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1. BEVEZETES

1 BEVEZETES

A bifidobaktériumok szamos tudomanyos kutatas targyaul szolgdlnak, ezek kitérnek
felfedezésiikre, rendszertani besorolasukra, morfolégiajukra, biokémia jellemzdikre,
szénhidrat metabolizmusukra, antimikrobds hatasaikra. Egyre inkabb a figyelem fokuszaba
keriil egészségiigyi hatasaik bizonyitdsa és az egyes torzsek probiotikumként torténd

elismertetése.

Jelentdés erdfeszités tapasztalhatd a probiotikus bifidobaktériumok ¢élelmiszer-
feldolgozasba torténd bevonasaba is. Egyre gazdagodik azon élelmiszerek kore, amelyek
fermentéalasaban probiotikus baktériumok is szerepet jatszanak, illetve adalékként keriilnek a
termékekbe. A fogyasztoi érdekl6dés egyre nagyobb az egészségmegdrzést és a betegségek
kockazatat csokkentd funkciondlis élelmiszerek irant. Ennek kdszonhetéen a hagyomanyos
probiotikus tejtermékek mellett megjelentek a piacon a probiotikus gylimdles- ¢és

z0ldségkészitmények, valamint a gabona alapu termékek is.

A felhasznalhaté nyersanyagok sokfélesége rairanyitja a figyelmet arra, hogy a
bifidobaktériumok életben maradasukhoz gazdag enzimkészlettel kell, hogy rendelkezzenek,
ugyanakkor ez egy kevéssé tanulmanyozott teriilet. Néhany kozlemény taldlhatdo a
bifidobaktériumok béta-galaktozidaz enzimére vonatkozdéan. A bifidobaktériumok mas
bélbaktériumokhoz hasonléan intracellularis alfa-galaktoziddz enzimiikk segitségével
hasznositjak a nem emészthetd, antinutritiv alfa-galakto-oligoszacharidokat. igy célul tiiztem
ki, hogy TDK munkam soran alfa-galaktozidazt tartalmaz6 enzimpreparatumot allitok el6 és

hatasat vizsgalom alfa-galaktozid kotéseket tartalmazo szubsztratumokon.

Az alfa-galaktozidaz enzimek konformaci6 megtartd hatasmechanizmusuknak
koszonhetden a hidrolizis mellett bizonyos kornyezeti feltételek esetén transzfer reakciot is
katalizalhatnak (LAERE et al, 1999). Amennyiben bifidobaktérium eredetii alfa-
galaktotozidaz esetében is bizonyithatd a transzfer aktivités, tavlati célként megfogalmazhato

oligoszacharidok szintézisére vald alkalmazasa is.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Bifidobaktériumok

A bifidobaktériumok az emberi és allati bélrendszernek azon lakoi, amelyek sziiletés
utdn néhany nappal telepednek le a bélben, szdmukat az étkezési szokasok, antibiotikum
fogyasztas, valamint a stressz is befolyasolja. A Bifidobacterium nemzetséghez tartozo
baktériumot az anyatejjel taplalt csecsemdk székletében elséként Tissier fedezte fel és izolalta
1900-ban, mint nagy szamban lévé mikroorganizmust. Tissier ezt az Y (bifid) formaju,
anaerob, Gram-pozitiv, gazt nem termel6 baktériumot Bacillus bifidus-nak nevezte el. Tissier
mutatta be el0szor, hogy nagy mennyiségli bifidobaktérium szijon at torténd beadasaval
csokkenthet6ek a csecsemOkori hasmenéssel kiizd6 gyerekek tiinetei (ARUNACHALAM,
1999).

2.1.1 Csoportositas

A bifidobaktériumok nemzetségbe vald besorolasa folyamatosan valtozott, tagjai
voltak tobbek kozott a Bacillus, Tissieria, Nocardia, Lactobacillus, Actinomyces, Bacterium
vagy Corynebacterium nemzettségeknek is. A szazad elején a mikroorganizmusok
rendszertani besorolasat és azonositasat morfologiajuk alapjan végezték, de Orla és Jensen
1924-ben 1j szempontot valasztott, a metabolikus és enzimes tulajdonsagokat hasznalta fel
arra, hogy elkiilonitse a bifidobaktériumokat a Lactobacillus nemzetségt6l. Ezt a kiilonbséget
1967-ben De Vries €s munkatarsai megerdsitették, akik a fruktoz-6-foszfat foszfoketolaz
enzimet hataroztak meg a bifidobaktériumok biokémiai markerjeként. Jelenlegi allapot szerint
a Bifidobacterium nemzetség a Gram-pozitiv baktériumok Actinomyces csaladjaba tartozik.
(DOLEYRES & LACROIX, 2005).

