enzimei intracellularisak, ezért
detektalasukhoz a sejtek feltarasa sziikséges. Sejtek feltardsadra a mechanikai eljarasok kozé
tartozO French Press nagynyomasi homogenizatort alkalmaztam. A sejtfeltaras el6tt
centrifugalassal elvalasztottam a sejteket (12000 rpm, 10 perc, 4 °C-on), majd a sejteket
haromszor mostam pufferrel (0,2 M Mcllvaine pH=6,6) és a mosasi lépések utan
centrifugalassal 0sszegylijtott sejteket hasznaltam fel a sejtfeltarashoz. A sejtfeltarast harom
egymast kovetd ciklusokban végeztem el 800 Psi nyomas mellett.

Galaktozidaz enzim aktivitasok meghatarozasa

A galaktozidaz enzimek aktivitasanak meghatarozasahoz Mcllvaine puffer (pH=6.6)
alkalmaztam. A 0,5 ml szubsztratumbdl (a-galaktozidaz esetében: 15mM p-nitrofenil-a-D-
galaktopiranozid; B-galaktozidaz esetében 15mM p-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid) és 0,3
ml Mcllvaine pufferbdl (pH=6,6) all6 elegyet 5 percig 37°C-on eléinkubaltam majd 0,2 ml
megfelelden higitott mintaval inditottam az 5 perces reakciot. A reakcioidd lejarta utana 5 ml

0,1 M Na,COj3 oldattal allitottam le a reakciét majd 405 nm spektrofotométer segitségével



mértem az oldat abszorbancigjat. Egy egységnyi galaktoziddz az az enzimmennyiség, mely
1uM p-nitrofenolt szabadit fel egy perc alatt a reakcid koriilményei kozott.

Feherjetartalom meghatarozasa

A fehérjetartalom meghatarozasara Bradford modszert illetve 280 nm-en torténd
fényelnyelésen alapuldo modszert alkalmaztam.

Enzim lokalizaciojanak meghatdarozasa

Raffinézon szaporitott B. animalis subsp. lactis Bb-12 20 o6ras tenyészlébol a sejteket
Osszegyljtottem €s haromszori egymast kovetd sejtfeltaras utan lecentrifugaltam a feltart
szuszpenzidt. Az iiledékként kapott sejttormeléket 1 ml 200 mM Mcllvaine (pH=6,6)
pufferrel felszuszpendaltam ¢és ezt a frakciot tekintettem a sejtfalhoz kotott résznek, mig a
centrifugalas utan kapott feliiluszot a citoplazmaban el6forduld enzimeket tartalmazta.

Enzim tisztitasi eljardsok

Az alfa-galaktozidaz enzim Kkinyerését és tisztitasat sejtfeltarassal, ioncseréld
kromatografiaval (DEAE Sepharose Fast Flow, Q Sepharose), hidrofob kolcsonhatas (Phenyl
Sepharose) ¢és gélsziirés (Sephadex G200) kombinaciojaval valositottam meg. Az
enzimtisztitds soran alkalmazott kromatografids 1épéseket FPLC (Fast Performance Liquid
Chromatography) berendezéshez (Pharmacia, Uppsala Sweeden) csatlakoztatott oszlopok
segitségével valositottam meg 4°C-on. A kromatografids oszlopokra a sejtfeltaras utan kapott
feltart sejteket lecentrifugaltam €s a kapott feliiliszot vittem fel tobb 1€épésben az oszlopokra.
Az ultraszilirést a fehérjék tisztitasa soran a kromatografias 1épések kozott koncentralasra és
sOtalanitasra hasznaltam. A fehérjeoldatot Amicon ultrasziirdvel koncentraltam, mely vagasi
érteke 10 kDa volt. A mintat feliilrél harom bar tilnyomas biztositdsa mellett vittem a
membranra. Az ultrasziirést jégagyon végeztem.

Molekulatomeg meghatdrozasa

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

Az enzim homérséklet és pH optimumanak meghatarozasa

A hoémérséklet optimum meghatarozasahoz Mcllvaine puffert (pH=6,5) hasznaltam és 25-
60°C kozott vizsgaltam az alfa-galaktoziddz enzim aktivitdsit. A pH optimum
meghatarozasahoz kétféle puffert - 200mM Mcllvaine puffer (pH 3,0-7,0) és TRIS/HCL
puffer (pH 7,2-9,0) - valasztottam és 37°C-on mértem az aktivitasokat.

