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1 BEVEZETES

Az elmult idészakban az oligoszacharidokkal kapcsolatos kutatdsok szamottevo fejlodése volt
megfigyelhetd. Ennek oka, hogy ezek a szénhidratok fontos szerepet toltenek be a
taplalkozasban illetve az élelmiszer-, gyogyszer-, butor-, papir- és a kozmetikaiparban,
valamint az Gizemanyag termelésben is. Szdmos bioldgiai folyamatban részt vesznek, példaul
gyulladasos folyamatokban, bakterialis és virusos fert6zésekben, sejt-sejt kommunikacioban
és immunvalasz reakcidkban (Shetty et al., 2006, Mussato & Mancilha, 2007; Homann &
Seibel, 2009, Antosova & Polakovi¢, 2001). Tovabba léteznek olyan oligoszacharidok,
amelyek fizikai-kémiai illetve fiziologiai tulajdonségaik révén funkciondlis élelmiszer
Osszetevoként is hasznosithatok. Egyes oligoszacharidokat az emésztdrendszer enzimei nem
képesek lebontani, igy diabetikus vagy alacsony kaloriatartalma termékek gyartasara is
felhasznalhatdk (Mussatto & Mancilha, 2007). Emellett prebiotikus hatastak is lehetnek, azaz
kedvezden befolyasolhatjdk a vastagbélben ¢é16 jotékony hatdsi mikroorganizmusok
szaporodasat illetve aktivitasat.

E szénhidratok szintézise kémiai és enzimes modszerrel is lehetseges. Az enzimes modszerek
elénye, hogy a biokatalizatorok régio- és sztereospecifitassal rendelkeznek illetve széleskori
reakciokorulmények kozott alkalmazhatok (Perugino et al., 2004). Ezzel szemben a kémiai
eldallitas bonyolult és koltséges folyamat, valamint a 1éptékndvelés megoldasa is nehéz. A
felsorolt indokok miatt az elmalt években az enzimes szintézis valt a legtébb kutat6 altal
valasztott modszerré. Két {6 enzim tipust hasznalnak oligoszacharidok szintézisére:
hidrolazokat (glikozidazok: EC 3.2) és transzferazokat (glikoziltranszferdzok: EC 2.4).
Jelenleg a kereskedelemben kaphaté prebiotikus oligoszacharidokat is enzimek
transzglikozilaz aktivitasanak felhasznalasaval allitjak el (Crittenden & Playne, 1996;
Prapulla et al., 2000).

Az utobbi években azonban megjelent egy Uj kutatasi irdnyzat, amely az 0j tipusu Ggynevezett
“tailor-made” (el6re szabott) oligoszacharidok eldallitasat célozza meg. A “tailor-made”
oligoszacharidok specifikus méretiiek €s specifikus glikopiranozil egységekbdl épiilnek fel
(Homann & Seibel, 2009). A témahoz kapcsolodva, a TDK munkam soran a Pectinex ultra
SP-L enzimkészitmény transzglikozil aktivitasat vizsgaltam Uj tipusd oligoszacharidok

szintézise céljabol.



2 TRODALMI ATTEKINTES

2.1 Oligoszacharidok

A szénhidratokat molekulaméretik illetve polimerizéltsdguk alapjan héarom csoportba
oszthatjuk: monoszacharidok, oligoszacharidok és poliszacharidok. Az oligoszacharidok
olyan 0Osszetett szénhidratok, amelyek 3-10, mas szerz6k szerint 3-19 monoszacharid
egységbdl épiilnek fel (Weijers et al.,, 2008, Mussatto & Mancilha, 2007). Ezek a
meghatarozasok azonban nem racionalis fiziologiai vagy kémiai tulajdonsagokon alapulnak,
ugyanis néhany diszacharid (pl. laktul6z) hasonlé tulajdonsagokat mutat, mint a nagyobb
polimerizaltsaga szénhidratok és gyakran f6 komponensei az élelmiszergyartasban
alkalmazott oligoszacharid termékeknek. Kovetkeztetésképpen, az oligoszacharidok Kkis
molekulatomegli szénhidratok. Fiziologiai tulajdonsagaik alapjan az oligoszacharidok
emészthetd és nem emészthetd kategoriaba sorolhatok (Crittenden & Playne, 1996; Mussatto

& Mancilha, 2007; Hirayama, 2002).

2.2 Oligoszacharidok fizikai-kémiai tulajdonsagai

Az oligoszacharidok vizben old6d6 vegyiiletek, melyek édesité értéke 0,3-0,6-szorosa a
szachar6zénak. Edesit hatasuk fiigg a kémiai szerkezettdl, az oligoszacharid polimerizacios
fokatol és a termékben jelen levd mono- és diszacharidok mennyiségétdl (Crittenden &
Playne,1996; Voragen, 1998). Delzenne (2003) szerint a lanchossz novelésével az
oligoszacharidok édesité értéke csokken. E tulajdonsaguk hasznosnak bizonyul olyan
élelmiszereknél, ahol a szachardéz alkalmazédsa korlatozott tdlzott édessége miatt. Az
oligoszacharidok hasznalhatok térfogatnoveloként mesterséges édesitOszerekkel egyutt
(példaul aszpartdm, szukral6z), ahol az adalékanyagok ut6izének elfedése a cel.

A nagy molekulasilyuknak koszonhetéen a mono- és diszacharidokhoz képest nagyobb
viszkozitdssal rendelkeznek. Az egyes oligoszacharid tipusok kozott a stabilitds
nagymértékben eltér. Ez fligg a felépit6 cukoregységektdl, a gyliriis és anomer szerkezettdl és
a kotés tipusatol. Altalaban a B-kotés erdsebb az o-kotésnél, és a hexozok erdsebben kotottek,
mint a pentézok (Mussatto & Mancilha, 2006). Az élelmiszerekben 1évé oligoszacharidok
azonban pH=4 alatt és hokezelés vagy hosszantartd szobahémérsékletii tarolds hatasara
hidrolizalddhatnak, igy elvesztve a taplalkozasi és fizikai-kémiai tulajdonsagaikat (Mussatto
& Mancilha, 2006).



Az oligoszacharidok hasznalhatok mélyhiitott élelmiszerck fagyasztasi homérsékletének
megvaltoztatdsara és hokezelt termékek Maillard-reakcié altal okozott barnulasanak
csokkentésére. Fokozott nedvesség-visszatartasi képesseggel is rendelkeznek, amely
megakadalyozza az élelmiszerek tulzott kiszaradasat. Kis vizaktivitast biztositanak, ami
alkalmas lehet mikrobioldgiai szennyez6dések szabalyozasara. Emellett az oligoszacharidok a
keményité retrogradacio erds inhibitorai (Prapulla et al, 2000; Mussatto & Mancilha, 2007).

2.3 Oligoszacharidok fiziologiai tulajdonsagai

Az oligoszacharidok kedvez6 fizikokémiai jellemzokkel rendelkeznek, a rajuk iranyuld nagy
érdekl6dés oka azonban mégis az, hogy jotékony fizioldgiai tulajdonsaggal rendelkeznek, igy
¢lelmiszerdsszetevoként hasznalhatok.

A keményitével és az egyszerii cukrokkal ellentétben, egyes oligoszacharidokat a szdj
mikrofloraja (pl. Streptococcus mutans) nem hasznosit, ezéltal nem okoznak fogszuvasodast
(Prapulla et al., 2000). Ennek koszonhetéen jol alkalmazhatok cukorhelyettesitéként
cukrészati termékekben, ragogumikban, joghurtokban és tidit6italokban.

Egyes oligoszacharidok az emberi szervezet altal nem emésztheték (NDO=non-digestible
oligosaccharide; nem emészthet6 oligoszacharidok), mivel az emberi szervezetb6l hidnyoznak
az enzimek, amelyek az alkotd6 monoszacharid egységek kozotti kotést hidrolizalni képesek.
Emészthetetlenségik teszi lehetévé, hogy édes, alacsony kaldriatartalmua, diétas illetve
cukorbetegek altal is fogyaszthatd élelmiszerek eldallitasara hasznaljak (Crittenden & Playne,
1996).

Az elfogyasztott NDO-k eljutnak a vastagbélbe, ahol kis oligomerekre és monomerekre
hidrolizalddnak és tovabb metabolizalédnak egyes anaerob baktériumok altal. A vastagbélben
torténd fermentacié soran nem csak a baktériumok szaporodasahoz szolgéltatnak energiat,
hanem a szervezet szaméra metabolikusan nem hasznosithat6 gazok (H,, CO,, CHy), valamint
révidlancu zsirsavak (SCFA) (pl. acetat, a propionat, a butirat és az L-laktat) termelédnek. A
nem emészthetd oligoszacharidok metabolizmusanak konnyebb megértését az 1. abra segiti.

