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1 BEVEZETES

A fonalas gombék csaladjaba tartozé Thermomyces lanuginosus termofil gomba egy kivalo
tulajdonsagokkal rendelkezd ¢és az ¢€lovilagban széles korben el6forduldé mikroorganizmus.
Talajban, rothad6 névényi részeken, leveleken és nedves szénaban fellelhetd egyarant.

Biotechnologiai szempontbol szamos felhasznalasi lehetéséget rejt magaban, mivel kdnnyen
szaporithatd, nem patogén ¢és nem termel toxinokat. Magas homérséklet optimummal rendelkezd
extracellularis enzimeket termel, mely Iényegesen megkonnyiti a fermentlébdl vald
Kinyerését/tisztitasat. Szamos forrasa tobb fajta extracellularis enzimnek, mint példaul a

hemicelluldzoknak, az amilolitikus, a pektolitikus, a lipaz, a fitaz és a galaktozidaz enzimeknek is.

Az a-galaktoziddz enzimek hasznosithatok a cukoriparban, az élelmiszer-feldolgozésban,
takarmanygyartasban, a papiriparban, valamint az orvostudomanyban. Az o-galaktozidaz egy
hidrolitikus enzim, mely konformacié megtartd tulajdonsdgi és megfeleld koriilmények kozott
transzglikozidaz aktivitassal is rendelkezik. Ez azt jelenti, hogy bizonyos enzimek az oligo- és
poliszacharidok hidrolizése mellett a galakto-oligoszacharidok felépitését is katalizalhatjak. Ez a két

folyamat nagyon sok esetben parhuzamosan megy végbe.

Az ipari enzimek felhasznalasi teriileteinek tovabbi boviilését szolgalhatja a hatékony technologiai
eljarasok kidolgozdsa. A mai modern enzimgyartasi technoldgiak mikroorganizmusokat
alkalmaznak erre a célra. Az egyre novekvd igény az ipari enzimekre nézve megkdveteli az
enzimgyartasi technologiak fejlesztését, beleértve a rekombinans DNS technoldgidval nemesitett
ipari torzsek alkalmazasat is. Az enzimes technoldgiak fejlesztésénél kiemelt szempont az Uj

tulajdonsagokkal rendelkezd enzimek felkutatasa.

A T. lanuginosus valddi termofil fonalasgomba az alkalmazott névekedési szubsztratumtol fiiggéen,
legaldbb két kiilonboz6 extracellularis a-galaktozidaz enzimet szintetizal.

Kiserleteimhez a T. lanuginosus CBS 395.626/b gombatorzset valasztottam, mivel err6l a torzsrol
mar leirtak, hogy o-galaktozidaz termel6. Bizonyitdst nyert, hogy szachardzon, illetve
galaktomannanon szintetizalt extracellularis enzimei eltéré tulajdonsagiiak. Ez megnyilvanul

molekulatomegukben és szubsztratum specifitasukban is. Eddigi vizsgalatok szerint az
1
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a-galaktozidaz enzim lényegesen magasabb aktivitast mutatott szacharoz tartalmui tapkézegen, mint

galaktomannan novekedési szubsztratumokon.

A fentiek alapjan kutatdsom céljaul a galaktomannan szubsztratumon torténé o-galaktozidaz enzim
eldallitasanak fokozasat valasztottam. Terveim kozott szerepelt az enzim eldallitashoz sziikséges
fermentaciés id6 minimalizalasa, valamint a tapkozeg Osszetétel optimalasa a maximalis

enzimaktivitas elérése érdekében.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Az a-galaktozidaz enzim jellemzése

Az o-galaktozidaz enzim (EC 3.2.1.22) egy olyan glikozidhidroldz enzim, amely megfeleld
korialmények kozott az a-galaktozidos kotések hidrolizisét és képzOodését katalizalja. Szisztematikus

neve: a-D-galaktozid-galaktohidrolaz. Trividlis neve a melibidz, melyet egyik természetes

szubsztratumarol, a melibidz diszacharidrél kapott.

2.1.1 FEléfordulas

Az o-galaktoziddz enzim a természetben igen széles korben eléfordul. Megtaldlhatd novényi és
allati szovetekben, emberi szervezetben, valamint szamos mikroorganizmus is szintetizalja. A
raffindz-csalad oligoszacharidjait (raffin0z, sztachiéz, verbaszkoz) tartalmazé névényekben fordul
eld jelent6sebb mennyiségben. Ilyen novények példaul a pillangdsok (a lucerna -Medicago sativa),
hlvelyesek (lencse - Lens culinaris, 16bab - Vicia faba), kabakosok (tok - Cucurbita pepo, dinnye -
Citrullus battich) (Dey & Pridham, 1972). A hivelyesek endospermiumaban tartalék tapanyagként
nagy mennyiségben fordulnak el6 a galaktomannanok. Emellett szacharozt, raffinozt, sztachiozt es
nagyobb polimerizacids fokl galakto-oligoszacharidokat is raktaroznak a magvak. Csirdzas soran
aktivalodik az a-galaktozidaz enzim, amely a magvakban taldlhatd o-galaktozidos kotést
tartalmazd oligo- és poliszacharidokat hidrolizélja, igy tapanyagot és energiat szolgaltat a
csirandvény szdmara. A bélmikrobiota egyes fajai szintén rendelkeznek o-galaktoziddz enzimmel,
ezéltal és sajat élettevékenységilk révén metabolizaljak az emberi emésztés soran nem hasznosuld
galakto-oligoszacharidokat. Az emlGsok szerveibdl is eredménnyel izolaltdk az enzimet, mint
példaul a 1épbol, a majbol, méhlepénybdl. Sikeresen vontak ki az a-galaktozidazt rovarokbdl, mint
példaul a majusi cserebogarb6l (Melolontha melolontha) is (Dey & Pridham, 1972). A
mikroorganizmusok extracellularis (Aspergillus niger, Bacteroides ovatus) és intracellularis
(Mortierella vinacea) a-galaktoziddz enzimekkel is rendelkezhetnek (Adya & Elbein, 1977.,
Annunziato et al., 1986., Gherardini et al., 1985., Kaneko et al., 1990., Shibuya et al., 1999.).
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2.1.2 Az a-galaktozidaz altal katalizalt reakcio

Hidrolizis soran az a-galaktoziddz enzim az O-glikozidos kotéseket hidrolizalja. Az enzim a
szubsztratum  nem  redukalé  lancvégi  galaktoz  molekulajat  hasitia le. Az
o-galaktozidaz enzimek eltéré szubsztratum specificitdssal rendelkezhetnek. Szubsztratumaik
lehetnek galakto-oligoszacharidok, galaktomannanok és galakto-lipidek is (Schomburg &
Salzmann, 1990).

Hidrolizal6 tulajdonsagan kiviil szamos karbohidroldz enzimr6l bebizonyitottdk, hogy
transzglikozilaléo tulajdonsdggal is rendelkezik (Scigelova et al., 1999). Hasonléan az
a-galaktozidaz enzimek egyes reszintézis folyamatokat is képesek katalizalni.

Puchart és Biely (2005) a termotolerans Aspergillus fumigatus IMI 385708-as torzsébdl izolalt
o-galaktozidaz enzimrdl megallapitottak, hogy hatékonyan katalizalja a transzfer reakciokat, ahol
glikozil donorként 4-nitro-fenil-a-D-galakto-piranozidot hasznéltak. Kisérleteik sordn kimutathat6
volt, hogy a fenti vegyllet a reakcid korilményei kozott akceptorként is szolgalt, mivel a reakcid

elegyben detektalhatd mennyiségben volt jelen 4-nitro-fenil-a-D-galaktobioz.

Kimutattdk, hogy a monoszacharidok gyenge, mig a diszacharidok és a hosszabb szénlanci
oligoszacharidok pl. az a-1,4-gliko-maltooligoszacharidok, a (-1,4-gliiko-cello-oligoszacharidok

és a B-1,4-mano-oligoszacharidok hatékony akceptornak bizonyultak.

2.1.3 Szubsztratumok

Az enzim szubsztrat specifikussaga kiilonb6zd lehet attol fliggden, hogy honnan izolaltdk. Dontd
tobbségik o-1,6-0s kotést tartalmazd galakto-oligoszacharidokon aktiv, amelyr6l galaktoz

egységeket hasitanak. Ezeknek a természetben eléforduld képviseldi:

o Melibiéz: a-D-galakt6zbol és a-D-gllikdzbdl allo redukald diszacharid
o Raffindz: cukorrépéban talalhaté nem redukal6 triszacharid
e Sztachiéz: nem redukald tetraszacharid

e Verbaszkoz: nem redukalo pentaszacharid

A mannan tipusu poliszacharidok, mint a mannanok, galaktomannanok, stb. nagyon fontos
alkotéelemei magasabb rendli novényi sejteknek. Az a-galaktozidaz enzim kiillonb6z6 ndovényekbdl

izolalhatd. A szentjanoskenyér-liszt (Locust Bean Gum) és a guar gumi (Guar Gum) is
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galaktomannan, igy ezek induktorként szolgalhatnak a mannandzok és az a-galaktozidaz
eloallitasahoz.