2.1.2 Elofordulas

A ma ismert tobb mint 30 Bifidobacterium fajt szamos helyrdl izolaltak, ilyenek:

e humaian forrdsok: csecsemd és felndtt bélrendszer, néi nemi szervrendszer, fogaszati
megbetegedések
e 3llati forrasok: emlosok emésztérendszere, méhe

e szennyviz (ARUNACHALAM, 1999).
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A Bifidobacterium breve és Bifidobacterium infantis fajokat jellemzdéen csecsemdkbdl
izolaltak, mig a B. bifidum, B. longum, B. catenulatum ¢és B. pseudocatenulatum
megtalalhatok az 0jsziilott és a felndtt bélcsatornaban is. A B. adolescentis csak a feln6tt
bélrendszerbdl izolalhatd. A néi nemi szervrendszerben megtalalhatdak a B. adolescentis, B.
bifidum, B. breve és a B. longum fajok. Fogaszati betegségekbdl szarmaznak a patogén B.
denticolens, B. dentium, B. inopinatum fajok, ezek fogszuvasodast, gennyesedést okozhatnak
(BIVATI et al., 2000).

2.1.3 Morfologia

A bifidobaktériumok nem sporazod baktériumok, kiilonb6z6 méretiiek és alakuak
lehetnek, altalaban *V’ vagy ’Y’ formajaak (1. abra). DNS-iikben magas Guanin + Citozin
tartalommal (> 55 mol %) rendelkeznek (DOLEYRES & LACROIX, 2005).

4 i
s ﬁ

1. abra: Bifidobacterium morfoldgia (http://micro.otago.ac.nz)

Sejtfaluk a Gram-pozitiv baktériumokra jellemzé felépitésii, vastag peptidogliikan
réteggel, amely poliszacharidokbdl, fehérjékbdl €s teichnosavbol all. A murein alapvetd
tetrapeptidjeit alkotd aminosavak fajonként és torzsenként eltéréek. Altalaban a tetrapeptidek
L-alanint, D-glutaminsavat, L-ornitint és D-alanint tartalmaznak, de néhany torzsnél lizin
helyettesitheti az ornitint. A bifidobaktériumok sejtfalaban talalhato poliszacharidokat felépitd
kiilonbségek lehetnek fajtol, torzstdl és ndvekedési paraméterektdl fliggden. A sejt bélfalhoz
val6 kotddésének szempontjabol fontosnak tartjak a lipoteichonsav jelenlétét. Immunokémiai
kutatasok bebizonyitottak, hogy a lipoteichonsav gyakori antigén a Bifidobacterium

nemzetségnél, tovabba, a fehérjék és a lipoteichonsav hatdrozzadk meg a sejt feliiletének
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hidrofob jellegét is (BIVATI et al., 2000). A mirisztinsav, palmitinsav, palmitoleinsav és
olajsav a legfobb zsirsav komponensek a sejtfalban, azonban valtozhatnak a taptalajtol,
homérséklettdl és a human tej jelenlététdl vagy azok hianyatol fiiggden. Foszfatidilglicerin,
difoszfatidilglicerin  és alanifoszfatidilglicerin is jellemzéek a Dbifidobaktériumokra
(ARUNACHALAM, 1999).

2.1.4 Szaporodasi tulajdonsagok

A human forrasbol szarmazo6 Bifidobacterium fajok szaporodasahoz az optimalis
homérséklet 36-38 °C, mig az allati eredetli bifidobaktériumok optimalis szaporodasi
hémérséklete 41-43 °C. Nem figyelheté meg ndvekedés 20 °C alatt vagy 46 °C folott. A
bifidobaktériumok savtermeld és savtolerans mikroorganizmusok, optimalis szaporodasi pH-
juk 6,5 és 7,0 kozott van, pH=4,5 alatt és pH=8,5 folott nem novekednek. DONG ¢és
munkatarsai (2003) leirtak a Bifidobacterium thermoacidophilum mas fajoktol eltérd
tulajdonsagait, miszerint néhany toérzse 49,5 °C-on és viszonylag alacsony pH-n (4,0) is

novekedik (BIVATI et al., 2000; DOLEYRES & LACROIX, 2005).

Annak ellenére, hogy a bifidobaktériumok anaerobok, az oxigéntolerancia mértéke
fajonként és torzsenként eltéré lehet. A szuperoxid-dizmutaz és a katalaz enzimek fontos
szerepet jatszanak a mikroorganizmusok védekezésében a szuperoxid és a hidrogén-peroxid
mérgez6 hatasa ellen. Ezek az enzimek nagyon kis aktivitassal vannak jelen a B. infantis, B.
breve, B. longum, B. adolescentis fajokban, ezért a hidrogén-peroxid toxikussa valhat a
bifidobaktériumokra nézve. Tehat esetiikben a NADH-oxiddz és a NADH-peroxidaz az
oxigén hasznositas kulcsenzimei, mivel megakadalyozzak a hidrogén-peroxid szintézist. Igy a
szaporodnak, mig a B. adolescentis novekedését mar igen kis mennyiségii oxigén is

visszaszoritja.