A NDO-k annak ellenére, hogy nem latjak el a szervezetet monoszacharidokkal, indirekt
energiaforrasok es anyagcsere szabalyozok. A vastagbélben termel6dé révidlanct zsirsavak
(SCFA) mennyisege és tipusa fligg a NDO tipusatol valamint a vastagbél mikroflérajanak
Osszetételétdl. Az emésztérendszerben rendkiviil sok, féleg obligat anaerob baktérium van
jelen. Ez a mikrobialis kdzosség rendkivil Osszetett, mind a mikroorganizmusok szamat

(hozzavetSlegesen 10%), mind azok sokféleségét (400-500 kiilénbozé faj) tekintve. E



mikroorganizmusok kozil, a legtébb hasznos a szervezet szamara. Egyes bélbaktérium fajok
azonban patogének, akut és kronikus betegségek kivaltd okai lehetnek. Kémiai szerkezetiik
miatt a NDO-kat csak korlatozott szamu baktérium hasznositja, ezaltal elésegitve azok
novekedését. A béltraktusban jelen levé baktériumok koziil leginkabb a bifidobaktériumok és
lactobacillusok képesek az oligoszacharidokat hasznositani, ezaltal kedvez6 hatast gyakorolni
az emberi test miikodésére (Mussatto & Mancilha, 2007; Oku & Nakamura, 2002).
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1. abra: Az emészthetd és nem-emésztheto szénhidratok anyagcesere folyamatanak
kilénbségei (Hirayama, 2002)

A vastagbélben az oligoszacharidok fermentalhat6saga fligg a polimerizécids foktol, a felépitd
monoszacharidok glikozidos kotésétél és az elagazasok mértékét6l, a baktériumok kozotti
szinergiatol, az oligoszacharid-baktérium-fermentacids termék kapcsolattdl, a fermentacid
természetét6l és a szacharolitikus kapacitastol. A vastagbél baktériumai altal végzett NDO-
hasznositas a kdvetkez6 hatasokat gyakorolhatja a szervezetre:

1. A vastagbél mikroflérajanak moddositasa: Az oligoszacharidok szubsztratumkent
szolgalnak az anaerob baktériumok, foleg a bifidobaktériumok,
ndvekedéséhez/szaporodasahoz, ez altal kozvetetten gatoljak a karos baktériumok
jelenlétét a vastagbélben. A csecsemdk bélrendszerében kialakuld bifidomikroflora pl. az
anyatejben talalhaté galaktoz tartalmu oligoszacharidoknak koszonheté (Crittenden &
Playne, 2009; Loo et al., 1999).



2. A vastagbél illetve a széklet pH-jdnak csokkentése: A vastagbélben torténé oligoszacharid
fermentacio sordn a keletkezett rovidlancu zsirsavak csokkentik a vastagbél illetve a
széklet pH-jat. Az alacsony pH gatolja bizonyos patogén baktérium fajok névekedését, a
bifidobaktériumok és a tejsavbaktériumok szaporodasat azonban stimulalja (Mussatto &
Mancilha, 2007; Loo et al., 1999).

3. Székrekedés enyhitése: A nem emésztheté oligoszacharidok, az étkezési rostokhoz
hasonloan, megel6zik a székrekedést. A vastagbél baktériumai altal végzett NDO
fermentacid végtermeékei a rovidlancu zsirsavak, melyek eredményesen felszivodnak a
human vastagbél hamsejtjeiben, stimuldljak azok ndvekedését valamint a s6 és a viz
felszivodasat. NoOvelik az ozmotikus nyomast és ezéltal a széklet nedvességtartalmét
(Qiang et al., 2009).

4. Tapanyagtermelés, mint példaul a B vitaminok (B;, B, Bs, Bi2, nikotinsav és folsav)
szintézise (Caselato de Sousa et al., 2011).

5. Hasmenés kialakulasanak megeldzése: E tulajdonsaguk kozvetlen dsszefiiggésben allhat
a bifidobaktériumok gram+ és gram- baktériumokra gyakorolt gatlé hatadsaval (Qiang et
al., 2009).

6. Emésztorendszeri, légzdszervi, hugyUti és ivarszervi fertézések megelézése azéltal, hogy
gatoljak a baktériumok megtapadasat az epithel sejtek feliiletén (Mussatto & Mancilha,
2007; Crittenden & Playne, 2009).

7. Asvanyi anyagok felszivodasanak indukalasa (pl. vas, kalcium és magnézium): A nem
emészthet6 oligoszacharidok altal megkotott asvanyi anyagok nem szivédnak fel, igy
elérik a vékonybelet, ahol a szénhidrat matrixbdl felszabadulva szivédnak fel. A
vastagbélben felszivodé kélcium nagymeértékben csokkentheti a  csontritkulas
kialakuldsanak kockazatat, mivel ez az &svanyi anyag eldsegiti a csontslirliség és a
csonttdmeg novekedését (Gibson & Rastall, 2006; Qiang et al., 2009).

8. Szénhidrat és lipid anyagcserére gyakorolt jotékony hatas: Csokkentik a vér koleszterin,
triglicerid és foszfolipid koncentrécidjat, ezaltal mérsékelve a diabétesz illetve az elhizés
kialakulasanak kockazatat. Egyes kutatdk szerint a vérszérum koleszterin koncentracioja
Osszefligg a bélmikrofléra valtozésaival. Egyes Lactobacillus acidophilus toérzsek
képesek asszimilalni a koleszterint, mig mas mikrobak képesek a koleszterin bélfalon
keresztili felszivodasat gatolni. Mas vélemenyek szerint a lipidanyagcsere valtozasa a
méaj metabolikus alkalmazkodasanak kdvetkezménye, amit a rovidlancu zsirsavak
indukélnak. (Crittenden & Playne, 2009; Mussatto & Mancilha, 2007).



9. 4 rdk (foként a vastagbélrék) kockézatdnak csokkentése. Valoszintsithetd, hogy az
oligoszacharidok antikarcinogén hatdsa 6sszefliggésben van a sejtszintli immunitas
novekedésével, a sejtfal Osszetételével és a bifidobaktériumok extracellularisan termelt
anyagaival. A széklet egyes fiziologiai paraméterei, igy a pH, az ammonia, a p-krezol és
az indol tartalom kockazati tényezéknek tekinthetok a vastagbélrak kialakulasanal. Egy
human tanulmény bizonyitotta, hogy a transzgalaktozilalt diszacharidok bevitele
valamint el6segiti a bifidobaktériumok és a laktobacillusok novekedését és a
Bacteriodaceae populacié csokkenését. Az alacsony pH a rakkelt6 anyagok kivalasztasat
is segiti (Mussatto & Mancilha, 2007; Qiang et al., 2009).

Az emberi szervezetre gyakorolt jotékony hatdsaik miatt ezeket a vegyuleteket funkcionalis
élelmiszerként tartjdk szamon. A legtdbb NDO-t a prebiotikumok kodzé soroljak, mivel
szelektiven stimulaljak az emberi szervezet szdmara hasznos baktérium fajok ndvekedését
és/vagy metabolikus aktivitasat, adagolasukkal javitjdk a vastagbél mikroflérajanak

Osszetételét, és ez altal a szervezet egészsegi allapotat (Mussatto & Mancilha, 2007).

2.4 Oligoszacharidok osztalyozasa

2.4.1 Galakto-oligoszacharidok

Szerkezetiik: a-D-Glu(1,4)-[B-D-Gal(1,6)],, ahol n=2-5 (2. &bra). Kereskedelmi elballitasuk
laktozbol torténik a B-galaktoziddz enzim galaktoziltranszferaz aktivitasanak felhasznalasaval,
amit magas laktéz koncentracioval érnek el. Prebiotikus élelmiszer &sszetevoként
alkalmazhatok, mivel elGsegiti a bifidobaktériumok novekedését a vastagbélben (Crittenden
& Playne, 2009; Hirayama, 2002).

CH,OH
0

CH.OH
o 2

b
CH,OH = CH,OH
- O
0 CH.OH

2. abra: Galakto-oligoszacharidok kémiai szerkezete



2.4.2 Laktuloz

Szerkezete: B-D-Gal(1,4)-B-D-Fru (3. dbra). Lugos izomerizacioval allithato elé, mely soran a
laktoz glikoz részét fruktdzza alakitjdk. Az emberi Szervezet szamara nem emészthetd,
kaldriatartalma alacsony. Elésegiti a bifidobaktériumok novekedését, igy prebiotikus
élelmiszer 0Osszetevokent alkalmazzak. Széles korben hasznaljak (gyogyszerkent) a
székrekedes és a majeredetii agyveld-bantalom gyogyaszati kezelésére (Crittenden & Playne,

1996; Delzenne, 2003).

CH,OH
0

CHOM—CH o1
0o

3. abra: A laktul6z kémiai szerkezete

2.4.3 Laktoszacharoz

Szerkezete: B-D-Gal(1,4)-a-D-Glu-(1,2)-B-D-Fru (4. abra). A laktdszachar6z egy triszacharid,
amely laktoz ¢és szachar6z keverékébol allithato el6 a B-frukto-furanoziddz enzim
transzfruktozilaz aktivitasdnak felhasznaldsaval. Bifidogenikus élelmiszer Osszetevoként
alkalmazzék (Prapulla et al., 2000; Mussatto & Mancilha, 2007).