Az enzim stabilitasanak meghatarozdsa

Az enzimstabilitasat kiilonbozd pH értékek ¢és hémérseklet értékek mellett az 1d6

fiiggvényében vizsgaltam. Mcllvaine puffert pH=5,0 és pH=7,5 kozotti tartomanyban



hasznaltam ¢és a tisztitott enzimfehérjét 35-50°C kozott e pufferekben inkubaltam és
meghatdrozott idokozonként mintat vettem, majd standard korlilmények kozott
meghataroztam az enzim aktivitdst. Az enzim stabilitdsanak értékeléséhez valaszfeliileti
modszert alkalmaztam, amely segitségével figyelembe tudtam venni a pH és a homérséklet
kolesonhatésat.

lonok hatdsa az enzimaktivitdsra

A kiilonb6z6 ionok hatasanak vizsgalata 37°C-on 50 mM Mcllvaine puffer (pH=6,5)
jelenlétében enzimaktivitds méréssel tortént. A aldbbi vegyiileteket hasznaltam fel - AgNOs,
CaCl,, CoCl,*6H,0, CuSO,4, HgCl,, KCI, MgCl,*6H,0, MnSO,, NiCl,, ZnSO, — melyeket
10 mM koncentracidban készitettem el Mcllvaine pufferben (pH=6,5).



AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Az intracellularis galaktoziddz enzimek kinyerését nagynyomast alkalmazoé fizikai
sejtfeltarassal French Press homogenizator segitségével valositottam meg. Megallapitottam,
hogy a maximalis fehérje és a megfeleld galaktoziddz aktivitdsok kinyeréséhez harom
egymast koveto feltarasi ciklus alkalmazasa sziikséges.

A Lactobacillus casei 01 torzs

A L. casei 01 torzs novekedési képességének vizsgalata soran megallapitottam, hogy a torzs
mind a glikdzt, mind a glikoz+laktozt tartalmazo tapkozegben megfeleléen szaporodott.
Altaldban a 107 tke/ml induld sejtszamrél a fermentacio 24. orajaban elérte a 10° tke/ml
értéket. A legmagasabb sejtkoncentraciét az MRSGH+0,5 (w/v)% laktéz tartalmazo
tapkozegben detektaltam, amely 1,78*10° tke/ml volt. Ebben a rendszerben a legkisebb béta-
galaktozidaz aktivitast (0,03 U/100ml) 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 magyarazhatéak - a masik L. acidophilus La-5 torzsnél tapasztaltakhoz
hasonléan —, hogy a tdpkozeg jelentds mennyiségli gliikozt (2 w/v %) tartalmaz, amely
elegendd szénforrasnak bizonyulhatott a sejt novekedéséhez, valamint katabolit repressziot
fejthetett ki béta-galaktozidaz enzim szintézisére. A maximalis béta-galaktozidaz aktivitas
elérésére meghataroztam az optimalis laktéz koncentraciot. Megallapitottam, hogy az
optimalis laktoz koncentracio 1 (w/v) % volt, amelynek alkalmazasaval koriilbeliil 0,38 U/100
ml béta-galaktozidaz enzim aktivitas érthet6 el. Az enzimszintézisben a L. casei 01 torzsnél is

megerdsitettem a lakt6éz indukald hatésat.

A Lactobacillus acidophilus La-5 torzs

A torzs novekedési képességét vizsgaltam négy kiilonb6zd szénhidraton (glikéz, laktoz,
raffinoz és melibidz). Mind a négy vizsgalt szénhidrat megfelelé ndvekedési szubsztratumnak
bizonyult. A gliikézt tartalmazé tapkozegben a fermentacio 9. Orajara a tenyészet elérte a
stacioner ndvekedési fazist. Az oligoszacharidok hasznositdsdnal a fermentacid kezdeti
szakaszaban eltéréseket tapasztaltam, amelyek a szénhidratok felvételéhez kapcsolddo eltérd
transzport rendszerek mechanizmusaval €s a hasznositdsukhoz sziikséges glikozilhidrolaz
enzimek bioszintézisével magyarazhatok. Azonban a fermentacidé végére mind a laktozon,
mind a raffinézon is korilbeliil 2,88%10° sejtszam érthetd el, amely megegyezik a kontroll
(gliikozt tartalmazo) tapkozeg alkalmazasanal kapott értékkel. Figyelemre méltdo eredménynek
tartom azt, hogy melibidozt tartalmazd tapkozegben a La-5 torzs csak mindegy 108

