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1 BEVEZETES ES CELKITUZES

A szénhidratok fontos és meghataroz6 szerepet jatszanak az élovildgban. E biomolekuldk szdmos
biolégiai funkcidval rendelkeznek: energia elldtds (pl. gliik6z), tdpanyagok tartalékoldsa
(pl. keményitd, glikogének, stb.), épitéanyagok (pl. celluléz, Kkitin), nukleotidoknak,
koenzimeknek stb. fontos komponensei. A szénhidratok Osszetételiiket €s szerkezetiiket tekintve
sokfélék lehetnek. A polimerizéltsagi fok alapjan négy csoportra oszthaték: monoszacharidok,
diszacharidok, oligoszacharidok (3-10 tagszdmu) és poliszacharidok (10-nél nagyobb tagszdmu).
Az oligoszacharidok (OS) a szénhidritok egyik fontos csoportja, melyek meghatirozé szerepet
jatszanak a bioldgiai rendszerekben, pl. részt vesznek kiilonbozd felismerési folyamatokban,
nagy szerepiik van a sejtek szervezési és védelmi mechanizmusdban, hatdsuk lehet a fehérjék
biolégiai funkcidjara stb. Tovabba a kedvezd fiziko-kémiai, fizioldgiai és technoldgiai
tulajdonsaguk miatt az élelmiszeriparban is széleskoriien alkalmazzak. Egyes oligoszacharidokat
a benniik 1évé specidlis glikozidos kotéseknek koszonhetéen az emésztorendszer enzimei nem
képesek lebontani (nem-emészthetd oligoszacharidok), melyek igy diabetikus vagy alacsony
kaloriatartalmu termékek gydrtdsdra hasznédlhatok. Emellett prebiotikus hatdsuak is lehetnek,
azaz kedvezden tdmogathatjdk a vastagbélben ¢€l6 jotékony hatdsi mikroorganizmusok
szaporoddsat, illetve aktivitasat. Ezeket funkcionalis élelmiszerek Osszetevdjeként széleskoriien
alkalmazzak.

Az eldallitasuk kiilonbozd eljarasokkal torténhet: kémiai, fizikai vagy enzimes uton.
Oligoszacharidokhoz juthatunk természetes forrasbol torténd kinyeréssel is. A kémiai eljaras
bonyolult és koltséges folyamat, nehéz a I1éptéknovelés megolddsa, valamint nagy a
melléktermék képzddésének kockdzata. A fizikai oligoszacharid eléallitasi modszerek hétranya,
hogy nem specifikusak, igy alkalmazasuk korlatozott. A fizikai és kémiai eldallitassal szemben
az enzimes moédszerek nagy elonye, hogy a régio- és sztereospecifitidsnak koszonhetden
szabalyozhato a termékspektrum, minimalis a melléktermek képzodés lehetOsége, emellett
véltozatos reakciokoriilmények kozott is megvaldsithatd a biokonverzié. A felsorolt indokok
miatt az enzimes szintézist részesitik elényben. Jelenleg szdmos kereskedelemben kaphat6
prebiotikus oligoszacharidot (pl. GOS, FOS) kizardlag enzimes technoldgidval dllitanak eld. Az
oligoszacharidok enzimes eléallitdsanak kiilonb6z6 mddjai lehetnek: poliszacharidok enzimes
hidrolizise, transzglikozildcié és reverz hidrolizis reakcidk. Szdmos enzim (hidroldzok,
glikoziltranszferazok, glikoszintazok) képes szintézis reakcio katalizalasara, amellyel célzott
Osszetételli/szerkezetetli oligoszacharidok éallithatok el6, akdr mono- akdr biszubsztratum
rendszerekben. Vannak koztiik olyan enzimek, amelyek katalitikus mechanizmusarél még kevés

informdci6 all rendelkezésiinkre. Ezen enzimek katalitikus aktivitdsdnak megismerésével pedig
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lehetéségek nyilhatnak Uj technologidk alkalmazdsara, vagy akdr uj oligoszacharidok
eldallitasara.

E kutatdsi teriilethez kapcsolddva doktori kutatdmunkdmban  kiilonbozd  eredetii
enzimprepardtumok transzglikozilacios €s reverz hidrolitikus hatdsait tanulmédnyoztam mono- és
biszubsztratum rendszerekben. A szintetizélt oligoszacharidok, valamint az enzimek katalitikus
hatdsdnak tanulmanyozdsabol szarmazé eredmények bdvithetik a tudomédnyos alapismereteket,
hozzdjarulhatnak az enzimek hatdsmechanizmusainak megértéséhez, bioldgiai funkcidk
(mikodés és szabalyozas) feltarasahoz, tovabba kivant funkcidju vagy szerkezetli termék(ek)

eldallitasara szolgald enzimes technologidk kidolgozasidhoz.

Célkitizések:

e (Célom volt a kereskedelmi Pectinex ultra ipari enzimkészitményben taldlhatd kisérd
enzimek vizsgédlata és ezek oligoszacharid szintetizdl6 mechanizmusdnak igazoldsa
kiilonb6zd szubsztratumokon. A Pectinex ultra egy pektinbontds céljara kifejlesztett
fonalas gomba (Aspergillus aculeatus) eredetli ipari készitmény, amely szamos kisérd
enzimmel rendelkezik. Szdmos irodalmi adat all rendelkezésre, hogy kisérd enzimeivel

oligoszacharidok szintetizalhatok.

Ennek igazoldsdra tanuményoztam az alabbi enzimes folyamatokat :
o Transzglikozilacié diszacharid szubsztratumokon
o Reverz hidrolizis monoszacharid szubsztrdtumokon

e Célom volt a Pectinex ultra enzimkészitmény alkalmazdsdval a mannéz alapu (di-,
oligo)szacharidok szintézisének tanulmanyozdsa. A manno-oligoszacharidok bioldgiai
szerepe jelentds. Szamos glikoprotein épitdkovei, és bizonyitottan tapadasgatld

tulajdonsaggal rendelkeznek.
A kisérleti terv megvaldsitdsara az aldbbi részfeladatokat végeztem:
o Szubsztratum koncentricié hatdsa
o pH és homérséklet hatdsa
o Optimdlis enzim:szubsztridtum ardny
o0 Maillard inhibicié vizsgélata

o A manndz alapu (di, oligo) szacharidok tisztitdsa és jellemzése
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Céljaim kozott szerepelt egy Bifidobacterium longum Bb-46 eredetli enzimpreparatum
transzglikozilezési  tulajdonsdgainak vizsgdlata kiilonbozé diszacharidokon. A
bifidobaktérium eredetli enzimek felé egyre nagyobb figyelem irdnyul. Ennek oka, hogy
a Bifidobacterium eredetli enzimmel eldallitott prebiotikus szénhidratot a probiotikus

mikroorganizmusok konnyebben hasznosithatjik.

Egyes enzimek altal katalizalt reverz hidrolizis vagy transzglikozilacios reakcigjaban
tobbféle donor/akceptor molekula részt vehet. Az enzimek e specifitdsdnak ismeretében
lehetdség van akdr 4j oligoszacharidok szintézisére is. Ennek meghatdrozédsira célul

tliztem ki két-szubsztratumos rendszerek tanulmanyozésat a kdvetkezd részfeladatokkal:
o Pectinex ultra enzimkészitmény vizsgdlata biszubsztratumok esetében

= Reverz hidrolizis vizsgélata kiilonb6z6 monoszacharid kombindciok

esetében

= Transzglikozilacids reakcidk vizsgalata kiilonbozd diszacharid

kombinaciok esetében

o Bacillus megaterium DSM 319 eredetii rekombindns levanszukrdz enzim

tanulmanyozdsa biszubsztradtum rendszerekben

o Bifidobacterium longum Bb-46 eredetli preparatum transzglikozil4cios

reakcidinak vizsgélata biszubsztratum rendszerekben
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Oligoszacharidok jellemzoi

A szénhidratok molekulaméretiik illetve polimerizdltsaguk alapjdn négy csoportba oszthatdk:
monoszacharidok, diszacharidok, oligoszacharidok és poliszacharidok. Az oligoszacharidok
olyan Osszetett sz€nhidratok, amelyek az [UB-IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) szerint 3-10, mas szerzék szerint 3 - 19 monoszacharid egységbdl épiilnek fel
(MUSSATTO & MANCILHA, 2007; WEUERS et al., 2008). Ezen meghatdrozdsok azonban nem
raciondlis fizioldgiai vagy kémiai tulajdonsdgokon alapulnak, ugyanis néhdny diszacharid
(pl. laktul6z) hasonlé bioldgiai tulajdonsidgokat mutat mint a nagyobb polimerizaltsagu
szénhidratok, és fontos szerepet jatszanak az élelmiszergyartdsban. Az oligoszacharidok kis
molekulatomegli szénhidratok, és fizioldgiai tulajdonsagaik alapjan az emészthetd és nem
emészthetd kategoriaba sorolhatok (CRITTENDEN & PLAYNE, 1996; HIRAYAMA, 2002;

MUSSATTO & MANCILHA, 2007).

2.1.1 Biologiai jelentdség

A szénhidratok a biomolekuldk egy jelentds osztalyat képezik, amelyeknek fontos szerepe van a
biologiai folyamatokban. Kétségkiviill a szénhidratok kulcsfontossdgi energiaforrasként
szolgdlnak, ¢&s szerkezeti polimer szerepet 1is betoltenek. Tovabba, a szénhidratok
(poliszacharidok vagy glikokonjugdtumok) minden sejt feliiletén és extracelluldris dllomdnyban
megtaldlhatok.

Az oligoszacharidok a természetben el6forduld szénhidratok egyik nagy csoportja, amelyek

bioldgiai szerepe jelentds (bioaktiv komponensek).

Oligoszacharidok bioldgiai szerepe

Szerkezeti/Fizikai

Exogén
felismerés

Endogén
felismerés

% patogén/
toxin/
“\: oligoszacharid szimbionta

1. abra: Oligoszacharidok bioldgiai szerepe (GAGNEUX & VARKI, 1999)
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Bioldgiai funkcidjuk szerint két nagy csoportra oszthatok (1. abra):
1. elsédlegesen szerkezeti €s fizikai szereppel rendelkez6 oligoszacharidok
2. felismerési folyamatok résztvevoi (ez a csoport 2 alcsoportra oszthato)

a. Onfelismerd (,,self recognition”) folyamatok résztvevoi,

b. nem onfelismerd (,,non-self recognition”) folyamatok résztvevoi:

E folyamatokban féként mikroorganizmus vagy parazita receptorok vesznek részt, de

a szimbidzisért (pl. a bélbaktréiumok megtelepedéséért) is e csoport felelhet

(GAGNEUX & VARKI, 1999).
E szénhidratok nem csak specifikus felismeré folyamatok kozvetitéi, hanem képesek szamos
bioldgiai folyamat befolydsoldsara is. Emellett ezek a molekuldk nagy szerepet jatszanak a
bioldgiai anyagok (glikokonjugdtumok) hatalmas szerkezeti diverzitdsidban, mely
elengedhetetlen a komplex organizmusok fejlddéséhez, differencidlédasahoz illetve mas
szervezetekkel val6  kolcsonhatdsdhoz  (VARKI, 1993). Szdmos oligoszacharidnak,
proteoglikdnnak, kollagénnek nagy szerepe van a szovetek szerkezetének integritdsdban,
porozitdsdban és fizikai védelmében. A glikoproteinek feliiletén lévd oligoszacharidok
megvédhetik a polipeptid ldncokat att6l, hogy a protedzok vagy antitestek felismerjék a
molekuldt, igy megakaddlyozzdk azok lebontasat. A glikdnok kozvetlen hatdssal lehetnek a
fehérjék negyedleges és mdsodlagos szerkezetére is azdltal, hogy az endoplazmatikus
retikulumban hozzdjarulnak a polipeptidek helyes feltekeredéséhez. Emellett segitik a fehérjék
oldhatésdganak €s konformacidéjanak megtartdsat (VARKI, 1993; WORMALD & DWEK, 1999;
PARrRoDI, 2000).
Az extracellularis matrix glikokonjugdtumok széles korébdl tevodik 0Ossze. Minden
glikokonjugatum rendelkezik olyan koté hellyel, amellyel kiilonb6zd tipusti cukorlancokat
képesek megkotni, pl. a fibronektin és a kollagén heparin-k6td domain-nel rendelkeznek (VARKI,
1993). Ennek koszonhetden nagy szerepiik van a sejtek szervezési és védelmi funkcidjéban.
Tekintettel a sejtfal Osszetételére, mar régota feltételezték, hogy az oligoszacharidok
meghatdrozd szerepet jitszanak a sejt-sejt €s a sejt-matrix interakciokban. Egyes
oligoszacharidok nagy specifitasu receptorként viselkedhetnek kiilonboz6 virusok, baktériumok
€s parazitdk szdmadra. Emellett receptorok lehetnek novényi és bakteridlis toxinok részére,
valamint antigénként is szerepelhetnek kiilonb6z6 autoimmun és alloimmun reakcidkban. A
legtobb ilyen reakcidoban fontos szerepet jatszik a résztvevd oligoszacharid szekvenciaja. Ez a
specifitds elonyds azon kutatok szaméra, akik e cukorlancok expresszidjat tanulminyozzik
(VARKI, 1993). Tovdbba meghatdrozott szénhidritok nem csak receptorként szerepelhetnek
kiilonb6z6 mikrobidlis fertézésekben és immunreakcidkban, hanem azok megsziintetésében is

részt vehetnek. Ebben az esetben kiilonb6zd specifikus monoszacharidok hozzaadasaval vagy az

6



DOI: 10.14267/phd.2015034

oligoszacharid szekvenvencia moddositdsdval elkeriilhetd, hogy a mikroorganizmusok azt
receptorként 1smerjék fel. Erre példa az O-acetil-észter hozzdkapcsoldsa a terminalis szidlsav
ROTH, 1996).

Az oligoszacharidok egyes oldhaté glikokonjugdtumokon (pl. a mucinon) viselkedhetnek
ugynevezett ,,csali” szénhidratként is a mikroorganizmusok és parazitdk ellen. E védekezd
mechanizmus sordn a patogén mikroorganizmus, amikor megkisérel atjutni a nyélkahdrtya
membranokon el6szor a rokon oligoszacharid ligandummal taldlkozik (2. 4bra), melyhez
hozzdkapcsolddva mar nem tud a nyélkahartya sejtjeihez kapcsolédni, megakadalyozva ezzel a

szervezet megbetegedését (CHEN et al., 1993; ZOOPF & ROOTH, 1996).

oligoszacharid-kotott
patogének patogén

® O ] ()
& ® O
sejtfelszinioligoszacharidokhoz K
k6t6d6 patogének oligoszacharid
K

N/
T

m” — sejtmembran
/4

(4
DA

2. abra: Patogének megtapadasanak gatlasa oligoszacharidokkal (PRIETO, 2005)

Specifikus oligoszacharidok koélcsonhatdsdval szimbiotikus kapcsolatok is létrejohetnek. Erre
példa egyes bélbaktériumok jelenléte az éllati szervezetekben (SERVIN & COCCONIER, 2003),
vagy a gyokérgiimdt létrehozd (N,-kotd) baktériumok és a gazdanovény kozott 1étrejovo
kapcsolat (STAEHELIN et al., 2006), ez az oligoszacharidok éltal nyujtott fajok kozotti felismerés
mindkét résztvevo szervezet szamara hasznos.

E szénhidratoknak hatdsa lehet a fehérjék bioldgiai funkcidjdra is. Szdmos példa van, melyben a
glikozilacié lényegesen modositani tudja a peptidek rokon ligandumokkal vagy receptorokkal
torténd interakcidjat (SELLERS et al., 1988; JENTOFT, 1990). A glikozilacié kozvetitheti egy
fehérjefunkcio be-, kikapcsoldsat vagy atvaltasat.

Egyes bioldgiailag fontos molekuldk szdmdra az oligoszacharidok raktdrozdsi szerepet is
betolthetnek. In vivo koriilmények kozott bizonyitottdk, hogy egyes novekedési faktorok
specifikusan és erdsen tudnak kotddni bizonyos glitkézaminoglikdn lancokhoz (MACH et al.,

1993; DIGABRIELE et al., 1998). E kotodésnek koszonhetd a novekedési faktor a sejtet koriilvevo
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extracellularis matrixban val6 lokalizacidja, amely fontos szerepet jdtszik a stimuldlasban, és
megakaddlyozza a sejttdl tavol esé térbe torténd difftizidjat. Tovabbad megvédi a novekedési
faktort a nem-specifikus proteolizistl is, igy segiti megOrizni aktivitasat. A szekrécids
granulumokban taldlhaté glilkézaminoglikan lancnak pedig a kivalasztott fehérje védelmében és
annak szabalyozasdban van fontos szerepe.

A sejtek intracelluldris €s intercelluldris anyagcseréjében szintén részt vehetnek az
oligoszacharidok. Az intracelluldris funkcié egyik példdja a frissen szintetizdlt lizoszomalis
enzimek manndz-6-foszfat végének szerepe az enzimek végsé helyiikre torténd eljutdsdban
(VARKI, 1993). Az intercelluldris anyagcsere sordn a glikolizacié a sejtekben 1évé fehérjék
kicserélodésére €s felezési idejére is hatassal lehet. Az ép dllati szervezetekben egyes receptorok
altal felismert oligoszacharid szekvencidk a glikokonjugdtum vagy akdr az egész sejt keringésbol
torténd eltavolitasat jelentheti. A legtobb ilyen tipusu interakcié specifikus a receptor altal
felismert oligoszacharid szekvencidjara.

Egyes oligoszacharidok dnmagukban is rendelkezhetnek bioldgiai hatdssal. Ezek a hormonszer(i
szénhidritok (,,0ligoszacharinok™) védekezési reakciét aktivdlhatnak, és részt vehetnek
pl. novényi szovetek novekedésének és differecidloddsdnak szabdlyozdsdaban (TSAVKELOVA et
al., 2006; ENRIQUEZ-GUEVARA et al., 2010). A szabad hosszildncd manno-oligoszacharidok is
jelentdsek e szempontbdl. E molekuldknak in vitro er6s immunszupressziv hatdsa van az emlds

szervezetekre (MUCHMORE et al., 1990; VARKI, 1993).

2.1.2 Fiziologiai tulajdonsdgok

Az oligoszacharidok kedvezd fizikokémiai jellemzdkkel rendelkeznek de jotékony fizioldgiai
tulajdonsaguk miatt alkalmazzék széles korben élelmiszerdsszetevoként.

A keményitdvel és az egyszerli cukrokkal ellentétben, néhdny oligoszacharidot a szdj
mikroflordja (pl. Streptococcus mutans) nem hasznosit, ezdltal nem okoznak fogszuvasodést
(PRAPULLA et al., 2000). Ennek kdszonhetoen jol alkalmazhatok cukorhelyettesitoként cukraszati
termékekben, rdgdgumikban, joghurtokban ¢€s tiditditalokban.

Egyes oligoszacharidokat az emberi szervezet, bizonyos enzimek hidnya miatt nem képes
megemészteni. Ezek a nem-emészthetd oligoszacharidok (NDO). Altaldban édeskések, kis
kaloriatartalmuak, igy a diétazok illetve a cukorbetegek is fogyaszthatjdk (CRITTENDEN &
PLAYNE, 1996). Emészthetetlenségiik miatt képesek épségben eljutni a vastagbélbe, és igy egyes
anaerob baktériumok szdmdra szubsztratumok. A fermentédcié sordn energia forrast jelentenek a
baktériumok szaporoddsdhoz, €s a folyamat sordn a szervezet szdméra nem hasznosithaté gazok

(H,, CO,, CHy), valamint rovidlancu zsirsavak (pl. acetat, a propionat, a butirdt és az L-laktat)
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termelddnek (LOO et al, 1999). A nem-emészthetd és emészthetd oligoszacharidok

metabolizmusat a 3. dbra szemlélteti.
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3. abra: Az emészthet6 és nem-emésztheto szénhidratok anyagcsere folyamatanak
kiilonbségei (HIRAYAMA, 2002)

A NDO-ok bar nem latjak el a szervezetet monoszacharidokkal, indirekt energiaforrdsként
szolgdlnak és anyagcsereszabdlyoz szerepet toltenek be. A vastagbélben termelddd rovidlancu
zsirsavak mennyisége és tipusa fiigg a NDO tipusatdl, valamint a vastagbél mikroflorajanak
Osszetételétdl (SAKO et al., 1999). Az emésztérendszerben rendkiviil sok, féleg obligat anaerob
baktérium van jelen. Ez a mikrobidlis k6zosség rendkiviil 6sszetett, mind a mikroorganizmusok
szamét (hozzavetdlegesen 10" sejt), mind azok sokféleségét (400 - 500 kiilonbdz§ faj) tekintve
(MUSATTO & MANCILHA, 2007). E mikroorganizmusok koziil bizonyos fajok hasznosak a
szervezet szdmadra, egyes fajok azonban patogének, akut és kronikus betegségek kivaltd okai
lehetnek. Kémiai szerkezetiik miatt a NDO-okat csak korlatozott szamu baktérium hasznositja. A
béltraktusban jelen levd baktériumok koziil leginkdbb a bifidobaktériumok és lactobacillusok
képesek az oligoszacharidokat hasznositani, ezaltal kedvezd hatast gyakorolni az emberi test
miikddésére (OKU & NAKAMURA, 2002; MUSSATTO & MANCILHA, 2007).

A vastagbélben az oligoszacharidok fermentalhatésdga fiigg a polimerizaciés foktdl, a felépitd
monoszacharidok glikozidos kotésétol és az eldgazasok mértékétdl, a baktériumok kozotti
szinergidtdl, az oligoszacharid — baktérium - fermentdcids termék kapcsolattél, a fermentécio
természetétdl €s a szacharolitikus kapacitdstol. A vastagbél baktériumai 4ltal végzett NDO-

hasznositas a kovetkez6 hatdsokat gyakorolhatja a szervezetre:
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1. A vastagbél mikroflordjanak médositdsa: Az oligoszacharidok szubsztratumként szolgdlnak
az anaerob baktériumok, foleg a bifidobaktériumok,
novekedéséhez/szaporodasdhoz/aktivitasdhoz, ezaltal kozvetetten gatoljdk a karos
baktériumok tevékenységét. A csecsemOk bélrendszerében kialakulo bifidomikroflora pl. az
anyatejben taldlhaté galakt6z tartalmi oligoszacharidoknak koszonheté (BOUHNIK ef al.,
1999; LoO et al., 1999; BODE, 2006; MACFARLANE & MACFARLANE, 2007; CRITTENDEN &
PLAYNE, 2009).

2. A vastagbél illetve a széklet pH-janak csokkentése: A vastagbélben torténd oligoszacharid
fermentaci6 sordn a keletkezett rovidlancu zsirsavak csokkentik a vastagbél illetve a széklet
pH-jat. Az alacsony pH gitolja bizonyos patogén baktériumok nodvekedését, a
bifidobaktériumok és a tejsavbaktériumok szaporoddsat azonban stimuldlja (CAMPBELL et
al., 1997; Loo et al., 1999; MUSSATTO & MANCILHA, 2007).

3. Székrekedés enyhitése: A nem emészthetd oligoszacharidok, az étkezési rostokhoz
hasonléan, megelézik a székrekedést. A vastagbél baktériumai altal végzett NDO
fermentdcié végtermékei a rovidlancu zsirsavak, amelyek eredményesen felszivodnak a
humén vastagbél hamsejtjeiben, stimuldljadk azok novekedését, valamint a s6 és a viz
felszivodasat. Novelik az ozmotikus nyomast és ezaltal a széklet nedvességtartalmat (QIANG
et al., 2009).

4. Tdpanyagtermelés, mint példaul a B vitaminok (B;, B,, Be, B2, nikotinsav és folsav)
szintézise (CASELATO DE SOUSA et al., 2011).

5. Hasmenés kialakulasanak megelozése: E tulajdonsaguk kozvetlen 6sszefiiggésben allhat a
bifidobaktériumok 4ltal, a Gram® és Gram™ baktériumokra gyakorolt gitlé hatdsaval
(DEVRESE & MARTEAU, 2007; QIANG et al., 2009).

6. Emésztorendszeri, légzoszervi, hugyiiti és ivarszervi fertozések megelozése azaltal, hogy
gatoljak a baktériumok megtapadasat az epithel sejtek feliiletén (MUSSATTO & MANCILHA,
2007; CRITTENDEN & PLAYNE, 2009).

7. Asvdnyi anyagok felszivéddsdnak indukdldsa (pl. vas, kalcium és magnézium): A nem
emészthetd oligoszacharidok altal megkdtott asvanyi anyagok nem szivédnak fel, igy elérik
a vékonybelet, ahol a szénhidrdt matrixbol felszabadulva szivédnak fel. A vastagbélben
felszivodo kalcium nagymértékben csokkentheti a csontritkulds kialakuldsdnak kockdzatat
és elOsegiti a csontslirliség és a csonttdmeg ndvekedését (LOO, 2006; QIANG et al., 2009).

8. Szénhidrdt és lipid anyagcserére gyakorolt jotékony hatds: Csokkentik a vér koleszterin,
triglicerid és foszfolipid koncentraciéjat, ezaltal mérsékelve a diabétesz illetve az elhizds
kialakulasdnak kockazatat. Egyes kutatok szerint a vérszérum koleszterin koncentracidja

Osszefiigg a bélmikroflora véltozdsaival. Egyes Lactobacillus acidophilus torzsek képesek
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asszimildlni a koleszterint, mig mas mikrobak képesek a koleszterin bélfalon keresztiili
felszivodasat gatolni. Mads vélemények szerint a lipidanyagcsere véltozdsa a mdj
metabolikus alkalmazkoddsdnak kovetkezménye, amit a rovidlancd zsirsavak indukdlnak.
(MUSSATTO & MANCILHA, 2007; CRITTENDEN & PLAYNE, 2009).

9. A rak (foként a vastagbélrak) kockazatinak csokkentése: Valdsziniisithetd, hogy az
oligoszacharidok antikarcinogén hatdsa Osszefiiggésben van a sejtszinti immunitas
novekedésével, a sejtfal Osszetételével és a bifidobaktériumok extracelluldrisan termelt
anyagaival. A széklet egyes fiziologiai paraméterei, pl. a pH, az ammonia, a p-krezol és az
indol tartalom kockazati tényezOknek tekinthetok a vastagbélrak kialakuldsanal. Human
kisérletekben bizonyitottdk, hogy a transzgalaktozildlt diszacharidok bevitele csokkenti a
széklet pH-jat, az ammoénia, a p-krezol és az indol koncentraciot, eldsegiti a
bifidobaktériumok ¢és a laktobacillusok novekedését, és egyidejilleg csokkenti a

Bacteriodaceae populéaciét (MUSSATTO & MANCILHA, 2007; QIANG et al., 2009).

Az emberi szervezetre gyakorolt jotékony hatdsaik miatt ezeket a vegyiileteket funkciondlis
élelmiszerként tartjak szamon.

A legtobb NDO-t a prebiotikumok kozé soroljak, mivel szelektiven stimuldljdk az emberi
szervezet szdmdara hasznos baktériumok novekedését és/vagy metabolikus aktivitdsat.
Fogyasztasuk kedvezden valtoztatja a vastagbél mikrofléra Osszetételét, javitja a szervezet
egészségl dllapotat (MUSSATTO & MANCILHA, 2007). Egyes oligoszacharidok fizioldgai
tulajdonsdgait az 1. tdbldzat mutatja.

A fizioldgiai hatds kapcsdn érdemes kiemelni az anyatej-oligoszacharidok jelentéségét (HMO),
ugyanis nagyon fontos szerepiik van az ujsziilottek védekezdképességének kialakitasaban. Eddig
tobb mint 130 HMO tipust azonositottak, melyek felépitésében a lakt6z, az N-acetil-lakt6zamin
és/vagy a lakto-N-biéz részt vesz. A diszacharidok szializalt és fukozilalt formaja is eléfordul az
anyatejben (KOVACS et al., 2012). Az elmult évtizedben jelentdsen ndvekedett az érdeklddés a
bioldgiailag fontos oligoszacharidok szintézise és kereskedelmi forgalmazdsa irdnt. Dékédny
Gyula kutatocsoportjaval kidolgozott egy szabadalmaztatott eljardést HMO prekurzorok
szintézisére. Az eljarassal szamos fontos HMO oligoszacharid ,.épitéelem” (lakto-N-neotetradz,

lakto-N-tetradz) allithaté elé (DEKANY et al., 2012).
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1. tablazat: Oligoszacharidok fizioldgiai hatasai

Oligoszacharid Fiziologiai hatas Referencia

prebiotikum

Galakto- vastagbélrak elleni védelem
oligoszacharidok, székletiirités eldsegitése
fekdlia ammoniatartalmédnak csokkentése

SAKO et al., 1999

Széi bifidogén hatds
, DEoR anitoxiddns CHEN et al., 2010
oligoszacharidok

vérnyomas csokkentd hatas

csokkenti a kdros baktériumok (pl. a C. perfringes és az
Enterobacteriaceae csalddba tartozé fajok) szamat illetve
aktivitdsat a szervezetben

Gentio- RYCROFT et al.,

Malto-
oligoszacharidok

CRITTENDEN &
PLAYNE, 1996

bifidogén hatas

oligoszacharidok 2001

Xilo- - . VAZQUEZet al.,
oligoszacharidok prebiotikus hatds 2000

Izomaltulo- bifidosén hatds NAKAJIMA &
oligoszacharidok & NISHIO, 1993

bifidogén hatas,
Anvatei antiadheziv,
| anyate) antimikrébés hatds BODE, 2006
oligoszacharidok

glikom-modosité szerep
immunmoduldlé hatds

2.1.3 Fiziko-kémiai tulajdonsdagok

Az oligoszacharidok vizben old6dé vegyiiletek. Edesitd képességiik a szacharzndl kisebb
(kb. 30 — 60%). Az édesitd hatasuk fligg a kémiai szerkezettdl, az oligoszacharid polimerizacios
fokatol és a termékben jelen levé mono- és diszacharidok mennyiségétdl (CRITTENDEN &
PLAYNE, 1996; VORAGEN, 1998). DELZENNE (2003) szerint a lanchossz novelésével csokken az

oligoszacharidok édesitd értéke. E tulajdonsaguk alkalmas lehet olyan élelmiszerek gydrtasandl,

ahol a szachardz felhaszndldsa korldtozott a tilzott édesitd képessége miatt. Az oligoszacharidok
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haszndlhatok ,,duzzaszté” anyagként mesterséges édesitOszerekkel egyiitt (példaul aszpartdm,
szukral6z), ahol az adalékanyagok ut6izének elfedése a cél.

Az oldatuk viszkozitdsa fiigg a polimerizaltsaguktol: minél nagyobb a molekulatomegiik annal
viszk6zusabbak. Az egyes oligoszacharid tipusok stabilitdsa is nagymértékben eltér, ez fiigg a
felépité cukoregységektdl, a gyliriis és anomer szerkezettél valamint a kotés tipusétdl. Altaldban
a B-kotés erdsebb az a-kotésnél, és a hexdzok erdsebben kotdttek, mint a pentézok (MUSSATTO
& MANCILHA, 2007). Az élelmiszerekben 1évé oligoszacharidok azonban pH 4 alatt és
hokezelés, vagy hosszantartd szobahOmérsékletli tarolds hatdsara hidrolizdlédhatnak, igy
elveszitve taplalkozasi és fizikai-kémiai tulajdonsdgaikat (MUSSATTO & MANCILHA, 2007).

Az oligoszacharidok haszndlhaték mélyhiitott ¢élelmiszerek fagyasztasi hdémérsékletének
megvéltoztatdsdara és a hodkezelt termékek Maillard reakcié éltal okozott barnuldsdnak
csokkentésére. Fokozott nedvesség-visszatartdsi képességgel is rendelkeznek, amely
megakadadlyozza az élelmiszerek tdlzott kiszaraddsat. Kis vizaktivitast biztositanak, ami alkalmas
lehet mikrobioldgiai szabdlyozasra. Emellett az oligoszacharidok a keményitd retrogradacio erds
inhibitorai (PRAPULLA et al., 2000; MUSSATTO & MANCILHA, 2007). Kimutattdk azt is, hogy az
oligoszacharidok segitik a mikroorganizmusok stabilitdsdnak megdrzését a fagyasztva szaritas és

tarolas soran (CACELA & HINCHA, 2006; SCHWAB et al., 2007; TYMCZYSZYN et al., 2012).