CH,OH CH,OH
0 0
0
CH,OH g
0
CH OH

4. &bra: Laktoszachardz kémiai szerkezete

2.4.4 Frukto-oligoszacharidok

Szerkezetilk: o-D-Glu(1,2)-[B-D-Fru(1,2)],, ahol n=2-4
B-D-Fru(1,2)-[B-D-Fru(1,2)]., ahol n=1-9
a-D-Glu(1,2)-[B-D-Fru(1,2)],, ahol n=2-9 (5. &bra)



Két kiilonboz6 folyamattal allithatok eld, némileg kiillonboz6 végtermékkel. Szachardzbol a
B-frukto-furanozidaz enzim transzfruktozilaz aktivitasaval, valamint inulinb6l az inulinaz
enzim segitségével, kontrollalt enzimatikus hidrolizissel. A kiilonbozé modszerekkel
eléallitott  frukto-oligoszacharidoknak  mas-mas az  alkalmazési  teruletik. A
transzfruktozilacioval eléallitott frukto-oligoszacharidokat prebiotikumként, mig az inulinbol
eléallitott hosszabb lanct frukto-oligoszacharidokat —zsirhelyettesitéként —alkalmazzak

(Crittenden & Playne, 1996; Oku & Nakamura, 2002; Hirayama, 2002).
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5. abra: A frukto-oligoszacharidok szerkezete
(A) kesztoz, (B) nisztdz, (C) fruktozil-nisztdz

2.4.5 Palatindz- vagy izomaltul6z-oligoszacharidok

Szerkezetik: [a-D-Glu(1,6)-D-Fru],, ahol n=2-4. A palatindzt (6. abra) szachar6zbol allitjak
elé rogzitett izomaltuldz-szintdzzal. Az igy eldallitott palatindz diszacharid emészthetd a
vékonybélben, igy nem alkalmazhaté prebiotikumként. Fontos tulajdonsdguk, hogy kicsi a
kariogén hatasuk. (Prapulla et al., 2000)

A palatindz-oligoszacharidok azonban nem emésztheték és bifidogén hatdsuk van. Az

crcr

et al., 2000).
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CH,OH

CH, 0
: CH.OH

6. abra: Palatindz szerkezete

2.4.6 Glikozil-szacharoz

Szerkezete: a-D-Glu(1,4)-a-D-Glu(1,2)-B-D-Fru (7. abra). Maltozbdl és szacharozbol allitjak
el6  ciklomaltodextrin-glukanotranszferaz ~ enzimmel. A glikozil-szacharézt az
¢lelmiszeriparban foként édesitészerként hasznaljak, hozzavetélegesen fele olyan édes, mint a
szachar6z. Jelentésen csokkenti a fogszuvasodas kialakulasanak esélyét, azonban nem
bifidogén. Széles korben alkalmazzak az élelmiszeriparban a kristalyosodas, a barnulasi
reakciok és a keményitd retrogradacid mértékenek csokkentésére is (Crittenden & Playne,

1996; Mussatto & Mancilha, 2007).
CH,OH CH,OH
0 0 0

CH,OH

7. é&bra: A glikozil-szacharéz szerkezete

2.4.7 Malto-oligoszacharidok

Szerkezetiik: [a-D-Glu(1,4)],, ahol n=2-7. Kereskedelmi célra (altalanosan) keményit6bol
allitjak elé a pullulanaz és az izoamilaz enzimmel, kombinéalva kiilénb6z6 alfa-amilazok
hidrolitikus aktivitasaval. Kiillonb6z6 a-amilazok eltérd reakcio specifitassal rendelkeznek, és
kiilonb6z6  lanchosszisagi  malto-oligoszacharidokat eredményeznek. Megéllapitottak
(Prapulla et al., 2000), hogy a malto-oligoszacharidok fogyasztasaval javul a vastagbél
allapota azaltal, hogy csokkentik a karos baktériumok (pl. a C. perfringes és az
Enterobacteriaceae csaladba tartoz6 fajok) szamat illetve aktivitasat, bifidogén

tulajdonsaguk azonban még nem bizonyitott.

2.4.8 lzomalto-oligoszacharidok

Szerkezetiik: [a-D-Glu(1,6)], ,ahol n=2-5 (8. &bra). Eléallitasa kétlépéses enzimkatalizissel

torténik. Els6 1épésben a keményit6 folyositasa torténik a-amilazzal, majd a masodik l1épésben
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a folyGsitott keményité maltozza hidrolizaldsa megy végbe, amely atalakul izomalto-
oligoszacharidda az alfa-glikozidaz enzim transzglukozidaz aktivitasa révén. Az izomalto-
oligoszacharidok bifidogének ¢és prebiotikus élelmiszer 0Osszetevoként alkalmazhatok

(Mussatto & Mancilha, 2007; Crittenden & Playne, 2009).

CH,OH
0

8. abra: Izomalto-oligoszacharidok szerkezete

2.4.9 Ciklodextrinek

Szerkezet: [a-D-Glu(1,4)], , ahol n=6-12 (9. &bra). Eléallitasuk keményit6bol torténik a
ciklodextrin-glukanotranszferdz enzim segitségével. Az oligoszacharidok e csoportja képes
kiilonb6z6 szerves vegyiiletekkel zarvany komplexeket képezni és hasznos Vvaltozasokat
eléidézni a bezart vegyulet fizikai és kémiai tulajdonsagaiban. A ciklodextrinek nem

rendelkeznek bifidogén tulajdonsaggal (Prapulla et al., 2000; Delzenne, 2003).

CHZDH
OH HO
HOHAL HOH
o

o
HO

HOHL OH cromH

CHpH

9. 4abra: 6 monoszacharid egységbdl felépiil6 ciklodextrin
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2.4.10 Gentio-oligoszacharidok

Szerkezetiik: [B-D-Glu(1,6)], , ahol n=2-5 (10. &bra). Glikoz szirupbol allitjak el
enzimatikus transzgliikozilacioval. E szénhidratok eldsegitik a bifidobaktériumok és a
laktobacillusok ndvekedését (Crittenden & Playne, 1996; Oku & Nakamura, 2002).

Gentiohioz Gentiotrioz | n—l}

Gentiotetradz (n=2)

10. abra: Gentio-oligoszaccharidok kémiai szerkezete
2.4.11 Szbjabab oligoszacharidok

Szerkezetiik: [a-D-Gal(1,6)]q-a-D-Glu(1,2)-pB-D-Fru, ahol n=1-2 (11. &bra). Kdzvetlenil a
nyersanyaghdl vonjak ki, a feherjék és sok eltavolitasaval. Az oligoszacharidok e csoportjaba
tartozik a raffin0z és a sztachidz. A szdjabab oligoszacharidok nem emészthetdk, igy elérnek
a vastagbélbe és ott prebiotikumként funkcionalnak (Prapulla et al., 2000; Crittenden &
Playne, 2009).

CH LOH CH,OH >/ CH,OH
CH OH CH,OH

CH JOH
Raffinoz Srtachioz

11. dbra: Raffindz és sztachidz szerkezete
2.4.12 Xilo-oligoszacharidok

Szerkezetiik: [B-Xyl(1,4)]n, ahol n=2-9 (12. &bra). A xilan kontrollalt hidrolizisével allithatok
el6 az endo-1,4-B-xilandz enzim segitségével. A xilo-oligoszacharidok el6segitik a

bifidobaktériumok nodvekedését a vastagbélben. Fdleg prebiotikus italokban hasznaljak

(Delzenne, 2003; Hirayama, 2002).
—0
nlag “OH

12. abra: A xilo-oligoszacharidok szerkezete
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2.5 Oligoszachardidok eléallitasa

2.5.1 Kémiai eldalllitds

A hagyomanyos oligoszacharid el6allitdas kémiai modszerekkel torténik. A kémiai
oligoszacharid szintézis azonban nagyon bonyolult, sok 1épésbdl allo folyamat. Ennek oka,
hogy a szénhidratoknak szamos hasonlo reaktivitassal rendelkezd hidroxil csoportja van, igy a
régiodszelektivitas elérése komplex feladat. Hatranya, hogy a reakcié sordn izomer
oligoszacharidok keletkeznek, dradga vegyszerek sziikségesek, hozama alacsony és a
Iéptékndvelése nehezen megoldhato.

Mar szamos biologiai jelentéséggel bird szénhidratot/oligoszacharidot allitottak eld kémiai
szintézissel kutatasi célra; pl. a-1,2-kotésti diszacharid szarmazékokat, gliko-oligoszacharid
mimetikumokat, melyek cukorszarmazékokat tartalmaznak; azonban a nagyléptékil
élelmiszer- illetve gyogyszercélu elballitasuk még nem kivitelezheté (Shetty et al., 2006;
Weijers et al., 2008).

2.5.2 Enzimes eloallitas

Az elmult években az oligoszacharidok enzimes eldallitdsa valt szamos kutat6 altal valasztott
modszerré (Canedo et al., 2006; Chitradon et al., 2000; Homann & Seibel, 2009). Az
oligoszacharidok e modon torténd szintézise soran ugyanis kikiiszobolhetk a kémiai
modszernél fellépd problémak, mint pl. az izomerek keletkezése, a reakciolépések nagy
szdma, a régio- és sztereospecifitdas hidnya. Tovabbi el6nye, hogy a reakciokoriilmények
széles kore alkalmazhaté (Moracci et al., 2001; Shetty et al., 2006). Enzimek alkalmazasaval
akar egylépéses reakcioval megoldhat6 egyes oligoszacharidok eldallitasa.