Az intakt galaktomannénon is aktiv enzimet a Cyamopsis tetragonobola (guar) magjabol, az
endospermium 6rlésével majd ezt kovetd részleges hidrolizisével nyerik (Bulpin et al., 1990). A
guar gumi egy galaktomannan, mely D-mann6z és D-galaktoz monomerekbdl felépiild
poliszacharid. A molekulak linearis félancat egymashoz [B-1,4 glikozidos kotéssel kapcsolodo
mannopiranézok alkotjak, melyekhez «-1,6-0s glikozidos kotéssel egy-egy galaktopirandz

kapcsolodik (1. abra).

1. abra A guar gumi kémiai szerkezete
(http://www.Isbu.ac.uk/water/hygua.html)

A szentjanoskenyér-liszt egy élelmiszeripari adalékanyag, melyet a mediterran térségben €16
Ceratonia siliqua (szentjanoskenyérfa) magjabél nyernek ki. Kémiai szempontbdl a guar guminak

tobb galakt6z eldgazéasa van, mint a szentjanoskenyér guminak (2. 4bra).

2. abra A szentjanoskenyér gumi kémiai szerkezete
(http://www.lsbu.ac.uk/water/hyloc.html)

Eddigi kutatdsok szerint a Thermomyces lanuginosus o-galaktozidaz enzimjei kiilonb6z6
szubsztratum specifitassal rendelkezhetnek. A szachar6zon eldallitott o-galaktozidaz enzim nem

5
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aktiv galaktomannanokon — ndvényi szentjanyoskenyér és guar gumi. Rezessy-Szab6 (2003)
kisérletében feleslegben alkalmazott enzimeket a reakcié megvaldsulasanak érdekében, tehat 1 g
szubsztratumhoz 16 pg enzim preparatumot adott. A hidrolizis soran nem szabadult fel galaktoz igy

arra lehetett kdvetkeztetni, hogy a galaktomannanok nem szubsztratumai ennek az enzimnek.

2.1.4 Az a-galaktozidaz enzim eldéallitasi lehetdségei

A novényi eredetli a-galaktozidazok mellett a fonalas gomba eredetli enzimek kozott is talalhatdoak
olyan enzimek, amelyek galaktomannanokbol galakt6zt tesznek szabadda. Ilyen enzimek
szintézisére az alabbi fajok alkalmazhat6ak: Aspergillus tamarii (Civas et al., 1984), Aspergillus
niger (Adya & Elbein, 1977; Kaneko et al., 1991), Trichoderma reesei (Zeilinger et al., 1993),
Penicillium ochrochloron (Dey et al., 1993). A Thermomyces lanuginosus gomba a-galaktozidaz
enzim termelésével atfogoan foglalkozott Rezessy-Szabd és kutatdcsoportja (2007). Eredményeik
ravilagitanak arra, hogy a gomba a kornyezeti koriilményeknek megfelelden két eltérd tulajdonsagu
o-galaktozidaz enzimet szintetizdl. Szachardéz alapl tapkozegen a gombatorzs jelentOs
a-galaktozidaz aktivitast mutat. Az eléallitott enzim molekulatomege 94 kDa-nak adddott és nem
volt aktiv galaktomannan szubsztratumon. Az a-galaktozid koteseket tartalmazo polimerek (pl. a
guar gumi, vagy a szentjanoskenyér gumi) szénforrasként valé alkalmazasa a tapkdzegben egy
kisebb molekulatomegii (53-54 kDa) enzimet eredményezett. Ez a felfedezés iranyitotta a figyelmet
a galaktomannan tartalmi tapkdzegek alkalmazasara az a-galaktozidaz termeléshez. Svastits-Diics6
és munkatarsai (2009) e teriileten elért eredményekrdl szamolnak be. A 6 napos fermentaciok soran

kapott aktivitasértékek nem érték el az 5 NE/ml titert.

2.1.5 Optimalis miikodési feltételek

Kiilonboz6 forrasokbol izolalt enzimek esetén az optimalis miikodési paraméterek igen széles

hatarok k6zott mozognak (Schomburg & Salzmann, 1990).

A hOmérséklet emelésével az enzim reakciok sebessége ndvelhetd, masrészt mivel az enzim
fehérjetermészetli, magas homérsékleteken hddenaturacié is bekovetkezik. Az optimalis
hémeérsékleten vagy hdmérsékleti tartoméanyon beliil az enzim maximalis sebességgel katalizalja az
adott reakciot. Fontos az enzimek stabilitasanak vizsgalata is, mivel néhany esetben az enzimfehérje
mar denaturaciot szenvedhet az aktivitdsra vonatkoz6 optimalis homérsékleten is. A pH, az

ionerdsség, a redoxpotencial, a szubsztratumok kémiai szerkezete és az egyeb fehérjék jelenléte
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nagyban befolyasolhatja az enzimek aktiv konforméciojat ¢és ezaltal mikdodésiiket.

Az 1. tablazatban néhany fonalas gomba optimalis pH és hémérséklet adatait hasonlitottam 6ssze.

1. tdblazat Fonalas gomba eredetii a-galaktozidaz enzim enzimaktivitasanak optimélis paraméterei

Optimalis

Eredet a-Galaktozidaz oH Hémérseklet Hivatkozés
Aspergillus ficuum L o
NRRL 3135 extracellularis 6,0 60°C Zapater et al. (1990)
Aspergillus terrus 4,0 65°C Falkoski et al. (2006)
Aspergillus species 6,5 30°C Waghmare et al. (2007)
Monascus pilosus intracellularis 4,5-5,0 55°C Wong et al. (1986)
Penicillium canescens extracellularis 4,0-5,0 55°C Sinitsyna et al. (2008)
Penicillium griseoroseum 50 45°C Falkoski et al. (2006)
Thermomyces lanuginosus L o
IMI 158749 extracellularis 4.5-5,0 65-70°C Puchart et al. (2000)
Thermomyces lanuginosus - i o Rezessy-Szabo et al.
CBS 395 62/b extracellularis 5,0-5,5 65°C (2007)

2.1.6 Az a-galaktozidaz enzim szerkezete

Szamos enzim szekvenciagja és 3D-s szerkezete megtaldlhato a fehérje adatbankban

(www.rcsb.org/pdb). Az a-galaktozidaz térszerkezete és kristalyosodasi koriilményeinek feltarasa

gyogyaszati szempontbdl is fontos. A Fabry-kérban szenvedd betegek szervezetébdl hianyzik az
a-galaktozidaz enzim. E nélkiil az enzim nélkiil bizonyos anyagok (els6sorban a globotriaozil
ceramid vagy GL-3) lebontdsa nem torténik meg, igy az a sejtekben marad. Az anyag
felhalmozodik az érfalakban és a szOvetekben, mely sziv, vese és az agy szabalyos miikodését
akadalyozza. A human eredetii 398 aminosavbél alloé a-galaktoziddz enzim kristalyszerkezete a

3. 4bran lathato.

3. abra: Human eredetii a-
galaktozidaz enzim
kristalyszerkezete

(www.rcsb.org/pdb)
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2.1.7 Az a-galaktozidaz enzimalkalmazasi lehetdségei

Enzimeket széles korben éallitanak eld ipari fermentacioval. A biotechnologidkban elsdsorban

extracellularis enzimek termelését részesitik elényben, amikor a termék a fermentlébe valasztodik

ki.

Az a-galaktoziddz enzim szubsztrat specifikussaga igen széles tartoméanyban mozog, valamint
hidrolitikus aktivitdisa mellett transzgalaktozilalasi képességgel is rendelkezik, melyet

oligoszacharid szintézisek soran lehet kiaknazni.

2.1.7.1 Elelmiszeripar

Az a-galaktozidaz enzimnek fontos szerepe van a répacukorgyéartasban. Mivel a raffindz gatolja a
szachar0z kikristalyosodasat, ezért Linden (1982) a Mortierella vinacea pelletben talalhato

enzimmel hidrolizalta a cukorszirupban 1év0 raffindzt, igy névelve annak cukorhozamat.

Jo kolloid tulajdonsagainak és az emberi szervezetre gyakorolt pozitiv hatasanak koszonhetben, a
galaktomannanokat (szentjanoskenyér gumi és guar gumi) élelmiszeradalékként széles korben
alkalmazzéak az élelmiszeriparban, hogy javitsak a termékek allagat és érzékszervi tulajdonsagait. A
szentjanoskenyér gumi kedvez6 gélesedési tulajdonsaggal rendelkezik, de alkalmazasa dragabb,
mint a rosszabb gélesedési tulajdonsaggal rendelkezé guar gumié. Amint az 1. és 2. abra
dsszehasonlitasabol is kiderll, a guar gumi tobb o-galaktozidos kotéssel kapcsol6dd galaktozt
tartalmaz, mint a szentjanoskenyér gumi, igy a guar gumi részleges hidrolizisével javithatd

gélesedési tulajdonsaga.