A Dbifidobaktériumok bizonyos koriilmények kozott felhaszndlhatjdk az oxigént
anyagcseréjilk soran. Shimamura és munkatarsai szamoltak be arrdl a felfedezésrdl, hogy
egyes Bifidobacterium torzsek exogén szénhidrat hianyaban felhasznaljak az oxigént a sejten
beliili szubsztraitumok metabolizmuséara, annak érdekében, hogy életben maradjanak a

fermentacio és a taplalékfelvétel utan is (ARUNACHALAM, 1999, MAYER, 2004).
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2.1.5 Sziikséges tapanyagok és bifidogén faktorok

A Lactobacillus fajokkal ellentétben a bifidobaktériumok szaporithatok kémiailag
meghatarozott Osszetételll tapkozegben is, amely kizardlag laktozt, harom szabad aminosavat
(cisztein, glicin, triptofan), néhany vitamint, nukleotidot és asvanyi anyagokat tartalmaz.
Bizonyos Lactobacillus torzsek meghatarozott koriilmények kozott ndéhetnek egyszerii
tapkozegben, ami kizardlag laktozt (fermentalhatod szénforrés), puffereket, asvanyi anyagokat,
ammonium sokat, ciszteint, vitaminokat- biotint és kalcium pantotenatot- tartalmaz. A
Bifidobacterium bifidum var. pennsylvanicus egy olyan mutans torzs, amely pantotenat és N-
acetil-glilkozamin tartalma szacharidokat igényel a novekedéséhez és a sejtfal szintézishez.
Tissier altal 1899-ben felfedezett B. bifidum, mas Bifidobacterium fajokhoz hasonloéan szerves
nitrogénforrast igényel, bar a pantotenatot és N-acetil-gliikozamint tartalmazé szacharidok
nem létfontossaguak szamukra. Az anyatej és a tehéntej jotékony hatasat a bifidobaktériumok
novekedésére laboratoriumi koriilmények kozott bizonyitottak. A szarvasmarha tej k-kazein
tartalmanak novekedés eldsegitd aktivitasdt az 0Osszekapcsolodott cisztein molekuldknak
tulajdonitottak a B. longum faj szintetikus taptalajon végzett vizsgalatainal. A legfobb tejsavo
fehérjék, az a-laktalbumin és a B-laktoglobulin szintén kivalo el6segit6i a bifidobaktériumok
novekedésének. A fent emlitett szempontbdl hatékonynak talaltdk a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 élesztd kivonatot, amelyet 0,1 és 0,5 v/v %-os koncentracioban a
taptalajhoz adva alkalmaznak. Mas biologiai anyagokat is ndvekedés eldsegitd dsszetevoként
azonositottak: treonin, cisztein, enzimmel kezelt alga, pepton, trypticase, dextrin, maltdz,

répakivonat (koenzim A), kazein hidrolizatum ¢és ultrasziirt hidrolizatum (GOMES et al,
1999).

A bifidogén faktorok olyan vegyiiletek, amelyek elfogyasztds utan valtozatlan kémiai
formaban haladnak at a human emésztérendszer fels6 szakaszan, majd a vastagbélbe jutva az
ott honos bifidobaktériumok energianyerés céljabol metabolizaljak, igy a bifidobaktérium
populacid részaranya ndvekedhet a bélmikrobiotan beliil. A f6bb bifidogén faktorokat a

kovetkezOkben foglalom ssze:

e Frukto-oligoszacharidok: A béltraktusban él6 baktériumok novekedésének legfobb
szénforrasai. Ebben a tekintetben, a nem emészthetdé oligoszacharidok
felhasznalhatoak a bifidobaktériumok szdmanak novelésére a bél mikrobiotdjaban. A
linearis és elagazd lancu frukto-oligoszacharidok koziil az oligofrukt6z rendelkezik a

legjobb bifidogén tulajdonsaggal. Az oligofruktéz egy 4-es polimerizacios foku,
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gliikozbol és fruktdzbol allo, linedris lanct molekula. Laboratoriumi koriilmények
kozott az inulin is meggy6z6 eredményt hozott. A frukto-oligoszacharidok eldsegitik a
bifidobaktériumok ndvekedését és savtermelését, illetve Kkitind szén- és
energiaforrasok is (GOMES et al, 1999).