Az oligoszacharid szintézist katalizalo enzimek el6allitasa elsésorban fermentacids Gton
torténik. A fermentalt enzimek kiilonb6z6 rogzitési modszerekkel ujrahasznosithatok, igy
gazdasagossa tehetd felhasznalasuk.

Az enzimek 2 {6 tipusat alkalmazzdk oligoszacharid szintézis katalizisére: glikozil-
transzferazok és glikozidazok (Palcic, 1999; Shetty et al., 2006).

Az enzimes eldallitds kapcsan érdemes megemliteni egy magyar kutatd nevét, Dékany
Gyulat, aki nagy elOrelépést tett e tudomanyteriileten. Kidolgozott egy attdrést jelentd
technolégiat, mely sordn biokatalizatorok segitségével az anyatejben 1év6 1étfontossagu

oligoszacharidok (Human Milk Oligosaccharides, HMO) egy részét képes eldallitani. 2004-
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ben megalapitotta Glycom nevii cégét ¢és a szintetizalt HMO-K élelmiszeripari

engedélyeztetése is folyamatban van.

2.5.3 Glikozidazok

A glikozidazok méasnéven glikozil hidrolazok (EC 3.2) az enzimek széleskdrben alkalmazott
csoportja, melyek a glikozidos kotések hasitasaért felelések. Mind az exo-, mind az
endoglikoziddazok fontos bioldgiai folyamatok résztvevdi. A glikozidazok megtartd ¢&s
invertadld tulajdonsaguk alapjan is megkiilonboztetheték, attol fliggben , hogy a donor
molekula anomer kotésének sztereokémidja valtozatlan marad (a—a, f—f) vagy invertalodik
(a—P). A megtarté enzimek katalitikus mechanizmusat el6szor Koshland (1953) irta le, mely
a mai napig elfogadott.

A glikozidazok a kutatok korében rendkiviil népszertiek, mivel konnyen elérhetok (virusok,
mikroorganizmusok, novényi és allati sejtek), ellenalloak kiilonbozé szerves oldoszerekkel
szemben, valamint a reakciohoz nem igényelnek kofaktorokat. Hatranyuk, hogy
alkalmazasukkal alacsony termékhozam érhetd el. Ennek kikiiszobolésére mutans
glikozidazokat, mas néven glikoszintazokat hoznak létre. Tovabbi hatranyuk, hogy az éaltaluk
katalizalt glikozil transzfer reakciok sorén régidizomerek keletkezhetnek (az akceptor
molekula szerkezetétdl fliggden), ami problémat okozhat a termék tisztitasanal (Palcic, 1999;

Moracci et al., 2001).

2.5.3.1 Reverz hidrolizis

A glikozidazok képesek a glikozidos kotések hasitasara és létrehozasara is. A reverz hidrolizis
egy termodinamikailag kontrollalt reakcio, amely a glikozid hidrolizis ellentétes iranyd
megforditasat jelenti. A reverz hidrolizis séméja a 13. &bran lathatd, ahol A és B glikozil

egységeknek felelnek meg.

Glikozidaz
A—B+H,0

A—H+B—-0OH

13. dbra: Reverz hidrolizis reakcié (Monsan & Paul, 1995)
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1. téblazat: Reverz hidrolizisre hasznalhatd enzimek és termékeik
(Shetty et al., 2007)

Enzim Eredet Termék

a-mannozidaz mandula liszt a(1,2), a(1,3) kdtéstt mannodz

diszacharidok

a-mannozidaz Aspergillus niger a(1,2), a(1,3) és a(1,6)

kotést di- és triszacharidok

1,2-a-mannozidaz Aspergillus phoenicis a(1,2) kotésti mannobidz és
mannotridz

1,6-a-mannozidaz Aspergillus phoenicis a(1,6) kotésti mannobidz

a—glikozidaz B. stearothermophilus izomaltdz, nigerdz, malt6z és
kojibo6z

A célbol, hogy a reakcid egyensulyat a termékképzés irdnyaba forditsak, kiilonbozo
modszereket alkalmaznak. Az egyik legelterjedtebb modszer a hidrolizis termék (pl.
60 °C-ra) szintén gyorsithatd a reakcid végbemenetele. A modszer elénye az egyszeriiség.
Mind homo-, mind hetero-oligoaszacharidok szintézise lehetséges.

Reverz reakcidval mar nagy hatékonysaggal allitottak el6 manno-oligoszacharidokat o-
mannozidaz enzim segitsegével. Az 1. tablazatban a reverz hidrolizisre hasznalt enzimeket

mutatom be.

2.5.3.2 Transzglikozilacio

A hidrolizis olyan transzfer reakcio, amelynél a végsé akceptor a viz. Ezekben a reakciokban
gyakran jelenik meg egy kovalens kotésii enzim-szubsztratum intermedier. Ez az intermedier
teszi lehetévé, hogy a glikozidaz enzimeket transzfer reakciok katalizisére hasznaljak. A
transzfer reakcidban az enzim egy glikozid szarmazékrol glikozil egységet szallit egy hidroxil
csoportot tartalmazo6 akceptor molekulara. A glikozidazok altal katalizalt transzglikozilaciot a

14. dbra mutatja be, ahol A-B a glikozid donor, E a glikozidaz és C az akceptor molekula.
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A—-B+E

E+E—A

+ C

.

+ H:0

A-C+E

E+ A4

14. dbra: Transzglikozilacios reakcié (Monsan & Paul, 1995)

Ebben a kinetikailag kontrollalt reakcioban a keletkezett A-C termék késébbi lehetséges

szubsztratuma a glikozidaz enzimnek. A végsé hozam fokozhato a donor-akceptor

koncentracido novelésével, a vizaktivitds csokkentésével, a végsd termék reakciokozegbdl

torténd eltavolitasaval illetve a megfeleld akceptor molekula kivalasztasaval. Tovabba

megfeleld szerkezetli akceptor molekula alkalmazasaval befolyasolhatd a keletkezett termék

glikozidos kotésének tipusa is.

A legtobb esetben a glikohidrolazok altal

katalizalt transzfer reakci6t alkalmazzak

oligoszacharid eldallitadsra, mivel ennek sebessége és hozama nagyobb a reverz hidrolizishez

képest. Néhany példat a hidroldz enzimek transzglikozilacios alkalmazasaira 2. tablazatban

tintetek fel.

2. tablazat: Példak hidrolaz enzimek altal katalizalt (transzglikozilaciés)
oligoszacharid szintézisre (Shetty et al., 2006)

Enzim Eredet  Donor Akceptor Termék
N-acetilhexoaminidaz A. oryzae p-NP-B-GluNAc GalNAc B-GluNAc-(1,6)-GalNAc
p-NP-B-GalNAc GalNAc B-GalNAc-(1,6)-GalNAc
B-galaktozidaz B. circulans  p-NP-p-Gal B-GIluNAc-(1,6)- B-Gal-(1,4)-p-Gal-(1,4)-
GalNAc B-GIluNAc-(1,6)-GalNAc
B-galaktozidaz Sertés mjj 0-NP-B-Gal p-NP-a/B-Gal/ B-Gal-(1,6)-a/p-Gal-pNP
GluNAc/GalNAc B-Gal-(1,6)-a/B-GalNAc-
pNP
B-Glu-(1,6)-0/p-Gal-pNP
B-galaktozidaz A. oryzae o-NP-B-Gal Xiléz Galaktozil-xiloz
Etilén-glikol Galaktozil-etilén-glikol

17



2.5.4 Glikozil-transzferazok

A glikozil-transzferazok monoszacharidok sztereo- és régiospecifikus atvitelét katalizaljak
egy donor szubsztratum molekulérdl egy akceptor szubsztratumra. In vivo ezek az enzimek
felelosek a sejtfelszini glikokonjugatumok szintéziséért. Jelenleg 60 csaladba soroljak az
enzimek e csoportjat Coutinho és Henrissat (1999) altal felallitott szekvencia szerinti
besorolas alapjan. Jellemzésiik az atvitt monoszacharid egység illetve az akceptor specifitasuk
szerint torténik. A régid- és sztereospecifitasuk, a magas hozam, a nagyfoku akceptor
specifitdsuk miatt széleskdrben alkalmazzak oligoszacharidok elGallitasara (Shetty et al.,
2006). Mikodéstiket tekintve megkiilonboztetiink (a glikozidazokhoz hasonl6an) megtart6 és
invertalo enzimeket.
A glikozil-transzferazok altal katalizalt reakciokban donor molekulak a kdvetkezok lehetnek:
e aktivalt szénhidratok (nukleozidcukrok), melyeket nukloizod mono- és difoszfatok
(CMP, UDP, GDP, TDP) hozzaadasaval allitanak el6 (Leloir transzferdzok),
e cukorfoszfatok, melyeket direkt foszforilaciéval hoznak Iétre (non-Leloir
transzferazok) illetve
e nem aktivalt szénhidratok (non-Leloir transzferazok), pl. szachar6z és keményitd
szarmazékok (Weijers et al., 2008).
A Leloir és non-Leloir tipusu glikozil-transzferazokat a kovetkezOkben mutatom be

részletesen.