2.2 Oligoszacharidok eldallitasa fizikai és kémiai modszerekkel

A funkcionalis oligoszacharidok egyre ndvekvd alkalmazasa (az élelmiszer-, gyogyszer-,
kozmetika- €s agrokémiai iparban) sziikségessé teszi a nagyléptékli gyartdsi technoldgidk
kidolgozasat.

A kémiai és fizikai médszerek alkalmazdsa nem terjedt el. Ennek elsddleges oka a heterogén
termékszerkezet, szintézis kisfoku specifitdsa és a bonyolult tobblépéses gyartastechnoldgia.

A kovetkezd fizikai modszerek ismertek: mikrohulldimd besugarzds, ultrahang és ionizdld
sugarzas (BEKERS et al., 2005; AL-ASSAF et al., 2007; GIESE et al., 2010). A kémiai médszerrel
torténd eldallitasra is tobbféle technika ismert. A hémérséklet és a pH drasztikus valtoztatdsaval
eléallithatok oligoszacharidok (SCHMID et al., 2001; CARVALHEIRO et al., 2004; MIYAZAWA &
FuNAzUKURI, 2006). Az oligoszacharidok kémiai szintézisének legnagyobb problémdja a
régioszelektivitds biztositdsa. Ennek az az oka, hogy a szénhidritoknak szdmos hasonld
reaktivitdssal rendelkezd hidroxil csoportja van, igy a régioszelektivitds elérése komplex és
koltséges feladat. Tovabbi probléma a viszonylag alacsonya hozam, a keletkezett izomerek
elvdlasztdsa és a nehezen megoldhat6 a 1éptéknovelés. Az irodalomban taldlhaté (MULLER et al.,
1995), néhany kutatési célra felhasznalt bioldgiai jelentdségli szénhidrat/oligoszacharid kémiai

eloallitasi eljaras (pl.a-(1-2)-kotést diszacharid szarmazék, cukorszarmazék tartalmt szénhidrat-
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mimetikum). Altaldnos vélemény, hogy a kémiai oligoszacharid szintézis ma még nem
alkalmazhato ipari 1éptékben az élelmiszer- illetve gyogyszeriparban (MAITIN & RASTALL, 2007;
WEIERS et al., 2008).

A kémiai moédszerek fejlesztésének ) irdnyzata a szilard fazisi oligoszacharid szintézis. A
szilard fazisu oligoszacharid szintézis elénye, hogy a felépiild molekula erésen kotédik az
oldhatatlan hordozohoz, igy a termék kinyerése és tisztitdsa konnyen megvaldsithatd (egyszerti
mosassal és sziiréssel), a reakcid a szintézis barmely szakaszaban megszakithatd, a konverzid
nagy reagens koncentracioval novelhetd, és a felesleg a reakcid lejatszoddsa utan egyszeriien
eltavolithaté (PLANTE et al., 2001).

A kémiai moddszerek kozé sorolhaté az alkdli izomerizdcié is, mellyel lakt6zbdl laktuldz
szintetizalhat6. A reakci6 sordn a laktoz, gliik6z részét frukt6zza alakitjak (AIDER & HALLEUX,

2007).

2.3 Oligoszacharidok kinyerése természetes forrasbol

Az élelmiszerek és az élelmiszeripari nyersanyagok (zOldségek, gylimolcsok, tej, méz)
természetes formaban is tartalmazhatnak fontos oligoszacharidokat (GIESE et al., 2010). Ezen
oligoszacharidok kinyerésének legegyszeriibb formdja az extrakcié. Az extrakcids eljards
alkalmazdsar6l foként a szoja és inulin alapi oligoszacharidok kinyerésével kapcsolatban
jelentek meg kozlemények (KU et al., 1976; KAUR & GUPTA, 2002; KM et al., 2003; HU et al.,
2007;WANG et al., 2010).

A szdjabab és mas hiivelyes ndvények nagy mennyiségii galaktozil-szachar6z oligoszacharidokat
(pl. raffindzt, sztachiézt) tartalmaznak, melyek kinyerése megval6sithat6 extrakcidval (KU et al.,
1976; KM et al., 2003; WANG et al., 2010). Az eljarast mar ipari méretben is alkalmazzdk a
Calpis Food Industry Co. cégnél (Japéan).

A természetben eléforduld szénhidratok masik jelentds képviseléi a fruktanok (pl. inulin),
melyek szamos novényben (foként a Liliaceae, Amaryllidaceae, Gramineae és Compositae
csalad tagjaiban) megtaldlhatok. Az inulin extrakcidja (a szdja-oligoszacharidokhoz hasonléan)
is mdr iparilag megvalositott, melyhez foként két alapanyagot alkalmaznak, a cikéria (Cichorium
intybus) és a csicsOka (Helianthus tuberosus) gumdjat (KAUR & GUPTA, 2002; HU et al., 2007).
A kidolgozott technoldgia hasonlé a cukorrépa alapi szachardz eldallitasahoz (NINESS, 1999) .
Az ipari inulin extrakciénak nagy jelentdsége van az inulin alapd frukto-oligoszacharidok
eléallitasaban.

A xilo-oligoszacharid el6allitds szubsztrdtumat a xildn poliszacharidot szintén extrakcidval

nyerik ki, f0ként kukoricacsutkabdl (CRITTENDEN & PLAYNE, 1996, YANG et al., 2005).
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2.4 Oligoszacharidok eléallitasa enzimes technoldgiaval

Az utébbi években az enzimes oligoszacharid eldallitds valt elsddlegessé a technologiai
fejlesztésekben. Az enzimes szintézissel kikiiszobolhetok a kémiai eljarasok problémai, mint pl.
az izomerek keletkezése, a reakcidlépések nagy szdma, a régio- és sztereospecifitds hidnya
(MORACCI et al., 2001; MAITIN & RASTALL, 2007). Biokatalizatorok alkalmazasaval akar
egylépésben megoldhaté egyes oligoszacharidok specifikus eldallitdsa. Az oligoszacharid
szintézist katalizal6 enzimek eldéllitasa elsdsorban szubmerz fermenticidval torténik. A rogzitett
biokatalizatorok folyamatos eljardsokban alkalmazhaték és néhdny rogzitési modszernél a
hordozék tjrahasznosithatok, igy gazdasagossd tehetd felhasznalasuk. A biokatalizisben

elsdsorban glikozidazokat és glikoziltranszferdzokat alkalmaznak.

2.4.1 Glikoziddzok (GH)
A glikoziddzok (glikozil hidroldzok, EC 3.2.1.X) széles korben el6forduld hidroldzok, amelyek a

glikozidos kotések hasitasaért feleldsek. Mar tobbezer glikoziddz enzim ismert a természetben,
amelyek segitségével gyakorlatilag minden glikdn kotés lebonthaté. A biotechnoldgiai
fejlesztéseknek koszonhetden ma mar sok glikoziddz készitmény kaphaté kereskedelmi
forgalomban. A GH-ok a glikobiologia szamos teriiletén alkalmazhatok. Segitségiikkel
informéciot szerezhetliink glikozidos kotésekrdl és/vagy egyszerlsithetiink  glikozidos
szerkezeteket. Emellett figyelemre méltdo a glikohidrolazok ¢lelmiszeripari jelentOsége is,
kiilonosen a tejipari folyamatokban val6 részvételiik.

A glikoziddzok szubsztratum specifikussdga igen valtoz6. Néhany glikoziddz ipari
alkalmazdsdndl eldnyos lehet a kis szubsztradtum specifikussag, amely azt jelenti, hogy tobb fajta
szubsztratumot is termékké lehet alakitani. Emellett egyes glikoziddzok nagy szubsztratum
specifikussaggal rendelkeznek, ami hasznos lehet az egyes gydgydszatilag vagy iparilag fontos
gliko-protein vagy mads glikostruktira szelektiv mddositdsidban, vagy komplex szerkezetek
vizsgélatdban (FILICE & MARCIELLO, 2013). Mind az exo-, mind az endo-glikoziddazok fontos
bioldgiai folyamatok résztvevdi. In vivo ezek az enzimek hasitjdk el a glikozidos kotéseket, in
vitro azonban a reakciokoriilmények €s az enzimforrds gondos megvalasztasaval glikozidok
szintézisére is alkalmazhatok (PALCIC, 1999; FILICE & MARCIELLO, 2013). Szintézis céljara
foként exo-glikoziddzokat hasznalnak.

A GH-ok t6bb mint 100 kiilonb6z6 enzimcsalddot foglalnak magukban, melyek annak ellenére,
hogy nagy diverzitdst mutatnak térbeli szerkezetiiket tekintve (pl. mdsodlagos fehérje szerkezet,
aktiv centrum) hasonl6 jellegzetességeket mutatnak. (HANCOCK ef al., 2006; FILICE &

MARCIELLO, 2013). A glikohidroldz enzimek aktiv centrumdaban, eredetiiktdl fiiggetleniil, két
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eltérd disszocialt allapota karboxil oldallanc taldlhato, amelyek altaldnosan 7-11 A (angstrom;
1A = 0,1 nm) tavolsagra helyezkednek el egymastol.

A glikoziddzok megtartd és invertdld tulajdonsaguk alapjan is megkiilonboztethetdk, attol
fliggden, hogy a donor molekula anomer kotésének sztereokémidja valtozatlan marad
(a—a, B—P) vagy invertalodik (a—p). A glikozidazok altal katalizalt hidrolizis hdromféle
mechanizmus szerint jatszédhat le. Mindhdromra jellemzd, hogy viz belépésével torténd
sav/bazis reakci6 katalizdlta hasitdis megy végbe, melyben a karboxil oldallancok

kulcsfontossagu szerepet jatszanak (FILICE & MARCIELLO, 2013).

[ sav/bazis ]
/1|{ ROH
Oi H= OH
H/ -oj o HO_ o
i Y
[ nukleofil ]
[ sav/bazis ]
B coe 0o oo
H ROH \oH
e o — (o) —\Q —H — o
Howﬁon HO- L\ HO~ ) _OH
©__o o (o] ©O_o
Y Y Y
[ nukleofil ]
sav/bazis ]
(‘ 0/§ [ _OA o HOA o
/{;l{ 70 RC:H (\- )
HOE;&\/\OR —— Ho\h_\:’)\o:fb“ﬁ HO\‘_\;'/&/OH
m ) [ Co B
»
s
-OYO —0\?0 -0\?0
[ nukleofil ]

4. abra: A. Invertal6 hidrolaz mechanizmusa
B. Megtart6 hidrolaz mechanizmusa
C. B-N-acetil-hex6zaminiddz mechanizmusa
(FILICE & MARCIELLO, 2013)

Az invertald mechanizmus egy kozvetlen kicserélodési folyamat, ahol a glikozidos kotés
hasitdsa kozvetleniil egy aktivédlt vizmolekula daltal torténik, amely az anomer szénatom
inverzi6jdhoz vezet (4.A. dbra).
A konformaciot megtarté mechanizmust el6szor KOSHLAND (1953) irta le. Ebben az esetben az

enzimek egy kétlépéses, dupla kicserélédésen alapulé mechanizmussal katalizdlnak, amely az

anomer szénatom sztereokémiai szerkezetének a megtartdsdhoz vezet (4.B. dbra).
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A glikoziddzok egyes tagjai egy ugynevezett szubsztratum-tamogatott (,,substrate-assisted”)
mechanizmus utat katalizdlnak (4.C. dbra). E reakcié sordn a szubsztratum funkcids csoportja
részt vesz a katalizisben. A folyamatot a donor molekula sztereokémiai dllapotdnak megtartasa

jellemzi (DALL’ACQUA & CARTER, 2000; FILICE & MARCIELLO, 2013).

2.4.1.1 Szintézis

Az elmult években az oligoszacharidok enzimes eldallitdsa valt szamos kutato altal valasztott
modszerré (CANEDO et al., 1999; CHITRADON et al., 2000; HOMANN & SEIBEL, 2009). Az
oligoszacharidok e modon torténd szintézise soran ugyanis kikiiszobolhetok a kémiai mdédszernél
fellépd problémak, mint pl. izomerek keletkezése, reakcidlépések nagy szdma, régio- és
sztereospecifitds hianya. Tovabbi elénye, hogy valtozatos reakciokoriilmények kozott
alkalmazhaté (MORACCI et al., 2001; MAITIN & RASTALL, 2007). Az enzimes technoldgidval
akdr egylépéses reakcid segitségével megoldhat6 az oligoszacharidok eldallitdsa. A glikoziddzok
konnyen elérheték kiilonbozé forrdsokbol (mikroorganizmusok, novényi és dllati sejtek),
ellenalldak kiilonb6z6 szerves oldoszerekkel szemben, a reakciéhoz nem igényelnek
kofaktorokat (PALCIC er al., 1999). Elonyiik a glikoziltranszferazokkal szemben, hogy nem
sziikséges draga nukleotid aktivalt donor szubsztratum a reakci6hoz, valamint kevésbé dragdk
(ICHIKAWA et al., 1992). Hatranyuk azonban, hogy a szintetizalt termék az enzim
szubsztraitumava valhat és hidrolizdlhatja azt. E problémdra megoldast jelenthet a
termékhidrolizis minimalizdldsa, amely a reakcié koriilmények (pH, donor molekula
mennyiségének, kevert oldoszer jelenlétének) optimdldsaval érhetd el (AKAIKE et al., 2004;
FILICE & MARCIELLO, 2013). Alkalmazasukat héttérbe szorithatja az alacsony termékhozam,
valamint az, hogy az Aaltaluk katalizalt transzglikozildciés reakcidk sordn régio-izomerek
keletkezhetnek (az akceptor molekula szerkezetétdl fliggéen), ami problémat okozhat a termék
tisztitdsanal (PALCIC, 1999; MORACCI et al., 2001). A glikoziddzok alkalmazdsat korlatozo
tényezOk elkeriilésére a mutans glikozidazok létrehozésa, illetve a szubsztraitum mérnokség
jelenthet megolddst. Mar szdmos kutatd foglalkozott mutdns glikoziddzok, mds néven
glikoszintazok eldallitasaval (OKUYAMA et al., 2002; PERUGINO et al., 2004).

Az oligoszacharidok szintézisére alkalmas legtobb glikoziddz enzim exo-glikozidaz tipust,
amelyek monoszacharid egység atvitelét katalizdljdk egy akceptor szubsztratum nem-redukald
termindlis monoszacharid egységére. A glikoziddzok esetében a glikozil donor molekula lehet
monoszacharid, oligoszacharid vagy aktivalt glikozid. Mind az invertdl6, mind a megtartd
GH-ok képesek szénhidrat szintézisre, azonban kiilonb6z6 mechanizmussal. Az invertald
enzimek egy kondenziciés reakciét katalizdlnak (egyensuly-kontrolldlt szintézis/reverz

hidrolizis), a megtart6 enzimek emellett képesek transzglikozildcids reakciét is katalizdlni
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(kinetikailag kontrollalt szintézis/transzglikozilaci) nagy akceptor koncentracié (ami nem viz)
jelenlétében (PALCIC, 1999; MAITIN & RASTALL, 2007).

Magyar kutaték, FEKETE és Kiss (2012) elsoként cafoltak ezen megallapitast, ugyanis olyan
invertdl6 mechanizmussal rendelkezd Thermobifida fusca eredetli rekombinans B-D-xilozidédzt
allitottak eld, amely képes xilobiéz és p-nitrofenil-B-D-xilopiranozid szubsztratumokon

transzxilozilaciot katalizalni.

Reverz hidrolizis

A glikoziddzok képesek a glikozidos kotések hasitasdra és 1étrehozdsara is. A reverz hidrolizis
egy termodinamikailag kontrolldlt reakcid, amely a glikozid hidrolizis megforditdsat jelenti. A

reverz hidrolizis sémdja az 5. dbran l4thatd, ahol A és B glikozil egységeknek felelnek meg.

Glikozidaz
A—B+H,0

A—H+B-0OH

5. abra: Reverz hidrolizis reakcio (MONSAN & PAUL, 1995)

Abbdl a célbdl, hogy a reakcid egyensulyat a termékképzés iranyaba forditsak, kiilonbdzo
modszereket alkalmaznak. Az egyik legelterjedtebb moddszer a hidrolizis termék (pl.
monoszacharidok) koncentriciéjanak (70 — 80%-ra) novelése (JOHANSSON et al., 1989; AJISAKA
et al.,1995) és ezzel a vizaktivitas csokkentése. A viztartalom csokkentése szerves olddszerek
alkalmazdsdval is megoldhat6 (CROUT & VIC, 1998; BALOGH et al., 2004). HOomérséklet
emelésével (50 - 60 °C-ra) gyorsithaté a reakcié lejatszoddsa (AJISAKA et al.,1995; MAITIN &
RASTALL, 2007). A modszer eldnye az egyszerliség, mellyel mind homo-, mind hetero-
oligoaszacharidok szintézise lehetséges (RASTALL et al., 1992).

Reverz reakcidval mar nagy hatékonysaggal allitottak el6 mann6zbol manno-oligoszacharidokat,
a-mannoziddz enzim (EC 3.2.1.24) felhasznédldsdval (DELZENNE & ROBERFROID, 1994). A
manno-oligoszacharidok eldallitds jelentdsége, hogy szdmos glikoprotein épitékdvei és
bizonyitottan anti-adhezids tulajdonsaggal rendelkeznek (MAITIN & RASTALL, 2007). A
manndzbol torténd oligoszacharid szintézis egyik eldnye, hogy a szubsztratum j6 oldhatésagdnak
koszonhetden a nagy koncentracié alkalmazdsa nem okoz technoldgiai problémat. Eddigi
tanulmanyokban reverz hidrolizisre kardbab (Canavalia ensiformis) (JOHANSSON et al., 1989;
RASTALL et al., 1992), mandula, tengeri kagylé (SINGH et al., 2000), Aspergillus phoenicus
(ATHANASOPOULOS et al., 2004), Aspergillus niger (SINGH et al., 2000), Penicillium citrinum
(MAITIN & RASTALL, 2004) eredetli a-mannoziddz enzimeket vizsgéltak. A kiilonb6zo eredetii

a-mannoziddzokkal eltérd szerkezeti termékeket allitottak el6. Az a- és B-glikkozidos kotéseket
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hasité6 enzimek valamint az a-galaktoziddz (EC 3.2.1.22) is katalizdlhatnak reverz hidrolizis

reakciot, di- és oligoszacharidokat termelve (2. tabldzat).

2. tablazat: Kiilonb6z6 eredetii glikozidazok és reverz hidrolizis termékeik

Enzim Eredet Szubsztratum Termék Referencia

. mandula liszt
a-mannozidaz (Prunus manndz
amygdalus),

mannobidz a(1-6), a(1-2)

és a(1-3) kotéssel SINGH e at., 2000

mannobioézok a(1-2),
o(1-3), a(1-6) kotéssel

a-mannzidiz As;;eiri z'{lus mannéz mannotriézok o(1-2) és AJISA;;‘; Se tal,
& o(1-2) - a(1-6)
kotésekkel

1,2-0- Asperillus ) o(1-2)ktésti mannobiéz  SUWASONO &
mannoz

mannozidaz phoenicis és mannotriéz RASTALL, 1996

B-gliikozid4z Dalbergia gliikoz a(1-6) kotésii SRISOMSAP et al.,
cochinchinensis +fukéz fukozil-gliik6z 1999

Bacillus izomalt6z, nigerdz, MALA & KRALOVA,

o-gliikozidaz \ thermophilus gliikéz malt6z, kojibiéz 2000

CHITRADON et al.,
2000

o-amilaz Aspergillus keményito
licheniformis +akceptorok

heterooligoszacharidok

Candida a(1-6), a(1-3), a(1-2) HASHIMOTO et al.,

o-galaktozidaz guilliermondii galakiGz kotésii galaktobioz 2001

A reverz hidrolizist kiterjedten alkalmazzak O-glikozidok eldallitasara is (VULESON et al., 1990;
DROUET et al., 1994; VIC & CROUT, 1995; KOSARY et al., 1998; KOBAYASHI et al., 2000;
BALOGH et al., 2004). Az egyszerli cukrok (elsdsorban gliik6z) alifas alkoholokkal képzett
O-glikozidjai a nem ionos, feliiletaktiv anyagok egyik fontos csoportjat képezik, antimikrobds

tulajdonsagokkal rendelkeznek, valamint bioldgiailag lebonthatok (PANINTRARUX et al., 1995).
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Transzglikozildcio

A katalizis olyan transzfer reakcio, amelynél a végsd akceptor a viz. Ezekben a reakcidkban
gyakran jelenik meg egy kovalens kotésli enzim-szubsztratum intermedier. Ez az intermedier
teszi lehetové, hogy a glikozidaz enzimeket transzglikozilacié katalizisére haszndljdk (MONSAN
& PAUL, 1995). A transzfer reakcidéban az enzim egy glikozid szdrmazékrdl glikozil egységet
visz at egy hidroxil csoportot tartalmazé akceptor molekuldra. A glikoziddzok 4ltal katalizalt
transzglikozilaciot a 6. dbra mutatja, ahol A-B a glikozid donor, E a glikozidaz és C az akceptor

molekula.

+C
A—B+E B+E—A¥A—C+E
+ H:20
E+ A

6. abra: Transzglikozilacios reakciéo (MONSAN & PAUL, 1995)

A kinetikailag kontrolldlt reakcidban a keletkezett A-C termék késdbbi lehetséges szubsztratuma
a glikozidaz enzimnek. A végsé hozam fokozhat6 a donor-akceptor koncentricié novelésével, a
vizaktivitds csokkentésével, a végsé termék reakciokozegbdl torténd folyamatos eltdvolitdsaval
illetve a megfeleld szerkezetli akceptor molekula kivdlasztdsdval, amellyel befolydsolhat6 a

keletkezett termék glikozidos kotésének a tipusa is.

3. tablazat: Glikozidazok és transzglikozilacios termékeik

. Termék .
Enzim Donor Akceptor Referencia
Szerkezet
iy . . galakto-oligoszacharidok
p-galaktozidaz laktéz laktoz -D-Glu-(1-4)-[B-D-Gal-(1-6)-]n TORRES et al., 2010
B-fruktofuranozidaz szachar6z szachardz frukto-oligoszacharidok CRITTENDEN &
a-D-Glu-(1-2)-[B-D-Fru-(1-2)-]n PLAYNE, 1996
lakto-szachar6z
o2 . . MUSSATTO &
p-fruktofuranozidaz  szacharéz laktéz  B-D-Gal-(1-4)- olt:-r]i-Glu-( 1-2)-B-D- MANCILHA, 2007
a-oliikozid4 maltéz liikéz izomalto-oligoszacharidok CRITTENDEN &
glukozicaz & [a-D-Glu-(1-6)]n PLAYNE, 1996
ol kanidd P P gentio-oligoszacharidok MUSSATTO &
B- gliikozidaz gliik6z gliik6z [B -D-Glu-(1-6)]n MANCILHA, 2007

A legtobb esetben a glikohidrolazok transzglikozilacids reakcidjat alkalmazzdk oligoszacharidok

eldallitasra, mivel ennek sebessége és hozama nagyobb a reverz hidrolizishez képest. Szamos
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példa van a glikozidazok transzglikozilacios képességének alkalmazdsdra az élelmiszeriparban is
(3. tdblazat).

A GH-ok kozill a pB-galaktozidazok (EC 3.2.1.23) a legjelentosebbek az élelmiszeriparban,
mivel alkalmazasukkal lebonthat6 a tej laktéz tartalma illetve értékes galakto-oligoszacharidok
szintetizdhatok. Ezen oligoszacharidokat a lakt6zbdl allitjak elé a B-galaktoziddz (laktdz) enzim
altal katalizalt transzgalaktozilacidés reakcioval (NGUYEN et al., 2015). Szubsztratumként
altaldban tejsavobol kinyert nagy koncentraciéji laktézt alkalmaznak. A reakcid fo termékei
triszacharidok (4- vagy 6-galaktozil-lakt6z), de szintetizdlédhat négyes vagy anndl nagyobb
polimerizaltsdgu oligoszacharid is (MUSATTO & MANCILHA, 2007; GOSLING et al., 2010; TORRES
et al., 2010). A P-galaktoziddz enzimek alkalmazdsidval nem csak oligoszacharidok
szintetizdlhaték. CARDELLE-COBAS és munkatdrsai (2008) kimutattdk, hogy a Pectinex ultra
SP-L kereskedelmi enzimkészitményben 1év0 (Aspergillus aculeatus eredetll) B-galaktoziddz
enzim galakto-oligoszacharidok mellett képes glicerin jelenlétében galaktozil- és digalaktozil-
glicerolt is szintetizdlni. Szintén bizonyitottdk, hogy ez az enzim alkalmas laktul6z alapu
oligoszacharidok eldallitasara is (CARDELLE-COBAS et al., 2008). Késobb ezt a képességet a
Kluyveromyces lactis eredetli B-galaktoziddzzal is igazoltdk (CARDELLE-COBAS et al., 2011).

Az oligoszacharidok masik jelents csoportja a frukto-oligoszacharidok, amelyek eléallitasa
szachar6z szubsztraitum felhasznaldsaval torténik (NGUYEN et al., 1999). A transzfruktozilacids
reakcié elve, hogy a B-fruktofuranozidaz (EC 3.2.1.26) képes a szachar6z molekuldrdl egy
frukt6z egységet atvinni egy madsik szachar6z molekuldra. Ennek eredményeként kiilonbozo
polimerizaltsdgi foku frukto-oligoszacharidok keletkezhetnek (1-kesztéz, 1-nisztéz, fruktozil-
niszt6z). Az irodalomban szamos példa taldlhaté P-fruktofuranoziddz enzim izoldldsdra és
oligoszacharid szintézisre (WIN et al., 2004; ALVARO-BENITO et al., 2007; YANG et al., 2008;
YOSHIKAWA et al., 2008). A frukto-oligoszacharidok szintézise soran melléktermékként fruktéz,
glik6z keletkezik és szachar6z is visszamarad a reakcidelegyben. A nem kivanatos
szénhidritokat kromatogréfids eljardssal tavolithaték el a termékbdl (CRITTENDEN & PLAYNE,
1996; KUNN et al., 2012).

A B-fruktofuranoziddz enzim madsik felhasznéldsi médja is ismert, a lakto-szachar6z szintézis. Ez
esetben viszont a szachar6z frukt6z alkotdja egy laktéz molekuldhoz kapcsolddik. A triszacharid
bifidogén hatdsa bizonyitott (CRITTENDEN & PLAYNE, 1996, MUSATTO & MANCILHA, 2007).
Emellett jelentek meg tanulmanyok arrdl, hogy B-fruktofuranoziddz enzimmel lehetdség van
fruktozil-szteviozid (SUZUKI et al., 2002), tio-fruktofuranozid (NAKANO et al., 2000) és neo-
frukto-oligoszacharid (a glikéz és a fruktoz molekula kozott P(2-6)-kotés) eldallitasara is

(GIMENO-PEREZ et al., 2014).
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A transzglikozilacids reakcidt katalizalé enzimek kozé sorolhat6 az a-gliikozidaz (EC 3.2.1.20)
is, melyet az izomalto-oligoszacharidok eldallitdsara alkalmaznak. E szénhidratok eldallitasa
kétlépéses enzimkatalizissel torténik. Elsd Iépésben a keményitd folyositasa torténik a-amildzzal,
majd a masodik 1épésben a folyodsitott keményité kezelése P-amildz és a-gliikkoziddz enzim
felhasznalasaval. A masodik fazisban a folyositott keményitdbdl képzddott maltéz, az
a-gliikozidaz 4ltal katalizalt transzgliikozildcié révén 4talakul izomalto-oligoszachariddd. Az
izomalto-oligoszacharidok a(1-6) kotésti gliikoz egységekbdl allnak, azonban a reakcid soran
keletkezhetnek olyan oligoszacharidok is, amelyek a(1-4) kotést is tartalmaznak (pl. pandz). Az
izomalto-oligoszacharidok bifidogének és prebiotikus élelmiszer-dsszetevoként alkalmazhatok
(MUSSATTO & MANCILHA, 2007; CRITTENDEN & PLAYNE, 2009). Az a-gliikkoziddzok transzferdz
aktivitdsdnak tanulmédnyozdsdval szdmos kutat6é foglalkozik. KURIMOTO és munkatarsai (1997)
biszubsztratum rendszerben vizsgaltdk oligoszacharidok eldallitasat Aspergillus niger eredetli
a-gliikoziddzzal. Donor molekulaként maltotetradzt, akceptorként trehaldzt alkalmaztak. Az
altaluk szintetizalt termékek a kovetkezdk voltak: a-izomaltozil-glikkozid, a-izomaltotriozil-
gliikozid ¢és a-izomaltozid. HUNG €s munkatdrsai (2005) mélytengeri Geobacillus eredetii
a-gliikoziddzzal kimutattdk, hogy szdmos szénhidratot képes szubsztratumként felismerni
(szachar6z, mint donor és akceptor, szorb6z mint akceptor), emellett akceptorai nem csak
cukormolekuldk lehetnek (pl. kloramfenikol, szalicin, kortizon). ANDREOTTI és munkatarsai
(2006) Aplysia fasciata eredetli a-gliikkoziddz tanulmdnyozdsa sordn azt tapasztaltdk, hogy az
enzim képes volt a szachar6z, a cellobidz, €és a piridoxin gliikozildldsara, valamint pNP-di- és
triszacharidok szintézisére.

A B-gliikkozidaz (EC 3.2.1.21) enzim felhasznaldsaval is lehetséges oligoszacharidok szintézise.
A keményitd hidrolizisét kovetéen a P-glilkoziddz transzfer aktivitdsdval gentio-
oligoszacharidok képezheték. A moddszert mar az iparban is alkalmazzdk (MUSSATTO &
MANCILHA, 2007). Az enzim transzglikozildciés képessége felhaszndlhat6 alkil-glitkozidok
eldallitasara is (SVASTI et al., 2003). Emellett kimutattdk, hogy létezik olyan (Termotoga
neapolitana eredetll) B-glilkoziddz enzim, amely képes transzgliikozil reakciot katalizalni

cellobidz és laktéz szubsztratumokon (PARK et al., 2005).

Szintetikus szubsztrdtumok alkalmazdsa
A transzglikozilaciés oligoszacharid szintézis egyik ujabban vizsgalt terlilete a kiilonbozo
cukorszdrmazékok alkalmazhatésdgdnak kutatdsa. Szdmos kozlemény jelent meg az

enzimoldgidban széles korben hasznélt nitrofenil-cukrok alkalmazasardl (AJISAKA et al., 1994;

MURATA et al., 1997).
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A nitrofenil-cukrok mellett két 0 tipusu szintetikus szubsztratumot, a glikozil-fluoridot és a
cukor-oxazolint is vizsgaltdk. Ezeket a cukor szdrmazékokat a glikozilhidroldzok hatékonyan
befogadjak szubsztratumként és haszndlatuk szamos elénnyel rendelkezik (FILICE & MARCIELLO,
2013). A glikozil-fluorid esetén az enzimes reakcié sordna fluor atom hidroxil csoportként
viselkedik, igy meg tud kotddni az enzim aktiv centrumdban. Emellett a glikozil-fluorid
molekula stabilis szerkezete ellenére, az enzim vizes kozegben is konnyen képes a glikozil-
fluorid C-F kotését hasitani (WILLIAMS & WITHERS, 2000).

A cukor-oxazolin szintén hatékony glikozil-donor, mivel a megtart6 reakcié mechanizmusban az
oxazol utdnozza a szubsztratum tdmogatott (ES) 4tmeneti allapotot. Gyakorlatilag kevesebb
donor molekula jelenlétével novelhetd a biokonverzié hatékonysaga. Ezzel az egyszeri
technikdval mar szdmos glikozil szerkezetet szintetizdltak (FILICE & MARCIELLO, 2013).
Legujabban a glikozil-azidok is nagy figyelmet kaptak az oligoszacharidok szintézisében. Ez
annak koszonhetd, hogy konnyebben, nagyobb hozammal 4allithatok elé mint a nitrofenil-
szarmazékok. Emellett oldhatésdguk is nagyobb. E szénhidrit donort alkalmazva, a C-N kotés
bontdsa oligoszacharid terméket eredményez. A reakcidban rész vesznek a [-N-acetil-
hex6zaminiddzok, a-mannozidézok, B-gliikozidazok és B-galaktoziddzok (FIALOVA et al., 2005;

BOJAROVA et al., 2007;COBUCCI-PONZANO et al., 2009).