2.1.7.2 Novényi eredetii galakto-oligoszacharok hidrolizise

A hiivelyesek jelent6s mennyiségben tartalmaznak o-galakto-oligoszacharidokat. Ezen élelmiszer-
OsszetevOk antinutritiv tulajdonsaguak, mivel gatoljdk az emésztésben fontos tripszin enzim
miikodését. Tovabba, mivel az emberi emésztérendszerbdl hianyzik az a-galaktozidaz enzim, igy
az o-galakto-oligoszacharidok nem bomlanak le és nem szivodnak fel a vékonybélben, azaz
kémiailag valtozatlan forméban jutnak el a vastagbélbe. Itt a bélbaktériumok ndvekedesi
szubsztratumként hasznositjak gazképzédés mellett, flatulenciat okozva ezaltal. A hivelyesek e
tulajdonséga korlatozza széleskori felhasznalasukat a taplalkozasban (Castillo et al., 1990). A
hiivelyes alapt ételek elokészitésénél, a benniik 1év0 a-galaktozidaz enzim miikddéséhez kedvezd

koriilmények teremtheték aztatassal, de alternativaként szolgalhat ezen nyersanyagok enzimes
8
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kezelése is, mely csokkentheti a gyomorbantalmakat, tovabba elénydsen hat a benniik 1évo
tapanyagok hasznosulasara is. A szo6ja egy hiivelyes ndvény mely olcso és jo mindségli fehérjével
rendelkezik, eczaltal egyre kedveltebb kiegészitoként hasznaljak az élelmiszerekben és a
takarmanyokban. A szdjatej alkalmazhaté a tehentej, illetve az anyatej kivaltdsara olyan

felnétteknél vagy csecsemoOknél, akik allergiasak a tejfehérjére €s/vagy laktdz hianyban szenvednek.

2.1.7.3 Orvostudomany

Az oa-galaktozidaz enzim segitségéevel a B csoportu vér 0-va alakithatd, mégpedig Ugy, hogy a B
csoportl vér sejtjeinek felszinén 1év6 glikoproteinekrdl az a-galaktozidos kotésekkel kapcsolddd
galaktoz molekulakat lehasitja. Ez azért jelentds, mert az univerzalisan hasznosithato 0-s vércsoport
hidnyéat potolhatjuk a B-s vércsoport atkonvertalasaval. Ez a miivelet biztonsagosan alkalmazhat6 a

transzflzios gyakorlatban (Lenny et al., 1994).

Fébry kor egy olyan 6roklodo betegség, amelyet egy hibas gén okoz. Az orokitéanyag felépitésének
hibdja miatt az a-galaktozidaz enzim hianyzik, vagy csak elégtelen mennyisegben van jelen a
szervezetben. E nélkiil az enzim nélkiil bizonyos anyagok (elsésorban a globotriaozil ceramid vagy
GL-3) lebontéasa a szervezetben nem torténik meg, igy az a sejtekben marad. Kovetkezésképpen az
anyag felhalmozddik. Ez a folyamatos felhalmozddas okozza a Fabry-korral kapcsolatos legtébb
problémat. Az a-galaktozidaz enzim szerepe, hogy bizonyos anyagokat lebontson, amelyeket aztan
a sejt Ujrahasznosit, vagy Kilrilnek a szervezetbdl (4. dbra). A feladat elvégzéséhez elégséges
mennyiségli a-galaktozidaz enzim nélkiil ezek az anyagok (els6ésorban a GL-3) felhalmozddnak a
lizoszomaban, kuléndsen az érfal sejtjeiben. Ezért a Fabry-kort lizoszomalis tarolasi betegségnek is

nevezik a lizoszomaban felhalmoz6dd GL-3 miatt. (http://fabry.mnsza.hu/).

A Fabry-kor kezelésére kidolgoztak egy enzimterapias modszert, amelyet a szakirodalomban
,Enzyme Replacement Therapy” (ERT) néven hivatkoznak. Az enzimterdpids modszerek
segitségevel a plazma GL-3 szintjét, valamint a vese, sziv és bér lipidlerakodasanak mértékét
csokkentik. Az enzimhiany kezelésére mind a-galaktozidaz [agalzidaz-alfa (0,2 mg/kg)], mind
B-galaktozidaz [agalzidaz-béta (0,2 mg/kg, vagy 1,0 mg/kg)] terépiat egyarant alkalmaznak.
Mindkét kezelés harom honapon beliil jelentds GL-3 csokkenést eredményezett a Fabry- korban
szenvedd férfiak esetében, amely szint a késObbiekben is stabil maradt. Szamos férfi betegnél
megfigyeltek az a-galaktozidaz enzim elleni antitestek termelését. Elsédlegesen az ilyen betegeknél

alkalmazzék az agalzidaz-béta-val torténd kezelést. Az antitesteket termeld betegek esetében kisebb

9
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mértékii plazma GL-3 korrekciot tapasztaltak, mig nagy dozisu agalzidaz-béta kezelés hasonldan
eredményesnek bizonyult, mint az antitesteket nem termeld betegeknél. A Fébry-korban szenvedd
noknél a plazma GL-3 koncentracié relativ kevesebb volt a kezelés megkezdése eldtt. Mind
agalzidaz-alfa és agalzidaz-béta kezelés soran a néknél jelent6s globotriaozil ceramid csokkenés

volt tapasztalhat6 az enzimterapias kezelések soran (Breemen et al., 2011).

Globotriaozil ceramid (GL-3)

|

a- galaktozidaz

3 3
o oy e

Laktozil ceramid (GL-2)

4. &bra Fabry-kdrnal a GL-3 nem bontddik le Gl-2-vé az enzim hiany miatt

2.1.7.4 Papiripar

Az elmult évtizedekben a biotechnoldgia, azon bellil is a fonalasgombak, baktériumok és
extracellularis enzimek alkalmazéasa egyre szélesebb korti felhasznaldsi lehetdséget nyujtott a
celluloz- és papiriparnak. A fafeldolgozas soran hidrolizalé enzimkomplexek segitségével bontjak a
hemicellulozokat. A fak novényi sejtfalat poliszacharidok alkotjdk, melyek p-1-4 kotésu
glikomannanokat eés «-1-6 kotésti galaktopiranozil —egységeket tartalmaznak, celluloz
beékelodésével. Az a-1-6-os kotés hasitasara o-galaktoziddz enzimet hasznalnak. Enzimes
elofeheérités, a papiripari szennyviz tisztitasa, illetve vegyszerek és lizemanyagok eldéllitasa fabol
szarmazo lignocellul6zokbdl ma mar hasznalt, de folyamatos fejlesztésre szorulé ipardg (Mansfield
& Esteghlalian, 2003).
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2.2  Thermomyces lanuginosus termofil fonalas gomba jellemzése

Rendszertani besorolasa:

Birodalom: Eucaryota
Orszag: Fungi

Tagozat: Eumycota
Altagozat: Deuteromycota
Osztaly: Hyphomycetes
Nemzetiség: Thermomyces

Faj: Thermomyces lanuginosus

A Thermomyces lanuginosus (Humicola lanuginosa) széles korben elterjedt termofil gomba, mely
altalaban onmelegedd szerves tormelékbdl (komposzt) izolalhat6. 1899-ben eldszor Tsiklinskaya
izolalta burgonyabdl, melyet kerti talajjal oltott be, majd 52-53°C-on inkubélta fehér kenyéren
(Cooney & Emerson, 1964). A Thermomyces lanuginosus egy melegkedveld gomba mely altalaban
maximum 60°C és minimum 30°C kozott szaporodik, az optimalis szaporodasi hdmérséklete 50°C
koril mozog, az optimalis pH értéke pedig 6,5. A Thermomyces lanuginusus fonalas gombanal mar
a harmadik napnal észrevehetd a telepnovekedés. A 60-80 mm atmérdji telepek 45-50°C-0s
inkubalas mellett érhet6ek el Potato-Dextrose-Agar (PDA) agaron. A kezdetben fehér, piszkosfehér

telepek kés6bb zoldessziirkék majd lilasbarna szintiek lesznek (5. abra).

5. &bra A Thermomyces lanuginosus SSBP 6. &bra Thermomyces lanuginosus mikroszképikus
telepmorfolégiaja PDA agaron 7 napig tarto képe (Singh et al., 2003)
inkubalast kévetéen (Singh et al., 2003)
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A 6. dbran az 1,5-4,0 um atmérékkel rendelkez6 hifak jol lathatéak mikroszkopikus felvételeken.
Ezek a hifak a taptalaj felszinérél nem hatolnak be a taptalajba. Megfigyelhetéek konidiumtartok is
melyek a léghifak derékszogi elagazasain fejlddnek. A gomb alakq, ivartalan egysejtes konidiumok
akar 6-8 um atméroéjiek is lehetnek. A gombanak szamos torzse alkalmas extracellularis enzimek
clballitasara, beleértve a xilanazt (Singh et al., 2003), az a-amildzt (Nguyen et al., 2002), a
glukoamilazt (Li et al., 1998), a lipazt (Berg et al., 1998) és az a-galaktozidazt (Rezessy-Szabo et
al., 2007).