2.5.4.1 Non-Leloir glikoziltranszferdzok

2.5.4.1.1 Foszforilazok

Azokat a non-Leloir glikozil-transzferdzokat, amelyek donor molekulaja foszforilalt glikozil,
foszforilazoknak nevezziik. Amennyiben viz nem vesz részt a reakcidban és a glikozil-foszfat
kotési energiaja alacsony, ez a transzfer reakcid reverzibilis. A reakcid végbemehet az anomer
szénatom inverzidjaval és megtartasaval is. A foszforilazok szubsztratumai lehetnek a- és -
glikozidok, oligo- és poliszacharidok.

Eddig 14 foszforilazrol szamoltak be. A foszforilazok tobbsége a glikozil-foszforilazok
csaladjaba tartozik, amelyek a gliikoz-1-foszfat, akceptor glikozidok (glikozil-gliikozidazok
szamara) és szervetlen foszfatok reverzibilis konverzidjat katalizaljak. A foszforilazok
mindegyike nagy specifitdst mutat a donor szubsztratum tekintetében. Ennek ellenére az

oligoszacharidok széles korét képesek eldallitani, mivel kevésbé specifikusak az akceptor
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molekulara. Egyes prokariota eredetii glikozil-transzferazok donor molekulai lehetnek mono-
és difoszfolipidek (Weijers et al., 2008).

2.5.4.1.2 Non-Leloir transzferazok- (nem aktivalt) szachardz szubsztratum

A non-Leloir glikozil-transzferazok masik csoportja a szachardzt képes hasznositani, ami egy
széles korben alkalmazott (nem aktivalt) szubsztratum glikozil donacié esetében. Mivel a
szachardz esetében csak fruktoz vagy gliikéz molekula atvitele lehetséges, ezért a non-Leloir
transzferazok e csoportjat (az atvitt monoszacharid egység alapjan) gliikozil-transzferazoknak
(glikanszukrazoknak) vagy fruktozil-transzferdzoknak nevezziik.

A glikozil-transzferazok aktiv centruma nagyfoku specifitast mutat a szachar6zzal szemben,
ezért szachar6z analégok nem vehetnek részt szubsztratumként a reakcioban (Weijers et al.,
2008). E tulajdonsaguk korlatozza oligoszacharid szintézisre valé alkalmazasukat. A glikozil-
transzferazok A&ltal katalizalt nem emészhetd, prebiotikus tulajdonsaggal rendelkez6
oligoszacharid eléallitast azonban mar publikaltak (Plou et al., 2002).

A szachardzt hasznosit6é non-Leloir enzimek masik tipusa a fruktozil-transzferazok, amelyek a
szachar6z molekula fruktozil részének atvitelét katalizaljak glikoz felszabaditasaval. A
fruktozil-transzferazok (a glikozil-transzferazokhoz képest) enyhébb szubsztratum specifitast
mutatnak (Weijers et al., 2008).

2.5.4.1.3 Non-Leloir transzferazok- (nem aktivalt) keményité szarmazék szubsztrdatum

A nem aktivalt keményitd szarmazék szubsztratum a ciklodextrin-glukano-transzferaz
(CGTéaz) glikozil donorja. Ez az enzim a keményit6 ¢és a dextrin a 1,4 glikozidos kotéseit
hasitja, mellyel egyidejlileg a redukald véget a nem redukéld véghez kapcsolja 1y glikozidos
kotést létrehozva. Az igy szintetizalt termékek a 6, 7 vagy 8 gliikdz egységbdl allo, a 1,4-es
kotési ciklikus oligoszacharidok, melyeket o, B vagy y ciklodextrineknek neveznek.

A CGTazok mikrobialis eredetti (féként Bacillus fajok altal termelt) extracellularis enzimek.
A ciklodextrin képzésben a CGTazoknak nagyobb affinitasa van diszacharidokra, mint
monoszacharidokra, tehat az akceptor kotdhelye legaldbb 2 gliikopiranoz egységet képes
felismerni. Kiilonb6z6é diszacharidok, mint az izomaltéz, gentiobidz, turandz, maltuldz,
izomaltuldz, cellobioz és a szacharéz lehetséges akceptorai az enzimnek oligoszacharid
eléallitasa soran, mig a trehaldz és a melibioz (melyeknek szintén van glilkoz része) nem.

A non-Leloir enzimek nagy biotechnoldgiai potenciallal rendelkeznek, mivel nem igényelnek
draga aktivalt szubsztratumokat. Felismerték azonban, hogy mellékreakciokent hidrolizis is
felléphet, amely akadalyozza az enzimek e tipusanak teljes kiaknazasat (Weijers et al., 2008).
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2.5.4.2 Leloir transzferazok

A Leloir tipusu glikozil transzferazok felelosek az emlds szervezetekben a legtobb sejtfelszini
glikokonjugatum illetve a névenyek, gombak és baktériumok sejtfalaban talalhatd
poliszacharidok szintéziséért. Az altaluk katalizalt reakciokban nukleotidcukrok szerepelnek
donor molekulaként. A Leloir transzferazok a befogadott szubsztratum és a monoszacharid
transzfer diverzitasa alapjan nagyon elonyosek, igy ezek segitségével oligoszacharidok széles
korét lehet eldallitani.

A Leloir transzferdzok esetében fehérje és lipid molekuldk is szerepelhetnek glikozid
akceptorként, ennek koszonhetd a glikokonjugatumok hatalmas diverzitdsa a természetben
(Weijers et al., 2008).

A Leloir és a non-Leloir reakcidkat a 15. abran szemléltetem.

Leloir transzferdzok Non-Leloir wranszferazok

9 Hi 0 2]
HOE R O1B-O o biis ’éj o~—P—o
% 12 O‘a
glikoz-1- foszfaL

NDP/NMP-aktivalt Ho O szachardz, mint it shkozd donor

glikozil denor fruktozil donor
o=, .or HOE=AOR HOSAAOR
glikozil akceptor glikozil akeeptor glikozil akceptor
R= Hvasy sikord R=H vagy fruktozl R=H vagy glikozi
Q
Hot.:-j pA
i o
(Howwo =3..0n (04%2?»' ),, (HO ———-kwo)-‘:;-xmon
HO
o + +
1) .
- & e
0 H
12 l'w HO-B~0
o OH
HO  OH nukleozid-foszfat S 00 fosafit

15. &bra: A Leloir és non-Leloir glikoziltranszfer reakcidk (Weijers et al., 2008)

2.6 Pectinex ultra SP-L
A készitmény kereskedelmi forgalomban kaphat6, megfelel a FAO/WHO, JECFA és FFC

altal szabott kdvetelményeknek, igy az élelmiszergyartasban széles korben alkalmazzak. A
készitmenyen forgalomba hozatal el6tt steril sziirést végeznek igy gyakorlatilag csiramentes.

Foéként gylimolceslevek gyartasanal hasznaljak 1éhozam novelése céljabol. A specifikacio
alapjan a készitmény Aspergillus aculeatus eredetii pektin-transzeliminazt, poligalakturonazt

és pektin-észterazt valamint kis mennyiségben cellulazt és hemicellulazt tartalmaz.
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Az utobbi idében szamos publikacid jelent meg arrdl, hogy a Pectinex ultra egyéb
aktivitasokkal is rendelkezik. Els6ként Hang és Woodams 1995-ban irta le, hogy az
enzimkészitmeny fruktozil-transzferdz enzimet is tartalmaz, majd 1996-ban vizsgaltak a
transzfer aktivitasat és megallapitottak a homérséklet (65 °C) és pH (5,0-6,0) optimumat.
Késébb Ghazi és munkatarsai (2007) tisztitottdk és jellemezték a készitmény fruktozil-
transzferaz enzimét. Meghataroztak a tisztitott enzim pH és hémérséklet optimumat, a hé- és
pH-stabilitasat (pH 5,0-7,0, 60 °C), a kémiai stabilitasat, kinetikai jellemz6it és szubsztratum
specifitasat. Magyar kutatok is alkalmaztdk az enzimkészitményt frukto-oligoszacharidok
eléallitasara. Csanadi és Sisak 2006-ban sikeresen rogzitette az enzimkeszitményt Amberlite
IRA900 Cl anioncserélé gyantara, melyet kombinaltak az adszorbealt fehérjek kozotti
keresztkotessel.

A Pectinex ultra B-galaktozidaz aktivitasat el6szor Del-Val és tarsai publikaltak 2001-ben. Ok
6’-galaktozil-laktozt szintetizaltak az enzim segitsegével. Késébb Aslan és Tanriseven 2007-
ben kovalens kotéssel rogzitette e [-galaktozidaz enzimet Eupergit C hordozora.
Megallapitottadk, hogy rogzités soran nem valtozik az enzim hémérseklet és pH-optimuma,
viszont nagyobb stabilitdst mutat. 2009-ben Cobas-Cardelle és munkatarsai kiilonboz6
szénhidrat szarmazekokat (galaktozil-glicerolt és digalaktozil-glicerolt) szintetizaltak e
készitmennyel. Fernandez-Rodrigez és tarsai 2011-ben megallapitottak, hogy az enzim altal
katalizalt galaktozil transzfer reakcioban lehetséges szubsztratum a laktuldz.