Mutdns glikoziddzok (glikoszintdzok) alkalmazdsa

Kétségteleniil a glikoziddzok alkalmazdsdnak egyik legnagyobb hatrdnya, hogy az
oligoszacharid szintézis sordn keletkezd termék az enzim szubsztratumdvd valik, igy csak
mérsékelten jo hozam érhetd el. A hozamnovelés muticids technikdval megoldhatd, mellyel az
enzimek egy 0j csoportja allithato eld, a glikoszintazok (GS-ok) (MACKENZIE et al., 1998). A
glikoszintdzok képesek nagy hozamu glikdn szintézisre, az eldallitott termék hidrolizise nélkiil.
A mutéci6 sordn a katalitikus hely nukleofil részét egy nem-nukleofil részre (pl. alanin) cserélik,
melynek kdszonhetden az enzim nem képes hidrolizis reakciot katalizalni viszont alkalmas
glikozidos kotések kialakitdsara (FILICE & MARCIELLO, 2013).

A glikoszintdzok hatdsmechanizmusat tekintve is megkiilonboztetiink endo- és exo-
glikoszintazokat illetve megtartd €s invertdld glikoszintdzokat (MACKENZIE ef al., 1998; HONDA
& KITAOKA, 2006; UMEKAWA et al., 2010). Alkalmazasukkal oligoszacharidok, poliszacharidok
és glikokonjugdtumok széleskori eldallitasa lehetséges. A glikoszintaz eldallitasrol és
alkalmazasrol elsdként WITHER és kutatocsoportja (WANG et al., 1994, MACKENZIE et al., 1998)
szamolt be (Agrobacterium sp. B-glikoziddz mutdns). Kisérletiikben az enzim katalitikus
helyének nukleofil részét (Glu358) alaninra cserélték. Az igy eldallitott glikoszintdz (Glu358Ala

mutdns) elvesztette hidrolitikus aktivitdsat és képessé valt B-D-glikozil oligoszacharid
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szarmazékok eldallitasara, a-glikozil-fluorid (a-galaktozil-fluorid) és 4-nitrofenil-glikozid
szubsztratumok alkalmazasédval. Ez 80% feletti hozamot eredményezett. MAYER és munkatarsai
(2000) hasonlé6 moédon a nukleofil rész (Glu358) szerinre vald cseréjével 24-szeresre novelték a
szintézis hatékonysagit. Az mutans enzim (Glu358Ser mutéans) felhaszndldsaval a 4-nitrofenil-
acetil-gliilkézamint glikozildltdk. A szintetizdlt 4-nitrofenil-B-N-acetillaktézamin értékes
prekurzora a sejtfelszini antigéneknek.

A B-D-mannozid kotések glikoszintazzal torténd 1étrehozéasat szintén nagy érdeklédés ovezi. Ez
annak koszonhetd, hogy e kotéstipus szamos bioldgiai rendszerben megtaldlhatd (kiilonosen a
glikoproteinekben), és kémiai modszerrel az egyik legnehezebben eldallithatd glikozidos kotés
(GUNTHER & KUNz, 1992; FILICE & MARCIELLO, 2013). NASHIRU és munkatarsai (2001)
sikeresen dllitottak el mannoszintdz enzimet egy megtartd B-mannozidazt kdodold gén
mutdcidjaval. Az enzim felhaszndlasdval o-D-mannozil-fluoridbdl szintetizaltak P(1-3)- és
B(1-4)-mannozidokat nagy hozammal (70%). JAHN és munkatdrsai (2003) ugyanazon
szubsztratum alkalmazdsaval B(1-4) kotésti manno-oligoszacharidok eldallitasat valdsitottadk meg
a Cellvibrio japonicus eredetli mannanszintdz enzimmel. Ezen kiviil szdmos 4] glikoszintdzt
allitottak eld, amellyel B-glikozidos kotések szintézise kivitelezhetd.

Az a-gliikoziddz mutansok eldallitasaval kapcsolatban is folynak kutatdsok. Els6ként OKUYAMA
€s munkatdrsai (2002) irtdk le az a-gliikoszintdz reakcidt. Schizosaccharomyces pombe
a-gliikoziddz enzimének Asp481 nukleofil csoportjat cserélték glicinre. A mutdns enzim
(D481G) felhasznaldsaval o-gliikozidos kotéseket hoztak 1étre, azaz a-konfiguraciéju
oligoszacharid szarmazékok eldallitasat végezték B-gliikozil-fluorid és 4-nitrofenil-a-gliikkozid

szubsztratumok alkalmazasaval.

2.4.1.2 Hidrolizis

Glikozidazok hidrolitikus aktivitasat felhasznélva is van lehetdség oligoszacharidok eldallitasara.
Poliszacharidok hidrolizisével torténd eldallitasuk endoglikoziddzok alkalmazasaval torténik. A
hidrolizis alkalmazdsdnak a frukto-oligoszacharidok (inulin), a malto-oligoszacharidok
(keményitd) illetve a xilo-oligoszacharidok (xildn) eldallitisdban van jelentds szerepe
(CRITTENDEN & PLAYNE, 1996; SINGH & SINGH, 2010). A glikozid hirolizis alkalmazdséra

lathaté néhany példa a 4. tablazatban.
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4. tablazat: Példak enzimes hidrolizissel torténé oligoszacharid eloallitasra

Glikozidaz Szubsztratum Termékszerkezet Referencia

frukto-oligoszacharidok
endo-inulinaz inulin (fruktéz)n-glitkéz SINGH & SINGH, 2010
B(2-1) és a(1-2) kotéssel
xilo-oligoszacharidok
endo-xilanaz xilan (xil6z)n
B(1-4) kotéssel
malto-oligoszacharidok
o-amilaz keményitd (Gliik6z)n
a(1-4) kotéssel
kitozan-oligoszacharidok
(2-acetamido-D-gliik6z- KIM & RAJAPAKSE,
2-amino-D-gliik6z)n 2005
B(1-4) kotéssel
arabino-oligoszacharidok
(arabindz)n WESTPHAL et al.,
a(1-5) kotésh lanc, 2010
a(1,2,3,5) elagazasokkal

CRITTENDEN &
PLAYNE, 1996

CRITTENDEN &
PLAYNE, 1996

kitozanaz kitin/kitozan

endo-arabinanaz
arabino- arabinan
furanozidaz

Az inulin egy természetben el6forduld poliszacharid, amelyet mar sikeresen alkalmaznak frukt6z
szirupok eldallitasara. Az endo-inulindz (EC 3.2.1.7) enzim felhaszndlasaval azonban e
szubsztratumbdl frukto-oligoszacharidok 4llithatok eld6. Az inulin hidrolizisével kapott
oligoszacharidoknak 2 tipusa van: GFn (egy gliikoz egységbdl és hozzd kapcsolodd fruktoz
egységekbdl all) és Fn tipus (csak fruktdézbol felépiild OS) (VORAGEN, 1998, CHi et al., 2011). A
GFn tipus bemutatdsa mar a transzfruktozilacios eldallitas soran megtortént (2.4.1.1 fejezet).
Szamos kutatd végzett tanulményt e teriileten. YUN és munkatdrsai (1997) ddlia gumé eredetii
inulin hidrolizisét végezték kereskedelmi inulindz enzim készitménnyel (Novozyme 230). A
hidrolizis termékeként DP,-DP¢ polimerizaltsagi fokt oligoszacharidok képzddtek. Ugyanebben
az évben egy hasonlé publikicié jelent meg a kutatdcsoporttol, amelyben mar anioncseréld
gyantdra (Diaion WA30) rogzitett Pseudomonas sp. eredetli inulindz enzimet alkalmaztak az
inulo-oligoszacharidok eléallitasara. Késébb YUN és munkatdrsai (2000) egy masik hordozét
(polisztirénWofatit UF93) alkalmaztak az enzim rogzitéséhez. KiM és munkatdrsai (1997)
szintén egy Pseudomonas sp. eredetli inulindz enzimmel allitottak elé oligoszacharidokat. A
Pseudomonas sp. eredetli inulindz gént sikeriilt klénozni az E. coli HBIOI baktériumba, majd az
expresszdlt enzim felhasznaldsdval inulo-oligoszacharidot eldallitani (YUN et al., 1999). NGUYEN
és munkatdrsai (2011) endo-inulindzt rogzitettek és folyamatos biokonvezié segitségével
kedvezd Osszetételli oligofruktdz szirupot allitottak eld. A fentieken kiviil szdmos mikrobidlis
endo-inulindzt vizsgaltak inulo-oligoszacharid eldallitasdra: Penicillium sp. (NAKAMURA et al.,
1997), Xanthomonas sp. (PARK et al., 1999), Xanthomonas oryzae (CHO et al., 2001),
Aspergillus niger (MUTANDA et al., 2008), Aspergillus ficuum (ZHENGYU et al., 2005). Az inulin

alapu ipari méretli inulo-oligoszacharid (Raftilose) eldallitast az Orafti cég valdsitotta meg.
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A malto-oligoszacharidok kiilonb6z6é szamu gliikéz egységekbdl épiilnek fel, melyek o(1-4)
glikozidos kotésekkel kapcsolddnak Ossze (CRITTENDEN & PLAYNE 1996, SAKO et al., 1999).
Eldallitasuk a keményité izoamildzzal/pullulanazzal, majd szabdlyozott a-amilazos (EC 3.2.1.1)
hidrolizisével torténik. Az a-amildz enzim megvalasztisdnak nagy szerepe van a malto-
oligoszacharidok eldallitdsdban, ugyanis a legtobb a-amildz maltéz és gliikkdéz terméket
eredményez. Ma mdr szdmos kozlemény jelent meg olyan a-amildzokrdl, amelyek a keményitd
hidrolizise sordn csak malto-oligoszacharidokat termelnek (TAKASAKIA et al., 1991a, 1991b;
KOBAYASHI ef al., 1992; KM et al., 1995; SATOH et al., 1997; ALI et al., 2001; MESSAOUD et
al., 2004; NAGARAIJAN et al., 2006).

A malto-oligoszacharidok eldnyds fizikai-kémiai tulajdonsagainak kdszonhetéen széles kdrben
alkalmazhaték az iparban bevondszerként, viszkozitds noveldként, kristdlyosoddst gatld
anyagként és a kenyér kiszdraddsat okozo retrogradaciés folyamatok csokkentésére (PALACIOS et
al., 2004, NAGARAJAN et al., 2006). Szamos, elsdésorban japan gyartmanyt malto-oligoszacharid
készitmény kaphat6 a kereskedelmi forgalomban, pl. a Fuji-Oligo (Nihon Shokuhin Kako Inc.)
€s a Tetrup (Hayashibara Shoji Inc.) (CRITTENDEN & PLAYNE, 1996).

Xilo-oligoszacharidok eldallitdsa az ipari technoldgidban xildn szubsztrdtumbdl torténik, az
endo-xilanaz enzim (EC 3.2.1.8) felhasznaldsaval. A xilant foként kukoricacsutkabol extrahéljak
(CRITTENDEN & PLAYNE, 1996).

Napjainkban a kitozadn-oligoszacharidok irant is ndvekedik az érdekldédés. A kitozan-
oligoszacharidok a kitin vagy a kitozan (de-acetilezett kitin) savas vagy enzimes hidrolizisével
allithatok el6. A specifikussdg miatt az enzimes technologiat részesitik elényben. A kitin és
kitozan hidrolizisére szamos specifikus kitozanaz enzim (EC 3.2.1.132) (TANABE et al., 2000;
CHEN et al., 2005), illetve mas nem-specifikus glikozidazok, pl. cellulazok (XIA et al., 2008;
LIN et al., 2009), lipazok (MUZZARELLI et al., 1995; SHIN et al., 2001), proteazok (KUMAR et al.,
2004) allnak rendelkezésre.

Az arabino-oligoszacharidok szintén jelentds képviseldi az oligoszacharidoknak, melyek
prebiotikus tulajdonsdgdat VAN LAERE és munkatdrsai (2000) bizonyitottdk. Ezen oligomerek
eldallitasaval WESTPHAL és munkatdrsai foglalkoztak (2010). Az arabindn hidrolizisét
Chrysosporium lucknowense eredetii arabinohidrolazokkal végezték és nyolc kiillonbozo

oligoszacharidot sikeriilt eléallitani.

2.4.2 Glikoziltranszferdazok (GT)

A glikoziltranszferazok (EC 2.4.X.Y) az enzimek egy nagy csaldadjat alkotjdk, melyek
monoszacharidok sztereo- és régiospecifikus 4tvitelét katalizdljak egy donor szubsztratum

molekularol egy akceptor szubsztratumra (HU & WALKER, 2002; WEIERS et al., 2008).
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Kiilonosen gyakoriak azok a GT-ok, amelyeknek miikddéséhez aktivalt donor molekuléra
(pl. cukor-nukleotid-foszfétra) van sziikség (BRETON et al., 2006). A glikoziltranszferazok mind
az oligoszacharidok, mind a poliszacharidok, mind a glikokonjugdtumok szintézisében részt
vesznek (TANIGUCHI et al., 2002). A glikozil-transzferdzok funkcidja széleskorli, a szintetizalt
termékek nagy diverzitdssal rendelkeznek. Szerepiikk van az energia raktdrozdsban (glikogén
szintézisben), a sejtmembranokat védd poliszacharidok szintézisében, a sejtfelszini
oligoszacharidok eléallitasdban (HU & WALKER, 2002; BRETON et al., 20006). In vivo
koriilmények kozott a glikoziltranszferdzok felelések a sejtfelszini  glikokonjugatumok
szintéziséért is (BRETON et al., 2006, SCHUMAN et al., 2007; TRINCONE & GIORDANO, 2006).
Akceptor szubsztratumuk lehet akdr a donor molekuldval homolég egyszerli monoszacharid
vagy egy komplex heteropoliszacharid, mely szamos glikozidos kotést tartalmaz (WEUERS et al.,
2008).

Kutatasok bizonyitottdk, hogy az emlds glikoziltranszferazokra altalanosan jellemz6é a
meghatdrozott akceptor specifikussdg. Ezzel szemben a bakteridlis glikoziltranszferdzok kevésbé
specifikusak. A bakteridlis galaktoziltranszferdz enzimeknek, szamos akceptora lehet, melyekhez
kiilonbozé kotésekkel (B(1-4), B(1-3), a(1-3), a(1-6)) képes a galaktéz kotddni (HENNET, 2002).
A bakteridlis enzimekre altalanosan jellemzd, hogy vizben oldddnak, ezzel szemben az emlds
GT-ok oldasara detergenst kell alkalmazni. Szdmos emldés GT-t kédoléd gént &tvittek és
expresszaltak mar E. coli baktériumban (JOHNSON, 1999; SETO et al., 1999). A bakteridlis
kifejeztetési rendszer fermentéacids koltségei joval alacsonyabbak, mint az eukariétdkban vagy
rovar sejtvonalban torténd expresszalas (JOHNSON, 1999). Szamos bakteridlis glikoziltranszferdzt
izolaltak és jellemeztek mar. A mikroba eredeti glikoziltranszferazok nagyfoku diverzitast
mutatnak transzfer reakcidjukat tekintve, és a forrasuk legféképp human patogén baktériumok,
kisebb résziik szimbiota baktérium. A GT-azok egyik jelentds képviseldje az eukoriota (foként
¢lesztd) eredeti mannoziltranszferdz (THOMSON et al., 2000). Jelenleg 60 csaladba soroljak az
enzimek e csoportjdt COUTINHO €s HENRISSAT (1999) éltal felallitott szekvencia kritérium
alapjan. A glikoziltranszferdzok mindegyikét jellemezték méar a CAZy (Carbohydrate-Active

enzymes) adatbdzisban (COUTINHO et al., 2003; http://www.cazy.org).

A glikoziltranszferdzokat csoportosithatjuk a katalizalt reakcié sztereokémidja és a reakcidban
résztvevé donor molekula tipusa szerint.

A reakcio sztereokémiajat tekintve (a glikozidazokhoz hasonléan) megkiilonboztetiink
konforméciot megtarté és invertdlé enzimeket. A glikoziltranszferdzok esetében azonban ez nem
fiigg Ossze kozvetlenill azzal, hogy egy adott glikoziltranszferdz mely szerkezeti csalddhoz

tartozik.
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7. abra: Invertal¢ glikoziltranszferaz mechanizmusa (WEILJERS ef al., 2008)

Az invertal6 glikoziltranszferdzok esetében a reakciot egy bazisos karboxilat (Asp vagy Glu)
inditja el, mely deprotondlja a glikozil akceptor molekuldt a (nukleotid-cukor) donor molekula
anomer szénatomjdnak SN, nukleofil timadasadhoz. Ezt kovetden, egy oxokarbénium dtmeneti
allapot jon létre a nukleotid-foszfét €s a glikozil donor részvételével. Végiil a cukor-donor és az
akceptor kozott kialakulé glikozidos kotés a C; atom konfigurdcidjdnak inverzidjdhoz vezet

(7. abra).
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8. abra: Megtarté glikoziltranszferaz mechanizmusa (WELJERS ef al.,2008)

A megtartd glikoziltranszferdzok mechanizmusa a mai napig nem tisztazott teljesen, azonban a
leginkdbb tamogatott elmélet a ,,dupla kicserélddési mechanizmus”-on alapszik (8. &bra).
Eszerint elsoként a karboxilat vég (Asp vagy Glu) kézvetlen SN, nukleofil tdmadasa torténik a
cukor-nukleotid donor anomer szénatomjara (B-enzim-glikozil intermedier, elsd inverzid), majd
a glikozil akceptor (egy madsik karboxilat vég 4ltal aktivdlt) masodlagos SN, tamadasa
kovetkezik az anomer szénatom ellenkezd oldaldra, ezéltal kialakitva az a-glikozidos kotést
oligoszacharid terméket (mdsodlagos térszerkezet inverzio).

A Kkatalitikus reakcidban részt vevé donor molekula szerint megkiilonboztetiink Leloir és

non-Leloir transzferdzokat. A Leloir glikoziltranszferdzok esetében a donor molekuldk aktivalt
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szénhidratok, azaz cukor-nukleotidok. E szubsztratumok el6allitasa nukleozid mono- és
difoszfatok (CMP, UDP, GDP, TDP) hozzaadasaval torténik. A non-Leloir transzferazok
alkalmazdasandl nincs sziikség aktivalt donor molekuldra a transzfer reakci6 lejatszédasahoz. Ez
esetben kétféle donor molekula lehetséges: cukor-foszfatok (amelyeket direkt foszforildcidval
hoznak létre) és nem aktivalt szénhidratok pl. szachar6z és keményitd szarmazékok (WEIERS et

al., 2008).

5. tablazat: Kereskedelmi forgalomban kaphaté glikoziltranszferaz enzimek
(WELJERS et al., 2008)

Enzim

Forras

Forgalmazo6

p(1-4)-galaktoziltranszferaz

p(1-4)-galaktoziltranszferaz

B (1-4)-galaktoziltranszferaz

tehéntej eredet
szarvasmarha/human eredet,
rekombinans,
Saccharomyces cerevisiae-ben expresszalva
szarvasmarha/humén eredet, rekombinans,
Spodoptera frugiperda-ban expresszalva

Sigma-aldrich
Sigma-aldrich

Calbiochem
/Merck

a-(1-3)- rekombinans, Sioma-aldrich
galaktoziltranszferaz Escherichia coli baktériumban expresszdlva g
rekombinans,

o(1-3)-fukoziltranszferaz Sigma-aldrich

Pichia pastoris élesztoben expresszalva

a(1-2)-mannoziltranszferiz Saccharomyces cerevisiqe eredet,rekombindns, Calbiochem
Escherichia coli baktériumban expresszalva /Merck
. 1. , atkany maj eredet,rekombinans, Calbiochem
e A (RN (7 SpoSOpterc}z] fruiiiperda-ban expresszdlva /Merck
human eredet, Calbiochem
0(2-6)-szialiltranszferaz rekombinans,
/Merck

Spodoptera frugiperda-ban expresszalva
Photobacterium phosphoreum eredet,
rekombindns,

E. coli baktériumban expresszdlva
Photobacterium damselae eredet,

0(2-3)-szialiltranszferaz Japan Tobacco

0(2-6)-szialiltranszferaz rekombindns, Japan Tobacco
E. coli baktériumban expresszalva
fruktoziltranszferaz Ismeretlen X-Zyme

A régio- és sztereospecifitdsuk, a magas hozam, a nagyfoku akceptor specifikussdguk miatt a
GT-okat széleskorben alkalmazzak oligoszacharidok eldallitdsara (MAITIN & RASTALL, 2007).
Uj oligoszacharidok eldallitisaban valé alkalmazasukat azonban gétolja, hogy még kevés ismeret
all rendelkezésre arrdl, hogy a glikoziltranszferazok részére milyen mértékben kedveznek egyes
szubsztratumok. A GT-dzok szubsztratum specifikussidganak moddositdsat a kutaték eddig
fehérjemérnokség segitségével probaltdk megoldani, még kevés sikerrel (HOFFMEISTER et al.,
2002). Napjainkban, a kereskedelmi forgalomban még csak korlatozott szamu glikoziltranszferdz
enzim 4ll rendelkezésre (5. tablazat). Ebbdl az kdvetkezik, hogy a legtobb esetben még nincs

olyan GT enzim, amely segitségével egy kivant glikozidos kotés kialakitdsa megvaldsithato.
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2.4.2.1 Szintézis non-Leloir glikoziltranszferazokkal

A glikoziltranszferdzok egyik nagy csoportjat alkotjdk a non-Leloir glikoziltranszferdzok.

Az ide tartoz6 transzferdz enzimek esetében a katalizalt reakciéban a kovetkezd szubsztratumok
szerepelhetnek donor molekulaként: szachar6z, keményitdszarmazékok és cukorfoszfatok.
Altalanosan igaz e transzferdz csoportra, hogy emlds szervezetekben ritkan fordulnak eld.
Szamos non-Leloir enzim jellemzése még hianyzik, felhasznalasi lehetdségeik még feltaratlanok
(WEDERS et al., 2008, FILICE & MARCIELLO, 2013). Ennek ellenére nagy biotechnoldgiai
potenciallal rendelkeznek, mely annak koszonhetd, hogy az oligoszacharid szintézishez nem
igényelnek nagyon drdga aktivalt donor szubsztratumot. Hatrdnyuk, hogy mellékreakcioként
hidrolizis reakcioét is katalizalhatnak (SEIBEL et al., 2006, FILICE & MARCIELLO, 2013).

A non-Leloir tipust transzferdz enzimeknek f6 képviseléi a gliikoziltranszferazok,
fruktoziltranszferdzok és a ciklodextrin-gliikanotranszferdz (FILICE & MARCIELLO, 2013).
Sziikséges kiemelni, hogy a CAZy adatbdzis szerint e hdrom enzim tipus nem a
glikoziltranszferdzok, hanem a glikozidézok csoportjaba tartozik.

A fruktoziltranszferazok a szachar6z molekula fruktozil részének atvitelét katalizdljak. A
fruktoziltranszferazokat CAZy adatbazis a GH 32 és GH 68 glikohidroldz csalddba sorolja
(http://www.cazy.org). FObb képviseldi: levanszukraz (EC 2.4.1.10), inuloszukraz (EC 2.4.1.9),

szachardz:szacharéz 1-fruktoziltranszferdz (EC 2.4.1.99), fruktan:fruktan 1-fruktoziltranszferaz
(EC 2.4.1.100), szacharéz:szacharéz 6-fruktoziltranszferaz (EC 2.4.1.-), fruktan-fruktin 6G-
fruktoziltranszferdaz (EC 2.4.1.243.). Egyes frutkoziltranszferaz enzimek felhasznéldsaval frukto-
oligoszacharidok szintetizdlhaték. A fruktoziltranszferdzok altal katalizalt reakcié sémdja a 9.

abran lathato.

OH
—0 OH
0 o HO "\
HO OH Glikozil akceptor
HO 0 0

N

OH 0 HO ) un OR 0—HO o

O—{HO OH + Glakéz
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9. abra: A transzfruktozilacio mechanizmusa (FILICE & MARCIELLO, 2013)

A levanszukrazok a legjobban jellemzett fruktoziltranszferdz enzimek, amelyek a B(2-6) kotést
frukt6z homopolimer (néhany B(1-6)-os elagazassal), a levan szintéziséért feleldsek. A levanok
egyre nagyobb figyelmet kapnak kedvezd ¢élettani tulajdonsédgaiknak koszonhetden.
Antikarcinogén és hipokoleszterinémids tulajdonsdggal rendelkeznek, tovdbba jelentds az

immunrendszerre gyakorolt kedvezé hatasuk is.  (PARK et al., 2003; GONCALVES et al., 2015).
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A levan a termeld organizmusok (foként baktéiumok) szdmadra tartalék szénforrasként szolgil,
emellett védi a sejtmembrant a szdrazsag ¢és a magas hdmérséklet okozta stressz ellen
(CHAMBERT et al., 1974; VN & SMEEKENS, 1999; VAN HUUUM et al., 2006). Mér régéta ismert,
hogy a levdnszukrdzok a transzfruktozil reakcié sordn tobbféle szénhidratot képesek
akceptorként felismerni, akdr monoszacharidokat is, amellyel kiilonb6z6 szachar6z analdogok
allithatok el6 (HESTRIN et al., 1956). A szachar6z analég molekuldk donor szubsztratumai
lehetnek az enzimnek, igy kiilonbozd szerkezetli fruktozil-oligoszacharidok szintetizalhatok
(TANAKA et al., 1981; SEIBEL et al., 2005).

A Bacillus megaterium DSM 319 levanszukrdz igéretes biokatalizator frukto-oligoszacharidok
eldallitasara, melyet elséként a Braunschweigi Miiszaki Egyetemen BIEDENDIECK (2007)
azonositott. Az extracelluldris enzim molekulatomege kb. 52 kDa és 484 aminosavbdl all
(BIEDENDIECK, 2007). HOMANN (2009) és ZWERENZ (2011) rekombindns levanszukrazzal
tanulmanyozta az oligoszacharidok szintézisét. Megallapitottdk, hogy az enzim képes fruktéz
egység atvitelére manndzra, galaktdzra, galakturonsavra, xilézra és fukdzrailletve palatindzra.
Kutatomunkdmban ezen enzimet tanulmédnyoztam tovédbbi lehetséges akceptorokat felhaszndlva
(4.2.3 fejezet).

Az inuloszukrdz és a szachardz:szacharéz 1-fruktoziltranszferaz szintén jelentds frukto-
oligoszacharid eldallitds szempontjabol. Ezen enzim tipusok (a B-fruktofuranoziddzhoz
hasonléan) a szachardzbol B(1-2) kotésti oligoszacharidok szintézisét katalizaljak. E két enzim
tipusndl, a szintetizalt szénhidratok polimerizaltsadga eltérd (BALKEN et al., 1991).

A gliikoziltranszferazok (dextranszukrdz, mutanszukraiz EC 2.4.1.5, alternanszukriz
EC 2.4.1.140) szintén képesek a szachardézt szubsztratumként felismerni. Miikodésiik sordn a
szacharoz gliikkdz egységébdl (a fruktéz molekula felszabaduldsa mellett) szintetizalnak
oligoszacharidot. (PLOU et al., 2002; MONSAN & AURIOL, 2004). Ezeket az extracellularis
enzimeket foként a Leuconostoc, Streptococcus és Lactobacillus fajok termelik (DUNICAN &
SEELEY, 1963; CHLUDZINSK et al., 1974; ARGUELLO-MORALES et al., 2000; PURAMA & GOYAL,
2005). A CAZy rendszer szerint ezek az enzimek a glikozid hidroldzok GH 70 csalddjéba

tartoznak (www.cazy.org).

A gliikoziltranszferdz csoportba tartoz6 dextrdnszukrdz enzim terméke az eldgazé lancu gliikkéz
heteropolimer, a dextrdn. A kotések tilnyomo része (tobb mint 50%-ban) o-(1-6)-os, kisebb
részben o(1-2); a(1-3); a(1-4) glitkkozidos kotéseket is tartalmaz. Molekulatomege 500-6000 kDa
tartomdnyban véltozhat (MONSAN & AURIOL, 2004). A mutdnszukrdz enzimek ugyanabba az
enzimcsoportba (EC 2.4.1.5) tartoznak, ezek azonban a mutdn szintézisét katalizaljak. A mutdn a

dextrannal szemben foként a(1-3)-as kotéseket tartalmaz (ARGUELLO-MORALES et al., 2000).
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A gliikoziltranszferdzok aktiv centruma nagyfoku specifitdst mutat a szachardz irdnt, ezért
szachar6z analégok nem vehetnek részt donor szubsztratumként a reakcidéban (SEIBEL et al.,
2006; WEDERS et al., 2008). E tulajdonsdguk korldtozza oligoszacharid szintézisre vald
alkalmazhatésdgukban. Lehetdség van azonban arra, hogy az enzim a szachar6z gliikkéz részét
egy madsik (szacharoztdl eltérd kémiai szerkezetll) akceptor molekuldra széllitsa, ezzel kis
molekulatomegli oligoszacharidokat szintetizalva (ROBYT & WALSETH, 1978; ROBYT &
EKLUND, 1983). Kimutattdk mér, hogy a frukt6z is lehet akceptora az enzimnek, és igy leukréz
diszacharid szintetizdlhaté (REH et al., 1996; BUCHHOLZ et al., 1998). PLOU és munkatérsai
(2002) Leuconostoc mesenteroides eredetii dextranszukrazzal o(1-2) kotésti gliiko-
oligoszacharidokat szintetizéltak, 1-O-a-D-gliikopiranozid akceptor alkalmazaséaval.

Ismeretes olyan gliikoziltranszferdz is, amely csak maltéz szubsztritum jelenlétében képes
oligoszacharidok (panodz, izomalt6z) szintézisére, az a-gliikkoziddz mechanizmusdhoz hasonléan
(HAYASHI et al., 1994).

A ciklodextrin-gliikanotranszferaz (CGTéaz, EC 2.4.1.19, GH 13 glikozidaz csalad) enzim a
ciklomaltodextrin eldallitasara hasznalt non-Leloir transzferdz. Ez az enzim a keményitd €s a
maltodextrin a(1-4)-es kotésli szakaszait (6 - 9 gliikkdz molekula) nem redukdlé lancvégekre viszi
at, ciklikus, nem redukalé gytirtis ciklodextrineket képezve (TONKOVA, 1998; VAN DER MAAREL
et al., 2002). Az igy szintetizalt termékek a 6, 7 vagy 8 gliik6z egységbdl allo, a(1-4)-es kotésii
ciklikus oligoszacharidok, melyeket a, B vagy y ciklodextrineknek neveznek. A ciklodextrinek
eldallitasara kiilonbozo ipari méretli eljardsokat valdsitottak meg, koztilk a Chinoin dltal
kifejlesztett komplexallo oldoszeres (toluol) eljarast. A legujabb fejleszto kutatdsok eredménye a
kombinalt rogzitett enzimeket alkalmaz6 folyamatos eljaras. A legnagyobb gyartok japan cégek
(Nihon Shokuhin Kako, Ensuiko Sugar Refining Co., Asahi Kasei Kagyo Co.). Sokrétii
felhasznalhatosdga miatt folyamatosan ndvekszik az igény a ciklodextrinek, elsdsorban
B-ciklodexrinek irdnt. E szénhidrat képes a folyékony vagy ill6 anyagok stabilizdldsdra mind
élelmiszerek mind vegyszerek esetében, olajok és zsirok emulgaldsdra. Hasznalatdval
megakaddlyozhat6 egyes anyagok oxiddcidja és fotodegradacidja, emellett képes elfedni a keserti
izt a gyogyszerekben és élelmiszerekben. A CGT-4z enzimet a gliikozil-szachardz eldéllitasara is
alkalmazzak. E triszacharid szintéziséhez szachar6z és malt6z szubsztratumokat alkalmaznak. A
reakcid sordn az enzim a maltéz gliikoz részét a szachardzra viszi at (CRITTENDEN & PLAYNE,
1996).