Svastits-Diics6é és munkatarsai (2009) a Thermomyces lanuginosus CBS 365.62/b jelzésii torzs
fermentacidja soran kimutattak, hogy eltér6 kémiai szerkezetii novekedési szubsztratum esetében
két kiilonboz6  tulajdonsagh  o-galaktozidaz enzimet szintetizdl. Ezek az enzimek
molekulatdmegukben és szubsztratum specifitasban eltérnek egymastdél. Megallapitasuk szerint a
galaktomannadn szubsztratumon szintetizalt a-galaktozidaz enzim stabilitasa jobb volt, mint a

szacharoz tapkdzegen eldallitott enzimé.
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3 KISERLETI CELKITUZES

Kisérleti munkam soran célul tliztem ki a Thermomyces lanuginosus fonalas gomba
o-galaktozidaz enzim elGallitasi technoldgia produktivitasanak novelését galaktomannan
szubsztratumon. Kisérleti munkam sordn a T. lanuginosus CBS 395.62/b tdrzset és
galaktomannanként szentjanoskenyér gumit (Locust bean gum — LBG) hasznaltam. Svastits- Diics6
és munkatarsai (2009) altal k6zolt eredmények alapjan terveim kozott szerepelt a fermentacios id6
minimalizalasa és technologiai modositassal olyan enzimfermentacio alapjainak lefektetése, amely

biztonsagosan nagyobb, mint 5 NE/ml aktivitast biztosit.
E cél elérése érdekében a kovetkez6 feladatok megvaldsitasat terveztem:

e az enzim termelés profiljdnak meghatarozasa az id6 fiiggvényében;
e kiilonboz6 fermentaciods technikak dsszehasonlitd elemzése;
e kiilonbozd feliiletaktiv anyagok hatasanak vizsgélata az extracelluléris enzim kivalasztasara;

e valamint a tApkdzeg dsszetétel mddositasanak hatasait is fel kivantam tarni.

Kisérleteimet a Budapesti Corvinus Egyetem Sor- és Szeszipari Tanszékének Fermentacios

Laboratériumaban végeztem.

13



a-GALAKTOZIDAZ ENZIM TERMELES FOKOZASA o
GALAKTOMANNAN SZUBSZTRATUMON ANYAGOK ES MODSZEREK

4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1  Afelhasznalt mikroorganizmus

Az a-galaktozidaz enzim elGallitasara a fermentaciok soran enzimforrasként a Thermomyces
lanuginosus CBS 385.62/b jelzésii torzset alkalmaztam. A gomba szdmos extracellularis hidrolizalo
enzimet termel, kOztik o-galaktozidaz enzimet is. Novekedési tulajdonsagaira jellemz6, hogy két
nap utan 45°C-on termosztalva 50 mme-es fehér, puha filcszerti lapos telepek jelennek meg PDA
agaron. A harmadik negyedik napra a telepek elkezdenek sziirkiilni, majd a konidiumok képzddése

miatt sotétbarna, fekete arnyalativa valnak (7. abra).

f % ,e.‘f )
| *g
: .Jﬁ'

7. abra Thermomyces lanuginosus telepmorfologiaja és mikroszképikus képe (Dobolyl, 1997)
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4.2  Alkalmazott tapkdzegek

A fenntartashoz sziikséges tapkozeq

Burgonya-glukéz-agar (PDA, Potato Dextrose Agar)

Burgonya 500 g

Gliikéz 20g

Agar-agar 159

Desztillalt vizzel 1000 ml-re kiegészitve
pH 6,6

Inokulum tapkozeq

Glukdz-aszparagin tapleves (Haasum et al., 1991)

Glikéz 20 ¢

L-aszparagin 49

KH,PO, 39

K,HPO, 29

MgSO,4 x 7H,0 059

Vogel- féle nyomelem oldat 1mil

Desztillalt vizzel 1000 ml-re kiegészitve

Vogel-féle nyomelem oldat (Vogel, 1964):

Citromsav x H,0O 50

ZnSOy4 x 7TH,0 5¢

Fe(NH,4)2(SOy)2 X 6H,0 1g

CuSO4 x 5H,0 0,25¢g

MnSO4 x H,O 0,059

H3BOj3 (anhidrid) 0,05¢

Na;MoO,4 x H,0O 0,059

Desztillalt vizzel 1000 ml-re kiegészitve.
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Alkalmazott fermentacios tapkozeq

LBG 1% tapkozeg:

Galaktomannan (Locust bean gum) 10g

Elesztd 49

KH,PO, 39

K,HPO, 29

MgSO4 x 7H,0 0,59

Vogel-féle nyomelem oldat 1mil

Desztillalt vizzel 1000 ml-re kiegészitve.

4.3  Tenyésztési modszerek

4.3.1 Torzsfenntartas

A torzsfenntartdshoz burgonya-gliikdz-agart (PDA) alkalmaztam. Ferde agaros kémcsotenyészetbol
0,25 cm? agar darabot szikével kivagtam, majd egy Petri csésze steril tapagar feliiletére helyeztem
laminaris fiilke alatt. Ezt kovetéen 50°C-on 10 napig inkubaltam. A konidiumos tenyészetet 4°C-on

hiitészekrényben taroltam felhasznalasig.

4.3.2 Inokulum tenyészet készitése

A Petri csészében PDA agaron kindtt tenyészetbdl steril szikével kivagtam egy
0,5*0,5 cm® nagysagu agar darabot és 10 ml 0,01 %-o0s Triton-X oldatot tartalmazé kémcsébe
tettem. A konidiumokat intenziv razassal, Vortex segitségével mostam le az agarrol.

Autoklavban 121°C-on 20 percig sterilezett 150 ml inokulum tapkozeget tartalmazé 500 mi-es
Erlenmeyer lombikba, 7 ml konidium szuszpenziot oltottam be. A tenyésztést Gallenkamp
rdzogépen 47°C-on és 220 rpm fordulaton 2 napig végeztem.

4.3.3 Enzimtermelés razatott lombikos tenyészettel

Az extracellularis enzimet razatott lombikos fermentacidval allitottam eld. 500 ml-es Erlenmeyer
lombikokba 150 ml tapkdzeget tettem, melyet laminaris fulke alatt oltottam be 5-5 ml-nyi inokulum
tenyészettel. A fermentaciot a kisérleti tervtdl fiiggden 47°C-on, 220 rpm fordulatd razatas mellett
4-12 napig végeztem. A fermentécio lefolyasanak értékelésére naponta mintakat vettem. A

micélium eltavolitdsara és a sejtmentes tenyészlé elballitasahoz sziirést ¢és centrifugalast
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alkalmaztam, melyet 10 percig 12000 rpm fordulatszdmon valdsitottam meg. Ezt kovetéen

meghataroztam az enzimaktivitast és ellendriztem a pH-t.

4.3.4 Enzimtermelés laboratoriumi fermentorban

A fermentoros tenyésztésekhez 2 liter hasznos térfogatd Biostat® B fermentort
(B. Braun Biotech International) (8. &bra) alkalmaztam. A fermentort 0sszeszerelése és a pH
szenzor kalibraldsa utan a tapoldattal egyitt autoklavoztam, majd bioldgiailag steril fllke alatt
oltottam be az 10 tf %-nyi 2 napos inokulum tenyészettel. A fermentaciot befolyasold legf6bb
paraméterek: a tapoldat mindsége, a homérséklet, a pH, a keverés jellemzodi €s a levegOztetés vagy
az anaerob kornyezet biztositdsa. A fermentor duplikatorozott, azaz kettés Uvegfallal van ellatva;
ebben a kopenytérben lehet aramoltatni a hité/fiitd vizet a sziikséges 47°C-os hémérséklet
biztositasahoz.

Az aerob fonalas gombak fermentalasa soran fontos az oldott oxigénnel vald ellatds, amelyet
levegbztetéssel valdsitottam meg. A fermentlé homogenitdsdnak biztositdsara keverést
alkalmaztam. A kisérlet 4 napig 150 rpm fordulatd keverés mellett zajlott.

A fermentaciot naponkeénti steril mintavételezéssel kdvettem és mértem az enzimaktivitast, valamint

ellenbriztem a tenyészet pH-jat.

mintavevo

keverd csapagy

hab szonda

)
=

tengely

duplikalt falt képeny (viz)
homéroé elektréd
hullamtoro

levegdztetod

© ®©® N o g A~ WD RE

keverdlapat

8. abra Biostat® B fermentor miiszaki rajza
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4.4 Alkalmazott analitikai médszerek

4.4.1 A felhasznélt reagensek és oldatok

Szubsztratum oldat készitése az enzimaktivitas méréshez:

Az enzimaktivitds meghatérozasahoz 15 mM-os para-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid oldatot
hasznéltam szubsztrdtumként. Ehhez 0,0225 g para-nitrofenil-a-D-galaktopiranozidot mértem Ki
f6zopoharba analitikai mérlegen majd egy kevés desztillalt vizben feloldottam és végiil egy 50 ml-
es mérélombikban jelre toltdttem. A szubsztratum oldatot felhasznalasig hiitészekrényben, 4°C-on

taroltam.

Az enzimreakci6 leéllitdsdhoz sziikséges sodoldat elkészitése:

Az enzimreakcio leéllitasahoz 0,1 N Na,CO; oldatot hasznaltam, mely elkészitéséhez 2,65 g

NayCOs-ot magnes keverdn oldottam fel 500 ml desztillalt vizben.

A pufferoldshoz szilkséges Mcllvaine puffer (pH=4,2) elkészitése:

A puffer elkészitéséhez szilkség van egy A és egy B oldatra.