nagysagrendli sejtszamot ért el a 24 Oras fermentacido végére. A tOrzs szaporodasi



képességének vizsgalata mellett galaktoziddz enzimek szintézisének modjat s
tanulmanyoztam. Az alfa-galaktoziddz enzimaktivitds alakulasat értékelve megallapitottam,
hogy 2 (w/v)% raffin6z jelenlétében 13,51 U/100 ml aktivitas érthetd el, mig csupan gliikoz
jelenlétében a L. acidophilus La-5 nem szintetizalt alfa-galaktozidaz enzimet. Ennek oka,
hogy a tapkozegben taldlhatd 2 (w/v)% konnyen felvehetd gliikdéz elegendd szén- ¢és
energiaforrdsnak bizonyult a La-5 torzs szamara. Megallapitottam, hogy az alfa-galaktozidaz
enzim szintézise indukalhatd és a szaporodashoz kototten torténik. Az enzim indukcidja
szempontjabol az optimalis raffindz koncentraciot 1,5 (w/v)%-nak hataroztam meg, ahol az
alfa-galaktozidaz enzim aktivitasa 23,5 U/100 ml volt. A raffin6z koncentracié tovabbi
ndvelése az alfa-galaktozidaz aktivitds csokkenését eredményezte.

A L. acidophilus La-5 torzs a négy szénhidrat szubsztratum koziil csak a laktozon és
raffind6zon mutatott béta-galaktozidaz aktivitast (7,11 és 0,62 U/100 ml), a glilkézon és
melibiozon pedig nem. A B-galaktozidos kotést tartalmazo laktéz szubsztratumon tobb mint
tizszeres béta-galaktozidaz aktivitast - 7,11 U/100 ml - mutattam ki a raffindz szénhidraton
0,5 (W/v)%-nak adodott. Nagyobb laktéz koncentraciok alkalmazasa (1 w/v %-2 wiv %)
szignifikdnsan nem ndvelte az enzim aktivitast (7,56 illetve 7,57 U/100 ml). A glikoz
represszids hatasat bizonyitottam a béta-galaktoziddz enzim szintézise esetén. Abban az
esetben, mikor a laktéz mellett gliikkoz is jelen volt a tapkdzegben, a béta-galaktozidaz
aktivitas csupan 0,75 U/ 100 ml, mig gliik6z hianyaban ez az érték 7,5 U/ 100 ml volt.

A Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 torzs

A B-galaktozidaz enzim szintézis mechanizmusanak feltarasara a TPYG tapkozeget laktozzal
(0,1 w/v % és 0,5 w/v %) egészitettem ki. A Bb-12 torzs jol szaporodott a tapkézegekben és a
24 6rés tenyésztés utan a sejtszamok elérték az 5-7*10° tke/ml sejtstirliségét. A B-galaktozidaz
aktivitas 1,5 U/100 ml és 2,5 U/100 ml kozott valtozott az alkalmazott tdpkozeg és a
fermentécios 1d6 fiiggvényében. Csak gliik6z szénhidraton szaporitott bifidobaktériumnal is
mérhetd volt a béta-galaktozidaz aktivitas. Tovabba a laktoz kiegészités nem eredményezett
szamottevd B-galaktozidaz aktivitds novekedését, ugyanakkor hatdssal van az enzimszintézis
id6beni lefolyasara. Kiilonb6z6 kémiai szerkezetii szénhidratokkal (gliikoz, laktoz, raffindz) 2
(W/v)%-ban kiegészitett TPY alaptapkdzegben vizsgaltam a béta-galaktozidaz aktivitasok
alakulasat. Azt tapasztaltam, hogy a béta-galaktozidos kotéseket nem tartalmazd
szubsztratumokon is jelentds béta-galaktozidaz aktivitds mérhetd, amely a konstitutiv

enzimszintézisre utal. Azonban megallapitottam, hogy a laktéz szubsztratum alkalmazéasaval