A CGTézok jellemzéen mikroba eredetli (foként Bacillus fajok 4altal termelt) extracelluldris
enzimek. A ciklodextrin képzésben a CGTazoknak nagyobb affinitdsa van diszacharid
szubsztratmokra, mint monoszacharidokra, tehat az akceptor kotéhelye legalabb 2 gliikopiran6z

egységet képes felismerni. Kiilonboz6é diszacharidok, mint az izomaltéz, gentiobidz, turanoz,
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maltuldz, izomaltuldz, cellobidz és a szachardz az enzim lehetséges akceptorai, mig a trehal6z és
a melibiéz (melyeknek szintén van gliik6z része) nem (PLOU et al., 2002). Emellett SHIBUYA €s
munkatarsai (2003) kimutattadk, hogy Bacillus stearothermophilus eredeti CGTazzal lehetséges
kiilonb6zo transzfer termékek eloallitasa, ciklomaltohexadz donor és ciklikus tetraszacharid
akceptor molekula alkalmazasaval.

A foszforilazokat szintén a non-Leloir glikoziltranszferdzok kozé soroljdk, melyek képesek
glikozidos kotések hasitdséra illetve szintézisére. A CAZy rendszer szerinti besorolds alapjan a
foszforildzok egyes tagjai a glikozid hidrolazok (pl. szacharéz-foszforildz EC 2.4.1.7, GH 13,
lakto-N-bidz-foszforildz EC 2.1.4.211, GH 112), mig masok a glikoziltranszferdzok (pl.
glikogén-foszforildz EC 2.4.1.1, GT 35, trehal6z-foszforildz EC 2.4.1.231, GT 35).

A foszforildzokat az teszi alkalmassa hatékony oligoszacharid eldallitdsra, hogy az daltaluk
katalizalt defoszforilalasi reakcié reverzibilis (NAKAI et al., 2013). A reverz reakcioban a cukor-
foszfat donor molekulaként szerepel, melyet az akceptor szénhidrat molekuldval péarositva (nagy
specifitdssal) oligoszacharidok szintetizdlhaték (10. dbra). A legtobb foszforildz a gliikozil-
kotések foszforilizisét katalizdlja, o- vagy B-gliikéz-1-foszfatot szintetizdlva. Kisszdmu
képviseldik a galaktozil- vagy N-acetil-glilkézaminil-kotések defoszforildldsat végzik, azonban
ha viz nem vesz részt a reakcidban és a glikozil-foszfat szubsztratum kotési energidja alacsony,

ez a reakcio reverzibilis is lehet (WEDERS et al., 2008).

Glikozil akceptor
0
0 v 0
e AP
+

- -—
HO "y 0 —P—0 o

| Foszforildz n

o 0
1-foszfataktivalt =

glikozil donor (R=H vagy glikozil) Foszfat

10. abra: A foszforilazok hatasmechanizmusa (FILICE & MARCIELLO, 2013)

A foszforilaz tipusatol fiiggben a reakcid végbemehet az anomer szénatom inverzidjaval és
megtartdsaval is. Szubsztratumai lehetnek o- és B-glikozidok, oligo- és poliszacharidok.
Tobbségiik a gliikozil-foszforilazok csaldadjaba tartozik, amelyek a gliik6z-1-foszfat és az
akceptor glikozid, glikozil-glikozidda és szervetlen foszfattd torténd reverzibilis konverzidjat
katalizdljak. A foszforilizok mindegyike nagy specifitdssal rendelkezik a donor szubsztratum
irdnt, de kevésbé specifikusak az akceptor molekuldra, igy az oligoszacharidok széles korét
képesek eldallitani. Egyes prokariota eredetli glikoziltranszferazok donor molekuldi lehetnek
mono- ¢és difoszfolipidek is (HU & WALKER, 2002).A foszforildzok alkalmazasa

oligoszacharidok szintézisére még korldtozott, azonban napjainkban egyre novekszik a
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foszforilazokrdl sz6l6 tudomdnyos ismeretiink (LULEI-GOEDL & NIDETZKY, 2010; NAKAI et al.,
2010; NAKAI et al., 2013).

A non-Leloir enzimek nagy biotechnolédgiai potencidllal rendelkeznek, mivel nem igényelnek
driga aktivalt szubsztratumokat. Héatrdnyuk, hogy mellékreakcidoként hidrolizis is felléphet,

amely akadalyozza teljeskorii kiaknazasukat (WENERS et al., 2008).

2.4.2.2 Szintézis Leloir glikoziltranszferazokkal

A Leloir tipusu glikoziltranszferazok felelések az emlds szervezetekben a legtobb sejtfelszini
glikokonjugatum illetve a novények, gombdk és baktériumok sejtfaldban taldlhat6
poliszacharidok szintéziséért. Az daltaluk katalizalt reakcidkban (11. dbra) aktivélt nukleotid-
mono- vagy difoszfat szénhidratok (pl. UDP-Glc, UDP-Gal, UDP-GIcNAc, UDP-GalNAc,
UDP-Xyl, UDP-GIcA, GDP-Man, GDP-Fuc, CMP-szidlsav) szerepelnek donor molekulaként. A
szubsztritum nukleotid része nagy szerepet jatszik a glikoziltranszfer reakcié sordn. E
molekularészletnek koszonhetd a szubsztritum enzimhez valé kotddése (kozvetleniil vagy
divalens kation révén), tovabbd nagy szerepet jatszik (lehasitdsa utdn) az enzim eredeti allapotara

valé tekeredésben (SEIBEL ef al., 20006).

T~ 0 [l bazis Glikozil akceptor
/ —
HO N 0 0 —_— 0

1,2
HO OH Leloir GT

NMP/NDP aktivalt (R=H vagy glikozil) NMP/NDP
glikozildonor

11. abra: A Leloir glikoziltranszferazok mechanizmusa (FILICE & MARCIELLO, 2013)

A Leloir transzferazok szerkezetiik alapjan két nagy szerkezeti ,,szupercsalad”-ba oszthatok:
GT-A és GT-B. A két csoport elsdsorban mésodlagos szerkezetben (eltérd fehérje feltekeredés),
az aktiv centrumban és katalitikus hatdsmechanizmusban kiilonbozik.

A Leloir transzferazok a befogadott szubsztritum €és a monoszacharid transzfer diverzitdsa
alapjan nagyon eldnyoOsek, igy ezekkel valtozatos oligoszacharid szintézis valdsithaté meg.
Alkalmazasukat jelentdsen gatolja a reakcidhoz sziikséges cukor-nukleotid szubsztratum, amely
nagy mennyiségben még nem kaphaté a kereskedelmi forgalomban. Ez kritikus pontja a
1éptéknovelés megvaldsitasdnak. A probléma megolddsara jelenleg is folynak kutatdsok két
teriiletre fokuszdlva: (1) a természetes cukor-nukleotidok in situ regenerédldsa, (2) mesterséges
cukor-nukleotidok eldallitasa, melyeknek szerkezete egyszeriibb és olcsébb az eldallitasuk

(WEDERS et al., 2008). A transzferdz enzimek koziil a B(1-4)-galaktoziltranszferaz, a(2-3)/(2-6)-
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szialiltranszferazokat és a(1-3)/(1-4)-fukoziltranszferazt alkalmazzak rutinszertien (ICHIKAWA et

al., 1992; CROUT & VIC, 1998).

7

2.4.3 Bifidobacterium eredetii glikozidazok jelentosége

A bifidobaktériumok nem sporazo, Gram™ baktériumok, amelyek az emberi és éllati bélrendszer
lakéi (POKUSAEVA et al., 2011). E baktériumok tépldlékaul szolgdlnak azon 6sszetevok, amelyek
a tapcsatorna felsd szakaszan nem bomlanak le és nem szivodnak fel. A kézlemények tulnyomé
tobbsége egészségligyi hatdsaikra, valamint az ¢élelmiszergyartdsba torténd bevonasukra
Osszpontosit, azonban az utobbi idében egyre novekszik azon tanulminyok szdma, amelyek a
Bifidobacterium nemzetség glikoziddz enzimeivel foglalkozik. E hidroldzoknak amellett, hogy
szerepiik van a vastagbélbe jut6 szénhidratok hasznositisaban, (akar uj) prebiotikus
szénhidrét/oligoszacharid szintézis biokatalizatorai is lehetnek.

Oligoszacharid szintézis kapcsdn, eddigi tanulmanyok féként a bifidobaktériumok a- és
B-galaktoziddz enzimeivel kapcsolatban jelentek meg (6. tablazat).

RABIU és munkatdrsai (2001) kiilonbozé bifidobaktérium fajok/torzsek (Bifidobacterium
angulatum, Bifidobacterium  bifidum BB-12, Bifidobacterium adolescentis ~ANB-7,
Bifidobacterium infantis DSM-20088, Bifidobacterium pseudolongum  DSM-20099)
felhasznalasaval [-galaktoziddzt tartalmazd nyers enzimpreparatumot allitottak elé és
alkalmaztak galakto-oligoszacharid szintézisre. Fermentacids tesztekkel azt is bizonyitottdk,
hogy a bifidobaktérium eredetli [-galaktoziddzzal szintetizdlt oligoszacharidokon a
célmikroorganizmusok jobban szaporodnak, mint kereskedelmi forgalomban kaphaté galakto-
oligoszacharidon (Oligomate 55). Hasonl6é eredményt értek el TZORTZIS és munkatarssai (2005)
akik a Bifidobacterium bifidum NCIMB41171 torzs teljes sejttomegét felhaszndlva szintetizaltak
lakt6ézbdl galakto-oligoszacharidot, feltehetden a sejt B-galaktoziddz enzimének kdszonhetden.
Ok szintén azt tapasztaltik, hogy az altaluk szintetizalt oligoszacharidot jobban tudta
hasznositani a teszt organizmus, mint a kereskedelmi forgalomban kaphat6 galakto-
oligoszacharid készitményeket. Ezek az eredmények is alatdmasztjak a Bifidobacterium eredetii
enzimek oligoszacharid szintézisben jatszott szerepének tovabbi tanulmanyozasdnak

jelentoségét.
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6. tablazat: Oligoszacharid szintézist mutaté bifidobaktérium eredetii enzimek

Enzim Forras Referencia
o-galaktozidaz Bifidobacterium adolescentis VAN LAERE et al., 1999; RABIU et al., 2001
Bifidobacterium adolescentis
a-galaktozidaz VAN DEN BROEK et al., 1999
(rekombindns)
o-galaktozidaz Bifidobacterium breve (rekombindns) ZHAO et al.,2008
a-galaktozidaz Bifidobacterium bifidum GOULAS et al., 2007
o-galaktoziddz  Bifidobacterium bifidum (rekombindns) GOULAS et al., 2009
[-galaktozidaz Bifidobacterium angulatum RABIU et al., 2001
. TZORTZIS et al., 2005
B-galaktozidaz Bifidobacterium bifidum
GOULAS et al., 2007
RABIU et al., 2001
B-galaktozidaz Bifidobacterium infantis

ROY et al., 2002
[-galaktozidaz Bifidobacterium infantis(rekombinans) HUNG & LEE, 2002
HSU et al., 2007

[B-galaktozidaz Bifidobacterium longum

SCHWAB et al., 2011
B-galaktozidaz Bifidobacterium pseudolongum RABIU et al., 2001
a-gliikozidaz Bifidobacterium breve POKUSAEVA et al., 2009

endo-a-N-acetil-
o Bifidobacterium longum ASHIDA et al., 2010
galaktézaminidaz

POKUSAEVA és munkatarsai  (2009)  Bifidobacterium  breve  UCC2003  eredet
a-1,6-gliikoziddzzal szintetizdltak oligoszacharidokat palatindz, trehaluléz, trehal6z, panndz és
izomaltotriéz szubsztratumokon.

Reverz hidrolizis reakciot katalizalé bifidobaktérium eredetli glikoziddzr6l ASHIDA és
munkatarsai  (2010) szamoltak be, Bifidobacterium longum eredetii endo-o-N-acetil-
galaktézaminidazt allitottak el és szintetizaltak e reakcid felhasznaldsaval oligoszacharidokat.
Még szamos olyan Bifidobacterium eredeti enzim van, amelyet nem tanulméanyoztak
oligoszacharid szintézis céljabol. Feltételezhetd, hogy ezek az enzimek tovabbi
transzglikozilaciés és/vagy reverz hidrolizis reakciokban olyan di/oligoszacharidokat
eredményeznek, amelyek integralt szinbiotikum Osszetevdjeként alkalmazhatok. Az integralt
szinbiotikum kifejezés azt jelenti, hogy prebiotikus 0OsszetevOként a szinbiotikum olyan
szénhidritot tartalmaz, amelyet a probiotikus mikroorganizmus enzimével/enzimeivel

szintetizalnak

36



DOI: 10.14267/phd.2015034

2.4.4 Pectinex ultra enzimkészitmény

A készitmény kereskedelmi forgalomban kaphat6, megfelel a FAO/WHO, JECFA és FFC dltal
szabott kovetelményeknek, igy az élelmiszergyartdsban széles korben alkalmazzdk. A
készitményen forgalomba hozatal el6tt steril szlirést végeznek, igy gyakorlatilag mikrobamentes.
Foként gytimoleslevek gyartasanal hasznaljak 1éhozam novelése céljabol. A specifikaciod alapjan
a készitmény Aspergillus aculeatus eredetli pektin-transzelimindzt, poligalakturonazt és pektin-
észterdzt valamint kis mennyiségben celluldzt és hemicelluldzt tartalmaz.

Az utébbi idében szamos publikacid jelent meg arrdl, hogy a Pectinex ultra egyéb kisérd
aktivitdsokkal is rendelkezik, amelyek alkalmasak kiilonbdzd oligoszacharidok eldallitdsara

(7. tablazat).

7. tablazat: Pectinex ultra alkalmazasa oligoszacharidok szintézisére

Enzim Szubsztratum Termék Referencia

HANG & WOODAMS, 1995
szachar6z FOS CSANADI & SISAK, 2006
GHAZI et al., 2007

szachar6z:szachar6z

1-fruktoziltranszferaz

szachardz:szachardz

melasz (szachar6z) FOS GHAZI et al., 2006
1-fruktoziltranszferdz
szachar6z:szachar6z cukkorrépa eredeti
FOS GHAZI et al., 2006
1-fruktoziltranszferaz szirup (szachar6z)
[3-galaktozidaz lakt6z GOS DEL-VAL et al., 2001
B-galaktozidaz laktul6z laktul6z-oligoszacharid ~ FERNANDEZ-RODRIGEZ ef al., 2011
poli-galakturondz poli-galakturonsav oligo-galakturonsav CoMBO et al.,2012
kitozanaz kitozan kito-oligoszacharid CABRERA & CUTSEM, 2005

Els6ként HANG és WOODAMS 1995-ben irta le, hogy az enzimkészitmény képes
transzfruktozildciés reakciét katalizélni, majd 1996-ban megallapitottdk az oligoszacharid
szintézis hémérséklet (65 °C) és pH (5,0 - 6,0) optimumat. Késdbb GHAZI és munkatérsai (2007)
tisztitottdk és jellemezték a reakciot katalizal6 fruktoziltranszferdz enzimet (szacharéz:szacharéz
I-fruktoziltranszferdz). HANG és WOODAMS (1995) altal leirt eredményekhez képest 6k
sz€lesebb intervallumot éllapitottak meg pH és hdmérséklet optimumnak (pH 5,0 - 7,0, 50 - 70
°C). Tovabba meghatdroztdk az enzim ho- és pH-stabilitasat (pH 5,0 - 7,0, 60 °C), a kémiai
stabilitasat, kinetikai jellemzdit és szubsztratum specifitasat is. Eredményeik alapjan az enzim
szubsztratuma lehet a szachar6z, raffin6z, 1-keszt6z és a nisztéz. Mds szénhidrétok, pl. turandz,
cellobiéz, melibidz, leukréz, metil-a-D-gliikopiranozid és sztachiéz nem kiinduldsi anyagai a
fruktoziltranszferaznak. A transzfrukotozilacids reakciét felhaszndlva szachar6z szubsztratumon

1-kesztézt, nisztozt €s fruktozil-nisztézt szintetizdltak. Magyar kutatok is alkalmaztik az
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enzimkészitmény transzfruktozilacids reakcidjat frukto-oligoszacharidok eléallitasara. CSANADI
€s SISAK 2006-ban sikeresen rogzitette az enzimkészitményt Amberlite IRA900 CI
anioncserélon, melyet kombindltak az adszorbedlt fehérjék kozotti keresztktéssel.

A Pectinex ultra -galaktoziddz enzimet is tartalmaz, amelyet el8sz6r DEL-VAL és munkatdrsai
publikéltak (2001). Ok 6’-galaktozil-laktozt szintetizaltak az enzim segitségével. Késébb ASLAN
€s TANRISEVEN (2007) kovalens kotéssel rogzitette e [B-galaktoziddz enzimet Eupergit C
hordozdra. Megallapitottak, hogy rogzités sordn nem valtozik az enzim hdmérséklet és pH-
optimuma, viszont jobb stabilitdst mutat. 2009-ben CARDELLE-COBAS és munkatarsai (2009)
kiilonb6z6 szénhidrat szarmazékokat (galaktozil-glicerolt és digalaktozil-glicerolt) szintetizaltak
e készitménnyel. FERNANDEZ-RODRIGEZ és tarsai (2011) megallapitottdk, hogy az enzim altal
kataliz4lt transzgalaktozildcids reakcioban lehetséges szubsztratum a laktuléz.

A készitmény hidroldz aktivitdsait is tanulmanyoztak mar oligoszacharid eldallitas céljabol.
CABRERA ¢€s CUTSEM (2005) kitozan hidrolizisével kito-oligoszacharidokat allitottak el6. COMBO
és munkatarsai (2012) a készitmény pektindz aktivitdsat felhaszndlva poligalakturonsavbol

oligogalakturonsavat képeztek.

2.4.5 Maillard reakcio

A Maillard reakci6 kémiai kondenzicids reakcid, amely sordna redukdlé cukrok reakcidba
lépnek fehérjék/enzimek/nukleinsavak/foszfolipidek szabad amino csoportjaival (REDDY &
BEYAZ, 2006). E reakci6 végbemenetele kedvezo lehet egyes élelmiszerek eldallitasandl.Ez a ho
hatdsdra kialakul6 folyamat felelds az élelmiszerek egyes iz- €s aromaanyagainak kialakuldséért.
A Maillard reakcidénak koszonhetéen az élelmiszerek texturaja is szabdlyozhaté (MONNIER,
2003).

Az elmilt években azonban szdmos tanulmany jelent meg a Maillard reakcid szerepérdl az
oregedésben és a megbetegedésekben (BROWNLEE, 1992; BAILEY ef al., 1998). A reakci6 sordn
keletkez6 Ugynevezett ,elérehaladott glikaciés végtermékek” (,,advanced glycation
endproducts”, AGEs) ugyanis nagy szerepet jatszanak egyes betegségek kialakuldsaban, pl. az
Alzheimer-kor, Parkinson-kor, diabétesz, sziirkehdlyog stb. (REDDY & BEyvAz, 2006). E
betegségek kezelésére/megeldzésére, szamos olyan vegyiiletet (pl. aminoguanidint)
kifejlesztettek, amelyek képesek a Maillard reakcid és igy az AGE-k képzddésének gatlasara.
Néhanyuk mér klinikai tesztelés alatt 411 (REDDY & BEYAZ, 2006).

A Maillard reakcié hatdssal lehet az enzimes folyamatokra is, ugyanis az enzim fehérje
szerkezetben taldlhaté amino csoportok reagdlhatnak az alkalmazott szubsztritum redukal6
végével, amelynek hatdsdra megvaltozhat az enzim szerkezete, és ez dltal elveszitheti

aktivitasat/stabilitdsat. BRUINS és munkatarsai (2003b) Pyrococcus furiosus eredetii termostabil
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B-glikozidaz enzim esetébenazt tapasztaltidk, hogy 80 °C vagy anndl magasabb hémérsékleten az
enzim cukor jelenlétében gyorsabban vesziti el aktivitdsat, mint anélkiile. Ezt a hatdst a Maillard
reakcionak tulajdonitottdk, amelyet a reakcié kozeg barnuldsa is megerdsitett. Késébb az enzim
Eupergit C hordozéra torténd kovalens rogzitésével probéltdk a Maillard reakcié gatldsat,
azonban sikerteleniill (BRUINS er al., 2003b), talan azért, mert nem sikeriilt blokkolni az aktiv
aminocsoportokat.

MAITIN és RASTALL (2004) is végeztek hasonld kisérletet a Penicillium citrinum eredetli a-
mannoziddz enzim stabilitdsdnak vizsgdlatandl. Azt tapasztaltdk, hogy Maillard inhibitorok
jelenlétében az enzim aktivitdsa kisebb mértékben csokken €s azok alkalmazdsiaval névelhetd az

oligoszacharid hozam (27 - 53%-kal).
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Felhasznalt anyagok

Enzimkészitmény
o Aspergillus aculeatus eredetli Pectinex ultra SP-L enzimkészitmény
(P2611, Sigma-Aldrich)
Mikroorganizmusok
e FEscherichia coli BL21 (DE3) torzset alkalmaztam levanszukrdz enzim termelésére,
amelybe Braunschweigi Miiszaki Egyetem Mikrobilogiai Tanszékének kutatdcsoportja a
Bacillus megateriumDSM 319 (DSMZ) eredetii levanszukraz enzimének génjét klénozta
(BIEDENDIECK, 2007; HOMANNet al., 2007)
e Bifidobacterium  longum  Bb-46  (Christian-Hansen)  torzset  alkalmaztam
Bifidobacterium eredetii enzimpreparatum eldallitasara
Pufferek
Mecllvaine puffer (citrat-foszfét) puffer (MCILVAINE, 1921): pH 3,0-7,0

0,1 M citromsav oldat
0,2 M Na,HPO, oldat

Sorensen-féle foszfat puffer (SORENSEN, 1909): pH 6,6
1/15 M KH,PO, oldat
1/15 M Na,HPO, oldat

Tapkozegek

Luria-Bertani (LB) tdpoldat (SEZONOV et al., 2007):
e 10 g/l pepton
o 5 g/l élesztékivonat
e 5 ¢/l NaCl

TPY (Trypticase- Phyton- Yeast extract) tdpoldat (SCARDOVI, 1981):
e 10 g/l trypticase pepton

5 g/l phyton pepton

5 g/l gliikéz

2,5 g/l élesztdkivonat

1 ml/l Tween80

0,5 g/1 cisztein-HC1

2 g/1 K,HPO,

0,5 g/l MgCl, *6H,0

0,25 g/l ZnSO4 * H,O

0,15 g/1 CaCl,

0,03 g/1 FeCl,

A tapkozegek sterilezése 121 °C-on, 15 percig tortént.
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Szénhidratok
A biokonverzidban alkalmazott szubsztrdtumok analitikai mindségiiek és kiilonbozd cégektdl

szereztem be (8. tablazat).

8. tablazat: Felhasznalt szénhidratok

Szénhidrat Forgalmazo6

Reanal

L-szorbéz

cellobidz: O-B-D-gliikozil-(1-4)-D-gliikk6z Fluka
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laktul6z: O-B-D-galaktozil-(1-4)-D-fruktéz Sigma-Aldrich

maltotetradz: O-o-D-gliikkozil-(1-4)-a-D-gliikozil-(1-4)-a-D-

gliikozil -(1-4)-D-gliikéz Sigma-Aldrich

maltuléz: O-o-D-gliikozil-(1-4)-D-fruktéz Sigma-Aldrich

palatinéz: O-a-D-gliikozil-(1-6)-D-frukt6z Sigma-Aldrich

szachar6z: O-a-D-gliikozil-(1-2)-B-D-fruktéz VWR

turanéz: O-a-D-gliikozil-(1-3)-D-frukt6z Sigma-Aldrich

‘

tok

p-nitrofenil-p-D-gliikopiranozid Sigma-Aldrich

a

Szintetiku
hidr

p-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid VWR

zén

|

Maillard inhibitorok

e o-fenilén-diamin-dihidroklorid (OPD)
e szemikarbazid-hidroklorid (SMC)
e aminoguanidin-hidroklorid (AG)
A Maillard inhibitorok a Sigma-Aldrich Kft.-t6] szarmaznak.
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3.2 Mikrobiologiai eljarasok
3.2.1 Bacillus megaterium eredetii levanszukrdz eloallitasa

Inokulum tenyészet készitése
El6szor beoltottam az 50 ul glicerines oldatban tarolt E. coli BL21 (DE3) sejteket 50 ml, 0,5 mM
ampicillint tartalmaz6 LB tdpkozegbe. Ezt kovetéen a sejteket 37 °C-on, 160 rpm

fordulatszdmon 24 6raig inkubéltam.

Enzimfermentaci6

Az elkészitett inokulumot hozzdadtam 500 ml, 0,5 mM ampicillint tartalmazé LB tépleveshez,
majd 3 oran keresztil (37 °C-on, 120 rpm fordulatszdmon) inkubdltam. Ezt kovetdena
fehérjeexpresszié indukdldsa céljabol hozzdadtam 0,5 mM IPTG-t (izopropil pB-D-
tiogalaktozidot) a tenyészethez. A homérsékletet ezutin lecsokkentettem 30 °C-ra, és tovabb

inkubaltam razatas mellett 21 oran at.

Levanszukraz enzim kinyerése E. coli BL21 (DE3) sejtekbdl

A sejteket centrifugdltam (10.000 rpm, 4 °C 30 percig), majd a pelletet 30 ml Sorensen-féle
pufferrel (50 mM, pH 6,6) mostam. Ezutan djra centrifugdltam, és a pelletet 6,25 ml Sorensen
pufferben szuszpendéltam. A sejtfeltarast ultrahanggal végeztem (Sonoplus, Bandelinelectronics
sonotrode MS72), amelynek koriilményei: 97% erdsség, 50% 1d6, 5 perc. A sejtszuszpenziot
feltaras kozben jégben taroltam a hddenaturacio elkeriilése végett. A feltards utdn centrifugdltam
a preparatumot (8000 rpm, 60 perc, 4 °C). A kapott feliiliszé tartalmazta a rekombinéns
levanszukraz (Ftf) enzimet. Enzim tarol4sa -20 C-on tortént.

A levéanszukraz enzim eldallitasa a Braunschweigi Miiszaki Egyetem Miiszaki Kémia Tanszékén

keriilt megvaldsitasra.

3.2.2 Bifidobacterium longum eredetii enzimprepardtum eléallitisa
Inokulum tenyészet készitése

A TPY tdapkozegben fenntartott torzs 24 oOras tenyészetébdl 1 ml-t oltottam be 20 ml TPY

tapkozegbe, majd 37 °C-on 24 6rdig inkubdltam, anaerob koriilmények kozott.

Enzimfermentaci6
A prepardtum eldallitasahoz 600 ml térfogati TPY tapkozeget alkalmaztam, amelyben (az enzim
indukéldsa céjabdl) a gliikkdzt laktéz szénforrdssal helyettesitettem. A fermentacié inditdsdhoz 1

tf %-os 24 6rés inokulum tenyészetet haszndltam. A fermentdcié idétartama 21 ora volt.

Enzimkinyerés Bifidobacterium longum Bb-46 sejtekbdl

A sejteket centrifugdltam (10000 rpm, 4 °C, 10 perc) és a pelletet kétszer mostam 125 ml

Mcllvaine pufferrel (pH 6,6). Ezt kovetden Ujra centrifugaltam a sejteket, majd 15 ml puffer
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hozzdaddsaval szuszpendéltam. A sejtek feltarasit French Press nagynyomadst homogenizatorral

végeztem (800 psi nyomadssal). A kapott preparatumot -20 °C-on taroltam.

3.3 Biokonverzios eljarasok

3.3.1 Pectinex ultra enzimkészitménnyel

Szintézis vizsgalat monoszubsztratumokon

Az oligoszacharid szintézist 1 ml térfogatd, 30 g/100ml szubsztratum koncentracidju (arabinéz,

fruktéz, glikéz, mannéz, ramndz, szorbdz, xildz, cellobidz, laktéz, maltdéz, maltuléz, melibidz,

palatinéz, trehaléz, turan6z) oldatban vizsgéltam, a reakcidhoz sziikséges hdmérsékletet (60 °C)

vizfirdd segitségével biztositottam, a pH 5,5-t Mcllvaine pufferrel allitottam be. Az enzimes

reakciot 0,15 mg fehérje/g szénhidrat (13 pl) enzimmennyiséggel inditottam. A 96 Orés

biokonverzié sordn napi mintavételezés tortént. A mintdkban 10 perces forraldssal inaktivaltam

az enzimet. A biokonverzié nyomon kovetésére HPLC-RID technikat hasznaltam.

Szubsztratum hatdsa

A szubsztridtum (manndz) koncentraci6 hatasat 10 - 80 g/100ml tartomdnyban vizsgaltam
pH 6,5 mellett. A tovdbbi paramétereket nem véltoztattam.

pH és homérséklet hatdsa

Mindkét paraméter vizsgélatdhoz 60 g/100ml szubsztratum koncentraciét alkalmaztam. A
pH hatasdt pH 3,0 - 7,0 tartomdnyban (melyet Mcllvaine puffer felhaszndldsaval),a
homérséklet hatasat 50 - 80 °C tartomanyban vizsgaltam. A homérséklet hatasanak
tanulmdanyozésat pH 5,0 értéken hajtottam végre.

Enzimmennyiség hatasa

Az optimélis enzimmennyiség megéllapitdsdhoz 60 g/100ml szubsztratum koncentraciot,
pH 5,0 (Mcllvaine pufferrel) és 70 °C paramétereket alkalmaztam. Az enzimmennyiséget
0,8 - 3,9 mg fehérje/g szénhidrat (40 — 200 pl) tartomdnyban valtoztattam.

Maillard-reakcid hatasa

A Maillard inhibitorok hatdsidt 60 g/100ml szubsztraitum koncentracié alkalmazdsival
vizsgdltam, pH 5,0-n (Sorensen-téle foszfat pufferrel) és 70 °C-on. A reakci6 inditdsa 3,1
mg fehérje/g szubsztratum enzimmennyiséggel tortént. A Maillard inhibitor vegyiiletek

hatdsat 15 mM koncentraciéban tanulményoztam.

A paraméterek hatdsit minden esetben 96. 6rds biokonverzid esetében tanulményoztam, melyhez

HPLC-RID technikat alkalmaztam. Egyes esetekben a szénhidrat termékek relativ oligoszacharid

hozamadt hasonlitottam Ossze a kovetkezd képlet szerint:

Termékek kromatogram teriilete (96.6ra)

Relativ termék hozam = *100 [%]

Termékek maximalis kromatogram teriilete (96.6ra)
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Reverz hidrolizis vizsgalata biszubsztratumokon

A termékszintézist a kdvetkez0 paraméterek mellett valdsitottam meg: 60 g/100ml szubszratum
koncentracié; pH 5,0 (Mcllvaine puffer); 70 °C. A reakcidt 3,9 mg fehérje/g szubsztritum
enzimmennyiséggel inditottam. A biokonverziot 96 6rdig tanulméanyoztam. A reakci6 ledllitasa
céljabdl 10 perces forraldst alkalmaztam. Az egyes monoszacharid kombindcidk Osszedllitasa
sordn 2:1 ardnyt (manndz:arabin6z/gliik6z/frukt6z/szorb6z/xil6z) haszndltam. A szénhidrat
osszetételt HPLC-RID és TLC modszerrel kovettem nyomon.

Transzglikozilacié vizsgalata biszubsztratumokon

Az oligoszacharid szintézist 5 ml térfogati 10 g/100ml koncentracidju szubsztratum oldatban
vizsgaltam, a reakcidhoz sziikséges homérsékletet (60 °C) vizfiirdd segitségével biztositottam, a
pH 5,5-t Mcllvaine pufferel éllitottam be. A biszubsztratumok 6sszedllitdsandl a szachardzt és a
lakt6zt kombindltam kiilonb6zo szénhidratokkal (szachardz, laktéz, maltoz, fruktéz, galaktoz,
glik6z, mannéz, xiléz) 1:1 ardnyban. A reakciét 0,16 mg fehérje/g szénhidrat
enzimmennyiséggel inditottam. A biokonverzi6 sordn bizonyos id6kdzonként mintat vettem, és
10 perces forraldssal inaktivdltam az enzimet. A szénhidrat Osszetételt HPLC-RID és TLC
technikdval vizsgdltam. A szubsztratum ardny hatdsat 1:9 - 9:1 ardnyokndl, az Osszes szénhidrat

koncentraci6 hatdsat 10 - 70 g/100 ml tartomanyban vizsgaltam.