Kutatomunkam soran a Pectinex ultra enzimkészitménnyel végeztem tovabbi kisérleteket

oligoszacharid el6allitasa céljabol.
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3 KISERLETI RESZ

3.1 Ceélkitiazések

Az utébbi években egyre nagyobb figyelmet kapnak az oligoszacharidokkal
kapcsolatos kutatdsok, mely el6nyos tulajdonsaguknak és kedvezd fizioldgiai
jellemzOiknek koszonhetd. Az intenziv fejlesztések eredményeként néhany
kereskedelmi oligoszacharid (frukto-oligoszacharidok, galakto-oligoszacharidok)
eldallitasara létezik jol kidolgozott enzimes szintézis modszer. Az elmult iddszakban
azonban egy Uj kutatasi iranyzat jelent meg, az Ggy nevezett ,tailor-made” (eldre
szabott) oligoszacharidok eldallitisa. Ezen oligoszacharidok eldallitasa eldre
megtervezett modon torténik a felhasznalt enzimek sztereo-es régiospecifitasanak
ismeretében.

Kutatd munkdm sordn a fent emlitett Pectinex ultra SP-L enzimkészitményt
alkalmaztam 1j oligoszacharidok eldallitasara. E kereskedelmi enzimkészitménynek
a fruktozil-transzferaz illetve B-galaktozidaz aktivitdsat mar szamos tanulmany
bizonyitotta (Hang & Woodams 1996; Tanriseven & Aslan, 2005, 2007), azonban a
szubsztratum specifitdsukkal kapcsolatos ismereteink még hidnyosak.

Ennek keretében TDK munkam soran az alabbi feladatokat fogalmaztam meg:

e a Pectinex ultra B-fruktofuranozidaz ¢és [-galaktoziddz aktivitdsanak
meghatarozasa,

o lehetséges biszubsztratum rendszerek vizsgalata a Pectinexben talalhatd
fruktozil-transzferaz ¢és p-galaktozidaz enzimek akceptor specifitdsanak
megismerése céljabdl,

e az optimalis donor:akceptor ardny meghatarozasa,

e a kezdeti szubsztrdtum koncentracio hatdsa az transzferaz aktivitasra,

optimalis szénhidrat koncentracié meghatarozasa

3.2 Kisérleti hely

A TDK munkdm Kkutatasait a Budapesti Corvinus Egyetem SoOr- és Szeszipari

Tanszékének laboratdriumaiban végeztem.
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3.3 Anyagok és modszerek

3.3.1 Felhasznalt anyagok

o Enzimkészitmény: Aspergillus aculeatus eredetii Pectinex ultra SP-L nevii
enzimkészitmeény (P2611, Sigma-Aldrich)
e Alkalmazott szénhidratok: szachardz, lakt6z, glikdz, fruktoz, galaktdz,
maltoz, xil6z, mannéz (VWR)
e pH beallitésa Sérensen-féle foszfat pufferrel pH5,5:
o Torzsoldatok:
= 1/15 M KH,PO,oldat: 9,078 g/I
= 1/15 M Na;HPO,oldat: 11,876 g/l
o pH5,5 bedllitasdhoz sziikséges arany:
= 96,1 Vol% KH,PO, oldat
* 3,9 Vol% Na,HPO, oldat

3.3.2 Alkalmazott modszerek

3.3.2.1 Enzimaktivitds meghatarozasa

A Pectinex ultra enzimkészitmény hidrolitikus aktivitasainak megéallapitasa a reakcid
soran felszabaduld gliikdz mennyiségének meghatarozasa alapjan tortént. A
vizsgalatot 30 percen keresztil 2 ml térfogatban, 20 ¢g/100 ml szubsztratum
koncentracionél, pH=5,5-n hajtottam végre. A reakcidt 40 pl enzim hozzdadasaval
inditottam el. 5 percenként 100 pl mintat vettem és 10 perces forralassal allitottam le
az enzimes reakciot. A B-galaktozidaz aktivitdas meghatarozasa esetén laktozt, a -
frukto-furanozidaz esetén szachar6zt hasznaltam szubsztratumkent. A felszabaduld
glik6z mennyiségét HPLC-s technikéval hataroztam meg.

(Egy enzim egyseg az az enzimmennyiség, amely percenként 1 pmol glikozt
szabadit fel.)
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3.3.2.2 Biokonverzié megvalositasa

Az oligoszacharid szintézist 5 ml térfogatd szubsztratum oldatban vizsgaltam, a
reakcidhoz sziikséges homérsékletet (60 °C) vizfiirdo segitségével biztositottam, a
pH=5,5-t Sorensen pufferel allitottam be. A reakciot 0,5 U/ml B-galaktozidaz vagy
0,01 U/ml pB-fruktofuranozidaz aktivitdsi enzimmennyiséggel inditottam. A
biokonverzio soran bizonyos id6k6zonként mintat vettem, majd 10 percig forraltam a
reakcio leallitdsa céljabol. A szénhidratok mennyiségének alakulasat HPLC-s
technikdval kdvettem nyomon. A szubtrdtum arany hatasat 1:9-9:1 aranyoknal, az
0sszes szénhidratkoncentracio hatasat 10-70 g/100 ml tartomanyban vizsgaltam.

3.3.2.3 Szénhidratok mindségi és mennyiségi meghatarozasa HPLC-s
technikéaval
Keészulék: (16. abra)
e Thermo Scientific Corporation Surveyor HPLC
e Surveyor négy csatornas pumpa
e Surveyor automata mintaadagolo
e Surveyor RI detektor
e Oszlop: Aminex HPX-87H oszlop (Bio-Rad)

o Meéret: 300*7,8 mm
o Toltet: polimer-alapt matrix (polisztirol-divinilbenzol)

o Elvalasztas elve: a méretkizarasos- és a ligandumcsere-kromatogréfia
kombinécidja. Oligoszacharidok elvalasztasa esetén a méretkizaras az

elsédleges mechanizmus.

o lzokratikus &ramlés: az Aminex oszlopok eludlasa desztillalt vizzel

vagy higitott szerves savval torténik.

o Az Aminex HPX-87H tipus elsésorban szénhidratok, szerves savak,
illékony zsirsavak, rovidlancu zsirsavak, alkoholok, ketonok és

szamos semleges anyagcsere-melléktermék kimutatasara szolgal.
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16. dbra: Surveyor HPLC berendezés

Futtatas paraméterei:
o Futtatas ideje: 20 perc
e Mozgdfazis: 0,005n H,SO4
e Minta mennyisége az oldat toménységétdl fliggben 3-25ul
e Detektor hdmérséklete: 45°C
e Oszlop homérséklete: 45°C

e Aramlési sebesség: 0,6 ml/min

Oligoszacharidok mindségi és mennyiségi meghatarozasa:

Az oligoszacharidok mennyiségi meghatarozasara kilonbozé —standard-eket
készitettem. A triszacharidok esetén kiilonboz6 koncentracioju maltotridz, raffindz és
melezit6z oldatokat alkalmaztam, majd a kapott kromatogram teriilete és a
koncentracio segitségével kalibracids egyeneseket szerkesztettem. Megallapitottam,
hogy a kiilonb6z6 6sszetételit DPs-as oligoszacharidok koncentracio-teriilet aranya és
retencids ideje megegyezik (Rt=4,00 min). Ezek alapjan a mddszer segitségével a
reakcidk soran keletkezett 0sszes DP3; koncentraciot tudtam meghatarozni. A 17.

abran a raffindz kromatogramja lathato.
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17. dbra: A raffin6z kromatogramja

3.3.2.4 TLC analizis

A szénhidratok mindségi kimutatasat vékonyréteg elvalasztassal is elvégeztem.
Allofazisként TLC “szilika gél 60”-nal fedett aluminium lemezeket (20*20 cm)
hasznaltam (VWR). Mozgofazisként kloroform/ecetsav/viz 30/35/5 aranyl elegyét
alkalmaztam (Ugrinovits, 1980). A szinezd anyag a kdvetkezd Osszetevokbdl allt: 3
9/100 ml N-(1-naftil)-etilén-diamin-dihidroklorid, 5 (V/V)% H,SO4, 94,7 (VIV)%
metanol (Bounias, 1980). Az elvélasztashoz a megfelel6en higitott (0,1-0,5 g/100 mi
futtatasi ideje 2 dra volt. A felhasznalt szénhidratok retencids faktorat a 3.
tablazatban mutatom be.