Otszor-nyolcszor nagyobb enzimaktivitds érhetd el az egyéb szénhidratokon tapasztalt
értékeknél. Az optimalis laktoz koncentracio 1,0 (w/v) % és 1,5 (w/v) % kozé esik. Altalaban
1,5 (w/v) % laktoz elegenddnek bizonyult a maximalis enzim produktivitas eléréséhez.
Ezekben az esetekben a B-galaktozidaz produktivitasai 27-29 U/10™%tke*h kozott valtoztak. A
2,5 (w/v)% laktéz koncentracid (vagy ennél nagyobb) alkalmazasa mdar gatolta az
enzimszintézist.

Minden altalam vizsgalt szénforras jelenlétében (gliikéz, laktdz, raffindz) kimutathatd volt
alfa-galaktozidaz enzimaktivitas. Megallapitottam, hogy a B. animalis subsp. lactis Bb-12
torzs konstitutiv médon szintetizalja az a-galaktoziddz enzimet. A legnagyobb aktivitast (9,46
U/100 ml) a fermentacid 15. orajaban 2 (w/v)% raffindéz jelenlétében mértem. Azt
tapasztaltam, hogy mar 1% raffindz elegendé a maximalis a-galaktozidaz produktivitas (13
u/10™° sejt*h) eléréséhez, amely maximum érték 15-20 6réds fermentacional tapasztalhato.

A B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs intracellularis o-galaktozidaz enzimének
lokalizaciojat vizsgalva megallapitottam, hogy az aktivitds 91%-a a citoplazmaban talalhato
¢és csupan 9%-a volt a sejtfalhoz kototten. Négylépéses kromatografias eljarassal nyertem ki
és tisztitottam enzimjellemzés céljabol a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs eredeti a-
galaktoziddz enzimet. Az enzimfehérje homogenitdsit SDS-PAGE gélelektroforézissel
ellendriztem ¢és ennek alapjan 50 kDa-ra becsiiltem annak molekulatomegét. A kornyezetétol
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 enzimmiikddés optimalis kornyezeti paramétereit, amelyek a pH
5,5-7,0 ¢és 35-45°C kozotti homérsékleti tartomanyban vannak. 45 °C feletti hdmérsékleten
torténd aktivitas 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 1d6 50 ora volt. Ezen a homérsékleten, pH=5,0 és pH=5,5 kémhatas mellett az
enzim 4,2 6ra inkubalas utan elvesztette az aktivitasanak 50%-at. A felezési ido drasztikusan
csokkent (40 perc) 40 °C-on és pH=5,0 vagy pH=5,5 kémhatast kdzegben torténd inkubalas
soran. Ezen értékek a pH=6,0 és pH=7,0 mellett mar 15,33 és 24 6ranak adodtak. Figyelemre
méltd, hogy enyhén lugos kdzegben az enzim aktivitdsdnak mintegy 60%-at megtartotta 30
oran keresztiil. Magasabb homérsékleten (45 °C) az enzim stabilitdsa csokkent és pH=5 —
pH=5,5 ko6zott mar 8 perc alatt elvesztette aktivitdsdnak felét. Ez az id6 mintegy kétszeresére

novekedett pH 6 —pH 6,5 kémhatasnal. Viszont pH 7,5 értéknél 5 és fél orara volt becsiilhetd



a felezési 1d6. Az 50°C-os inkubalasi hdmérséklet mellett mar minden vizsgalt 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 id6t és az inaktivalodési sebességet egylitt
értékelve a 35-37°C-os és pH=6,5-7 kozotti tartomany javasolhatd a biokonverzios kisérletek
megvalositasahoz.