3.3.2 Bacillus megaterium eredetii levanszukraz enzimmel

Elvégeztem a biokonverziét a Bacillus megaterium eredetii levdnszukrdz enzimmel is
biszubsztradtum rendszerben. A megvaldsitdshoz a szacharézt 2 mdsik diszachariddal; lakt6zzal
és maltézzal; kombindltam 2:1 és 1:2 ardnyban. Kétféle szubsztritum koncentraciét
30,75 g/100ml és 61,5 g/100ml alkalmaztam. Kontrol vizsgalatot is végeztem, melyben a
szachar6zt haszndltam egyediili kiinduldsi anyagként, 6,84 és 17,1 g/100ml koncentraciéban. A
vizsgalatokat az enzim optimum paraméterei mellett, pH 6,6-on (Sorensen-féle foszfat puffer) és
37 °C-on végeztem. A bemért enzim mennyiség 5 U/ml volt. A biokonverziét 4 Ordig
vizsgaltam. A szénhidrat Osszetétel alakuldsait HPAEC-PAD mddszerrel tanulmanyoztam.

A Bacillus megaterium eredetii levanszukraz enzimmel végrehajtott biokonverzios vizsgalatokat

a Braunschweigi Miszaki Egyetem Miiszaki Kémia Tanszekén végeztem.

3.3.3 Bifidobacterium longum eredetii enzimprepardtummal

Transzglikozilacié vizsgalata monoszubsztratumokon
Bifidobacterium longum Bb-46 eredetli fehérjével végzett biokonverzids kisérletet, 1 ml
térfogatban, 30 g/100ml szénhidrat koncentracid, 40 °C és pH 6,6 paraméterek alkalmazasdval

hajtottam végre. A biokonverziét 1,08 mg fehérje/g szénhidrat (100 pl) enzimmennyiséggel
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inditottam és 96 Ordig tanulmanyoztam. A kiilonb6z6 idOpontokban vett mintdk szénhidrat
osszetételét HPLC-RID modszerrel vizsgaltam.

Transzglikozilacié vizsgalata biszubsztratumokon

Biszubsztratum rendszereknél a monoszubsztritumok esetében alkalmazott paramétereket
hasznaltam. Biszubsztratumként laktéz:maltdéz, laktéz:szacharéz, laktul6z:maltéz é€s
laktuléz:szachar6z szénhidrdt keverékeket alkalmaztam 1:1 ardnyban. A  kiilonb6zd
idépontokban vett mintak szénhidrat dsszetételét TLC és HPLC-RID mddszerrel vizsgaltam.

A szacharéz:laktéz és maltéz:laktéz kombindcidk esetén a szubsztritum koncentricié €s a
szubsztratum ardny egyiittes hatdsdnak vizsgalatat a kovetkez6 tablazatban lathatd séma szerint

valositottam meg (9. tdblazat).

9. tablazat: A Bifidobacterium longum eredetii preparatum biszubsztratum
rendszerekben torténo vizsgalatanal alkalmazott szubsztratum kombinaciok

Szubsztratum Aranyok  Szachar6z/Maltéz  Laktoz
koncentracioé (g/100ml) (Sz:L/ M:L") (g/100ml) (g/100ml)

1 0:100 0 10

2 2575 2,5 75

3 10 50:50 5 5

4 75:25 7,5 2,5

5 100:0 10 0

6 0:100 0 20

7 25:75 5 15

8 20 50:50 10 10

9 75:25 15 5

10 100:0 20 0

11 0:100 0 30

12 2575 7.5 22,5
13 30 50:50 15 15

14 3:25 22,5 7,5
15 100:0 30 0

16 50:50 20 20

17 40 75:25 30 10
18 100:0 40 0

Sz: szachardz, L:laktéz, M: maltoz

3.4 Analitikai modszerek

3.4.1 Enzimaktivitas meghatdrozdsa

3.4.1.1 A Pectinex utra és a Bifidobacterium longum eredetii preparatum aktivitasainak
meghatarozasa

A Pectinex ultra és a Bifidobacterium longum Bb-46 eredetli enzimpreparatum B-galaktozidéz,
a-galaktoziddz, a-gliikoziddz, p-glikkoziddz aktivitisdnak meghatdrozdsdhoz kiilonb6zo
15 mM-os kromoforoszubsztritum (p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid, p-nitrofenil-oa-D-
galaktopiranozid, p-nitrofenil-a-D-gliikopiranozid, p-nitrofenil-B-D-gliikopiranozid, p-nitrofenil-
a-D-mannopiranozid) oldatokat haszndltam fel. A Pectinex ultra enzimkészitmény aktivitdsainak
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meghatdrozasahoz pH 6,0 (Mcllvaine puffer) és 60 °C, a Bifidobacterium longum Bb-46 eredetli
prepardtum aktivitdsainak meghatarozdsdhoz pH 6,6 (Mcllvaine puffer) és 37 °C kornyezeti
paramétereket alkalmaztam és a kovetkezO tablazatban lathaté Osszemérést végeztem el
(10. tablazat).

Az enzimoldat hozzdadasa eldtt a reakcioelegyeket 5 percig inkubaltam, majd 0,2 ml
megfelelden higitott prepardtummal inditottam az 5 perces reakciodt. A reakci6 ledllitdsa céljabol
5 ml 0,1 M Na,COs oldatot mértem a reakcidelegyhez. Spektrofotométerrel 405 nm-en
megmértem az oldat abszorbancidjat. Az aktivitdst a felszabaduldé p-nitrofenol mennyisége
alapjan hatdroztam meg. A felszabadult p-nitrofenol mennyiségének meghatarozasahoz el6zdleg
standard sort készitettem 0,04 - 0,4 mM koncentracié tartomanyban (1 ml térfogatban). A
kalibracidhoz készitett megfeleld koncentracidju higitdsi tagokra szintén rdamértem 5 ml leallité
oldatot.

Az aktivitds szdmitdsahoz a kovetkezd képeletet alkalmaztam:

(AM—AEV—-ASV)*h+Vr

Aktivitas = (U/ml)
Vmsxt+a
AM: reakcidelegy abszorbancidja Vr: reakcidelegy térfogata
AEV: enzimvak oldat abszorbancidja Vm: enzimoldat térfogata
ASV: szubsztratumvak abszorbancidja t: reakcioido (perc)
h: enzimoldat higitdsa a: p-nitrofenol kalibracids egyenesének
meredeksége

Egy enzimaktivitds egység az az enzimmennyiség, amely percenként 1 pmol p-nitrofenolt
szabadit fel adott reakcidkoriilmények kozott.

A Pectinex ultra és Bifidobacterium longum B-fruktoziddz aktivitidsanak meghatdrozasa
szachar6z szubsztratumon tortént. Az aktivitisméréshez haszndlt 6sszemérések és a reakcid
koriilményei megegyeztek a kromoforoszubsztratumok esetében hasznaltakkal. A B-fruktozidaz
aktivitast a felszabadul6 redukdldé cukor mennyiségébdl szamoltam. A redukald cukor tartalom
méréséhez BCA mddszert (REZESSY-SZABO et al., 2007) alkalmaztam, melyhez el6zdleg gliikdz

standard sort készitettem (0,5 — 1 mM koncentracié tartomédnyban).

10. tablazat: A Pectinex ultra és Bifidobacterium longum Bb-46 eredetii
enzimkészitmény aktivitasainak meghatarozasahoz hasznalt 6sszemérés

Desztillalt viz Puffer Szubsztratum oldat  Enzim oldat
(ml) (ml) (ml) (ml)
Miiszervak 0,7 0,3 - -
Szubsztratum vak 0,2 0,3 0,5 -
Enzim vak 0,5 0,3 - 0,2
Reakcidelegy - 0,3 0,5 0,2
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Egy B-fruktoziddz aktivitds egység az az enzimmennyiség, amely percenként 1 pmol redukald
cukrot szabadit fel adott reakcidkoriilmények kozott.

Az enzimkészitmények aktivitas értékei a kdvetkezo tablazatban lathatok (11. tablazat).

11. tablazat: A Pectinex ultra és a Bifidobacterium longum Bb-46 eredetli preparatum
hidrolaz aktivitasai

Pectinex ultra Bifidobacterium longum
(U/ml) eredetii preparatum (U/ml)

a-glitkozidaz 1,5 2,0
B-gliikoziddz 1.4 0,3
a-galaktozidaz 10,4 1,2
B-galaktozidaz 35,8 0,4
a-mannozidaz 1,0 0

B-fruktozidaz 484.,8 11,5

(paraméterek:  Pectinex ultra enzimkészitmény esetén pH 6,0, 60 °C, 7,5 mM szubsztratum
Bifidobacterium longum Bb-46 esetén pH 6,5, 37 °C, 7,5 mM szusbsztratum)

3.4.1.2 Bacillus megaterium eredetii levinszukraz akvitasinak meghatarozasa

A Bacillus megaterium eredetii levanszukrdz aktivitasdnak meghatirozasat 0,5 M szachar6z
szubsztratumon, 37 °C és pH 6,6 koriilmények kozott végeztem. A kovetkezd Osszemérést
alkalmaztam: 856 pl szachar6z oldat (40 g/100ml) + 40 pl enzimoldat + 1104 pl puffer
(Sorensen-téle foszfat puffer). A reakciét 30 percig kovettem nyomon. A 0., 5., 10., 20. és
30. percben vettem mintdt, amelyeket 10 percig forraltam a reakcié ledllitdsa céljabol.
Meghataroztam a mintdk redukélé cukor tartalmdt DNS moédszerrel (SUMER & HOWELL, 1935),
amelyhez elézéleg gliikdz standard sort készitettem 0,3 - 9 mM koncentracié tartomdnyban. A
kapott redukalo cukor tartalom értékeket abrazoltam az id6 fliggvényében és a pontokra egyenest
illesztettem. Az egyenes meredekségét szorozva az enzim higuldsdval (50x) megkaptam az
aktivitas értéket, ami 339,3 U/ml volt.

Egy levanszukrdz aktivitds egység az az enzimmennyiség, amely percenként 1 umol redukdlo
cukrot szabadit fel adott reakciokoriilmények kozott.

A levanszukrdz aktivitdsdnak meghatdrozdsat a Braunschweigi Miszaki Egyetem Miiszaki

Kémiai Tanszékén végeztem.
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3.4.2 HPLC technikak

Surveyor HPLC-RID késziilék:

Részei
e Pumpa: Surveyor négy csatornds pumpa
e Mintaadagol6: Surveyor automata mintaadagold
e Detektor: Surveyor RI detektor
e Elvdlaszt6 oszlop: Agilent HiPlex H vagyAminex HPX-87H

Futtatas paraméterei

o Futtatdsi 1d6: 25 perc

e FEluens: 0,005n H,SO4

e Aramldsi sebesség: 0,6 ml/perc

e Minta elékészitése: centrifugalas és 10-szeres higitds
Mért szénhidratok retencids sorrendje:

maltotetradz < maltotridz, raffindz < cellobidz, laktoz, laktuldéz, maltdéz, maltuldéz, melibioz,
palatin6z, szachardz, turandz, trehaléz <gliik6z< szorbdéz < arabindz, fruktéz, galakt6z, manndz,
ramndz, xiloz

Dionex 3000 HPAEC-PAD késziilék
Részel

e pumpa: Gradient Pump, Modell GPM-2, Fa. Dionex

e cldoszlop: CarboPac PA1.4*50 mm, Fa. Dionex

e clvdlaszt6 oszlop: CarboPac PA1.4%250 mm, Fa. Dionex,

e detektor: PAD (Pulsed Amperometric Detector), Modell PAD-2, Fa. Dionex

e mintaadagol6: Series 200, Tefzel Rheodyne- Ventil, Fa. Perkin-Elmer
Futtatds paraméterei

e Futtatési id6: 30 perc
e Eluensek: A eluens: 100 mM 50% NaOH, B eluens: 100 mM 50% NaOH +
1 M Na-acetit
o Aramlisi sebesség: 1 ml/perc
e Oszlop regenerdldsa: 1 M NaOH oldattal
Meért szénhidrétok retencids sorrendje:
fruktéz <gliikkoz <lakt6z <szachar6z <maltdz

3.4.3 TLC technika
A szénhidratok mindségi kimutatasat vékonyréteg elvalasztassal is elvégeztem. Allofazisként

TLC “szilika gél 607-nal fedett aluminium lemezeket (20*20 cm) haszndltam (VWR).
Mozgéféazisként kloroform/ecetsav/viz 30/35/5 ardnyu elegyét alkalmaztam (UGRINOVITS, 1980).
Az eldhivo a kovetkezd 0sszetevokbdl allt: 0,3 g/100 ml N-(1-naftil)-etilén-diamin-dihidroklorid,
5 (VIV)% H,SOy4, 94,7 (V/IV)% metanol (BOUNIAS, 1980). Az elvalasztashoz a megfeleléen
higitott (0,1-0,5 g/100 ml koncentracidji) mintdkbdl 1 pl-nyi mennyiséget csepegtettem a TLC

lemezre. A futtatasi 1d6 2 ora volt.
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3.4.4 MALDI-TOF-MS mdodszer
A szénhidrat termék mintdk MALDI-TOF MS moddszerrel torténd vizsgalata a Debreceni

Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén keriilt megvaldsitisra, GYEMANT és
munkatdrsai (2001) altal leirt médszer szerint:
e Bruker Biflex III tomegspektrométer
e matrix: 2,5-dihidroxi-benzoesav vagy 2,3,6-trihidroxi-acetofenon
e minta molekuldk giz fazisba juttatdsa és ionizdldsa nitrogén 1ézer, 3 ns impulzusidd
alkalmazasdval
e tObbszori, dltaldban 100 impulzus alkalmazdsa 19 kV gyorsité és 20 kV reflektron
fesziiltség mellett.

e avegyiiletek azonositdsa az [M+Na]*és [M+K]"ionok csticsai alapjén tortént

3.4.5 Fehérjetartalom meghatdrozds
Az enzimprepardtumok fehérjetartalmanak meghatarozasahoz a fest¢kmegkotddésen

alapulé Bradford moédszert (BRADFORD, 1976) alkalmaztam. A reakcié sordn a fehérje és a
szinez6 anyag (Coomassie Brilliant Blue G250) kék szinii komplexet hoz létre, amely
detektalhat6 595 nm tartomédnyban spektrofotométer segitségével.

A meghatdarozdshoz a Bio-Rad cég altal forgalmazott szinez6 reagenst hasznéltam. A kalibracios
egyenes felvételéhez higitdsi sort készitettem 0,1 - 0,5 mg/ml koncentracié tartomdnyban BSA
(Bovine Serum Albumin) torzsoldat segitségével. A mérést mikrotiter lemezben hajtottam végre
a gyarté altal megadott utmutaté alapjdn. Az abszorbancidkat mikrotiter lemezolvasé
segitségével 595 nm-en hatdroztam meg.A Pectinex ultra fehérjetartalma 11,52 mg/ml, a

Bifidobacterium longum eredetli preparatum fehérje tartalma 3,22 mg/ml volt.

3.5 Szénhidrat elvalasztasi modszer

A termék szénhidrat elvédlasztasaBio-Gel P2 toltetli oszlopon tortént.

e Oszlop mérete: 78%1,8 cm

e Regeneridlés: 11,3%-0s H,O, oldattal, majd mosas 21 desztilldlt vizzel
e Eluens: desztillalt viz

e 1 g szénhidrit felvitele az oszlopra

e Aramlasi sebesség: 0,75 ml/perc

e Frakciok térfogata: 2 ml

e Tisztitds nyomonkovetése: HPLC-RID és TLC mddszerrel

50



DOI: 10.14267/phd.2015034

3.6 Statisztikai modszerek

A Bifidobacterium longum Bb-46 eredetli enzimpreparatummal végzett biokonverzio6 kisérleteim
eredményei értékelése soran, kiillonb6zé modelleket hoztam létre. Mivel két fiiggetlen valtozé
egyidejii hatasat vizsgaltam, igy haromdimenziés modellekhez jutottam. Az adatokra a
modellillesztést a legkisebb négyzetek elvén alapuld6 moddszerrel (Levenberg-Marquardt
algoritmus) végeztem. Az értékelés sordn tobb modell illeszkedését vizsgdltam, mint linedris,
logaritmikus, exponencidlis, polinomidlis, valamint ezek kombinécidjat (t6bbszoros linedris, stb.)
A legjobban illeszkedd modellt a kapott determinacios koefficiens (R?) értéke alapjan
vélasztottam ki.

A kivalasztott modelleket ezt kovetden tovabb vizsgaltam abbol a szempontbol, hogy a modell
egyiitthat6i relevans informdcié tartalommal rendelkeznek-e, vagy esetleg elhagyhatéak a
modellbdl (regresszids diagnosztika). Az egyiitthatok tesztelése sordn t-probat alkalmaztam,
amely a fliggd valtoz6 egy-egy magyardzé valtozotdl vald tesztelésére szolgdl. Ha a t-préba
eredménye nagyobb volt, mint a kritikus t-érték, akkor az egyiitthato elhagyhaté a modellbdl. A
kritikus t-értékeket a szabadsagi fok alapjan a Student-féle t-tdblazatbdl olvastam ki. A t-préba
eredménye mellett a p-értéket is jeloltem, ami azt mutatja, hogy mekkora az elsd faji hiba
valosziniisége, ha elfogadjuk a nullhipotézist, tehat hogy az egylitthaté nincs hatassal a fliggd
véltozora (REICZIGEL et al., 2010). A hibdk normalis eloszldsat és fiiggetlenségét minden esetben
vizsgaltam, viszont a terjedelmi korldtok miatt nem jeloltem. A statisztikai vizsgdlatokat a

STATISTICA 9 (StatSoft) programcsomag segitségével végeztem.

51



DOI: 10.14267/phd.2015034

52



DOI: 10.14267/phd.2015034

4 KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1 Oligoszacharid szintézis monoszubsztratumokon

4.1.1 Transzglikozildcio Pectinex ultra enzimkészitménnyel

Az utébbi idében szamos publikécio jelent meg arrdl, hogy a Pectinex ultra a specifikdciéban
szereplé enzimeken kiviil egyéb olyan enzimeket tartalmaz (fruktoziltranszferdz és
B-galaktoziddz) mellyel kiilonb6zd oligoszacharidok szintetizalhatok (GHAZzI et al., 2007,
CARDELLE-COBAS et al., 2008). Ezen ismeretek adtak alapot annak, hogy az enzimkészitmény
tovabbi szennyezd aktivitasait feltérképezzem oligoszacharid szintézise céljabol. Ennek
megvalositasara biokonverziot inditottam kiilonbdzd szubsztratumokon, melyhez a készitményt
tisztitds nélkiil alkalmaztam. A transzglikozilaciot kiilonboz6 Osszetételi ¢és  kotési
diszacharidokon, a reverz hidrolizist kiilonb6z6 monoszacharidokon tanulmanyoztam, pH 5,5,

60 °C, 30 g/100ml paraméterek alkalmazasaval.

4.1.1.1 Gliikozil-gliikkézok

A Pectinex ultra transzgliikozilaciés képességét mind -, mind a- kotési glitkobiéz szénhidraton
tanulmanyoztam. A biokonverziot HPLC-RID technikdval kovettem nyomon. Eredményeimet a

12. tablazat mutatja.

12. tablazat: Szénhidrat osszetétel valtozasa a Pectinex ultra altal katalizalt
transzglikozilacios reakciok soran, gliikkobioz szubsztratumokon

, . e Gliikoz Szubsztratum
Termék Maximalis . e, . s
, er sq s P e koncentraci6  koncentracio
Szubsztratum retencios ideje termék teriilet .. ) .. P
(perc) (uRIU*perc) novekedés csokkenés
(g/100ml) (g/100ml)
cellobidz 6,786 2055271 1,3 3,1
maltdz 6,81 1083377 26,8 27,6
trehal6z 6,83 120250 0,8 0,93

(paraméterek: pH 5,5, 60 °C, 30 g/100ml szubsztratum koncentracid, 96 6ra, detektdlds: HPLC-RID technika)

Cellobioz

Tekintve, hogy az enzimkészitmény specifikdcidja alapjan tartalmaz celluldzt, illetve kimutattam
B-gliikkoziddz aktivitdsdt biokonverzids kisérletet végeztem cellobiéz szubsztraitumon. A
cellobiéz egy P(1-4) kotésii glikéz diszacharid, amelyet mar szamos kutatdé alkalmazott
szubsztratumként oligoszacharid eldéallitdsara (YAN & LIAU, 1998; BRUINS et al., 2003a). Az
altalam vizsgalt enzimkészitmény esetében is kimutathat6 volt e szubsztratumon oligoszacharid

szintézisgliikoz képzddése mellett.
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A biokonverzié 96. o6rdjaban vett minta HPLC-RID vizsgalatandl a cellobioztdl és gliikoztol
eltérd retencios idejii (6,782 perc) terméket mutattam ki. Ez a retencié kozel azonos a kordbban
vizsgélt triszacharid standard-ek (maltotridz, raffindz) retencids idejével, igy feltételezhetd, hogy
a keletkezett termék trimer. Az egyes szénhidriatok mennyiségi valtozdsa alapjan megfigyelhetd,
hogy mig a cellobi6z koncentricidja csokken, a gliik6z mennyisége novekszik. A szubsztratum
koncentraciéjanak csokkenése nagyobb volt, mind a gliikkéz koncentraci6janak csokkenése, ez is
aldtdmasztja 0j termék keletkezését.

A lejatsz6do hidrolizis és transzfer reakcid is igazolja a Pectinex ultra celluldz tartalmat. A
készitmény oligoszacharid szintetizalé képességét cellobidzon azonban még nem bizonyitottak.
Mas, gomba eredetli cellulaz enzim esetében végeztek hasonlo kisérleteket, foként az altalam is
detektalt B-gliikoziddz alkalmazdsdval. GIRI és munkatdrsai (1954) Aspergillus flavus eredetii
nyers micélium extraktummal 4-féle szénhidrat szintézisérdl szdmoltak be. PANDEY és MISHRA
(1997) Pichia etchellsii eredetii B-gliikkoziddz esetében mutattak ki transzglikozilaciét, amellyel
harom kiilonb6zd polimerizaltsagli oligoszacharidot szintetizaltak. YAN és LiAu (1998)
Aspergillus niger eredetli B-gliikkoziddz alkalmazdsdval cellobiéz szubsztratumon cellotriézt és
gentiobiozt allitottak eld. A Pectinex ultra enzimkészitmény esetében is lehetséges a cellotrioz
keletkezése. GAMA és MOTA (1998) Trichoderma reesei eredetii nyers cellulaz (cellobiohidrolazt
és endogliikkandzt tartalmazd) készitmény esetében mutattak ki transzgliikozildciés reakcidt,
cellobiéz szubsztradtumon. A nyers enzimkészitménynek koszonhetéen, a Pectinex ultra
tartalmazhat tobb fajta celluldz enzimet, melyek egyiittesen katalizalhatjdk az oligoszacharid
szintézist. SMAALI és munkatdrsai (2004) Sclerotinia sclerotiorum és Aspergillus niger eredetli
B-glikoziddz enzimekkel szintetizaltak kiilonbozd  gliiko-oligoszacharidokat — cellobiéz

szubsztratumon, melyek szerkezetét is meghatdroztak: gentiobioz, cellotridz, cellotetradz.

Maltoz

A maltézt, az ipari izomalto-oligoszacharid eldallitds szubsztratumat, szintén fontos kiinduldsi
anyagnak tartottam a Pectinex ultra oligoszacharid szintetizal6 képességének tanulmanyozdsanal.
Bizonyitottam, hogy az alkalmazott enzimkészitmény a maltézt is képes hidrolizalni,valamint
azon gliikozil transzfer reakcioét katalizélni.

A keletkezett oligoszacharid a HPLC-RID vizsgélat sordn 6,805 percnél jelent meg. A retencids
1d6 alapjan a szintetizalt szénhidrat 3 gliilkdéz egységbdl allé oligoszacharid. A hidrolitikus
aktivitasnak koszOonhetden a maltéz a biokonverzi6 24. ordjara szinte teljesen elfogyott €s ezzel
parhuzamosan nagy mennyiségli glikoz (26,8 g/100ml) keletkezett. A keletkezd gliikoz
mennyisége a cellobidz szubsztritumon mért mennyiséghez képest kiemelkedd. Ez érdekesnek

mondhat6, tekintve hogy a kromoforoszubsztritumokon mért a- és p-glilkoziddz aktivitds
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értekek kozel azonosak voltak.Vélhetden ez esetben a reakcié koriilményei kedveztek a maltéz
bontdsnak vagy tobb olyan enzimet tartalmaz a készitmény melynek szubsztrituma a maltoz.

A hidrolizis mellett transzgliikozildcidis végbe ment, amelynek kdszonhetéen az oligoszacharid
maximalis mennyisége szintén a 24. éraban detektalhat6 (tertilet=1083377 uRIU*perc).

Eddig megjelent tanulmdnyokban, maltéz szubsztrdtumon végbement transzgliikozildcids
reakciot az a-glikkoziddz (EC 3.2.1.20) (CRITTENDEN & PLAYNE, 1996) és a gliikoziltranszeraz
enzim (EC 2.4.1.24, 1-4-a-gliikdn-6-0-D-gliikoziltranszferdz) (HAYASHI et al., 1994) esetében
mutattak ki. Az o-gliikoziddzok olyan exoenzimek, amelyek a termindlis glikozidos kotéseket
hasitjdk a szubsztratum nem redukald végén, ezzel o-gliik6z egységeket felszabaditva. Egy
masik hidroldaz enzim csoport, a gliikoamildzok is képesek maltézt hidrolizalni, azonban nem
képesek transzglikozilacids reakciot katalizalni (KRASIKOV et al., 2001). FERRER és munkatdrsai
(2005) egy Ferroplasma acidiphilum eredetli a-gliikoziddz transzfer aktivitdsat tanulmanyozva
hasonl6 eredményt tapasztaltak, a reakci6 sordn szintén egy oligoszacharid terméket
(maltotriézt) detektdltak. Az dltalam alkalmazott készitmény multienzim jellege miatt, ez esetben

is felmertilhet tobb enzim egylittes miikodése.

Trehaloz

A trehal6z egy nem redukal6 diszacharid, amely a legszélesebb korben megtaldlhaté diszacharid
gombdkban, mind a vegetativ, mind a szaporodé gomba sejtjeiben (THEVELEIN, 1984). E
szénhidrat jelentds szerepet jatszik a gombdk élettevékenységében. Nagy szerepiikk van a
szénraktarozasban, valamint a stressz elleni védelemben (JORGE et al., 1997).

Az éaltalam alkalmazott enzimkészitmény gomba (Aspergillus acuelatus) eredetli, igy mutat
hidrolitikus aktivitdst trehal6z szubsztrdtumon is. Ezt bizonyitja, hogy a 96 6rds biokonverzid
soran 0,6 g/100ml-rél 1,4 g/100ml-re novekedett a gliikéz tartalom. A készitmény
alkalmazaséval csekély oligoszacharid képzés is megfigyelheté volt (kromatogram cstcs
teriilete: 120250 pRIU*perc), mely csak a biokonverzid 96. dérdjdban volt kimutathaté. A
detektalt termék a retencidja (6,83 perc) alapjan feltételezhetden triszacharid.

A gombdkban a trehaléz bioszintézise a trehaloz-6-foszfat-szintetdz és trehal6z-6-foszfat-
foszfatdz enzimeknek koszonhetd, hidrolizisiiket a trehalaz (a,o-trehaléz 1-D-gliikohidroldz)
enzim katalizdlja (THEVELEIN, 1984). Mdr szdmos tanulmdny beszdmolt a gombdkban taldlhaté
trehaldz enzimekrdl (HORIKOSHI & IKEDA, 1966; D’ENFERT & FONTAINE, 1997; D’ENFERT ef al.,
1999; PARROU et al., 2005). Ezen enzimek egyik f6 jellemzdje, hogy nem Kkatalizdlnak
transzglikozilaciés reakciét (DAHLQVIST, 1960). Kordbban azt feltételezték, hogy az

a-gliikoziddzok nem képesek lebontani a trehaldozban 1év6 a(1-1) glikozidos kotést (BERATIS et
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al., 1978), azonban djabb publikiciok cifoltdk ezt az elméletet (NAKAO et al., 1994; NASHIRU et
al., 2001).

Esetiinkben mind o-gliikkoziddz, mind trehaldz enzim katalizdlhatta a trehal6z hidrolizisét,
ugyanis tisztitatlan formdban haszndltam fel az enzimkészitményt. A trehaldzokrdl ismert, hogy
nem rendelkeznek transzferdz aktivitassal, igy az a-glikkoziddz enzim katalizdlhatta a csekély
transzfer reakciot.

Trehal6z oligoszacharidokrdl eddig kevés tanulmany jelent meg. KURIMOTO és munkatérsai
1997-ben Aspergillus niger eredetii a-glilkoziddz enzim felhaszndldsdval izomaltozil véget
tartalmazoé szintetizdltak. Esetilkben maltotetradzt

glikozil-trehal6z  oligoszacharidokat

alkalmaztak donorként és a trehal6zt akceptorként.

4.1.1.2 Gliikozil-fruktézok

Kordbban azt tapasztaltam, hogy a Pectinex ultra készitmény képes gliikobi6zokon hidrolizis és

transzfer reakciét  katalizdlni, illetve tanulmdnyok  bizonyitottdk a  készitmény

transzfruktozilaciés aktivitasat, ezért érdekesnek tartottam kiilonb6z6 gliikkozil-fruktézokon
(turan6zon, maltulézon, palatin6zon) lejatsz6dé reakcidkat megvizsgdlni. A biokonverzidk

eredményeit a kovetkezd tablazat mutatja (13. tdbldzat).

13. tablazat: Szénhidrat osszetétel valtozasa a Pectinex ultra altal Kkatalizalt
transzglikozilacios reakciok soran, gliikozil-fruktéz szubsztratumokon

Termék Maximalis Gliikoz Fruktoz Szubsztratum
, retencios termék koncentracio koncentracio koncentracio
Szubsztratum eq . e v , e , . ,
ideje teriilet novekedés novekedés csokkenés
(perc) (uRIU*perc) (g/100ml) (g/100ml) (g/100ml)
turandz 6,87 668843 0,8 0,92 2,3
maltuldz 6,86 1377514 0,69 1,1 3,22
palatinéz 6,80 1476973 1,52 2,16 5,7

(paraméterek: pH 5,5, 60 °C, 30 g/100ml szubsztratum koncentracid, 96 6ra, detektdlds: HPLC-RID technika)

Turanoz

A turan6z egy gliikéz és egy fruktoz egységbdl alloé redukald diszacharid, amelyben a(1-3)
glikozidos kotés taldlhat6. Eredményeim bizonyitjdk, hogya Pectinex ultraenzimkészitmény
alkalmazasdval hidrolizdlhat6 a turan6z és oligoszacharid szintézis is megvaldsithato.

A hidrolizis termékek mennyiségének alakuldsat elemezve megdllapithaté, hogy a fruktéz
koncentraciéjdnak novekedése (0,92 g/100ml) kis mértékben, de nagyobb volt a glikkéz
koncentraci6 (0,81 g/100ml) emelkedésénél. Ennek az lehet az oka, hogy az enzimkészitmény

transzgliikozilacios reakciot valdsitott meg a turan6zon. Az eredményt GHAZI €s munkatérsai
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(2007) altal végzett tanulmdny is aldtdmasztja, ugyanis megdllapitottdk, hogy a Pectinex ultra
készitményben taldlhat6 fruktoziltranszferdznak nem szubsztrdtuma a turandz.

Az oligoszacharid képzddés a maltdéz szubsztratumon elért eredményekhez képest kisebb volt
(maximdlis teriilet érték: 668843 uRIU*perc, retencios idd: 6,87), a legnagyobb oligoszacharid
koncentracié a biokonverzié 48. érdjaban volt detektdlhatd. A termék feltételezhetden harmas
polimerizaltsagu.