A: 0,1 M citromsav torzsoldat B: 0,2 M Na,HPO, torzsoldat

(21,008 g citromsav + 1000 ml desztillalt viz) (71,66 g Na,HPO,*12H,0 + 1000 ml
desztillalt viz)

A puffer oldat pH=4,2-re val6 beéllitasahoz 61,5 cm® citromsav és 38,5 cm® Na;HPO, oldatra volt
szilkség. A 38,5 cm® 0,2 M Na,HPO, torzsoldatot kimértem f6z6poharba, majd folyamatos
kevertetés mellett adagoltam hozza a citromsav oldatot. Ekzben elektromos pH-mérén figyeltem a

pH valtozast és sziikség esetén pH korrekciot végeztem.

4.4.2 Az enzimaktivitas meghatarozas

Az enzimaktivitds mérését a mintak kiilonboz6 higitasai mellett végeztem. A méréshez készitettem
miszervakot, szubsztratvakot és minden mintat tartalmazo reakcidelegyhez kiilon enzimvakot is. A
reakcioelegyek térfogata minden esetben 1 ml volt, amelynek arényait a 2. tablazatban mutatom
be:
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2. tdblazat Reakcio elegyek Osszetételei az enzimaktivitas méréshez

DesinIIéIt Mcllvaine Szubsztrat  Minta
Viz puffer (ml) (ml)
(ml) (ml)
Miiszervak 0,7 0,3 0 0
Szubsztratvak 0,2 0,3 0,5 0
Enzimvak 0,5 0,3 0 0,2
Reakcio elegy 0 0,3 0,5 0,2

A 0,3 ml Mcllvaine pufferbél (pH=4,2) és 0,5 ml 15 mM-os para-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid
szubsztratbol allé elegyet 5 percig 58°C-on eléinkubaltam majd a reakcio elinditasahoz 0,2 ml
mintat adtam hozza. Az enzimreakciot 5 perc elteltével allitottam le, 5 ml 0,1 M-o0s natrium-
karbonét oldat hozzéadagolasaval. A reakcidelegyek abszorbanciajat spektrofotométeren 405 nm-en
mértem.

Az a-galaktozidaz enzim aktivitdsanak szamitasa:

Egy egységnyi a-galaktozidaz (E) az az enzimmennyiség, mely 1 umol para-nitrofenolt szabadit fel
percenként az enzimreakcid korulményei (pH=4,2 és T=58°C) kozott.

Az enzimaktivitast a kovetkezd képlettel hatdroztam meg:

|Akt|V|té.S (N E/m I):(Aminta'AEV'ASV)*H*VRE/Z19237*tRE*VbeméréS|

ahol, Aninta minta abszorbancigja,
Agv enzimvak abszorbancigja,
Asv szubsztratvak abszorbancigja,
H higitas,
Vge reakcio térfogat (1 ml),
tre reakcid 1d6 (5 perc),
Vbemerés bemérési térfogat (0,2 ml),
2,9237 a para-nitro-fenollal készitett kalibracios egyenes meredeksége.

443 pH mérés

Az enzimtermelés és a szaporodas szempontjabdl, a mikroorganizmusok fermentacidjakor fontos
szerepet jatszik a pH.

A pH értékek meghatarozasahoz SevenMulti™ pH mérd berendezést alkalmaztam. A méréseket
megel6z6en minden nap kalibralast végeztem 4-es és 9-es pH értékii pufferoldatok segitségével. A

pH mérést sejtmentes fermentlevekben valdsitottam meg.
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4.5 Kisérlettervezés

Kisérleteim soran a Thermomyces lanuginosus fonalas gomba, CBS 395.62/b torzs,
o-galaktozidaz enzim termelésének optimalizalasdhoz egy kozponti elrendezésti kisérlettervezési
modszert alkalmaztam.

A tapkozeg Osszetétel meghatarozasnal a kisérleti korulményeket (a kisérleti tervet) egy 2° tipusd
teljes faktorialis Kisérlettervezéses madszer alkalmazéséval allitottam be, ahol ,,p” (faktorszintek) a
vizsgalatba bevont optimalizaldo paramétereket, faktorok szamat jelenti. A faktorszintek pontos
bedllitasi bizonytalansdga elhanyagolhaté azon intervallum szélességéhez keépest, amelyben az
értékeket valtoztatjuk. A faktorok mennyiségiek és mindségiek is lehetnek, melyek két szinten
vizsgalunk.

A z; a j-edik faktort jel6li ahol a vizsgalati szintek z;™" és z™. Ekkor az adott paraméter alap
szintje (ZJ’O) és variacios intervalluma (Azj) a kdvetkezok szerint definialhato:

max min
0 Zj + Zj

A ZJ’O (=1, ...,p) értekekkel jellemzett pontot a terv centrumanak nevezziik.

A faktorokat a szadmitasok egyszerlsitése és ortogondlis kisérleti terv elddllitisa céljabol a

kovetkezOképpen célszertl transzformalni:

7.
X = (Kemény & Deéak, 2002).
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5 KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Fermentacios ido minimalizalasa

A fermentacids folyamatok megvalositasanal a gazdasagossag kiemelt szempont. Tekintettel arra,

hogy e technologidk jelentds energia befektetést igényelnek, ezért kisérleteimben a fermentacios 1d6

minimalizalasara torekedtem.

Kisérleteimben LBG 1 %-o0s tapkdzeget alkalmaztam és hdrom parhuzamos fermentaciot végeztem.

Irodalmi adatokra (Svastics-Diicsé et al., 2009) tamaszkodva az elsé vizsgalataimhoz 12 napos

fermentécidt terveztem és valositottam meg és az a-galaktozidaz aktivitas alakuldsat a 6. naptdl

kezdve kdvettem. Az eredményeimet a 9. abran szemléltetem.

16

= = =
ca [an] [oS] =

Aktivitas (NE/ml)

=]

T
1
== aktivitas
pH
6 8 10 12 14

Fermentdcids idé (nap)

9,0

8,5

8,0

7,5

7,0

6,5

6,0

pH

9. dbra T. lanuginosus CBS 395.62/b tdrzs a-galaktozidaz aktivitdsanak és pH értékeinek profilja 1%-o0s LBG

tapkozegen

A vizsgalt id6szakban a pH értékek a ligos tartomanyban vannak és 8,15-8,25 értéktartomanyban

valtoznak. Jol lathato, hogy a CBS 395.62/b jelzésii torzs enzimtermelése 8-10 napig né majd, a 12.
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nap utan hanyatlé fazisba keril a fermentacio. Meg kell jegyezni, hogy a 6. napon és a 10. napon
mért eredmények kdzott szignifikans kulonbséget nem tapasztaltam. Ez felveti azt a kérdést, hogy
az enzimaktivitds maximuma mar a fermentacid korabbi idészakaban elérheté-e. Ezért Gjabb
kisérlet sorozatot terveztem, amelyben az enzimaktivitasok alakulasat a 4. és a 6. nap kozotti
idészakban vizsgaltam. Az eredmények megbizhatosaganak biztositasa céljabol ebben az esetben is
harom péarhuzamos tenyésztést végeztem. Eredményeim értékeléséhez a mérési adatok Aatlagat

hasznaltam és a szérasokat is feltiintettem.

20 9,0
18 85
16 8,0

& 7.5

pH

Aktivitas (NE/ml)
o R
I—(

--.\l
o

—_
o
I

— —— Aktivitas 6,5
pH
8 . . . 6.0

3 4 5 6 7
Fermentacios ido (nap)

10. dbra T. lanuginosus CBS 395.62/b tdrzs a-galaktozidaz aktivitdsanak és pH értékeinek profilja 1%-0s LBG

tapkdzegen

Kovetve a fermentacids id6 és az enzimaktivitas kapcsolatat, a 10. dbran jol lathatd, hogy az
o-galaktozidaz enzim aktivitdsa mar a 4. napon meghaladta a 14 NE/ml értéket, majd lecsdkkent és
allandosult. Ebben a vizsgalatban kapott eredmények Osszhangban vannak az el6z6 kisérlet
eredményeivel. A 6. napon kapott eredmények 6sszehasonlitdsdval megéallapitottam, hogy az els6
kisérletben kapott eredmények alapjan az enzimaktivitasok értékei 9,33 és 11,73 NE/ml
tartomanyban prognosztizalhatok, mig a masodik kisérletben ez az értéktartomany 11,47-13,57
NE/ml-nek adodott. A fenti eredmények biologiai rendszerek esetében megfeleld
reprodukélhatdsadgnak értékelhetd. Tekintettel arra, hogy ebben az esetben sem sikeriilt az enzim

aktivitds maximalis értékét biztositd fermentacios i1d6t rogzitenem, a tovabbi kisérleteimet a
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fermentacio elsé napjatol kovettem a fermentacié a negyedik napjaig. Az eddigi eredményeim arra
engedtek kovetkeztetni, hogy elegend6 a négy napos fermentacid az o-galaktozidaz enzim

maximalis aktivitasanak eléréséhez.