3. tablazat: Felhasznalt szénhidratok retencids faktora

Szenhhidrat Retencids factor (Ry)

Fruktéz 0,39
Gliikoz 0,33
Szacharéz 0,29
Maltoz 0,25
Laktdz 0,17
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3.4 Eredmények és értékelésiik

3.4.1 Pectinex ultra enzimkészitmény invertaz és 3-galakozidaz
aktivitasa

Kutatomunkam els6é 1épéseként meghataroztam a Pectinex ultra invertaz illetve -
galaktozidaz aktivitasat. A ket hidrolitikus aktivitas vizsgalatat azonos korilmenyek
kozott hajtottam vegre (60 °C, pH 5,5). Az aktivitasvizsgalat paramétereit mas
kutatok (Hang & Woodams, 1996) altal (a Pectinex ultra fruktozil-transzferaz
enziménel) megallapitott optimumra allitottam be. A hidrolizistermék koncentracio
meghatéarozasara HPLC technikat alkalmaztam. A gliikdz koncentraci6 valtozasat az
id6 flggvényében a 18. és a 19. abrékon szemléltettem. Megallapitottam, hogy 1 ml
enzimkészitmeny 1 perc alatt laktézbdl 359 pmol, szachar6zbol 77 pumol glikozt
szabadit fel. E vizsgalat eredményével alatamasztottam, hogy az alkalmazott
enzimkészitmény tartalmaz szacharézt illetve lakt6zt bonté enzimeket, igy

kutatasomat folytathattam e két enzim transzfer aktivitasanak vizsgalataval.
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18. abra: A Pectinex ultra p-frukto-furanozidaz aktivitasa
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19. abra: A Pectinex ultra p-galaktozidaz aktivitasa

3.4.2 Kiilonbozd biszubsztrdt rendszerek hatdsa a Pectinex ultra
glikozil-transzferaz aktivitasara

A Pectinex ultra transzfruktozil és transzgalaktozil aktivitasat mar szamos tanulmany
igazolta (Aslan & Tanriseven, 2005, 2007, Ghazi et al., 2007 Rodrigez-fernandez et
al., 2011). Kisérleti munkam soran azonban azt tartottam fontosnak, hogy e
transzferaz aktivitasokat kiilonb6zé donor ¢és akceptor molekuldk jelenlétében
(maltdz, fruktdz, glikdz, manndz, xiloz, galaktodz, szachardz és laktdz) vizsgaljam.

A reakcidt 10 g/100ml szénhidrat-koncentracidval inditottam, amelyben a donor és
akceptor ardnya 1:1 volt. Kontrol vizsgélatokat is végeztem, amelyhez (a
transzfruktozil aktivitas esetén) szachardzt és (a transzgalaktozil aktivitas esetén)
laktdzt hasznaltam szubsztratumként. A biokonverzo 4. napjan kapott eredményeket

az 20. és 21. abran mutatom be.
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20. abra: Oligoszacharid hozam szachardz donor és kiilonb6zé akceptor
molekulak esetén a biokonverzi6 4. napjan

A 20. abran lathatdo, hogy szachar6z maltozzal illetve laktdzzal torténd
kombinalasaval magasabb oligoszacharid hozamot értem el a kontrolhoz képest,
amely csak szacharozt tartalmazott.

Maltdz jelenlétében 0,34 g/100ml oligoszacharid tartalmat detektaltunk, amely 22%-
kal nagyobb a kontrol mintdban mért DP3 koncentraciohoz képest. Mivel ugyanazt a
szénhidrat koncentraciot alkalmaztuk (és a vizaktivitdst nem csokkentettiik), arra
tudtunk kovetkeztetni, hogy a Pectinex ultra fruktozil-transzferdz enzime képes a
szachar6z molekula fruktoz részét maltéz molekuléra is széllitani, igy szintetizalva
fruktozil-maltdzt. Ghazi és munkatarsai 2007-ben vizsgaltak az Aspergillus aculeatus
fruktoziltranszferdz enzimének szubsztratum specifitasat. Megallapitottak, hogy az
enzim lehetséges szubsztratuma a szachardz, raffindz, keszt6z és a nisztéz. A
turandz, cellobiéz, melibioz, leukrdz, metil-a-D-gliikopiran6z nem szubsztratjai az
enzimnek. A lehetséges szubsztratumai mind B-1,2-es kotésti fruktozt tartalmaznak,
amely felismeré hely lehet az enzim szdméra. Eredményeikre alapozva, a maltdz
nem lehet szubsztratuma a Pectinex ultra transzfruktozilaz enzimének. A specifikacio
alapjan a készitmény f6leg pektin-transzeliminazt, poligalakturondzt és pektin-
észterdzt, valamint kis mennyiségben cellulazt, hemicellulazt tartalmaz, igy jelen

lehet a készitményben B-gliikozidaz is.
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Kutatomunkam e szakaszdban a fruktozil-transzferaz mellett a galaktozil-transzferaz

aktivitast is vizsgéltam (21. abra) kiilonb6z6 biszubsztratum rendszerekben.

Laktéz donor
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21. abra: Oligoszacharid hozam lakt6z donor és kiillonb6z6 akceptor
molekulak esetén a biokonverzié 4. napjan

Erdekes, hogy laktoz szachar6z kombinacitja esetén az elért DP3 koncentracio (0,65
9/100ml) nagyobb volt a szachar6z kontrolhoz képest (233%) (20. abra), de kevesebb
volt a lakt6z kontrolhoz képest (45%) (21. abra). Ebbol arra kovetkeztetek, hogy a
szacharéz kontrolhoz képest mért nagy hozam nem egy U(j oliogoszacharid
szintézisének kdvetkezménye, hanem a biokenverzid soran (a B-galaktozidaz enzim
parhuzamos milkodésének koszonhetden) szintetizalodott galakto-oligoszacharidok
jelenlétének tudhato be.

Az enzimkészitmény transzgalaktozidaz aktivitasat Rodrigez-Fernandez és
munkatarsai 2011-ben vizsgaltak laktéz és laktuléz szubsztrdtumok esetében.
Megallapitottadk, hogy a triszacharid képzes laktuldz szubsztratummal hatékonyabb
volt. Esetemben maltéz-laktéz biszubsztratum alkalmazasaval 0,85 g¢/100ml
oligoszacharid koncentraciét értem el, amely csupan 59%-a a laktéz kontrol minta
esetében kapott DP3 tartalomnak.

A transzfer reakcid jobb megértése érdekeben egyes szénhidrat kombinaciokkal

végrehajtott biokonverzidk TLC analizisét is elvégeztem, melynek eredményét a 22.
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abran mutatom be. Jol lathat6, hogy az altalunk alkalmazott TLC mddszer alkalmas
monoszacharidok, diszacharidok és oligoszacharidok elvalasztasara.

Glikdz Gl
Fruktdz ‘
Standard-ek Szacharcz Sz D Malto-oligoszacharid
Maltoz
M D Frukto-oligoszacharid
Laktoz i
— i i D Galakto-oligoszacharid
£ Maltdz szubsztrétum O.nap ™
= . . Uj oligoszacharid
= Maltéz szubsztratum 4.na
ﬁg P M &l
- Szachardz szubsztrdtum O.nap Sz
—g —_—
E Szachardz szubsztrdtum 4.nap 5z &l
< Laktdz szubsztratum O.nap s
= = Laktdz szubsztratum 4.nap | = GamEl Gl = Glakdz
Mal+Szach szubsztratum O.nap M Sz Fr = Fruktoz
£ .
2 Mal4Szach szubsztratum 4.nap M 5z Gl Ga = Galak‘to:‘{
- Sz - Szacharoz
a— 4 r
N Mal+lak szubsztratum 0.nap L M M = Maltdz
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Szach+Lak szubsztratum 4.nap L Sz Ga Gl

22. abra: Mono- és biszubsztrat rendszerek biokonverziéjanak TLC képe

0. és 4. napon

E TLC kép is bizonyitja, hogy az enzimkeszitmény rendelkezik transzfruktozil illetve
transzgalaktozil aktivitassal. Ezt az mutatja, hogy mind szacharéz mind lakt6z
szubsztratum esetében a biokonverzio 4. napjdn a monoszacharidok mellett
oligoszacharidok is detektdlhatok. Szacharéz szubsztrdtum esetén kapott
oligoszacharidok retencios faktora Rg= 0,08, laktdz szubsztratum esetén szintetizalt
oligoszachridok retencidja Rg=0,04.

Uj eredménynek tartom, hogy maltéz szubsztratum esetén is detektaltam kismértéki
oligoszacharid képzest. Véleményem szerint ez a Pectinex ultra maltdz vagy
gliikozidaz aktivitasanak koszonhetd, melyet eddig még nem bizonyitottak.
Malt6z-szachardz biszubsztratum esetén 0 oligoszacharidot mutattam ki, melynek
retencidja (Rf=0,03) kuldénbozik a malto-oligoszacharidok (R{=0,15) és a frukto-

oligoszacharidok (R¢=0,08) retenciojatol.
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A HPLC-s vizsgalat alapjan triszacharidokat mutattam ki igy arra kovetkeztetek,
hogy a maltéz a transzfruktozil reakcioban vagy a szachar6z a transzglukozil
reakcioban akceptorként szerepelhet.

Canedo és munkatarsai 1998-ban Bacillus subtilis levanszukraz enzimével maltoz és
szachar6z biszubsztratumbol maltozil-fruktozt allitottak eld. Egyes kutatok
(Hellmuth et al, 2008; Homann et al, 2007; Beine, 2008) Streptococcus oralis
eredetli gliikanszukraz enzimet illetve Bacillus subtilis és Bacillus megaterium
eredetii levanszukrdz enzimet ugynevezett “tailor-made” (eldre szabott) cukor
analdgok eldallitasara hasznaltak.

Eddigi eredményeim azt mutatjdk, hogy a Pectinex ultra SP-L enzimkészitmény
képes a fruktdoz molekula szachardzrol maltozra torténd atvitelére a levanszukraz
(Bacillus subtilis, Bacillus megaterium) mechanizmusahoz hasonléan, vagy képes a
glikozil-transzferre a maltdz molekularél a szachardzra, ahogy a Streptococcus

oralis eredetii glikkanszukraz.