Eddigi tanulmanyok foként a turan6z a-gliikoziddz enzimre kifejtett gatlé hatdsarél szamoltak be
(AURICCHIO & BRUNI, 1967; PALMER, 1971; GUFFANTI & CORPE,1976). I’Jjabban mar vannak
adatok arrdl is, hogy egyes a-gliikoziddz enzimek a turandzt is képesek szubsztratumként
felismerni. TAKEWAKI €és munkatdrsai (1993) méh rovarbdl izolalt o-glilkoziddz enzim
szubsztratum specifitdsit vizsgaltak és megallapitottdk, hogy szdmos gliikobiéz mellett az enzim
képes volt a turandzt is hidrolizalni. NASHIRU és munkatérsai (2001) is ko6zolték, hogy a Thermus
caldophilus GK24 eredetli a-gliikoziddz enzim széles szubsztratum specifikussaggal rendelkezik.
Ez az enzim izomaltézon mutatta a legnagyobb aktivitdst, viszont turandz szubsztratumon is
glikéz képzddést detektdltak, amely csupdn 54,8%-a volt az izomaltézon elért hidrolitikus
aktivitdsnak. LUNINA és munkatdrsai (2003) Thermotoga neapolitana eredetli a-gliikkoziddzzal
ugyancsak kimutattak hidrolitikus aktivitdst turanézon. MINAMI é€s munkatdrsai (1990) az
oligoszacharid szintézist is tanulmdnyoztdk turanéz szubsztratum jelenlétében. A Streptococcus
mutans MT8148 és Streptococcus sobrinus 6715 torzsek gliikkoziltranszferdz enzimét vizsgaltak
kiilonb6zd szacharéz analég szénhidratokon. Kimutattdk (MINAMI et al., 1990), hogy a vizsgélt
diszacharidok mindegyike, a turan6z kivételével, szachar6zzal kombindlva gétolja a transzfer
reakciét. Turandéz és szachar6z egyiittes alkalmazdsdval azonban fokozni tudtik az
oligoszacharid képzését (MINAMI et al., 1990). ROBYT és EKLUNDI983-ban (1983) a
Leuconostoc mesenteorides eredetll dextranszukrdz enzimet vizsgéltdk. Kimutattdk, hogy
szacharOz:turan6z biszubsztratum rendszerben a turandz akceptorként vehet részt. Egyes
tanulmanyok arrél is irnak, hogy a ciklodextrin-gliikkanotranszferdz enzim daltal katalizalt
reakcidban is részt vehet akceptorként a turan6z (PLOU et al., 2002; WEDERS et al., 2008).

A kisérleteimben nem egészitettiik ki a turanézt més szénhidrattal. Igy arra kovetkeztethetiink,
hogy a turandz diszacharidon mutatott transzglikozilaci6é a készitmény o-gliikozidaz enzimének

tudhato be.

Maltuloz

A doktori kutatdsom sordn megvizsgaltam a készitmény hidroldz/transzferdz aktivitdsat maltuléz
szubsztratumon is. Az 16. dbrdn bemutatott eredmények alapjan megallapithatd, hogy Pectinex

ultra hidrolizdlta a maltul6zt és emellett transzglikozilaciét katalizalt (nagyobb polimerizaltsagu
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oligoszacharidok detektdlhaték). A transzglikozildciénak koszonhetéen oligoszacharid
szintetizdlodott, amelynek maximalis mennyiségét a 48. 6raban mértem (kromatogram csucs
teriilete: 1377514 pRIU*perc). A hidrolizis termékek koziil, a fruktéz mennyiségének
novekedése (1,1 g/100ml, a reakcid6 nagyobb mértékii volt, mint a glikéz koncentricid
novekedése (0,69 g/100ml) a reakcié 96. O6rdjara. Ezek alapjan feltételezhetd a
transzgliikozil4cids reakcié végbemenetele.

A maltul6zrél, mind szubsztratumként (hidrolizis), mind termékként (szintézis) foként az
a-gliikkoziddz enzimmel kapcsolatban taldlhaté irodalom (SUGAWARA et al., 1961; SUGAWARA,
1963; TAUFEL et al., 1967; KANG et al., 2009; POKUSAEVA et al., 2009). E szubsztraitumot még

nem vizsgéltdk oligoszacharid szintézis céljabol.

Palatinoz

A palatindéz egy természetben is eléforduld - egy gliikéz és egy fruktéz molekuldbdl 4ll6 -
diszacharid, amely o(1-6)-os glikozidos kotést tartalmaz. A palatindz-oligoszacharidok
eld0 (PRAPULLA et al., 2000). Megallapitottam, hogy a palatin6z is szubsztraituma az
enzimkészitménynek. A reakcié sordn mind hidrolizis termékek, mind transzfer termékek
megjelentek. A Pectinex ultra alkalmazéaséaval a palatin6zon vélhetden triszacharidokat (retencids
1d6: 6,80 perc) dllitottam eld. A  keletkezett termék maximalis mennyiségét
(1476973 uRIU*perc) a biokonverzié 24. ordjadban detektdltam. A monoszacharidok
koncentracidjanak alakuldsabol arra kovetkeztethetiink, hogy transzgliikozildciés reakcié ment
végbe. Az 4dltalam vizsgalt diszacharidok koziil a palatindz szubsztratumon volt kimutathat6 a
készitmény legnagyobb mértékii oligoszacharid szintézis, e diszacharid esetében detektdltam a
legnagyobb termék teriilet értéket.

Eddig megjelent tanulmédnyok szerint a palatindz szubsztratumon torténd hidrolizisért és a
transzgliikozilaciés reakcidért az a-gliikoziddz enzim a felelés (PILLER ef al., 1996; VAN DEN
BROEK 2003; LEHNER et al., 2006; POKUSAEVA et al., 2009). A kapott eredmények rdmutattak
arra, hogy a Pectinex ultra tartalmaz olyan a-gliikoziddz enzimet, amely széles szubsztratum
specifitassal rendelkezik, igy alkalmazéasaval lehetséges kiillonbozd Osszetételii/szerkezeti

oligoszacharidok eléallitasa.

4.1.1.3 Galaktozil-gliik6z

Az a-galaktozidos kotést tartalmazé oligoszacharidok (szdéja-oligoszacharidok) kimagaslo
részesei a kereskedelmi forgalomban kaphaté prebiotikus szénhidritoknak. Az aktivtitdsvizsgélat
eredményei azt mutattdk, hogy a készitmény jelentds mennyiségii (10,4 U/ml) a-galaktozidiz

enzimet tartalmaz (10. tdbldzat). Az a-galaktoziddzok (E.C. 3.2.1.22) exo-glikoziddz enzimek,
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amelyek kiilonb6z6 oligo- és poliszachariok termindlis galaktéz egységét hasitjak le (NGUYEN et
al., 2015). Emellett az o-galaktoziddz az o-galaktozidos kotések hidrolizise mellett azok
létrehozdsara is alkalmas lehet. A transzglikozildciés reakciét melibiéz szubsztratum

alkalmazdasédval tanulmédnyoztam.

14. tablazat: Szénhidrat osszetétel valtozasa a Pectinex ultra altal Kkatalizalt
transzglikozilacios reakcié soran, melibiéz szubsztratumon

Termék Maximalis Gliikoz Galaktoz Szubsztratum
Szubsztratum re!:en.ci()s termék koncentré’ci() koncentré’ci(’) koncentré}ci(’)
ideje teriilet novekedés novekedés csokkenés
(perc) (uRIU*perc) (g/100ml) (g/100ml) (g/100ml)
melibioz 6,92 3313266 4,6 2,77 10,71

(paraméterek: pH 5,5, 60 °C, 30 g/100ml szubsztratum koncentracid, 96 6ra, detektdlds: HPLC-RID technika)

Eredményeim alapjdn megdllapitottam (14. tdbldzat), hogy a Pectinex ultra a-galaktozidaz
enzime képes a melibiozt lebontani gliik6zza €s galaktézzd. Emellett megfigyelhetd egy
(feltételezhetéen) 3-as polimerizédltsagi oligoszacharid termék megjelenése is, amelynek a
retencids ideje HPLC-RID moddszerrel 6,92 perc. A termék maximaélis mennyiségét a
biokonverzié 48. o6rdjdban detektdltam (teriilet érték: 3313266 pRIU*perc). A szénhidrat
Osszetétel alakuldsabol arra lehet kovetkeztetni, hogy az oligoszacharid termék szintézise
transzgalaktozildciés reakcionak tudhaté be. Ezt bizonyitja, hogy a reakci6 soran kisebb mértéki
volt a galakt6z mennyiségi novekedése a gliik6zéhoz képest.

Mir 1964-ben LI és SHETLAR (1964) egy Diplococcus pneumoniae eredetii a-galaktozidiz
enzimmel kiilonb6zé a-galaktozidos kotést tartalmazd oligoszacharidokat szintetizaltak
melibi6zbdl. Esetiikben 9 féle oligoszacharid szintetizdlédott. HASHIMOTO €s munkatarsai 1995-
ben (1995) egy f6 oligoszacharid terméket szintetizaltak Candida guilliermondii eredetli
a-galaktoziddz enzim felhasznéldsaval. TZORTZIS és munkatdrsai 2003-ban (2003) szintén
hasonlé eredményeket kaptak. Melibiéz szubsztraitumon DP; oligoszacharidot szintetizaltak
Lactobacillus reuteri eredetli a-galaktozidaz enzimmel (TZORTZIS et al., 2003). Meghataroztdk a
termék szerkezetét is. A szintetizalt oligoszacharid 6-galaktozil-melibiéz volt. Ez a triszacharid a
Penicillium oxalicum eredetli a-galaktozidazzal szintén képezhetd (KURAKAKE et al., 2011).
tanulmdny, igy a melibi6z szubsztritumon elért eredményem ujnak tekinthetd és alapjdul

szolgélhat a-galaktozidos kotést tartalmazo szénhidratok eldallitasanak.
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4.1.2 Reverz hidrolizis Pectinex ultra enzimkészitménnyel

A di- és oligoszacharidok eldallitasanak egyik moédja a reverz hidrolizis reakciok alkalmazasa.

Kutatomunkdmban reverz hidrolizist is tanulmanyoztam a kovetkezd monoszacharid

szubsztratumokkal: arabin6z, ramndéz, szorbdz, xiléz, fruktdz, gliikkéz és manndz.

15. tablazat: Szénhidrat oOsszetétel valtozasa Pectinex ultra altal katalizalt reverz
hidrolizis reakciok soran, mannézon és gliik6zon

Termék(ek) Maximalis Szubsztratum
Szubsztratum | retencios ideje termék teriilet koncentracié csokkenés
(perc) (uRIU*perc) (g/100ml)
7,39 281763
gliikéz 1,59
6,8 2269338
manndz 7,57 1377345 1,98

(paraméterek: pH 5,5, 60 °C, 30 g/100ml szubsztratum koncentracid, 96 6ra, detektdlds: HPLC-RID technika)

Gliikoz

A gliikoz szubsztratumon végzett biokonverzids kisérlet soran kiilonb6z6é szénhidrat termékek
szintetizalodtak, amelyek retencids ideje (Termékl: 6,8 és Termék2: 7,32 perc) alapjan di- és
triszacharidok lehetnek (15. tdbldzat). Mennyiségiik a 96. 6rds biokonverzié végén volt a
legnagyobb (Termék1: 2269338 uRIU*perc, Termék2: 281763 pRIU*perc).

Az eddigi tanulmanyok alapjdn, szdmos enzim esetében kimutattak mér reverz hidrolizis reakciét
gliik6z szubsztratumon. Foként B-gliikkoziddz enzim alkalmazdsdval kapcsolatban mutattak ki
oligoszacharid szintézist (AJISAKA et al., 1987; SALOHEIMO et al., 2002; BRUINS et al., 2003a).
Kordbban bizonyitdsra keriilt, hogy a készitmény rendelkezik [-gliikoziddz aktivitdssal,
amelynek koOszonhetden képes a cellobiéz bontasira és e diszacharidon oligoszacharidot
szintetizalni. Ezen enzim jelenléte magyarazhatja a gliikoz monoszacharidon torténd reverz
hidrolizis reakci6t.

Az a-gliikozidos kotést bonté enzimek szintén rendelkezhetnek reverz hidrolizis aktivitdssal
(PESTLIN et al., 1997; RASTALL et al., 1991; MALA & KRALOVA, 2000; CHITRADON et al., 2000).
Kordbban bizonyitdsra keriilt, hogy a Pectinex ultra készitmény a-gliikoziddz enzimet is
tartalmaz, igy ezen enzim is katalizdlhatta a reakciét. MALA és KRALOVA 2000-ben (2000)
Bacillus stearothermophilus eredetii a-gliikozidaz enzim segitségével szintetizéltak kiillonb6zo
a-gliikkozidos kotést tartalmazé diszacharidot. Termékek kozott megtaldlhaté volt izomaltdz,
niger6z, maltéz és kojibiéz. Annak megéllapitdsara, hogy mely enzim katalizdlta a reakci6t,

tovabbi vizsgdlatokra lenne sziikség.
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Mannoz

Napjainkban a mann6z alapu oligoszacharidok szintézisére nagy érdeklédés mutatkozik, ugyanis
ezek a szénhidratok jelen vannak szamos glikoproteinben illetve jelentds anti-adhézids
tulajdonsaggal is rendelkeznek. Gyakorlatban az a-mannoziddz enzim segitségével allitjak elo,
igy a munkdmban célul tliztem a készitmény ezen aktivitdsanak vizsgdlatat is.

Mannéz szubsztratumot alkalmazva a biokonverzid soran egy 7,57 perc retencids idejii csics
novekedését detektdltam (15. tdbldzat). Ez a komponens feltételezhetden diszacharid. A
legnagyobb ~ mennyiségben a  96. 6rdban  vett mintdban  volt  kimutathato
(teriilete: 1377345 uRIU*perc). A mannobidz képzését a Pectinex ultra készitményében taldlhato
a-mannozidaz aktivitdsdnak tulajdonitom, hiszen szamos irodalmi példa van arra, hogy
a-mannoziddz enzimek katalizdljdk az oligoszacharid szintézist (reverz hidrolizis reakcidval)
mannozt tartalmazé kozegben (JOHANSSON et al., 1986, 1989; AJISAKA et al., 1995; SINGH et al.,
2000; MAITIN & RASTALL, 2007). A reverz hidrolizist els6sorban a gomba; Aspergillus niger
(AJISAKA et al., 1995; SINGH et al., 2000), Aspergillus phoenicus (ATHANASOPOULOS et al.,
2004), Penicillium citrium (MAITIN et al., 2004) eredetli a-mannoziddzokndl tapasztaltdk, de
néhany novény eredetli; mandula (SINGH et al., 2000) és Canavalia ensiformis (egy babfajta)
(JOHANSSON et al., 1986; 1989); is rendelkezik e tulajdonsaggal.

A reverz reakcié sordn keletkezett mannobidzt felépitd manndz egységek tobbféleképpen
kapcsolddhatnak egymashoz: a(1-2), a(1-3), a(1-6) (MAITIN & RASTALL, 2004). Egy adott
a-mannoziddz enzim tobbféle kotés kialakitasdra is képes lehet, tehdt tobbféle kotést tartalmazo
termékek lehetnek jelen a reakcidelegyben, azonban vannak nagy régiospecifitist mutatd
a-mannoziddzok is. A szintetizalt termékek tovabbi jellemzése a 4.1.5 fejezetben taldlhato.

A szintézis reakcidét arabindéz, ramndz, szorboz, xiléz és fruktéz monoszacharidokon is

vizsgéltam. E szubsztratumok esetében nem detektaltam termékképzést.

4.1.3 Transzglikozildacio Bifidobacterium longum eredetii enzimprepardtummal

A bifidobaktérium eredetli glikoziddz enzimeknek jelentds szerepe van a prebiotikus
szénhidritok hasznositdsdban. Kutatémunkdmban ezen enzimeket egy madsik aspektusbdl,
oligoszacharid szintézis szempontjabdl tanulmanyoztam. Ehhez egy Bifidobacterium longum
Bb-46 (probiotikum) eredetli enzimpreparatumot allitottam eld, melyhez el6zdleg a torzset laktdz
szénforrast tartalmazo tdpkdzegben szaporitottam. Ennek koszonhetden a preparatum
rendelkezett [-galaktoziddz aktivitdssal (0,4 U/ml), szdmos mds aktivitds mellett
(pl. a-glikoziddz, B-gliikkozidaz, o-galaktoziddz, B-fruktoziddz). Az oligoszacharid szintézist
kiilonb6z6 diszacharidokon, laktézon, laktul6zon, maltézon és szachar6zon tanulmanyoztam, 30

g/100ml szubsztratum koncentracid, pH 6,6 és 40 °C paraméterek alkalmazasaval.
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Megillapitottam, hogy a prepardtummal mindegyik vizsgalt diszacharidon lehetséges

oligoszacharidok eldallitasa (16. tablazat).

16. tablazat: Szénhidrat osszetétel valtozasa Bifidobacterium longum Bb-46 eredetii
preparatummal végzett biokonverziok soran

Termék Maximalis Gliikoz Fru/Gal* Szubsztratum
, retencios termék koncentracio koncentracio Kkoncentracio
Szubsztratum eq . e . , e , . ,
ideje teriilet novekedés novekedés csokkenés
(perc) (uRIU*perc) (g/100ml) (g/100ml) (g/100ml)
Laktéz 7,17 146247 0,71 0,788 2,62
8,24 4664435
Laktul6z 7,16 130594 - 0,87 1,95
8,35 3849667
7,22 283600
Maltéz 7,57 798240 1,05 - 1,85
8,35 4527066
Szacharéz 7,31 5994260 ]
8,10 1526998 3,36 723

(paraméterek: pH 6,6, 40 °C, 30 g/100ml szubsztratum koncentracid, 96 ora, detektdlas: HPLC-RID technika)
*Fru: frukt6z, Gal:galakt6z

HPLC-RID vizsgdlattal a lakt6zon kétféle terméket detektdltam, melyek retencids idejiik alapjan
trimer (8,24 perc, 4664435 pRIU*perc) és tetramer (7,17 perc, 146247 uRIU*perc)
oligoszacharidok, amelyek maximalis mennyisége a reakcid 96. drajaban volt mérhetd. Tovabba
kimutattam, hogy a reakcié sordn nagyobb mennyiségben keletkezik gliikk6z, mint galaktdz.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, laktéozon transzgalaktozildcids reakcid ment végbe, mely a
korabban mar kimutatott B-galaktoziddz enzim jelenlétének tudhaté be. Kordbban HSU és
munkatarsai (2007) hasonlé eredményt kaptak. A Bifidobacterium longum BCRC15708 torzs
B-galaktoziddz enzimével szintén tri- és tetramer galakto-oligoszacharidokat szintetizéltak.

Oligoszacharid szintézist tapasztaltam laktuléz szubsztritumon is. Ez esetben a lakt6zon
detektalt termékekkel kozel azonos retencidju szénhidriatok jelentek meg. Ezek maximalis
teriilet értékei szintén a 96. 6rdban voltak mérhetdk, azonban mennyiségiik kisebb volt (trimer:
8,35 perc, 3849667 uRIU*perc, tetramer: 7,16 perc, 130594 uRIU*perc). Az alkalmazott HPLC-
RID moddszerrel a galaktéz és a fruktdéz retencidja kozel esnek egymdashoz, igy nem
kovetkeztethettem a laktul6zon végbemend transzglikozil4cids reakci6 tipusdra. Eddig megjelent
tanulmanyokban azonban laktuldéz szubsztratumon torténd oligoszacharid szintézisrdl csak a
-galaktoziddzok 4ltal katalizlt transzgalakozildcids reakcié kapcsan szamoltak be (CARDELLE-
COBAS et al., 2008; MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2008; GUERRERO et al., 2011).Véleményem
szerint e biokonverzional is a preparatum [-galaktoziddz enzime katalizdlta az oligoszacharid
szintézist. Bifidobacterium eredetli [p-galaktoziddz esetében még nem szdmoltak be

transzgalaktozilacids reakciorol.
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Maltozon transzgliikozilacidés reakcid ment végbe, melynek koszonhetéen 3 oligoszacharid
terméket detektaltam. A hidrom termék maximalis mennyisége a biokonverzid 72. 6rdjaban volt
mérhetd (trimer: 8,35 perc, 4527066uRIU*perc, trimer: 7,57 perc 798240uRIU*perc, tetramer:
7,22 perc 283600 uRIU*perc). E reakcidt vélhetéen a preparatum a-gliikkoziddz enzime
katalizdlta. Kordbban VAN DEN BROEK és munkatdrsai (2003) a Bifidobacterium adolescentis
DSM?20083 a-gliikoziddz enzimének vizsgélatakor azt tapasztaltdk, hogy a mikroba kétféle
a-gliikkoziddzos kotést bontd enzimet termel oligo-1,6-gliikkozidazt (EC 3.2.1.10) és a-glikkoziddzt
(EC 3.2.1.20). Az eldbbi traszgliikozilacioval trehalozbol és szachardzbol volt képes
oligoszacharidokat szintetizdlni, ezzel szemben az utébbi enzimnél malt6zbdl, melicit6zbdl és
szachar6zbol figyeltek meg termékképzés.

Szachar6z szubsztratumon szintén mutattam ki transzgliikozildciés reakciot igy a VAN DEN
BROEK ¢és munkatarsai (2003) altal kimutatott enzimek jelenléte feltételezhetd az altalam
alkalmazott prepardtumban is. E szubsztritumon detektdltam a legnagyobb termék teriilet
értékeket (trimer: 8,10 perc, 5994260 uRIU*perc, tetramer: 7,31 perc, 5994260 pRIU*perc),
melyeket a maltéz szubsztraitumhoz hasonldéan a biokonverzié 72. 6rdjaban értem el, gliikkéz
képzédését nem detektaltam. Erdekes eredmény, hogy e szubsztritum esetén a nagyobb

polimerizaltsagu termék keletkezett nagyobb mennyiségben.

4.1.4 Kiilonbozd paraméterek hatisa a mannoz alapu di/oligoszacharidok szintézisére

A 4.1.2 fejezetben a Pectinex ultra enzimkészitménnyel, mannéz szubsztritumon elért
eredmények illetve a mannoz alapt oligoszacharidok nagy jelentésége miatt e reakciot tartottam

fontosnak tovabb tanulmanyozni, azon beliil is kiilonb6z6 paraméterek hatasat vizsgalni.

4.1.4.1 Szubsztratum koncentracio

A szubsztratum koncentracionak meghataroz6 szerepe van az oligoszacharidok szintézisénél.
Ismert tény, hogy a magas szubsztratum koncentraci6 kedvezden befolyasolja mind a
transzglikozilacidés, mind pedig a reverz hidrolizis reakciét. A szubsztraitum koncentracid
novelésével (vizaktivitds csokkenésével) a reverz reakciok esetében eltolhaté az egyensily a
szintézis irdnydba. Tovabbd, a nagy szubsztraitum koncentrdci6 masik fontos eldnye, hogy
megvédi az enzimet a hddenaturaciotol.

A mannézon torténd oligoszacharid szintézis optimalis szubsztratum tartalmanak
meghatdrozasdhoz biokonverzids kisérleteket végeztem pH 6,5 és 60 C° paraméterek mellett és a
96. 6raban mért relativ hozamokat hasonlitottam Ossze.

A szubsztratum koncentracié emelésével (20 - 60%) novekedett a mannobiéz mennyisége

(12. dbra). A legnagyobb termék hozam 60 g/100ml szubsztratum koncentracioval érhet6 el. Ez
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az érték kisebb a szakirodalomban publikélt eredményeknél. Az esetek tobbségében éltaldban 70
— 85% manndz koncentracié tartomdanyban hatdroztik meg az optimumot (JOHANSSON et al.,
1989, SUWASONO & RASTALL, 1996). Vannak kivételek pl. ATHANASOPOULOS és munkatarsai
(2004) éltal publikdlt eredmények (40 - 45%), akik az Aspergillus phoenicus eredetii

o-mannoziddzt vizsgaltik.
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12. abra: Manno6z koncentracio hatasa a Pectinex ultra termék szintézisére
(paraméterek: pH 6,5, 60 °C, 96. 6ra, detektdlds: HPLC-RID technika)

4.1.4.2 pH és homérséklet

A pH és hémérséklet hatasanak vizsgalatahoz az el6zd kisérletekhez hasonléan 96 Oras
biokonverziot hajtottam végre, 60 g/100ml mannéz koncentracié alkalmazasdval. A reakcio
tovabbi paramétereit nem valtoztattam. A 96. 6rdban kapott relativ hozamokat hasonlitottam
ossze. A termék képzés szempontjabdl optimdlis pH meghatdrozasdhoz Mcllvaine puffereket
alkalmaztam (pH 3,0 - 7,0).

A 13.A. édbréan jol lathato, hogy a legnagyobb hozamot pH 5,0 ért€ék alkalmazéasdval kaptam.
Mind a savas mind a lugos tartoméany felé haladva gyors iitemi csokkenés tapasztalhato.
ATHANASOPOULOS és munkatdrsai (2004) Aspergillus phoenicus eredetli a-mannoziddz esetében
szintén vizsgaltak a pH hatasat, 6k kis eltéréseket tapasztaltak a pH valtoztatasaval. A hozam 14
- 18 w/iw % értékek kozott valtozott pH 3,5 - 6,0 tartoményban. Az altaluk meghatarozott
optimum pH 4,0 - 5,0 volt. Megjegyzem, hogy szdmos tanulmany nem vizsgélja a pH hatésat,
csupdn az enzim hidrolitikus aktivitdsa esetén meghatdrozott optimumot alkalmazzak.

A hémeérséklet hatasanak vizsgalata 50 - 80 °C tartomdnyban keriilt megvaldsitdsra (13.B. dbra).
A legnagyobb termék hozamot 70 °C-on torténd biokonverziéndl kaptam. Az egyensilyi

szintézis reakciokat altalaban 50 - 60 °C tartomanyban hajtjak végre (MAITIN & RASTALL, 2007).
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ATHANASOPOULOS €és munkatérsai (2004) szintén ebben a tartomadnyban hatdroztdk meg az
Aspergillus phoenicus eredeti o-mannozidaz hoémérséklet optimumat. A legnagyobb

oligoszacharid hozamot 55 °C-on mutatta az enzim.
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13. abra: A Pectinex ultra altal katalizalt manné6z alapu szintézis
pH (A) és homérséklet (B) fiiggése
(paraméterek: pH 5,0 hdmérséklet fiiggés esetén, 60 °C pH fiiggés esetén,
60 g/100ml mannéz koncentracid, 96. éra, detektalds: HPLC-RID technika)

4.1.4.3 Enzim:szubsztratum arany

A manndéz szubsztritumon végzett reverz hidrolizis reakci6 esetében vizsgiltam az
enzimmennyis€g hatdsat a termék szintézis fokozédsa érdekében. A vizsgdlt enzim:szubsztratum
aranyok a kovetkezdk voltak: 0,77; 1,9; 2,7; 3,1; 3,5; 3,9 mg fehérje/g szubsztratum. A
kiértékeléshez a 96. 6raban mért relativ 6ssztermék hozamokat hasonlitottam Ossze.

A HPLC-RID vizsgélat sordn egy ujabb, nagyobb polimerizaltsigu terméket is detektédltam,
amelynek retencidja 6,7 perc volt. Ez a szénhidrat az alkalmazott analitikai oszlop
specifikdltsdga alapjan triszacharid lehetett és csak kis mennyiségben keletkezett a reakcio sordn,
kb. egy nagysigrenddel kisebb jelet adott (maximadlis kromatogram-cstcs teriilete: 782273
uRIU*perc) a kromatogramon a mar kordbban detektdlt termékhez képest. Ez azzal
magyardzhaté, hogy bizonyos enzim:szubsztrdtum ardnyok alkalmazdsa fokozta a reverz
hidrolizis reakciét magasabb polimerizaltsagd termék megjelenését eredményezve. Az
enzim:szubsztratum ardny hatdsdnak vizsgalatakor a két termék egyiittes mennyiségét vettem
figyelembe. Megallapitottam, hogy a maximdlis termék hozam (mannobiéz és mannotridz
Osszege) a 3,1 mg fehérje/g enzim:szubsztratum ardnyndl érhetd el. Az enzim mennyiség tovabb

novelésével nem fokozhaté a hozam (14. abra).
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14. abra: A Pectinex ultra mennyiségének hatasa a mannobiéz és mannotrioz szintézisre
(paraméterek: pH 5,0, 70 °C, 60 g/100ml mannéz koncentracid, 96. ora, detektalas: HPLC-RID technika)

4.1.4.4 Maillard inhibitorok hatasa

A szénhidrat szintézist gatolhatja a reakcid soran bekdvetkezd enzim-inaktivalédds. Ennek egyik
oka lehet az enzim aminosav alkotdi és a szubsztratum kozott végbemend Maillard reakcid. A
mannéz alapd szénhidrat szintézis sordn 3 Maillard reakciét gatld vegyiilet hatdsat vizsgédltam:
o-fenilén-diamin-dihidroklorid (OPD), szemikarbazid-hidroklorid (SMC) és a aminoguanidin-
hidroklorid (AG). Megdllapitottam, hogy a 3 inhibitor koziil csupdn az AG alkalmazdsaval

novelhetd a termékek szintézise. Az OPD és az SMC gatoltdk a termékek szintézisét.

8,E+06
7,E+06

6,E+06

5,E+06 %ﬁ
4,E+06

3,E+06 //

2,E+06 /

Termékek ossztertilete,
MRIU*perc

1,E+06
0,E+00
0 24 48 72 96 120 144
, Biokonverziés id6, h
—4#— mannoz (kontrol) =—@— mannoz+AG

15. abra: Az aminoguanidin hatisa a mannéz alapu szénhidrat szintézisre
(paraméterek: pH 5,0, 70 °C, 60 g/100ml mannéz koncentricié, 15 mM AG,
detektalas: HPLC-RID technika)
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Az 15. dbran a két termék kromatogram-csticsanak egyiittes teriilete lathaté az 1d6
fliggvényében. Megfigyelhetd, hogy mig a kontrol minta esetében a 72. 6ra utdn csokken a
termékek mennyisége, az aminoguanidin jelenlétében kis mértékben, de tovabb novekszik. Az
alkalmazott Maillard inhibitorok hatdsdt a MAITIN és RASTALL is vizsgalta (2004). Penicillium
citrinum eredetli a-mannoziddz enzim reverz hidrolizis aktivitdsat tanulmanyoztdk mannéz
szubsztritumon. Az ¢ esetiikben mindegyik inhibitor novelte a termék hozamot. A legjobb
eredményt OPD alkalmazdsaval érték el. 10 mM OPD tartalom 53%-ban ndvelte a relativ
hozamot. Az Aspergillus aculeatus eredetli enzimkészitmény aminoguanidin jelenlétében

35%-kal novelte meg a termék hozamot (a 144. 6rét tekintve).

4.1.5 A mannoz alapu di/oligoszacharidok elvdlasztdsa és jellemzése

A manndéz alapui (di,oligo)szacharidok elvalasztdsdhoz és jellemzéséhez nagyobb mennyiségii
termékre volt sziikkségem, igy 1€pté€knovelési kisérletet hajtottam végre. Gyakorlatban az
optimélis koriilményeket (pH 5,0, 70 °C, 60 g/100ml mannéz koncentracid, 3,1 mg fehérje/g
mannéz enzimmennyiség) alkalmazva 5 ml térfogatban valdsitottam meg egy 144 Oras
biokonverziot. A tisztitashoz BioGel-P2 toltetet alkalmaztam, eluensként 0,001% Na-azidot
tartalmazé desztilldlt vizet haszndltam, amelyet 0,75 ml/perc térfogatirammal mostam 4t az
oszlopon. A tisztitds sordn 2 ml térfogatu frakciokat gyljtottem. A kapott frakcidk szénhidrat

osszetételét TLC technikdval vizsgaltam (16. abra).

mannéz

Termék1l

Frakciok

16. abra: A manndz alapua szénhidratok tisztitasa soran kapott frakciok

TLC analizissel detektalt osszetétele
(biokonverziés paraméterek: pH 5,0, 70 °C, 60 g/100ml mann6z koncentracid, 144. éra)
(tisztitds paraméterei: 78*1,8 cm BioGel-P2 oszlop, 0,75 ml/perc, 2 ml frakcid, eluens 0,001% Na-azid )
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A TLC analizissel 4 szintézis termék kimutatasa volt lehetséges a frakciokban. Ezen kiviil egyes
frakciokban polimerek jelenléte volt megfigyelhetd (dbran nincs feltiintetve). Az elsd tisztitds
soran kapott frakcidok szénhidrat 6sszetétele alapjan a Termék3 tisztitasat tiztem ki célul. Ennek
érdekében e terméket tartalmazd frakcidkat Osszeontdttem (az abrdn jelolt esetben a 42-48
frakcidkat) és liofileztem.