52 T. lanuginosus CBS 395.62/b torzs a-galaktozidadz termelésének
leptékndvelése

A 150 ml-es hasznos térfogatban megvalésitott rdzatott lombikos a-galaktozidaz enzim fermentacio
1éptéknodveléséhez laboratoriumi fermentorban térténd tenyésztést valositottam meg. A fermentoros
kisérlethez 2 liter hasznos térfogati Biostat® B fermentort (B. Braun Biotech International)
alkalmaztam. A beoltast kovetéen a fermentorbol bioldgiailag steril fiilke alatt 150 ml-t lefejtettem
500 ml-es steril Erlenmeyer lombikba, és 300 ml-t 1000 ml-es steril Erlenmeyer lombikba is.
Ezeket a tenyésztéseket neveztem fermentoros kontrollnak. Parhuzamosan azonos kortlmények
kozott razatott lombikos vizsgalatokat is végeztem. Mindegyik fermentacié megvaldsitasa 47°C-0s
hémérsékleten tortént. A vizsgalatok elsddlegesen levegoztetésben 1évo kiilonbségek feltarasara
szolgalt. A fermentorban 1 vvm leveg6ztetést és 150 rpm kevertetést hasznaltam. A razatott

lombikos kontroll kisérleteknél a levegdztetést egységesen 220 rpm rézatdssal biztositottam.

E tenyésztések a kiilonboz6 technologiak Osszehasonlitasara szolgaltak. Kisérleti eredményeim

Osszegzését a 3. tablazatban adom kozre.

3. tblazat T. lanuginosus CBS 395.62/b tdrzs a-galaktozidaz termelésének léptékndvelése

Aktivitas (NE/ml)

F?;(,T' Razatott lombik Fermentoros kontroll E(ﬁ;itﬁo?
(nap)
150 ml 300 ml 150 mi 300 ml 1500 ml
1 2,29 0,44 1,75 0,79 0,04
2 9,18 5,97 2,89 2,91 2,14
3 9,97 5,75 7,58 577 4,30
4 16,85 8,54 6,63 7,40 1,71
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A 3. tablazatban szerepl6 értékek ravilagitanak arra, hogy a levegéztetésnek kiemelt jelentésége
van a fonalas gombék tenyészteésénél és enzim termelésénél. Gyakorlatb6l ismert tény, hogy Ugy a
szuboptimalis, mint a tallevegéztetés is produktivitas csokkenéshez vezethet. A legjobb
enzimaktivitast a 150 ml-ben megvalositott razatott lombikos tenyésztés soran értem el, amely
16,85 NE/ml értéknek adodott. A nagyobb térfogatban megvalositott fermentacioknal mar az oldott
oxigén koncentracio jelentds mértékben csokkenhetett, mivel itt az el6bbi értéknek, mint egy felét
(8,54 NE/ml) mértem. A fermentorban torténd enzim fermentacional a maximalis enzimaktivitast
mar a 3. napon detektaltam, amely szamértékileg 4,3 NE/ml volt. Ennek a gyenge eredménynek
magyarazataként szolgélhat, hogy fermentorban nem volt egyenletes sem a micélium témeg
eloszlasa, sem a levegdztetés mértéke. Erdteljes falndvekedés volt megfigyelheté és nagyobb
micéliumtomeg képzddott, mint a rdzott lombikos tenyészeteknél. A gombafonalak jelentdsen
bendtték a levegdztetd nyilasokat is. Ennek kovetkeztében a micélium tomeg oxigénnel vald
ellatdsa nem volt egyenletes és a micélium magban talalhat6 fonalak pusztuldsnak indultak és nem

vettek részt az enzimtermelésben.

4. tdblazat T. lanuginosus CBS 395.62/b torzs a-galaktozidaz fermentécidja sordn mért pH értékek

Iéptéknovelési kisérlet sorozatban

pH
Ferm. ]
idé Razatott lombik Fermentoros kontroll Biostat® B
Fermentor
(nap)
150 ml 300 ml 150 ml 300 ml 1500 ml
1 7,90 7,70 7,64 7,51 7,34
2 8,13 7,72 7,81 7,33 7,61
3 8,15 7,59 7,72 7,27 7,63
4 8,32 7,53 7,88 7,62 7,70

A kiilonbozé térfogataranyok esetében a pH lefutasa is eltér6é volt (4. tblazat). A kiindulasi pH
kozel azonos volt minden mintanal, azaz 7,34 és 7,9 kozott valtozott. A fermentacids ido
elorehaladtaval a kiilonb6z6 fermentacids rendszerekben mért értékek elmaradtak az enzimtermelés
szempontjabol kivanatos 8-as pH értéktol, kivéve a 150 ml-es tapkdzeghen megvalositott razatott

lombikos tenyeésztést, ahol az enzimtermelés maximalis volt.
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53 A Kkiilonbozé felilletaktiv anyagok hatasa az extracellularis
enzimaktivitasra

A fellletaktiv anyagok molekulajukban egy hosszu, vizben rosszul oldédo szénhidrogén lanccal és
egy vizben jél oldodd funkcios csoporttal rendelkeznek (11. abra). A hatarfeluleteken feldusulva
csokkentik a feliileti fesziiltséget. Az ¢él6vilagban, mint a sejtmembran alkotorészeiként jelentds
szerephez juthatnak a membranok permeabilitasi tulajdonsagainak alakitdsdban. Munkam soran
fontosnak tartottam a kiilonb6zé szerkezetli feliiletaktiv anyagok hatékonysaganak vizsgalatat az

enzim kivalasztasra vonatkozéan.

hidrofil fejréesz
zsiroldhato farokrész

apolaros polaros

11. &bra Fellletaktiv anyagok elvi felépitése
(http://www.vilaglex.hu/Lexikon/Html/Felulakt.htm)

Kisérletemben kiilonb6z6é feliiletaktiv anyagokkal kiegészitett tapkozegekben vizsgaltam az
enzimaktivitas valtozasat naponkénti mintavételezéssel. A fellletaktiv anyagokat 0,1 %-0s
mennyiségben alkalmaztam.

A kisérleteimben alkalmazott kiilonb6z6 Tween készitmények poliszorbat szarmazékok, amelyek a
zsirsav oldallancok mindségében illetve, mennyiségében kiilonboznek. Olyan amfoter tulajdonsag
fellletaktiv anyagok, melyek savakban és lugokban egyarant oldddnak, savban kationaktiv és
lugban anionaktiv tulajdonsaguak.

A Triton X-100 készitmény biotechnolégiai alkalmazasa szintén ismert, amely kémiai
szerkezetének tekintetében egy polietilénglikol sz&mazék.

A kisérleti eredmenyeimet a fellletaktiv anyagot nem tartalmazo fermentacioknal elért eredmények

széazalékaban adom meg (5. tablazat).
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5. tblazat T. lanuginosus CBS 395.62/b tdrzs relativ a-galaktozidaz aktivitasanak alakulésa fellletaktiv anyagok

hatasara

Relativ a-galaktozidaz aktivitasok (%o)

Ferm.
ido Tween Tween Tween Tween Tween Tween Triton Kontroll
(nap) 20 40 60 65 80 85 X-100
1 86 116 115 107 114 121 29 100
2 120 118 103 113 121 92 44 100
3 118 132 136 136 106 106 48 100
4 104 110 120 131 114 108 61 100

Az 5. tablazat adataibdl kiolvashatd, hogy a Triton X-100, ami kémiai szerkezetét tekintve egy
polietilénglikol szarmazék, az enzim kivalasztas mechanizmusara negativ hatast gyakorol, mivel a
kontroll fermentacidhoz viszonyitva csupan 50 %-os aktivitast mutatott. A Tween készitmények
jelenléte szinte minden vizsgalatnal jobb eredményeket adott, mint a kontroll fermentacié adatai.
Szignifikans kiilonbségnek a 120 % feletti értéket fogadtam el. Igy a legigéretesebb eredményt a
Tween 65 készitmény adta, ahol mintegy 30-35%-0s aktivitas novekedést kaptam. Tovabba
megfigyeltem azt is, hogy a feliiletaktiv anyagok jelenléte nem befolyasolta szdmottevéen a

fermentaciok pH profiljat.

54  Tapkozeg dsszetetel optimalasa

A kornyezeti feltételek nagymértékben meghatarozzak a fermentacio kimenetelét. Ezek kozul is a
legjelentdsebb szerepe a tapkozeg Osszetételnek van. A tapkodzeg Osszetétel optimalasahoz egy
ortogondlis elrendezésli, kétszintli harom faktoros kisérleti tervet hoztam 1étre €s valdsitottam meg,
melyben mennyiségi és mindségi faktorok is szerepeltek. Mennyiségi faktorkent a glikéz és a
szentjanoskenyér gumi koncentraciok hatasait vizsgaltam, mig mindségi faktorként a Tween 65 és
Tween 80 alkalmazasanak hatasat kivantam felderiteni.

Ebben a kisérletsorozatban arra is valaszt kerestem, hogy vajon a tapkozeg gliikozzal torténd

kiegészitése milyen hatéast gyakorol az enzimtermelésre.
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Az eredmeények 0©sszehasonlithatdsdganak érdekében harom parhuzamos vizsgalattal kontroll

fermentaciokat végeztem. A kétszintli harom faktoros kisérleti tervben a mennyiségi faktorok koziil

a glikoz esetében alapszintnek 0,3 (m/v) %-ot tekintettem és léptéknek 0,1 (m/v) %-ot

valasztottam. Szentjanoskenyér gumi (LBG) esetében alapszintnek az eddigiekben alkalmazott 1

(m/v) % szolgalt és Iéptékil 0,2 (m/v) %-ot valasztottam.