Megvizsgalva 10 mM-os koncentracioban a kiilonboz6 fémionok enzimaktivitasra gyakorolt
hatasat azt tapasztaltam, hogy az adott koncentracidban egyik altalam vizsgalt ion sem
fokozta az aktivitast. Ugyanakkor a Co?, az Ag’ és a Hg2+ ionok gatoltdk az enzim
miikodését. A Hg?* ion mintegy 75%-kal, az Ag* 72%-kal és a Co®* 64%-kal csokkentette az
alfa-galaktozidaz aktivitasat.

A PhD kutatomunkdm sordn kapott eredmények szdmos ujdonsdgot hordoznak és
hozzéjarulnak az alkalmazott probiotikus torzsek enzimrendszereinek megértéséhez, és ezen
keresztiil a funkciondlis élelmiszerek (probiotikus, prebiotikus és szinbiotikus) tervezéséhez

¢s fejlesztéséhez.
Az eredmények tovabbfejlesztési lehetoségei:

e A tisztitott enzim tovabbi jellemzésének megvalositasa, tgymint a Kinetikai
paraméterei, szubsztratum specifitas, katalitikus mechanizmus feltarasa.

e Biokonverzios kisérletek kivitelezése beleértve a hidrolizis és a transzfer reakciok
kimutatasat

e Optimalizalni a biokonverzios kisérletek koriilményeit



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Bebizonyitottam, hogy a Lactobacillus acidophilus La-5 probiotikus torzs jol szaporodik
gliikoz, laktdz, raffindz és melibidz szénhidrat szubsztratumokon. A fermentacid végén
5,0x10% és 5,0x10° tke/ml sejtstirliség érhetd el. Tovabba az alfa-galaktozidiz enzim
indukalhat6 raffindzzal, a béta-galaktozidaz enzim pedig laktdzzal. Az enzimek szintézise
a szaporodasahoz kototten torténik. A galaktozidazok szintézisénél kimutattam a gliik6z
represszald hatasat. Az optimalis laktoz koncentracio 1% és 2% kozotti tartomanyban
talalhato, ahol az aktivitds a L. acidophilus torzs esetében 7,56 ¢és 8,51 U/100 ml.
Nagyobb lakt6z koncentracio gatolja a béta-galaktozidaz aktivitasat. Az alfa-galaktozidaz
enzim azonban induktiv moédon szintetizalédik és a raffindz bizonyult a legjobb

induktornak, mely optimalis koncentracidja 1,5 (w/v) %.

A B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs szintetizal béta-galaktozidaz enzimet a gliikozt és
laktozt tartalmazd tapkozegben, azonban megallapitottam, hogy a laktéz szubsztratum
alkalmazasédval 6tszor-nyolcszor nagyobb enzimaktivitds érhetd el, mint a tobbi vizsgalt
szénhidratokon tapasztalt értékeknél. Az optimalis laktéz koncentracio 1,0 (w/v) % és 1,5
(W/v) % kozeé esik. Valoszintlisitettem, hogy a baktérium konstitutiv médon szintetizalja a

béta-galaktozidaz enzimet.

Megallapitottam, hogy a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs konstitutiv modon
szintetizalja az a-galaktoziddz enzimet. Azt tapasztaltam, hogy mar 1% raffin6z elegendd
a maximalis alfa-galaktozidaz produktivitas (13 U/ 10% sejt*h) eléréséhez, amely
maximum érték 15-20. o6ras fermentacional meghatarozhato. Az intracellularis alfa-
galaktoziddz enzimének jelentds része (aktivitds 91%-a) a citoplazmdban taldlhatd és

csupan 9%-a a sejtfalhoz kototten.

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

7,0). ACo* az Ag* és a Hg2+ ionok gatoljak az alfa-galaktoziddz enzim miikodését.



5. Hatasfeliileti modszer alkalmazasaval vizsgaltam a B. animalis subsp. lactis Bb-12 torzs
eredeti alfa-galaktoziddz enzim stabilitdsat. Megallapitottam, hogy a leghosszabb
felezési id6 (50 ora) akkor érhetd el, amikor az enzimet 35 °C-os homérsékleten 6,5 pH
mellett inkubdlom. A felezési id6t €és az inaktivalodasi sebességet egyiitt értékelve a 35-
37°C-0s ¢s pH=6,5-7 kozotti tartomanyt javasolom a biokonverzios kisérletek

megvalositasahoz.
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