Az kapott liofilizitumot visszaoldottam 1 ml desztilldlt vizbe és ismét felvittem a BioGel-P2
oszlopra. A 2. tisztitasi 1épés soran a Termék3 szénhidratot a TLC vizsgalat alapjan megfeleld

tisztasagban sikeriilt kinyertem (17. 4dbra).

-

4 Termék3

17. abra: Pectinex ultra enzimkészitménnnyel eléallitott tiszta mannéz alapi szintézis
terméket tartalmazé oldat TLC képe

(biokonverziés paraméterek: pH 5,0, 70 °C, 60 g/100ml mann6z koncentracid, 144. éra)
(tisztitas paraméterei: 78*%1,8 cm BioGel-P2 oszlop, 0,75 ml/perc, 2 ml frakcid, eluens 0,001% Na-azid )

A kapott termék tisztasagat és polimerizéltsagat a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai
Kémiai Tanszéke ellendrizte MALDI-TOF-MS technikdval. A vizsgalat sordn fény deriilt arra,
hogy a kinyert szénhidrat egy triszacharid (m/z=527,09, 18. dbra). Ez az eredmény aldtdmasztja,
hogy Pectinex ultra rendelkezik mannozidaz aktivitassal, amely segitségével kiilonb6z6 manno-
oligoszacharidok szintetizalhatok.

A 2. tisztitds soran fennmarado, termékeket tartalmazo frakcidokat OsszeOntottem, €s szintén
MALDI-TOF-MS analizisre kiildtem. A 19. dbrdn jol lathat6, hogy e moddszerrel mar 5 féle
szénhidrat volt kimutathaté. Az m/z értékek alapjan dimer (m/z= 345,12; m/z= 362), trimer
(m/z= 527,18; m/z= 543,12), tetramer (m/z= 689,16), pentamer (m/z=867,18), hexamer
(m/z=1029) termékek keletkeztek a reakcid soran. Ez uj eredménynek mondhato, ugyanis eddigi
tanumdnyokban manndz alapi reverz hidrolizis esetében csak mannobiéz, mannotriéz és
mannotetradz szintézisérdl szamoltak be (AJISAKA et al., 1995; SUWASONO & RASTALL, 1996;

SINGH et al., 2000; ATHANASOPOULOS et al., 2004; MAITIN et al., 2004).
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COUTURIER és munkatdrsai (2013) [B-mannandz enzim transzmannoziddz aktivitdsanak
felhasznalasaval B-kotésli manno-oligoszacharidokat szintetizaltak manno-pentadz szubsztratum
alkalmazasaval. A kovetkez6 termékeket detektaltaltak: M2, m/z 365.1; M3, m/z 527.1; M4, m/z
689.2; M5, m/z 851.2; M6, m/z 1013.3, M7, m/z 1175.3; M8, m/z 1337.3.
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18. abra: A BioGel-P2 oszloppal torténoé tisztitassal kinyert Pectinex ultra-val szintetizalt
mannotrioz MALDI-TOF-MS spektruma
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19. abra: A Pectinex ultra enzimkészitménnyel mannoézon szintetizalt termékek
MALDI-TOF-MS spektruma

Esetemben vélhetden o-glikozidos kotéssel kapcsolddnak a mannéz egységek, mivel eddigi

tanulmanyokban csak az o-mannoziddz enzim reverz hidrolizis reakcidjardl szdmoltak be
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manndz szubsztradtumon.Vannak olyan a-mannoziddzok, amelyek a reverz hidrolizis révén csak
egyféle kotéstipus kialakitasdra képesek. Ilyen példdul az ATHANASOPOULOS €s munkatdrsai
(2004) altal tanulmanyozott a-mannoziddz, amely csak a(1-6) kotésti termékeket eredményezett.
SUWASONO és RASTALL (1996) pedig egy a(1-2) kotésre specifikus (Aspergillus niger eredetit)
o-mannoziddz enzimrdl szamoltak be. Emellett kis régiospecifitassal rendelkezd
a-mannoziddzokrdl is jelent meg tanulmany (AJISAKA et al., 1995; SINGH et al., 2000). E nem
specifikus a-mannoziddzok haromféle kotéstipus kialakitdsara képesek: a(1-2), a(1-3), a(1-6).

Az altalam alkalmazott a-mannoziddz régiospecifitisanak jellemzéséhez tovdbbi vizsgélatokra

(NMR) van sziikség.

4.2 Oligoszacharid szintézis biszubsztratumi rendszerekben

4.2.1 Reverz hidrolizis Pectinex ultra enzimkészitménnyel

A doktori kutatisomban az oligoszacharid szintézist kiilonb6z6 monoszacharidokat tartalmazo
biszubsztratum rendszerekben is megvizsgéltam. E két-szubsztratumos rendszerek mannozt és
kiilonb6zé monoszacharidokat(arabindz, fruktéz, gliikkéz, szorb6éz és xildz) tartalmaztak 2:1
ardnyban. A reakciokoriilményeket a kordbban meghatdrozott a-mannoziddz enzim dltal
katalizalt reverz hidrolizis reakcié optimum paramétereire allitottam be. Kontrol vizsgdlatokat is
végeztem, amelyekben monoszubsztraitumokkal inditottam reakciot. A biokonverzid kiilonbozé
idopontjaiban vettem a mintdkat és analizdltam. A 20. dbrdn a 96. 6rdban kapott hozamokat

(dimer és oligomerek egyiittesen) hasonlitottam Ossze.
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20. abra: A Pectinex ultra altal katalizalt reverz hidrolizis termékeinek relativ hozama
kiilonb6z6 biszubsztratumokon

(paraméterek: , pH 5,0, 70 °C, 60 g/100ml szubsztrdtum koncentracio,
szubsztratum ardny 2:1, 96. 6ra, detektdlds: HPLC-RID technika)
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Megdllapitottam, hogy a manndz:frukt6z, manndz:gliikk6z, mannéz:arabinéz, manndz:szorboz és
manno6z:xil6z kombindcidk a tiszta manndz szubsztratumon elért oligomer hozam csupdn 39%-at
(mannéz:fruktéz),  54%-at  (manndz:glikéz), 61%-at  (manndz:arabinéz),  65%-at
(manndz:szorb6z) és 55%-at (manndz:xil6z) eredményezték. Tekintve, hogy a mannéz 1/3-ad
részét helyettesitettem mas monoszachariddal, feltételeztem, hogy a kontrol minta hozaméanak
minimum 2/3-at elérem a készitmény o-mannoziddz enzime daltal katalizdlt reverz hidrolizis
reakcionak koszonhetéen. Eredményeim alapjan azonban az feltételezhetd, hogy a Pectinex ultra
mannoziddz enzime nagyfoku specifitdst mutat a manndz szubsztratum felé, ezért nem volt képes
olyan reverz hidrolizis reakciot katalizdlni, melyben a mannézon kiviil mas monoszacharid is
részt vesz. Ezt megerdsitette a TLC vizsgalat eredménye is, mellyel nem volt megfigyelhet6 a
mannéz alapu termékektdl eltérd retenciojii szénhidrat jelenléte. Eredményeim alapjan az is
megfigyelhetd, hogy a fruktéz gitolja az a-mannoziddz miikodését. Az alacsony termék hozam
oka lehet, hogy a fruktéz negativan befolyasolja az enzim stabilitdsat. MALA €s KRALOVA (2000)
Bacillus stearothermophilus eredetli a-gliikoziddz (4ltal kataliz4lt reverz hidrolizis) vizsgdlatdnal
a mannodz és a xiléz kedvezdbtlen hatdsat mutattak ki az enzim stabilitdsara.

Erdekes eredmény, hogy gliikkéz:mannéz biszubsztratum esetén a vartnal kisebb termékszintézis
(54%) detektélhatod, tekintve, hogy monoszubsztratumként mindkét szubsztratumon kimutathat6
volt termékképzés (4.1.2 fejezet). Egyes a-glilkoziddz és o-mannoziddz enzimek esetében
lehetséges oligoszacharidok eldallitdsa biszubsztratum rendszerek alkalmazdsdval. RASTALL és
munkatdrsai (1992) kiilonb6z6 biszubsztratum rendszereket vizsgéltak a Canavalia ensiformis
babfajta eredetli a-mannoziddzzal. Azt tapasztaltdk, hogy 50:50 ardnyban manndzt és arabindzt
tartalmazé 45% szénhidrat koncentracidju kozegben akdr 145% oligomer hozam is elérhetd, a
monoszubsztraitum rendszerekhez viszonyitva. Taldn az a kiilonbség, hogy ebben az esetben
novényi eredeti mannozidazt alkalmaztak, amelyek 4ltalaban aktivabbak a szintézis vagy
szakirodalomban.

Multiszubsztratum alapu reverz hidrolizissel torténd oligoszacharid szintézisr6l PESTLIN és
munkatirsai  (1997) is beszdmoltak. Ok az Aspergillus niger eredetii glikkoamildzrél
bizonyitottdk, hogy képes oligoszacharidokat szintetizdlni arabindz/fruktdz/galakt6z/mio-
inozit/lix6z/manndz/ribéz/xiléz és gliikkéz szubsztratumok részvételével. MALA és KRALOVA
(2000) pedig Bacillus stearothermophilus eredetl oa-gliikoziddz enzimet vizsgéltak
biszubsztratum rendszerekben és azt tapasztaltdk, hogy a xiléz és a manndz lehetséges

akceptorok a reverz hidrolizis reakcidban.
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4.2.2 Transzglikozildacio Pectinex ultra enzimkészitménnyel

4.2.2.1 Kiilonb6z6 szubsztratum kombinaciok

Korabbi tanulmdnyokban bizonyitdsra keriilt, hogy a Pectinex ultra enzimkészitmény
nagymértékli  B-galaktoziddz és fruktoziltraszferdz aktivitdssal rendelkezik, amelyet
aktivitdsmérési eredményeim is aldtdmasztottak (10. tdblazat). Célom volt a traszglikozilacié
biszubsztratum rendszerben torténd tanulméanyozasat e két aktivitasra fokuszdlva megvaldsitani,
ezért a laktozt és a szacharozt kiilonb6zo szénhidratokkal (mono- és diszacharidokkal: fruktéz,
galaktéz, glikkéz, laktéz, maltéz, manndz, szachardz, xil6z) egyiitt alkalmazva hoztam létre
biszubsztritumos rendszereket. A reakcié kozegek 10 g/100ml koncentrdcidban tartalmaztak

szénhidrétot, a szubsztratumok 1:1 ardnyu jelenlétével. Eredményeimet a 21. dbra mutatja.
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21. abra: A Pectiney ultra altal katalizalt transzglikozilacios reakciok termékeinek

mennyisége kiilonb6z6 biszubsztratum rendszerekben
(paraméterek: pH 5,5, 60 °C,10 g/100ml szénhidrat tartalom, 1:1 arany, 96. 6ra, detektdlas: HPLC-RID technika)

A kapott eredmények alapjan megallapithaté, azon kombinaciok esetén, amelyekben a
szachardzt vagy a lakt6zt monoszacharidokkal (gliikéz, fruktéz, manndz és xiléz) alkalmaztam
egylitt nem, vagy csak minindlis oligoszacharid hozamot eredményeztek. A gliikkéz, mint a
frukto-oligoszacharid eldallitdis melléktermékének, géatld hatdsdr6l mar szdmos tanulmény
beszdmolt (DUAN et al., 1994; SHEU et al., 2001). Tovabba a B-galaktozidaz enzimmel torténd
galakto-oligoszacharid eldallitds soran melléktermékként keletkez6 monoszacharidok (gliikéz,
galaktdz) transzglikozildcids reakcidra kifejtett gatlé hatdsat is bizonyitottdk mar (NERI et al.,

2009; ALBAYRAK & YANG, 2002, KM et al., 2001). Erdekesnek tartom azonban, hogy a
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szachar6z:mannodz és szachar6z:gliik6z biszubsztratmok esetén nem detektdltam termékképzést.
Egy korabbi (4.1.2) fejezetben ugyanis bizonyitottam, hogy a Pectinex ultra enzimkészitmény
képes reverz hidrolizis reakciét katalizalni e két monoszacharidon. Ebbdl arra kovetkeztetetek,
hogy nem csak a gliikoz és a manndz gatolja a transzfruktozildciés reakcié végbemenetelét,
hanem a szachardz is gitolja a manndzon illetve gliik6zon torténd reverz hidrolizist.

Jobb eredmények érhetdk el diszacharid szubsztratumok alkalmazdsdval. Mind a lakt6z:maltéz,
mind a szachar6z:lakt6z és mind a szachar6z:malt6z kombinédcidval kiemelkedd eredményt
értem el.

A szachardz €s lakt6z kombindciondl a laktdz kontrol a 45%-ét, a szachar6z kontrolnak pedig
233%-at (termék teriilet: 1044021 pRIU*perc) értem el. Itt a szachar6z konrolhoz mért nagy
hozam vélhetéen annak koOszonheté, hogy a Pectinex ultra enzimkészitményben 1évo
B-galaktozidaz és fruktoziltranszferaz enzimek parhuzamos miitkddése ment végbe. A szacharéz
kontrolhoz képest mért magas hozam azonban felveti a lehet0ségét mas szintézis utaknak. E
biszubszratum alkalmazisaval mar ipari méretekben allitanak eld egy bifidogén hatasu
oligoszacharidot, a laktészacharézt (Ensuiko Sugar Refining Co., Hayashibara Shoji Inc.; Japén),
melynek alapja, hogy a B-fruktofuranoziddz enzim a szachardz frukt6z részét a laktozra szdllitja
(CRITTENDEN&PLAYNE, 1996). SEO és munkatérsai (2007) pedig egy olyan enzimes reakciérol
szamoltak be, amelyben a szachar6z gliikkoz részét vitt€k 4t a laktéz molekuldra. Ezt a
Leuconostoc citreum eredeti dextranszukraz enzimmel valdsitottdk meg, a szintetizalt
oligoszacharid pedig 6-gliik6zil-lakt6z volt.

Szachardz és laktéz biszubsztratum rendszert L1 €s munkatérsai (2009) is vizsgéltdk a Bacillus
circulans  eredeti  B-galaktoziddz enzim transzgalaktozildciés reakciéja  esetében.
Megéllapitottak, hogy a vizsgalt B-galaktoziddz enzim a lakt6z (donor) szubsztratumrdl galaktéz
egység atvitelét katalizdlta szachar6z (akceptor) molekuldra kiilonb6z6é oligoszacharidokat
szintetizalva.

A szacharéz:maltéz (termék teriilet: 547341 pRIU*perc) és a laktdz:maltéz (termék teriilet:
1019156 pRIU*perc) egyiittes alkalmazdsdval is kiemelkedd eredményt értem el a kontrol
mintdk esetében elért oligoszachrid tartalomhoz képest. E biszubsztratumok esetében is
felvetddik a kérdés, vajon a nagy oligoszacharid tartalom tobb enzim parhuzamos miitkodésének
(szachar6z:maltéz esetében az fruktoziltranszferdz:a-glilkoziddz, laktdéz:maltéz esetében a
B-galaktozidaz:a-gliikoziddz) vagy egy enzim képes tobbféle diszacharidot akceptorként
felismerni. Ennek megdllapitdsdra a harom kiemelkedd eredményt mutatd biszubsztratum

rendszert TLC mddszerrel is megvizsgdltam. A kapott eredményeket a 22. dbra szemlélteti.
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22. abra: Laktoz:Maltoz (A), Szacharéz:Laktoz (B) és Szacharoz:Maltoz biszubsztratumon

Pectinex ultra enzimkészitménnyel végzett biokonverzié TLC képe
(paraméterek: pH 5,5, 60 °C,10 g/100ml szubsztratum koncentracid, 1:1 ardny,96. 6ra)
MOS: malto-oligoszacharid, GOS: galakto-oligoszacharid, FOS: frukto-oligoszachrid

A TLC vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy a lakt6z:maltéz (22.A. dbra) esetén egy galakto-
oligoszacharid és egy malto-oligoszacharid retencidjaval megegyezé oligoszacharid
szintetizdlodott a készitményben 1€évé fruktoziltranszferdaz és a P-galaktoziddz enzim egyiittes
miikddése révén. A szachardz:laktéz (22.B. dbra) esetében frukto-oligoszacharidok és galakto-
oligoszacharidok retencidjaval megegyezd termékek keletkeztek a fruktoziltranszferdz és a
B-galaktoziddz enzim 4ltal katalizalt transzglikozildciés reakcidknak koszonhetden. Egyik
esetben sem mutathato ki 0j oligoszacharid képzddése. Szachar6z:malt6z kombinécié esetében
azonban egy eltéré retencioval rendelkezd terméket detektaltam (22.C. dbra; STYEVKO et al.,
2013). A HPLC-RID vizsgélatok alapjan megallapithatd, hogy az 1j oligoszacharid trimer,
amelynek szintézise 3 féle uton mehetett végbe:

a) a készitmény o-gliikozidaz enzimének koszonhetéen transzgliikozilacidé ment végbe,
amelyben a malt6z mint donor, a szachar6z mint akceptor molekula vett részt, igy
szintetizdlva gliikozil-szacharézt,

b) vagy transzgliikozilaci6 ment végbe, amelyben a szacharéz mint donor, a maltéz mint
akceptor molekula vett részt, igy szintetizaltva gliikozil-maltézt

c) vagy az fruktoziltranszferdz enzimének kdszonhetden transzfrukozilacids reakcié ment
végbe, amelyben a szacharéz mint donor, a maltéz mint akceptor molekula vett részt,
fruktozil-maltozt szintetizalva.

Kordbbi tanulmdnyokban mar szdmoltak be szacharéz és maltéz egyiittes alkalmazasarol.
CANEDO és munkatarsai korabban (1999) Bacillus subtilis eredetii levanszukraz felhasznalasaval
olyan transzfruktozil4cids reakciot végeztek, amelyben a szacharéz donorként, a maltéz akceptor
molekulaként szerepelt. Ennek koszonhetéen maltozil-fruktdzt (erl6zt) szintetizéltak.

Transzgliikozilacios reakcidrdl is szamoltak be korabban e biszubsztratum kombinacio esetében

(CRITTENDEN & PLAYNE, 1996; DOLS ef al., 1999; DEMUTH et al., 2002; HELMUTH et al., 2008).
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A gliikozil-szachardz szintézise is e két szubsztratum egyiittes alkalmazasaval torténik, mely mér
egy kereskedelmi forgalomban kaphat6 szénhidrat (CRITTENDEN & PLAYNE, 1996). E szénhidrat
eldallitasa a ciklomaltodextrin-gliikanotranszferdz enzimmel torténik, mely a maltézrdl gliikkéz
egységet szdllit a szachar6z molekuldra. HEINCKE €s munkatdrsai (1999) a Leuconostoc
mesenteroides NRRLB-512 F eredetii dextrdnszukrdz enzim transzgliikozilaciés reakcidjat
tanulmanyoztdk és kimutatattdk, hogy az enzim olyan reakciét katalizdl, amelyben a szacharéz
gliikkézil-donorként, a maltéz pedig akceptor molekulaként vesz rész. KésObb ezt megerdsitettek
tovabbi akceptor molekuldk vizsgdlata mellett is (DEMUTH et al., 2002). HELMUTH és
munkatdrsai  2008-ban (2008) a Streptococcus oralis eredeti glikdnszukraz enzim
régiospecifitdsat és akceptor specifitdsat véltoztattdk meg mutagenézis segitségével. Esetiikben is
a szachar6z volt a donor molekula, melyet sikeresen alkalmaztak kiilonb6z6 akceptor

szénhidratokkal.

4.2.2.2 Szacharéz:maltéz arany hatasa az oligoszacharid szintézisre

Altalanosan elfogadott tény, hogy az oligoszacharid hozam névelhetd a donor:akceptor arany
optimdlasdval. Az optimédlis ardnyt nagyban meghatdrozza az alkalmazott enzim eredete illetve a
transzfer reakcioban részt vevd donor és akceptor molekuldk Osszetétele (MAITIN & RASTALL,
2007). A fent emlitett eredmények alapjan a szachar6z és a maltéz kiillonb6zd ardnyu
kombindcidinak az oligoszacharid szintézisre gyakorolt hatdsat vizsgdltam. A biokonverziét pH

5,5 és 60 °C koriilmények kozott hajtottam végre 20 g/100ml szubsztratum koncentracidval.
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23. abra: Relativ oligoszacharid hozamok a Pectinex ultra altal katalizalt
transzglikozilacios reakcié 24. érajaban,a szacharéz és maltéz

kiilonb6z6 aranyai esetében
(paraméterek: pH 5,5, 60 °C, 20 g/100 ml szubsztratum koncentracid, detektalds: HPLC-RID technika)

A kapott eredményeket a 23. dbra mutatja. J6l lathato, hogy a legkisebb oligoszacharid hozamot
(a szachardz kontrol 60%-at) maltéz monoszubsztratum esetén kaptam, a legmagasabbat pedig

1:9 ardnyd maltéz:szachar6z kombindciondl (STYEVKO et al., 2013). Az eredményem egyezik
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CANEDO ¢és munkatdrsai (1999) altal vizsgélt levanszukrdz enzim optimdélis maltéz:szachar6z
ardnyaval. Megjegyzem, hogy a 4:6 ardnyd Osszetétel (maltéz:szachar6z) is j6 eredményt

mutatott (108%).

4.2.2.3 Szubsztratum koncentraci6 hatasa az oligoszacharid szintézisre

Az optimélis szubsztritum koncentracié meghatarozdsara 20 - 70 g/100 ml tartomanyban
vizsgaltam a biokonverzidt. Az el6z6 kisérletben elért eredmények alapjan a maltéz:szacharéz
1:9 ardnyu Osszetételét alkalmaztam. Az oligoszacharid szintézist 192 6raig vizsgiltam pH 5,5 és

60 °C paraméterek mellett.
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24. abra: Relativ oligoszacharid hozamok a Pectinex ultra altal a maltéz:szacharoéz
biszubsztratumon katalizalt transzglikozilacios reakcio soran, kiilonb6z6

szubsztratum koncentraciok esetében
(paraméterek: pH 5,5, 60 °C, 192 6ra, maltéz:szachar6z ardny 1:9, detektdlds: HPLC-RID technika)

A 24. 4dbran megfigyelhetd, hogy a maltoz és szachardz egylittes alkalmazédsa esetén a
szubsztratum koncentracié novelése fokozza az oligoszacharid hozamat. A maximaélis hozamot a
60 g/100 ml szubsztratum koncentrdciéndl mértem, azutdn csokkent (STYEVKO et al., 2013).
Osszevetve az eldzd fejezetben kapott eredménnyel, azt tapasztaltam, hogy az enzim kb.
OtszOrosen tobb oligoszacharidot szintetizalt ebben az esetben, mint a 20g/100 ml szubsztratum
koncentracié esetén. Az eredményeim megegyeztek HANG és WOODAMS (1996) éltal
kozoltekkel. Az Aspergillus foetidus, Aspergillus niger és Aureobasidium pullulans eredetli
fruktoziltranszferdzok optimdlis szubsztritum koncentracidja szintén 55 - 60 g/100ml
intervallumban taldlhat6. GHAzI ¢és munkatarsai (2007) tisztitottdk a Pectinex ultra
készitményben taldlhaté fruktoziltranszferdz enzimet és szachar6z esetében vizsgéltdk a
szubsztratum koncentracidé transzfer reakcidra gyakorolt hatdsat. Az & esetilkben szintén
60 g/100 ml koriili volt az optimum.

Erdekes eredménynek tartom, hogy a 60 g/100 ml biszubsztratum koncentraciénal a 1:9 aranyt

maltéz:szachar6z kombinacid esetén hozzavetdlegesen kétszeres oligoszacharid hozamot értem
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el a szachardz kontrolhoz képest. Tovabb4, csupan maltéz monoszubsztratum alkalmazasanal 60
g/100ml  koncentracioban nem volt detektalhatd oligoszacharid képzés. Ebbdl arra
kovetkeztettilk, hogy ilyen maltéz koncentraci6 mar gatolta a Pectinex a-gliikkoziddzanak
transzgliikozil4ciés reakciéjat. Igy feltételezem, hogy 60 g/100ml szénhidrat tartalom és a 1:9
szubsztratum ardny alkalmazédsiandl csupdn transzfruktozilaci6 ment végbe, azaz a Pectinex ultra
fruktoziltranszferdz enzime a szachar6éz molekuldkrél fruktéz molekuldt visz 4t maltéz és

szachar6z molekuldkra. A reakcio soran két féle termék képzddhet: FOS és fruktozil-maltoz.

4.2.3 Transzglikozildcio Bacillus megaterium eredetii levanszukrdz enzimmel

Kutatémunkdmban a Bacillus megaterium eredeti levanszukrazt is vizsgaltam biszubsztratum
rendszerekben. Kordbban a Branschweigi Miiszaki Egyetem kutatocsoportja bizonyitotta, hogy
ez az enzim a szachar6z mellett mds szénhidrétokat is felismerhet akceptorként. Képes fruktdz
egység atvitelére kiilonb6z6 monoszacharidokra, manndzra, galaktozra, xilozra és fukdzra, és igy
kiilonb6zé szachardéz analdégok eldallitdsira (HOMANN, 2009). ZWERENZ 2011-ben ezt
kiegészitve megallapitotta, hogy az enzim képes a galakturonsavat és palatindzt is akceptorként
felismerni.

Kutatdsom célja volt az enzim tovédbbi lehetséges akceptorainak feltérképezése. Ennek
megvaldsitdsdra a szacharézt két diszachariddal; maltézzal €s laktdzzal; kombindltam, kétféle
szubsztratum koncentraciét (30,75 g/100ml, 61,5 g/100ml) és két szubsztratum ardnyt (2:1 és

1:2) alkalmazva.
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25. abra: Szénhidrat osszetétel a Bacillus megaterium eredetii levanszukrazzal,

szacharoéz:malt6z biszubsztratumon végrehajtott biokonvezié 90. percében
(paraméterek: pH 6,6, 37 °C, 61,5 g/100ml szubsztratum koncentraciod,
szacharéz:malt6z arany 2:1, detektalas: HPAEC-PAD technika)
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A szachar6z:maltéz biszubsztratum esetén a HPAEC-PAD technikdval egy 25,7 perces
retencidju csucsot detektdltam (25. dbra) a biokonverzié 90. percében. E termék retencidja eltér a
szachar6z monoszubsztratum esetén szintetizalt termék csticsanak megjelenésétdl (17,9 perc és
18,9 perc).

Tovéabba a reakcié sordn a maltéz mennyiségének csokkenése is tapasztalhatd volt, tehat részt
vesz a katalizisben. Ez alapjdn elmondhatd, hogy e két diszacharidot egyiitt alkalmazva egy
eltéré szerkezetli oligoszacharid termék szintetizalhat6. A hidrolizis termékek koziil a gliikkéz
nagyobb mennyiségben keletkezett, amely aldtdmasztja, hogy a levanszukrdz enzim dltal
katalizalt transzfruktozilaci6 ment végbe.

Termék mennyiségének alakuldsat elemezve azt tapasztalhatm, hogy minden altalam vizsgélt
szubsztrdtum koncentraciondl és aranynal a biokonverzid 90. percében mérhetd a legnagyobb
oligoszacharid koncentrici6. Tovdabbd megallapithatd, hogy a 61,5 g/100ml szuszbsztratum
koncentréci6 és a szachardz:maltéz 2:1 ardnyanak alkalmazasa a legkedvezdbb azoligoszacharid

szintézis tekintetében (26. abra).
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26. abra: A szacharéz:malt6z aranyanak hatasa a Bacillus megaterium eredetii
levanszukraz transzglikozilacios aktivitasara

(paraméterek: pH 6,6, 37 °C, 4 éra, detektdlds: HPAEC-PAD technika)
Sz: szachar6z, M: maltéz

A 27. abran lathat6, hogy szachardz laktozzal torténd kombinalasaval egy f6 termék és két kis
koncentracioban megjelend termék szintézise volt megfigyelheté (15, 17,2 és 18,5 perces
retencids idovel a kromatogramon). A 6 termék retencidja 15 perc, amely eltér a szachar6z

monoszubsztratumon detektélt termék retencidjatol.
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27. abra: Szénhidrat osszetétel a Bacillus megaterium eredetii levanszukrazzal,

szacharoéz:laktéz biszubsztratumon végrehajtott biokonvezi6 120. percében
(paraméterek: pH 6,6, 37 °C, 61,5 g/100ml szubsztratum koncentricid,
szachar6z:maltéz ardny 1:2, detektalas: HPAEC-PAD technika)

A biokonverzié sordn mind a laktéz, mind a szachar6z mennyisége csokkent, a gliikkéz és a
fruktéz mennyisége pedig novekedett. A gliikk6éz nagyobb mennyiségben keletkezett, mint a
fruktéz, tehat ez is bizonyitékként szolgdl a transzfruktozildcids reakcidé végbemenetelére.
Galaktoz képzddés nem volt megfigyelhetd, tehat az enzim nem képes a laktozt hidrolizélni,
azonban mennyiségi csokkenése bizonyitja a reakcidban val6 részvételét. A kapott eredmények
alapjan megéllapithaté, hogy a Bacillus megaterium eredetli levanszukrdz szacharéz:lakt6z
biszubsztratum rendszerben képes olyan transzfruktozil4cids reakciét végrehajtani, amelyben a
szachar6z donorként, a lakt6z akceptorként vehet részt.

A szachar6z:laktéz ardnyok hatdsiat vizsgdlva megéllapithatd, hogy a 61,5 g/100ml
szusbsztratum koncentracid €s a szacharéz:laktéz 1:2 ardnyd kozegében érhetd el a legnagyobb
hozam (28. 4bra). E szubsztradtum kombindci6é esetében a 45. percben értem el a legnagyobb
oligoszacharid mennyiséget (21,36 nC*perc). A 4 6ras biokonverzidt vizsgdlva azt tapasztaltam,
hogy a maximalis termék koncentracidohoz sziikséges idok az egyes szubsztratum ardnyoknal
eltérnek.

A levanszukrdz enzimet mdr szdmos kutaté tanulmdnyozta frukto-oligoszacharidok eldallitasa
céljabol (EUZENAT et al., 1997; ABDEL-FATTAH et al., 2005). A levanszukrdazokrél maér
bizonyitottdk, hogy egyes szénhidrat akceptorok jelenlétében képesek oligoszacharidok
szintézisére (TANAKA et al., 1981; OHTSUKA et al., 1992).