A transzformalt faktorokat tartalmazoé kisérleti terv felallitasat a 6. tdblazatban mutatom be.

6. tablazat A kisérleti terv felallitasa

Kisérlet Tween 65 Kisérlet Tween 80
Glukoz LBG Glukoz LBG
1 -1 -1 5 -1 -1
2 -1 +1 6 -1 +1
3 +1 -1 7 +1 -1
4 +1 +1 8 +1 +1

A 12. abran a Kkisérleti terv megvaldsitdsdval kapott eredményeket az

abrazoltam.

1d6 fiiggvényében

10

Aktivitas (NE/mI)
I

Tween 65

{

0

1 2

3 4

Fermentacios ido (nap)

2 3

4 e Controll

10

Tween 80

Aktivitas (NE/mI)
I

1 2

Fermentacios ido (nap)
==5 —0—0§ —&—7 —4—§ e=(ontroll

3

4 5

kiilonb6z6 tapkozeg dsszetételek mellett

12. 4bra Az a-galaktozidaz enzimaktivitasok alakulasa az idé fiiggvényében
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A 12. 4bran szerepl6 két grafikon adatainak osszevetéséb6l megallapithato, hogy sikeriilt az el6z6
kisérletek eredményeit megerdsiteni. A Tween 65 feliiletaktiv anyag valoban pozitiv hatdssal van az
o—galaktoziddz enzim Kkivalasztasara, mivel harom kisérleti beallitdsnal is szignifikansan

meghaladta az aktivitas érték a kontroll vizsgalatok eredményeit.

A Tween 65 feliiletaktiv anyag jelenlétében altaldban nagyobb aktivitasok érhetdk el azonos
Osszetételll tapkozegeken, kivételként szolgal a 0,2 (m/v) % glikéz és 1,2 (m/v) % LBG
koncentracidju tapkozegek (13. abra).

—_

Glukoz: 0,2 %
LBG 0,8 %

Glukoz:0,2 %
LBG 1,2 %

Aktivitas (NE/ml)
QO = PN W R 3~ 0O O
\1
Aktivitas (NE/mI)
o = N W e 00~ 0w O

0 2 4 6 0 2 4 6
Fermentacios ido (nap) Fermentacios idé (nap)
Tween 6y —@=—Tween 80 Tween 65 —@=—Tween 80
10 —— . 10
g | Glukoz:0.4 % o | Glikéz:04 %
g |LBGO8% LBG 1,2%
8
_ —7
5 /.". E 3]
z°® V4 E 5
g 7 e ¥
= 3 L /
< 3
Z 5 {/ 2 /
- = 2
<L =
<,
0 T T 1
0 2 4 6 0 ' ‘ '
. ticiss 1d6 0 2 4 6
ermentacios idé (na f
(nap) Fermentacios ido (nap)
Tween b5 —=—Tween80 Tween 65 —8—Tween 80

13. abra A Tween 65 és Tween 80 hatasa a kiilonbo6zo6 6sszetételii tapkozegekben

28



a-GALAKTOZIDAZ ENZIM TERMELES FOKOZASA KISERLETI EREDMENYEK
GALAKTOMANNAN SZUBSZTRATUMON ES ERTEKELESUK

A kétszintli haromfaktoros kisérletek értékelését a 4. napon kapott aktivitdsok alapjan végeztem el.

A 7. tdblazatban adom kozre a kisérleti bedllitasokat a 4. napon mért aktivitas értékekkel.

7. tablazat Kisérleti beallitasok a természetes faktorok és az értékelésben hasznalt aktivitasok feltlintetésével

Mennyiségi faktorok

o Mindéségi
isériet Koncentréaciok faktor Aktivités (z)
[(m/v) %] (NE/ml)
Glukdz (x) LBG (y) Tween
1 0,2 0,8 65 8,98
2 0,2 1,2 65 6,43
3 0,4 0,8 65 9,63
4 0,4 1,2 65 7,96
5 0,2 0,8 80 7,38
6 0,2 1,2 80 8,08
7 0,4 0,8 80 6,32
8 0,4 1,2 80 6,80

A Kisérleti tervet blokkokra bontva értékeltem. Az értékelésnél linearis regressziot alkalmazva
elséfoku egyenletet illesztettem az adatokra. Kiilon értékeltem a Tween 65 ¢és a Tween 80

fellletaktiv anyagokat tartalmazo tapkdzegeken elért eredményeket.

A kiértékeléshez a STATISTICA 10 szoftver csomagot alkalmaztam. Az egyes felliletaktiv
anyagok alkalmazéasa eltérd eredményeket prognosztizal. A Tween 65 alkalmazasaval kapott

fliggveény:
a-galaktozidaz aktivitas [NE/ml]=11,89+5,45x-5,275y

azt jelzi, hogy a gliikoz koncentracio novelése, illetve a LBG koncentracio csokkentése az
enzimaktivitas novekedését eredményezheti. Az eredményeimet hatasfeliilet modszer

alkalmazasaval a 14. 4bran mutatom be.
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3D Surface Plot of Aktivitas [NE/ml] againg Glikiz [%] and LBG [%]
TWEEN 65
Altivitas [ME/mI] = 11,89+5 45™x-5 275"y

e

[ Rl
| KK
| R
] <88
[ ]=83
[ 1=<78
B <73
Bl <68
Bl <c3

14. abra Az a-galaktozidaz enzimaktivitas alakulasa a gliikoz és LBG koncentraci6 fiiggvényében TWEEN 65

felliletaktiv anyag alkalmazasa mellett
(STATISTICA 10 for Windows programcsomag)

Tween 80 felliletaktiv anyag jelenlétében ennek ellentmondd eredményt kaptam, ahol is a

galaktomannan koncentracié novelése és a glikoéz koncentracié csokkentése vezethet nagyobb
a-galaktozidaz aktivitas elérésehez (15. &bra).

Tween 80 alkalmazasaval kapott fliggvény:

a-galaktozidaz aktivitas [NE/mI]=7,425-5,85x+1,475y
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30 Surface Plot of Aktivitas [NE/mI] againg Glikoz [%] and LBG [%]
TWEEN 80
Altivitas [ME/ml] =7, 425-5 85"x+1 475%y
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15. abra Az a-galaktozidaz enzimaktivitas alakulasa a gliikdz és LBG koncentracié fiiggvényében TWEEN 80

felliletaktiv anyag alkalmazasa mellett
(STATISTICA 10 for Windows programcsomag)

Ezen eredmények megerdsitésére ujabb kisérletsorozatok elvégzését tervezem. TWEEN 65
fellletaktiv anyag jelenlétében az (j munkapontnak 0,4 (m/v) % gliikéz és a 0,8 (m/v) % LBG
koncentraciot valasztom, mig TWEEN 80 jelenlétében Gj munkapontként 0,2 (m/v) % glikdz és 1,2
(m/v) % LBG tartalmu tdpkdzeg dsszetétel szolgalna. A kisérletek megvalositdsahoz olyan modellt

kivanok valasztani, amely a vizsgalt tipkomponensek kolcsonhatasara is felvilagositést ad.
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6 KOVETKEZTETES

Az enzimes technologidk széleskori elterjedése megkivanja az Ujabb felhasznaldsi céloknak
legjobban megfeleld tulajdonsaggal rendelkez6 enzimek felkutatasat és eldallitas-technolégigjuknak
kidolgozasat. E témakdrhoz kapcsolodnak TDK dolgozatomban bemutatott kutatasi eredmények is.
Egy olyan fermentécids technologia tovabbfejlesztését tliztem ki célul, amely galaktomannénon is
aktiv a-galaktozidaz enzimet eredményezhet. A Thermomyces lanuginosus fonalas gombardl
koradbban kimutattdk, hogy eltéré kémiai szerkezetli novekedési szubsztratum alkalmazasaval két
kiilonboz6 tulajdonsag a-galaktozidaz enzimet szintetizal. Ezek az enzimek molekulatdmegikben
és szubsztratum specifitasban eltérnek egymastol. A galaktomannanon szintetizalt enzim nagyon
igéretesnek tlinik a kiilonbozé galaktomannanok gélesedési tulajdonsagainak modifikalasara és
szintézis folyamatokban torténd alkalmazasra. Mindezen tavlati célok eléréséhez fontosnak
tartottam a fermentacios technologia hozamanak fokozasat. Ennek érdekében a technologiai id6

csokkentésére torekedtem, valamint a tapkdzeg 0sszetétel valtoztatasaval igyekeztem célt érni.

Pozitiv eredményként értékelhetd, hogy 4 napos fermentacids id6 alkalmazasa mellett biztonséggal
elérhetd 10 NE/ml enzimaktivitas, amely legalabb kétszerese Svastits-Diicsé és munkatarsai (2009)
altal kozolt értéknek, melyet 6 napig tartdé fermentacioval értek el. Itt szeretném megemliteni azt,
hogy ezzel az eredménnyel még nem lehetek elégedett, mivel néhany fermenticiomban a 4 napos
enzimaktivitasok 15 NE/ml korili értéket mutattak, ami arra utal, hogy a gomba genetikai
tulajdonsagai biztositjak e titer korili értékek elérését is. Tavlati kutatasaim céljai kozott szerepel
azon kornyezeti feltételek felderitése és rogzitése, amelyek az enzim fermentacio

termelékenységének tovabbi fokozéasat eredményezhetik.