3.4.3 Szacharoz:maltoz aranyanak hatasa a transzglikozil aktivitasra

Altaldnosan elfogadott tény, hogy az oligoszacharid hozam novelhetd a
donor:akceptor arany optimalasaval. Az optimalis ardnyt nagyban meghatarozza az
alkalmazott enzim eredete illetve a transzfer reakcioban részt vevd donor €s akceptor
molekuléak felépitése (Shetty et al, 2007).

A fent emlitett eredmények alapjan a szacharéz és a maltoz kiilonbozd aranyt
kombinacidinak az oligoszacharid szintézisre gyakorolt hatasat vizsgaltam. A
reakciot az el6zéekhez hasonléan pHS5,5-n és 60 °C-on hajtottam veégre, a
szubsztratum koncentraciot 20 g/100ml-re emeltem.

A kapott eredményeket a 23. dbra mutatja. JOI lathatd, hogy az elért oligoszacharid
koncentraciok 0,31 g/100ml és 0,61 g/100 ml értékek kdzott valtoztak. A legkisebb
oligoszacharid tartalmat (0,31 g/100ml) malt6z monoszubsztratum esetén kaptam, a
legmagasabbat 10% maltéz és 90% szacharéz kombinacié eseten. Szachardz
monoszubsztratum eseten 0,49 g/100ml oligoszacharid koncentraciot detektaltam. Az
altalunk meghatarozott optimalis arany (M1:S9) egyezik Canedo és munkatarsai

(1999) altal vizsgalt levanszukraz enzim optimalis malt6z:szachar6z aranyaval.
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Esetlinkben a 40% maltdz és 60% szachar6z tartalmd Osszetétel is jo eredményt
mutatott (0,53 g/100ml).
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23. abra: Oligoszacharid koncentracio a reakcié 1. napjan szacharoz és
maltoz kiilonb6zo aranyu dsszetételénél, 20 g/100 ml 6sszes szénhidrat
koncentracié mellett (M: maltdz, S: szachardz)

3.4.4 Szénhidrat tartalom hatasa a glikozil-transzferaz aktivitasra

A szubsztrdtum koncentracié az egyik legfontosabb tényezdje a szintézis reakcio
hatékonysaga szempontjabdl. Altalaban a nagy szubsztratum koncentracié nagyobb
glikozil-transzferdz aktivitast eredményez mind a reverz hidrolizis mind a
transzglikolizis esetében. A nagy szubsztratum tartalom ugyanis csokkenti a
karbohidrolazok hidrolitikus hatasat. Masik nagy elénye a nagy szubsztratum
koncentracio alkalmazasanak, hogy védi az enzimet a hédenaturaciotol (Crittenden
& Playne, 1996, Shetty et al., 2006).

Az optimalis szubsztratum koncentracio meghatarozasara 20-70 ¢/100 ml
tartomanyban vizsgéltam a biokonverzidt. Az el6zd kisérletben elért eredmények
alapjan a maltoz:szachar6z 1:9 arany( Osszetételét alkalmaztam. Osszehasonlitas
céljabol kontrol vizsgalatokat is végeztem, melyben monoszubsztratumokat (maltozt

és szacharodzt) hasznaltam kiindul6 szénhidratként.
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A 24. abran megfigyelhetd, hogy a malt6z és szacharoz egyiittes alkalmazasa esetén
az optimalis szubsztratum koncentracié 60 g/100 ml volt. Ebben az esetben 4,02
0/100 ml DP3 képz6dott a szintézis reakcioban. Ezek az eredmények megegyeztek
Hang és Woodams (1996) altal kozoltekkel. Az Aspergillus foetidus, Aspergillus
niger és Aureobasidium pullulans eredetii fruktozil-transzferdzok optimalis
szubsztrdtum koncentrécidja szintén 55-60 g/100 ml intervallumban talélhat6. Ghazi
és munkatarsai (2007) tisztitottdk a Pectinex ultra készitményben talalhat6 fruktozil-
transzferaz enzimet és szachardz esetében vizsgaltdk a szubsztratum koncentracio

transzfer reakciora gyakorolt hatasat. Az ¢ esetiikben szintén 60 g/100 ml koruli volt

az optimum.
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24. abra: Osszes szénhidrattartalom hatésa az oligoszacharid szintézisre 1:9
aranyu maltoz:szachar6z szubsztratum esetén

A 25. 4brédn az oligoszacharid tartalom valtozésa lathato 60 g/100 ml &sszes
szénhidrat tartalomnal a maltéz-szachar6z 1:9 aranyu keveréke és a kontrol mintak
esetében. Megallapithatd, hogy maltéz hozzaadasaval hozzavetélegesen kétszeres
DPs-tartalmat értem el a szachar6z kontrolhoz képest.
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25. abra: Oligoszacharid tartalom alakulasanak 6sszehasonlitasa 60 g/100ml
0sszes szénhidrattartalom esetén a malt6z-szachar6z 1:9 aréanyu
keveréke és a kontrol mintaknal

A 25. abran az is jol lathatd, hogy maltéz monszubsztratum alkalmazasaval nem
figyelhetd meg az oligoszacharid tartalom novekedése. A maltoz készitményben
(melléktermékként) jelen 1évé oligoszacharidok hidrolizise ment végbe a
biokonverzi6 soran. Ebbdl arra tudunk kovetkeztetni, hogy e szénhidrat koncentracid
gatolja a Pectinex altal katalizalt gliikdz-transzfert.

Véleményem szerint 60 g/100ml szénhidréat tartalom és a M1:S9 szubsztratum arany
alkalmazéasaval fruktozil-transzfer ment veégbe, azaz a Pectinex ultra fruktozil-
transzferaz enzime a szachar6z molekuldkrol fruktoz atvitelét katalizalta maltoz

molekulakra.
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4 (OSSZEFOGLALAS

Pectinex ultra SP-L kereskedelmi enzimkészitmény nemcsak galakturonaz, hanem
invertaz és laktaz aktivitassal is rendelkezik. Hidrolitikus aktivitasa mellett azonban a
transzferaz képességérol is megjelentek informéciok.

TDK kutatomunkamban az enzimkészitmény transzferaz aktivitasat vizsgaltam, mely
soran a kovetkez6 eredményeket értem el:

Megerdsitettem az enzimkészitmény invertaz és laktaz aktivitasat. Azt tapasztaltam,
hogy a készitmeny gyorsabban bontja le a lakt6zt, mint a szachar6z molekulat.
Megallapitottam, hogy a Pectinex ultra SP-L képes glikozil-transzfer reakcidkat
katalizalni kiilonb6zé mono- ¢és biszubsztratum rendszerekben ezzel kiillonbozo
oligoszacharidokat el6allitva. Ez az enzimkészitmény fruktozil-transzferdz és
galaktozil-transzferaz aktivitasa mellett képes a maltozt hidrolizalni illetve képes
glikozil-transzfer reakciot katalizalni malt6z szubsztratum jelenlétében.
Maltdz:szachardz biszubsztratum esetében Uj tipust oligoszacharidot detektaltam,
amely jol elkiilonitheté volt (TLC modszerrel) az ismert frukto- és galakto-
oligoszacharidoktdl.

Megvizsgaltam a malt6z:szachar6z ardnyanak hatasat a glikozil-transzfer reakciora.
Megaéllapitottam, hogy a maltdz:szachar6z optimalis ardnya 1:9. Ezzel a
kombinéacidval 0,61 g/100ml oligoszacharid koncentraciot értem el. Emellett a 4:6
arany alkalmazésaval is jo oligoszacharid hozamot (0,53 g/100ml) mértem.
Kutatomunkam soran fontosnak tartottam az optimalis szénhidrat koncentracio
meghatarozasat is, mely az egyik legfontosabb tényezé a transzfer reakciokban.
Malt6z szacharéz 1:9 ardny( kombinacitja esetén az optimélis szubsztratum arény
60 g/100 ml volt. Ebben az esetben 4,02 g/100 ml oligoszacharid koncentraciot értem
el. Ez az érték duplaja volt szachar6z kontrol mintaban elért DP3 tartalomhoz képest.
E szénhidrat-koncentriciot alkalmazva maltéz esetében nem detektaltam
oligoszacharid szintézist.

Eredményeim alapjan arra tudok kovetkeztetni, hogy a maltz:szachar6z 1:9 aranyu
kombinécidjaval, 60 g/100 ml kiindulé szénhidrat koncentraciét alkalmazva olyan
fruktozil-transzfer reakcio megy végbe, melyben a szachardz mellett a maltdz is

akceptorként vesz részt igy szintetizalva Uj oligoszacharidot, fruktozil-maltozt.
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Elért eredményeim igéretesnek tlinnek és utat nyithatnak 0j oligoszacharid szintézis
technologia kidolgozasara. Emellett eredményeim altal mélyebb betekintés nyerhetd
a Pectinex ultra altal katalizalt transzfer reakciok jellegérol.

Tovébbi célom mas paraméterek vizsgalata (pl. pH, homérséklet, szerves oldoszerek
hatdsanak vizsgalata) a jobb oligoszacharid hozam eléréséhez, valamint a kapott
oligoszacharid termékek tisztitasa és szerkezetének meghatarozasa. Szintén céljaim
kozott szerepel egy hatékony régzitési technoldgia kidolgozasa, amely segitségével

folyamatos biokonverzid valosithatd meg.
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