OHTSUKA és munkatdrsai (1992) kimutattdk, hogy a Rahnella aquatilis eredeti levanszukraz
altal katalizalt fruktozil-transzfer reakcidban szintén akceptorként szerepelhet a maltéz és a
lakt6z. PARK és munkatdrsai (2003) Microbacterium laevaniformans eredetii levanszukraz

esetében ezt szintén kimutattdk. A Bacillus megaterium eredetli rekombinans levanszukraz
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esetében azonban szachar6z:malt6z, mind szachar6z:lakt6z biszubsztraitumokat még nem

tanulmanyoztak, igy eredményeimmel az enzim 1) felhasznalasi lehetdségeit tartam fel.
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28. abra: A szachardéz:laktéz aranyanak hatasa a Bacillus megaterium eredetii
levanszukraz transzglikozilaciés aktivitasara
(paraméterek: pH 6,6, 37 °C, 4 6ra, detektdlds: HPAEC-PAD technika)
Sz: szachardz, L: laktoz

4.2.4 Transzglikozilacié Bifidobacterium longum eredetii prepardtummal

4.2.4.1 Kiilonboz6 szubsztratum kombinaciok

Doktori kutatdsom sordn a Bifidobacterium longum Bb-46 eredetli prepardtummal is végeztem
biokonverzids Kkisérletet biszubsztratum rendszerekben. A  transzglikozilacios reakcid
vizsgalatdhoz a lakt6zt €s a laktul6zt kombinédltam maltézzal és szachardzzal, azok 1:1 ardnyat

alkalmazva, 30 g/100ml szénhidréttartalmt kdzegben.
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Szubsztratum kombinaciok

29. abra: A 72. 6raban mért oligoszacharid tartalom a Bifidobacterium longum eredeti
preparatumaltal katalizalt transzglikozilacios reakciok esetén biszubsztratum

rendszerekben
(paraméterek: pH 6,6, 40 °C, 30 g/100ml szénhidrat tartalom, 1:1 ardny, detektalds: HPLC-RID technika)
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A 29. édbra jol mutatja, hogy a laktézt és laktuléztszacharézzal valé kombindlva kiemelkedd
eredmény érhetd el. A lakt6z:szachar6z esetében 8907283 pRIU*perc, laktuldz:szachardz
8748642 pRIU*perc termék teriilet értéket értem el. J6 eredményt adtak a laktéz:maltéz
(4079368 puRIU*perc) és laktuloz:maltoz (3795981 uRIU*perc) kombinaciok is. Tekintve, hogy
a prepardtum minden alkalmazott monoszubsztratumon katalizdl transzglikozildcids reakcidt,
felvetédik a kérdés, a biszubsztraitumokon végbement oligoszacharid szintézis vajon tobb
enzimnek kdszonhetd-e.
Mivel tobb enzim van jelen a prepardtumban €és a Bifidobacterium eredetli enzimek
transzglikozilaciés reakcidirél is kevés ismeret 4all rendelkezésre, igy tobbféle reakcid
végbemenetelét tartom lehetségesnek a biszubsztratumok alkalmazdsaval:
a) transzgalaktozilacioval a laktéz/laktuléz galaktéz egysége atkeriilt egy masik
laktéz/laktul6z molekuldra
b) transzgalaktozilacidval a laktéz/laktul6z galakt6z része atkeriilt maltézra/szachardzra
c) transzgliikozildciéval a maltéz/szacharéz glilkéz egysége atkeriilt egy masik
malt6z/szachar6z molekulédra

d) transzgliikozilacidval a maltéz/szachardz gliikoz egysége atkeriilt a laktzra/laktulézra

4.2.4.2 Optimalis szubsztratum koncentracié és szubsztratum:szubsztratum arany

Biszubsztraitum rendszerek alkalmazdsdval elért eredményeim alapjdn érdemesnek tartottam
tovabbi vizsgilatokat végezni. Egy kiemelkedd eredményt mutaté (laktéz:szacharéz) és egy
kevésbé kiemelkedd eredményt mutatdé (laktoz:maltdoz) kombindciét vélasztottam, hogy
meghatdrozzam az optimdlis szubsztratum koncentraciét €s szubsztritum ardnyt a maximaélis
oligoszacharid hozamra nézve. A kisérleti eredmények értékelésére vdélaszfeliileti modszert
alkalmaztam a Statistica 9 programcsomag segitségével. A modellek illeszkedését regresszid

analizissel elemeztem.

Laktoz:szachardz biszubsztrdtum
Alakt6z:szachar6z biszubsztratum esetében, a regresszié analizis eredményeképpen a kovetkezd

masodfokll polinom modell bizonyult megfelelonek:

z =-2,60-10°+1,67-10°-x+4,38-10°-y-812,08-x>-2711,71-x"y-5403,12-y*

z: Oligoszacharid tartalom a 72. 6rdban (uURIU*perc)

x: Laktéz ardny (%)

y: Szubsztratum koncentraci6 (g/100ml)

A modell determindciés dllanddja (Rz) 0,845, amit megfeleld illeszkedésnek tartottam.
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A regressziOs analizis alapjdn mind a szubsztrdtum koncentracid, mind a laktéz tartalom
egyediili, els6- €s masodfokd hatdsa valamint egyiittes hatdsuk is szignifikdnsan befolydsolja az
oligoszacharid tartalom alakuldsat. Minden esetben a p-érték kisebb, mint a kritikus érték
(0=0,05), valamint a t-préba értékei nagyobbak, mint a kritikus, tehat megallapithatd, hogy a két
faktor szignifikdnsan befolydsolja az oligoszacharid szintézist. A regresszids analizis

eredményeit a 17. tdblazatban foglaltam Ossze.

40
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30. abra: A szubsztratum koncentracio és a laktéz:szachar6z arany hatasa a

Bifidobacterium longum eredetii preparatum oligoszacharid hozamara
(paraméterek: pH 6,6, 40 °C, 72. 6ra, detektdlds: HPLC-RID technika)

17. tablazat: A regresszié analizis eredményei

Valtozo t-érték* p-él‘ték t kritikus**
Lakt6z arany (%) 8,452 4,59-10" 1,676
Szubsztratum konc. (g/100ml) 4,898 1,14-10'5 1,676
Lakt6z ardny” (%) 5,525 1,32:10°° 1,676
Interakci6 5,545 1,23-10° 1,676
Szubsztratum konc.? (g/100ml) 3,243 0,0022 1,676

(paraméterek: Bifidobacterium longum eredetli preparatum, pH 6,6, 40 °C, 72. éra, detektalas: HPLC-RID

technika, laktéz:szacharéz ardany 0:100 - 100:0 szubsztraitum koncentracié 10 - 40 g/100ml, értékelés:
STATISTICA 9)

* t-értékek 48-as szabadsagi fok mellett szdmitott értékei
** Student-féle t-eloszlas tablazatbdl (szf=48)

A 30. dbran lathat6 kétdimenzids hatdsfeliilet dbra jol mutatja a két fliggetlen véltoz6 hatdsat az
oligoszacharid tartalom valtozaséra.

A statisztikai probak eredményei arrdl taniskodnak, hogy a laktéz (szachar6z) ardnynak van a
legnagyobb hatdsa az oligoszacharid szintézisre, mig a szubsztratum koncentracié négyzetének a

legkisebb. A modell tovabbi egyiitthatéi szintén jelentds hatdssal birnak, igy nem
elhanyagolhatéak.
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A kapott modell alapjan meghatdrozhatok a maximadlis oligoszacharid tartalom eléréséhez
tartozd szubsztraitum koncentrdcié és laktéz ardny, ami 25 g/100ml, valamint 61% laktéz
(39% szachar6z).

A termék spektrum analizisére TLC mddszert alkalmaztam. A 31. dbran lathatd, hogy szacharéz
kontrol esetében 30 g/100ml koncentracié esetében 3 féle, 10 g/100ml szubsztratum
koncentracié esetében 4 féle oligoszacharid, valamint polimerek szintetizalédtak. Csak laktézt
alkalmazva szubsztratumként, 2 féle oligoszacharid termék allithat6 eld. A két szubsztratumot
egylitt alkalmazva egy eltéré retenciéval rendelkezd oligoszacharidot detektaltam, amely
30 g/100ml szubsztritum koncentraciéndl méar a transzfer reakcid6 f0 terméke volt. A
biokonverzié sordn csak fruktéz és gliikéz keletkezett, 1igy feltételezem, hogy
transzgalaktozildcids reakcidval keletkezett az dj termék szénhidrit. Tehat a Bifidobacterium
longum eredetii enzimpreparatum (f-galaktoziddaz enzime) képes a laktéz molekuldban 1évo
galaktézt a szacharézra &tvinni. LI és munkatarsai (2009) Bacillus circulans eredeti
B-galaktozidaz esetében szintén vizsgaltdk ezt a biszubsztraitum rendszert kiilonbdzd aranyok
esetében. Az dltaluk alkalmazott enzimmel lakto-szachar6zt és annak kiilonbozd analdgjait

szintetizaltak, az optimdlis lakt6z:szachar6z arany 50:50 volt.
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31. abra: Szénhidrat osszetétel Bifidobacterium longum eredetii preparatum altal, a

laktéz:szacharo6z biszubsztratum katalizalt transzglikozilaciés reakci6 72. érajaban
(paraméterek: pH 6,6, 40 °C, szubsztrdtum koncentrdcié: 10 g/100ml, 30 g/100ml,
szacharéz:1akt6z ardnyok: 100:0, 50:50, 0:100)
30_Sz100:L0: 30 g/100ml szachar6z,30_Sz0:1.100: 30 g/100ml szacharéz, 30_Sz50:L50: 15 g/100ml
szachardz, 15 g/100ml lakt6z,10_Sz100:L0: 10 g/100ml szacharéz,10_Sz0:1.100: 10 g/100ml
lakt6z,10_Sz50:L50: 5 g/100ml szacharéz, 5 g/100ml laktéz
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Laktoz:maltoz biszubsztrdtum

Munkdmban megvizsgaltam a szubsztradtumok ardnydnak és a szubsztradtum koncentrici6 hatdsat
lakt6z:maltéz biszubsztratumon is. Az el6zé fejezethez hasonléoan ebben az esetben is

valaszfelileti modszert alkalmaztam az adatok értékelésére. Az illesztett modell a kovetkezo:

z= -4,8581E5+27797,0904*x+1,8099E5%y-242,9663*x*x-283,1376*x*y-728,4469*y*y

z: Oligoszacharid tartalom a 72. 6rdban (uRIU*perc)
x: Laktéz arany (%)
y: Szubsztratum koncentracié (g/100ml)

18. tablazat: A regresszié analizis eredményei

Valtozo t-érték p-érték t kritikus
Laktoéz arany (%) 3,057 0,00365 1,676
Szubsztratum konc. (g/100ml) 4,402 0,00006 1,676
Laktoz arz’my2 (%) 3,592 0,00077 1,676
Interakcio 1,258 0,21446 1,676
Szubsztratum konc.” (g/100ml) 0,950 0,34694 1,676

(paraméterek: Bifidobacterium longum eredetli preparatum, pH 6,6, 40 °C, 72. éra, detektalds: HPLC-RID
technika, laktéz:maltéz ardny 0:100 - 100:0 szubsztratum koncentrdcié 10 - 40 g/100ml, értékelés:
STATISTICA 9)

A regresszids eredmények alapjan (18. tdbldzat) a modell két tagja, az interakcié €s szubsztratum
koncentraci6 négyzetének hatdsa elhagyhatd, ugyanis e két véltozo esetében a 0,05<p és t-érték<
t-kritikus. gy egy egyszeriisitett modellt javaslok az oligoszacharidok hozamanak leiraséara, a

szubsztratum ardny és koncentracié fiiggvényében:

z=21712,51%x+137846,18*y-234,5*x*x

z: Oligoszacharid tartalom a 72. 6raban (URIU*perc)

x: Laktéz ardny (%)

y: Szubsztratum koncentracié (g/100ml)
A Statistica program segitségével haromdimenzids hatésfeliileti dbrit készitettem (32. 4bra),
mely szemlélteti a két fiiggetlen valtozé hatdsat az oligoszacharid tartalom valtozdsara. A modell

determinéciods dllandéja (R?) 0,948, mely megfeleld illeszkedést jelent.
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32. abra: A szubsztratum koncentracio és a laktéz:maltéz arany hatasa a

Bifidobacterium longum eredetii preparatum oligoszacharid hozamara
(paraméterek: pH 6,6, 40 °C, 72. 6ra, detektalds: HPLC-RID technika)

A korrigdlt modell regresszids analizisével kapott eredmények a 19. tdbldzatban l4thatdk,
eszerint a laktéz ardnynak elsé- és masodfokd, a szubsztratum koncentraciénak elséfoka hatasa
van az oligoszacharid hozamra. A kapott modell alapjdn az optimalis szubsztratum koncentricid
40 g/100ml és az optimdlis laktéz ardny 33% (maltéz 67%) (a mérési tartomanyon beliil).

7

19. tablazat: A regresszié analizis erdeményei az egyszeriisitett modell esetében

Valtozé t-érték  p-érték t Kkritikus

Laktéz arény (%) 3,645 0,000626 1,676
Szubsztratum konc. (g/100ml) 32,639  0,000000 1,676
Laktoz arany?2 (%) 3,747 0,000457 1,676

(paraméterek: Bifidobacterium longum eredetli preparatum, pH 6,6, 40 °C, 72. 6ra, detektdlas: HPLC-RID
technika, lakt6z:maltéz ardny 0:100 - 100:0 szubsztratum koncentracié 10 - 40 g/100ml, értékelés:
STATISTICA 9)

A TLC vizsgalat eredményei alapjan (33. abra) igazolt, hogy lakt6z:malt6z kombinacidval is
keletkezik egy dj, monoszubsztraitumok esetében nem detektalt, oligoszacharid. A 30 g/100ml
szubsztraitum koncentracié esetén csak a gliik6z jelent meg, mint hidrolizis termék, ezért a
laktoz:szachar6z kombindcidhoz hasonldéan itt is valoszinlisithetd a galaktéz transzfer

végbemenetele.
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33. abra: Szénhidrat osszetétel Bifidobacterium longum eredetii preparatum altal, a

laktéz:szacharo6z biszubsztratum katalizalt transzglikozilacios reakcié 72. érajaban
(paraméterek: pH 6,6, 40 °C, szubsztratum koncentracié: 10 g/100ml, 30 g/100ml,
szachar6z:1aktéz aranyok: 100:0, 50:50, 0:100)
(30_M100:L0: 30 g/100ml malt6z,30_MO0:L100: 30 g/100ml lakt6z, 30_M75:L25: 22,5 g/100ml maltéz, 7,5
¢/100ml lakt6z,10_M100:L0: 10 g/100ml malt6z,10_MO0:L.100: 10 g/100ml lakt6z,10_M75:1.25: 7,5 g/100ml
maltéz, 2,5 g/100ml lakt6z)

SCHWAB és munkatdrsai (2011) 4llitottak el Bifidobacterium longum eredetli B-galaktoziddz
enzimet, majd megvizsgéltdk biokonverzids képességét biszubszridtum rendszerben. Az altaluk
alkalmazott fehérjeprepardtum lakt6z:mannéz, laktéz:fukéz és laktdz:N-acetil-gliik6zamin
szubsztraitumokon szintetizdlt Gj oligoszacharidokat. A lakt6z:szachar6z és lakt6z:maltéz
biszubsztratumokat nem vizsgaltak még Bifidobacterium eredetli
B-galaktoziddzzal/preparaitummal, azonban az dltalam illetve SCHWAB és munkatéarsai (2011)
altal elért eredményekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a Bifidobacterium longum faj altal
termelt B-galaktozidazok kismértékii specifitdst mutatnak az akceptor molekulara, igy érdemes

lehet tovédbbi tanulmédnyozésuk 0j oligoszacharidok szintézise szempontjabol.

4.3 Uj tudoményos eredmények

1. A Pectinex ultra SP-L  enzimkészitménnyel sikeresen valdsitottam meg
transzglikozilezési és reverz hidrolizis reakcidkat. A készitmény cellobiézon, maltézon,
maltulézon, palatindzon, trehal6zon és turanézon transzgliikozil reakciét, melibiézon
transzgalaktozil reakciét katalizdlt. Reverz hidrolizis reakciét mutattam ki gliik6z és

manndz szubsztratumon.

2. Meghatdroztam a Pectinex ultra SP-L készitménnyel t6rténd manndz alapt

oligoszacharid szintézis optimdlis paramétereit: 60 g/100ml szubsztraitum koncentrécio,
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pH 5,0, 70 °C, 3,1 mg fehérje/g szénhidrat. Megéllapitottam, hogy ezen a szubsztratumon

DP,-DP¢ manno-oligomerek szintetizalhatok.

Bizonyitottam, hogy a Pectinex ultra SP-L enzimkészitmény transzglikozilacids reakciét
katalizdl malt6z:szachar6z biszubsztritumon, mellyel egy a malto- és frukto-

oligoszacharidoktdl eltérd retencidju oligomer mutathat6 ki (TLC moddszerrel).

A Bacillus megaterium eredetli rekombinans levanszukraz enzim 0j akceptorait fedeztem
fel és bizonyitottam, hogy az enzim képes olyan transzfruktozilacids reakcioét katalizlni,

melyben a fruktéz a szachar6zbdl a maltézra és a laktdzra is atviheto.

Elééllitottam egy Bifidobacterium longum Bb-46 eredetli B enzimpreparatumot, és
bizonyitottam, hogy képes transzglikozilacids reakcidt katalizdlni lakt6z, laktuléz, maltéz

€s szachardz szubsztratumokon.

Bifidobacterium  longum  Bb-46  eredeti  enzimpreparatum  alkalmazésaval
biszubsztratumos rendszerekben, lakt6z:malt6z és lakt6z:szachardz esetében, optimaltam
az oligoszacharidok (DP3-DP,) szintézisét az oligoszacharid tartalomra nézve. Optimalis
szubsztraitum ardnyuk és koncentricidjuk: Lakt6z:maltéz esetében 33:67 és 40 g/100ml,

laktoz:szachardz esetében 61:39 €s 25 g/100ml.
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5 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Doktori  kutatomunkdm célja  kiilonb6zé oligoszacharidok enzimes szintézisének a
tanulmdnyozdsa volt mono- illetve biszubsztratumok alkalmazdsdval. Ennek megvaldsitdsara a
kereskedelmi forgalomban kaphatd, Aspergillus aculeatus eredetli Pectinex ultra SP-L
enzimkészitményt, a Bacillus megaterium eredetli levanszukraz enzimet és egy Bifidobacterium
longum eredetli fehérje preparatumot alkalmaztam.

A Pectinex ultra SP-L készitmény B-galaktoziddz és fruktozil-transzferdz kiséré enzimeit mar
szamos kutaté alkalmazta galakto- illetve frukto-oligoszacharidok eldallitasara. Kutatomunkam
sordn azonban a készitmény tovdbbi enzimeit bizonyitottam. Megallapitottam, hogy a
készitmény alkalmazdsaval oligoszacharidok szintetizdlhatok transzgliikozilacié révén cellobidz,
maltéz, maltuléz, palatinéz, turanéz és trehaléz diszacharidokon, transzgalaktozilacidval
melibiézon. Emellett reverz hidrolizis reakciot is katalizdl a készitmény manndz és gliikkoz
monoszacharidokon. A készitmény jonnan igazolt aktivitasainak feltarasa tovabb bovitheti
kiilonbo6zo oligoszacharidok eléallitasi lehetoségeit.

Megallapitottam, hogy a manndz alapu szintézis sordn 6t kiilonb6zd polimerizéltsdgu szénhidrat
termék szintetizalhatd, DP, - DPs. Kordbban megjelent tanulmdnyokban maximalisan
tetraszacharid oligomert szintetizaltak. Ezért az Aspergillus aculeatus eredetii o-mannozidaz
alkalmazasa hasznos lehet nagy polimerizaltsagi fokd manno-oligoszacharidok
eléallitasara.

A készitményt biszubsztridtum rendszerekben vizsgalva megallapitottam, hogy malt6z:szacharoz
kombindciéjdval a monoszubsztratumok esetén detektalt termékektdl eltérd szerkezetii
oligoszacharid allithaté eld. A szénhidrat Osszetétel alakuldsat elemezve feltételezehetd a
transzfruktozilaciés reakcié végbemenetele, amelyben a szachar6z donorként, a maltéz
akceptorként vesz részt. A Bacillus megaterium eredetli levanszukraz eddig nem ismert uj
akceptorait (maltéz és lakt6z) fedeztem fel. Bifidobacterium longum eredetli enzimpreparatum
alkalmazdsdval oligoszacharidokat allitottam elé laktéz:maltéz és laktdz:szachardz
biszubsztradtumokon.

E biszubsztratum rendszerek tanulmanyozasaval kapott eredményeim utat nyithatnak aj
oligoszacharidok eléallitaisanak technologiai kidolgozasara. Az elallitott termékek
hasznosithatéosaganak megallapitasara, sziikség lehet azok pontos szerkezetének
meghatarozasa. Sziikséges kutatasi iranynak tartom annak vizsgalatat és bizonyitasat,
hogy a Kiilonb6z6 probiotikus baktériumok képesek-e hasznositani a szintetizalt

szénhidratokat, illetve e szacharidok rendelkeznek-e prebiotikus vagy mas kedvezd
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fiziolégiai tulajdonsaggal. A munka tovabbi folytatasaként érdemes lenne a preparatumok

szintézist katalizalé enzimeinek a tisztitasa és jellemzése is.
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6 OSSZEFOGLALAS

Az oligoszacharidok a bioldgiai rendszerek egy jelentds vegyiiletcsoportja, amely fontos szerepet
tolt be a bioldgiai/biokémiai folyamatokban, a szerkezetek felépitésében, valamint az
energiaraktarozdsban. Tudomanyos €s klinikai bizonyitékok &dllnak rendelkezésre, hogy egyes
oligoszacharidok jotékony fizioldgiai hatassal is rendelkeznek. Jelenleg szamos oligoszacharid
enzimes eldallitdsa iparilag megvaldsitott. Emellett sorra jelennek meg Uj tanulmanyok
kiilonbozé  Osszetételi és  szerkezetli  szénhidratok/oligoszacharidok és  szénhidrat-
szarmazékainak el6allitasarol.

Doktori kutatomunkam célja kiillonb6z6 eredetli enzimpreparatumok transzglikozilacids és
reverz hidrolizis aktivitdsdnak tanulmdnyozdsa oligoszacharidok szintézis lehetdségeinek
feltdarasdra mono- €s biszubsztritum rendszerek haszndlatdval. Ennek megvaldsitdsahoz
kereskedelmi forgalomban kaphat6 Aspergillus aculeatus eredetli enzimkészitményt (Pectinex
ultra SP-L), Bacillus megaterium eredetli rekombindns levanszukrdz enzimet, valamint egy
Bifidobacterium longum eredetli preparatumot alkalmaztam.

aktivitdsok mellett szimos mas mellékaktivitdssal rendelkez0 enzimet is tartalmaz, amelyek
felhasznalasaval kiilonb6z6 oligoszacharidok szintetizalhatok. Igazoltam, hogy alkalmazdsival
transzgliikozilaciés reakcid vihetdé véghez cellobidz, maltéz, maltuléz, palatindz, trehaléz és
turanéz szubsztraitumokon. Emellett megallapitottam, hogy a készitmény a P-galaktozidos
kotések mellett, a-galaktozidos kotést tartalmazd szubsztrdtumon (melibiézon) is képes
hidrolizis €s transzglikozilacids reakciot katalizdlni. Monoszacharidokon torténd biokonverzios
vizsgilatok sordn megéllapitottam, hogy a készitmény reverz hidrolizissel gliikkdzbol és
manndzbdl  képes nagyobb polimerizdltsdgd szénhidratok eldallitasara. Az alkalmazott
koriilmények kozott arabinézon, fruktézon, ramnézon, szorbdzon és xil6zon nem mutattam ki
di/oligoszacharid szintézist.

Tekintve a manno-oligoszacharidok jelentds bioldgiai szerepét, a manndz alapi szintézist
tartottam érdemesnek részletesebben tanulmédnyozni. Vizsgdltam a reakcié koriilmények
véltoztatdsdnak hatdsat és a kovetkezd kornyezeti paraméterek kozott értem el a legnagyobb
termék hozamot: 60 g/100ml mannéz koncentracié; pH 5,0; 70 °C; 3,1 mg fehérje/g
szubsztratum. A Maillard reakcié gatlasdnak hatdsat is vizsgdltam. Munkdmban 3 inhibitort
teszteltem: o-fenilén-diamin-dihidroklorid, szemikarbazid-hidroklorid, aminoguanidin-
hidroklorid. Megéllapitottam, hogy az aminoguanidin-hidroklorid alkalmazdsaval a kontrolhoz
(inhibitor nélkiili) képest nagyobb termékhozam érhetd el. A tobbi inhibitor jelenléte nem

fokozta a termék szintézist.
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A manndz alapu szintézis termékeinek tisztitdsdra BioGel-P2 toltetli oszlopot valasztottam.Az
elvalasztds sordn kinyert termékek MALDI-TOF-MS mddszerrel (Debreceni Egyetem
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén) torténd analizise soran megdllapitottam, hogy a
mannéz szubsztraitumon reverz hidrolizissel 5 kiilonb6zd polimerizéltsagi termék (DP,-DPg)
allithaté6 eld,. A BioGel-P2 oszlopon torténd elvalasztassal 1 tiszta triszacharid terméket sikeriilt
kinyernem. A termékszerkezet tanulmédnyozasa jelenleg még folyik.

A Pectinex ultra készitményt biszubsztraitum rendszerekben vizsgdlva megéllapitottam, hogy
maltéz:szachar6z péarositdsdval olyan oligoszacharid termék Aallithatd eld, mely a
monoszubsztratumok (szachardéz, maltdéz) esetén nem detektdlhat6 TLC modszerrel. A két
szubsztratum optimalis aranya 1:9 (maltéz:szachar6z), az optimdlis szubsztraitum koncentracio
60 g/100ml. E paramétereket alkalmazva a kontrolhoz képest kb. kétszeres oligoszacharid
hozamot értem el. A szénhidrat Osszetétel alakuldsat elemezve feltételezeheté a
transzfruktozilaciés reakcié végbemenetele, melyben a szachar6z donorként, a maltéz
akceptorként vesz részt.

A Bacillus megaterium eredetii levanszukraz enzimet is alkalmaztam oligoszacharid szintézisre,
amelyet szacharéz:maltdz, illetve szachardz:laktéz biszubsztratum rendszerekben vizsgéltam.
Megéllapitottam, hogy e biszubsztratumok esetén a transzfrukozilaciés reakcidban a maltéz és a
laktéz akceptorként vehet részt. A szachar6z:maltéz biszubsztraitummal 2:1 (szachar6z:malt6z)
szubsztratum ardny €s 61,5 g/100ml szubsztratum koncentricié esetén értem el a legnagyobb
oligoszacharid hozamot, szacharéz:laktéz biszubsztratummal ezek az értékek 1:2 arany és 61,5
g/100ml.

Tanulmanyoztam a  biszubsztritum rendszereket Bifidobacterium longum  eredeti
enzimprepardtum alkalmazasdval. A laktozt és laktulézt kombindltam maltéz €s szachardz
szénhidratokkal. Megéllapitottam, hogy a monoszubsztraitumokhoz képest a laktul6z:szacharéz
€s laktoz:szachar6z biszubsztratum rendszerekkel fokozhat6 az oligoszacharid képzés.

A laktéz:szachardz és lakt6z:maltéz biszubsztratum rendszerekben megéllapitottam az optimalis
szubsztraitum ardnyt €s szubsztratum koncentriciot: laktéz:szacharéz esetében 61:39 és 25
g/100ml, lakt6z:maltéz esetében 33:67 és 40 g/100ml volt. Mindkét biszubsztratum
alkalmazdsdval a monoszubsztratumok esetében detektalt termékektdl eltérd retencidju terméket
detektdltam TLC mddszerrel. A szénhidrat 6sszetétel alakuldsabol kovetkeztethetd, hogy az j
termékek transzgalaktozilacids reakcidval jottek 1étre, amelyben a laktéz donorként a szachardz
vagy a maltoz akceptorként szerepelt.

Doktori kutatdsom eredményei elsdsorban tudoményos alapismeretek és hozzajarulhatnak az

oligoszacharid szintézisek katalitikus mechanizmusainak jobb megértéséhez, a bioldgiai
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funkcidk feltardsdhoz, valamint eldsegithetik kivant funkcidju/szerkezeti termék(ek) eldallitasat
szolgalo enzimes technoldgidk fejlesztését.

A Pectinex ultra enzimkészitmény sokrétli vizsgalata nyoman, tavlati kutatdsi célként
megfogalmazdédhat a penészgomba eredetli készitmény kisérd enzimeinek termelésnovelésére

irdnyul6 biomérnoki, mikrobioldgiai és molekularis genetikai fejlesztd kutatas.
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7 SUMMARY

It is well known that oligosaccharides play an important role in biological systems. They are
involved in many biological/biochemical processes, in conformation of different biomolecules,
and serve as energy storage molecules. Additionally, many clinical and scientific evidences are
available which prove that some oligosaccharides have beneficial physiological properties.
Nowadays, enzymatic production of several oligosaccharides is implemented on industrial scale.
Moreover, studies dealing with the synthesis of different types of carbohydrates,
oligosaccharides or carbohydrate derivatives with special structures were carried out intensively
worldwide.

My doctoral research focused on the study of the reverse hydrolysis and transglycosylation
activities of different enzyme preparations using both mono- and bisubstrate systems for the
production of oligosaccharides. Three enzyme preparations were applied: Pectinex ultra SP-L
(commercially available enzyme preparation from Aspergillus aculeatus), levansucrase from
Bacillus. megaterium, and crude enzymes from Bifidobacterium longum.

Based on my results, Pectinex ultra preparation has several activities to synthesize
oligosaccharides. The preparation catalyzed transglycosyl reaction on cellobiose, maltose,
maltulose, palatinose, trehalose and turanose. Interestingly, it was able to hydrolyse both alpha-
galactoside and beta-galactoside bonds, as well as to transfer galactose from one to another
substrate molecule. Reverse hydrolysis reaction was observed on glucose and mannose
substrates resulting carbohydrate products with higher polymerization degree. On the other hand
neither disaccharides nor oligosaccharides were detected on arabinose, fructose, rhamnose,
sorbose and xylose.

Taking into consideration the importance of manno-oligosaccharides, synthesis of mannose
based saccharides was selected for detailed study. The effects of different conditions on the
production of oligosaccharides were investigated. The highest oligosaccharide yield was
obtained at 60 g/100ml mannose concentration, pH 5.0, 70 °C, 3.1 mg protein/g product. Three
Maillard inhibitors (o-phenilene-diamine-dihydrochloride, semicarbazide-hydrochloride and
aminoguanidine-hydrochloride) were tested to enhance the synthesis of oligosaccharide.
Addition of aminoguanidine-hydrochloride increases the yield of product compared to control
run (without inhibitor). The other two inhibitors had no effects on the production of
oligosaccharides.

The mannose-based products were separated using gelfiltration with BioGel-P2 column, and the

collected fractions were analysed by MALDI-TOF-MS technique (at the Department of
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Inorganic and Analytical Chemistry, University of Debrecen, Hungary). The results showed that
at least five types of oligosaccharides with polymerisation degree of DP, to DP¢ were
synthesized on mannose substrate via reverse hydrolysis reaction. Structural analyses of these
products are in progress.

Transglycosylation activities of Pectinex ultra were also investigated in different bisubstrate
systems. In case maltose and sucrose were present in the system, an oligosaccharide was
detected that did not appaere in monosubstrate (sucrose or maltose) systems used as controls
(according to TLC method). The optimal ratio of maltose:sucrose and the optimal substrate
concentration were determined to be 1:9 and 60 g/100ml, respectively. Double oligosaccharide
yield was achieved if optimal condition was applied. Based on the changes of carbohydrate
composition and concentration, the synthesis of oligosaccharide on the maltose:sucrose
bisubstrate system may be due to a transfructosyl reaction in which the sucrose acts as a donor
and the maltose as an acceptor.

Production of oligosaccharides by levansucrase from Bacillus megaterium was also investigated.
Two kinds of bisubstrate (sucrose:maltose and sucrose:lactose) were applied. This enzyme can
catalyze transfructosyl reaction in both systems, and both maltose and lactose can be acceptors of
levansucrase. While in the case of sucrose:maltose the highest yield was achieved at 2:1
substrate ratio and 61.5 g/100ml substrate concentration, respectively, whereas in the case of
sucrose:lactose at 1:2 ratio and 61.5 g/100ml substrate concentration.

Transglycosylation by crude enzyme preparation of Bifidobacterium longum on bisubstrate
system was also investigated. Lactose and lactulose were combined with maltose and sucrose. In
the cases of lactulose:sucrose and lactose:sucrose bisubstrate systems, the yields of
oligosaccharides were significantly higher than the ones observed in the cases of monosubstrates.
The optimal substrate ratio and substrate concentration of the combination of lactose:sucrose
were 61:39 and 25 g/100ml, respectively. In the case of lactose:maltose, these values were
changed to be 33:67 and 40 g/100ml. In both cases of bisubstrate systems, a product with
different retention (on TLC) was detected, which are not produced in monosubstrate systems.
According to the change of carbohydrate composition, the synthesis of these products may be
caused by transgalactosylation reaction. In these reactions lactose can act as donor, maltose and
sucrose as acceptor molecules.

Results that were generated in my doctoral research are fundamentals, but I believe they
contribute to the better understanding of catalytic mechanisms, and biological functions (control
and operation). Such basic knowledge will also contribute to the elaboration of enzymatic

technologies that can provide products with the required function or structure.
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The perspective in case of Pectinex ultra enzyme preparation is the study and improvement of
the production of newly detected enzymes by strain development or by molecular biological

methods.
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