A fellletaktiv anyagok az enzim kivalasztasra gyakorolt hatdsanak vizsgalatanal megéallapitottam,
hogy 0sszefliggésben lehet azok kémiai szerkezetével. Tween 20, Tween 40, Tween 60 és Tween
80 molekuldk a polioxietilén szorbitan lancdhoz kapcsolddo zsirsav molekuldk mindségében térnek

el. Kémiai felépitésiik szerint:

a Tween 20  polioxietilén (20) szorbitan monolaurat

a Tween 40  polioxyetilén (20) szorbitan monopalmitat
a Tween 60 Polioxietilén (20) szorbitan monosztearat
a Tween 80 Polioxietilén (20) szorbitan monooleat
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Ezekkel szemben a Tween 65 és Tween 85 molekuldk tobbszdrdsen szubsztitudlt polioxietilén
szorbitan molekulék:

e aTween 65 polioxietilén (20) szorbitan trisztearat

e aTween 85 polioxietilén (20) szorbitan trioleat
Eredményeim arra utalnak, hogy a 18 szénatomszamad telitett zsirsavval tobbszdrdsen szubsztitualt
polioxietilén szorbitan olyan szerkezeti valtozast idézett el a vizsgalt fonalasgomba torzs
sejtmembran szerkezetében, amely elésegitette az extracellularis a-galaktozidaz kivalasztasat a

tenyészlébe. Ujabb feladatként fogalmazhaté meg az extracellularis enzimaktivitasok alakulasanak

- sz

A tapkozeg Osszetétel optimalizalaséara iranyuld kisérleteim eredmeényei Ujabb kérdéseket vetnek
fel a téma tovabbfejlesztésére vonatkozdan. Eldszor is az itt kapott eredmények megerdsitésre
szorulnak. Ha a felallitott hipotézis igaznak bizonyul, hogy a T. lanuginosus CBS 395.62/b tdrzs
esetében a két kiillonbozd szerkezetli felilletaktiv anyag hasznalata eltérd tapanyag Osszetétel
esetén biztositja az aktivitdsok novekedését, akkor szilkség lenne az okozati Osszefliggések
tisztdzasara. Itt els6dlegesen a fermentlében talalhaté o-galaktozidaz enzim fajtak meghatarozasat,
illetve ezek aranyanak kimutatasat tervezném.

A fentiekben vazolt kutatasok az enzimtermelés fokozasa mellett (j tudomanyos eredményekhez is

vezethetnek.
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7 OSSZEFOGLALAS

Az a-galaktozidaz egy hidrolaz enzim, mely konforméacié megtarto tulajdonsagi és megfeleld
korulmények kozott transzglikozidaz aktivitassal is rendelkezik. Ez azt jelenti, hogy bizonyos
enzimek az oligo- és poliszacharidok hidrolizése mellett a galakto-oligoszacharidok szintézisét is
katalizaljak. Ez a ket folyamat nagyon sok esetben parhuzamosan megy végbe. Hasznosithatok a
cukoriparban, az élelmiszer-feldolgozasban, a papiriparban, valamint az orvostudomanyban. Az
enzimes technolédgidk széleskort elterjedése megkivanja az ijabb felhasznaléasi céloknak legjobban
megfeleld tulajdonsaggal rendelkezé enzimek felkutatasat és elballitas-technoldgidjuknak
kidolgozasat.
A fonalas gombak csaladjaba tartozé6 Thermomyces lanuginosus termofil gomba egy kivalo
tulajdonsagokkal rendelkezd és az ¢éldvilagban széles korben eldforduld mikroorganizmus.
Biotechnolégiai szempontbdl szamos felhasznaldsi lehetéséget rejt magaban, mivel kdnnyen
szaporithatd, nem patogén €s nem termel toxinokat. Magas homérséklet optimummal rendelkezo
extracellularis enzimeket termel, mely Iényegesen megkonnyiti a fermentléb6l valod
kinyerését/tisztitasat. A gombanak szdmos torzse alkalmas extracellularis enzimek eldallitasara,
beleértve a xilanazt (Singh et al., 2003), az a-amilazt (Nguyen et al., 2002), a glikoamilazt (Li et
al., 1998), a lipazt (Berg et al., 1998) és az a-galaktozidazt (Rezessy-Szabo et al., 2007).
Svastits-Diicsé és munkatarsai (2009) a Thermomyces lanuginosus fonalas gombéardl korabban
kimutattdk, hogy eltéré kémiai szerkezetli novekedési szubsztraitum esetében két kiilonbozo
tulajdonsagu a-galaktozidaz enzimet szintetizdl. Ezek az enzimek molekulatdmegikben és
szubsztratum specifitdsban eltérnek egymastol. A galaktomannanon szintetizalt enzim nagyon
igéretesnek tlinik a kiilonbdzd galaktomannanok gélesedési tulajdonsdgainak modifikalasara és
szintézis folyamatokban torténé alkalmazasra. Mindezen tavlati célok eléréséhez fontosnak
tartottam a fermentacios technoldgia hozamanak fokozasat. Ennek érdekében a technoldgiai 1d6
csokkentésére torekedtem, valamint a tapkozeg dsszetétel valtoztatasaval igyekeztem célt érni.
Kisérleti munkam soran a Thermomyces lanuginosus CBS 395.62/b torzset és galaktomannanként
szentjanoskenyer gumit (Locust bean gum — LBG) hasznaltam novekedési szubsztratumnak. A
fermentacios folyamatot enzimaktivitas méréssel és pH ellendrzéssel kovettem. Fermentacids 1d6
minimalizalasara LBG 1 %-os tapkdzeget alkalmaztam és harom parhuzamos fermentaciot
végeztem. A 4 napos fermentacids id6 alkalmazéasa mellett elért 10 NE/ml enzimaktivitas legaldbb
kétszerese Svastits-Diicsé és munkatarsai (2009) altal kozolt értéknek, melyet 6 napig tartd
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fermentécidval értek el. Az eddigi eredmények nagy valdszinliséggel tovabb is javithatdak mivel
néhany fermentaciomban a 4 napos enzimaktivitasok 15 NE/ml koruli értéket mutattak, ami arra
utal, hogy a gomba genetikai tulajdonsagai biztositjak e titer korili értékek elérését is.

Az enzim fermentacid Iéptéknoveléséhez laboratdériumi fermentorban torténd tenyésztést
valositottam meg. A laboratériumi fermentoros kisérlet eredményeinek értékelésére kontroll
vizsgéalatokat is végeztem. Ugyanazzal az inokulummal inditottam killénb6z6 térfogatokban razatott
lombikos kisérleteket, valamint a beoltast kovetden a laboratériumi fermentorbol leszivott kozeggel
is inditottam razatott lombikos tenyésztéseket. A legjobb enzimaktivitast razatott lombikos
tenyésztés soran értem el, amely 16,85 NE/ml értéknek adodott. A nagyobb térfogatban
megvaldsitott fermentacidknal az oldott oxigén koncentracié nem bizonyult elegendonek, mivel itt
az eldbbi értéknek, mint egy felét (8,54 NE/ml) mértem. A fermentorban torténd enzim
fermentacional a maximalis enzimaktivitast mar a 3. napon detektaltam, amely szamértékileg 4,3
NE/ml volt. Ennek magyarazataként szolgalhat, hogy fermentorban nem volt egyenletes sem a
micélium tomeg eloszlasa, sem a levegdztetés mértéke.

A tépkozeg 0Osszetétel optimalizalasdhoz egy ortogonalis elrendezésii, kétszintli harom faktoros
kisérleti tervet allitottam fel és valositottam meg, melyben mennyiségi é¢s mindségi faktorok is
szerepeltek. Mennyiségi faktorként a glikoz és a szentjdnoskenyér gumi koncentraciok hatésait
vizsgaltam, mig mindségi faktorként a Tween 65 és Tween 80 alkalmazasanak hatasat kivantam
felderiteni.

A kisérleteimben alkalmazott kiilonb6zd Tween készitmények polioxietilén szorbitan szarmazékok,
amelyek a zsirsav oldallancok minéségében illetve, mennyiségében kiilonboznek. A Tween 65
fellletaktiv anyag jelenlétében a glikoz koncentracid ndvelése, illetve a LBG koncentracio
csokkentése az enzimaktivitds novekedését eredményezheti. Tween 80 fellletaktiv anyag
jelenlétében ennek ellentmond6 eredményt kaptam, ahol is a galaktomannan koncentracio novelése
és a glikoz koncentracio csokkentése vezethet nagyobb o-galaktozidaz aktivitas eléréséhez. A
tapkdzeg dsszetétel optimalizalasara iranyuld Kisérleteim eredményei Ujabb kérdéseket vetnek fel a
téma tovabbfejlesztésére vonatkozoan. Eldszor is az itt kapott eredmények megerésitésre szorulnak.
Ha a felallitott hipotézis igaznak bizonyul, hogy a T. lanuginosus CBS 395.62/b torzs esetében a ket
kiilonboz6 szerkezetii feliiletaktiv anyag hasznalata eltérd tapanyag Osszetétel esetén biztositja az

aktivitasok ndvekedését, akkor sziikség lenne az okozati 6sszefliggések tisztazasara.
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