Galakto-oligoszacharidok: Szamos olyan human eredetii Bifidobacterium faj erjeszti a
galakto-oligoszacharidokat, amelyek mas bélben él6 baktériumokkal szemben jol
hasznositjak a nem emészthetd Szénhidratokat. A galakto-oligoszacharidok bifidogén
hatasa fligg a bélcsatornaban €16 bifidobaktériumok populacidéjanak méretétol.

Szdja oligoszacharidok: Legfobb komponensei a raffindz és a sztachidz, amelyeket
szamos human eredetti Bifidobacterium faj erjeszt. Hatasuk a bélben ¢él6
bifidobaktériumok szdménak novelésében €s a rothasztd baktériumok elnyomésaban
nyilvanul meg.

Xilooligoszacharidok (pl.: xilobioz): A bifidobaktériumok a Xxilooligoszacharidok
erjesztésére is képesek, amely soran a bél mikrobiotdjara haromszor-négyszer jobb
hatast fejtenek ki, mint a természetes oligoszacharidok. Tovabba mas
oligoszacharidokhoz képest, joval magasabb homérsékleten és savasabb kémhatasu
kornyezetben is stabilak, illetve kisebb dozisban is alkalmazhatoak.
Izomaltooligoszacharidok: Mas nem emészthetd szénhidratokkal ellentétben, az
izomaltooligoszacharidok részben emészthetok és felszivodnak a vékonybélben. Az
oligoszacharidok e tipusat a Bifidobacterium fajok mellett a Bacteroides és a
Clostridium fajok is hasznositjak.

Laktoszukroz: A laktoszukroz ipari Iéptékben eldallithatd oligoszacharid. A
bifidobaktériumok mas bélbaktériumokhoz képest jol hasitjak, igy ndveli a bélben
1év6 Bifidobacterium populaciot.

Kazein bifidus faktor (CBF): Savas és enzimes (papain és pepszin) hidrolizis
segitségével allithatdé eld tehéntejbdl. Tartalmazza a novekedéshez sziikséges
peptideket és szénhidratokat is.

Laktuléz: A laktuléz galaktéz és fruktoz egységekbdl allo diszacharid. Az alséd
bélszakaszban elésegiti a bifidobaktériumok szaporodasat, a frukto-oligoszacharidok
legtobb elonyds tulajdonsdgaval rendelkezik. A fertdzések korlatozasaban és az
immunvalasz aktivalasaban is szerepe van (GOMES et al., 1999, PLAYNE et al.,
2004).
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2.1.6 Metabolizmus

Szénhidrat metabolizmus

A Dbifidobaktériumok anyagcseréjilk soran hasznositjdk a mono-, a di- és az
oligoszacharidokat is. Hexoz fermentaciojuk kulcsenzime a fruktoz-6-foszfat foszfoketolaz
(EC 4.1.2.2), amely a fruktoz-foszfatot eritr6z-4-foszfatta és acetil foszfatta hasitja. A fruktoz-

6-foszfat foszfoketolaz enzim a Bifidobacteriaceae csalad rendszertani markere.

Komplex
szénforrdsok

Glikozidos
gsszetevok

a- galaktoziddz
o- glikoziddz
B- gliikoziddz
2 Gliikéz
2 ATP -~ Glikokindz

2 Gliik6z-6-
foszfdt

Gliikoz-6-foszfit-izomerdz

Fruktdz-6-
foszfat

Fruktdz-6-
foszfat
Fruktoz-6-foszfoketoldz

ATP

Acetil-foszfit

Acetdt-kindz

2 Glicerinaldehid-
3-foszfat

Acetdt-kindz

) NADH, Foa Alkcohol-
b dehidrogendz
4ATP

NADH;\
NAD- e/ Laktdt-

dehidrogendz

2. abra: A ,,bifid” anyagcsere utvonal

angyasav
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A bifidobaktériumok az ugynevezett ,bifid” anyagcsere Gtvonal (2. dbra) segitségével
ATP formajaban sokkal tobb energidhoz jutnak, mint mas baktériumok a fermentativ
utvonalak segitségével. 1 mol gliik6z fermentélasaval 2,5 ATP molekulat nyernek, ezen kiviil
1,5 mol ecetsavat és 1 mol tejsavat is képeznek. Tehat szénhidrat anyagceseréjitk soran 2:3
aranyban tejsavat és ecetsavat képeznek, azonban ez az arany oxigén jelenlétében csokken.
Osszehasonlitasként, a homofermentativ tejsavbaktériumok 1 mol gliikozbol 2 mol ATP
molekulat és 2 mol tejsavat hoznak létre, mig a heterofermentativ tejsavbaktériumok 1 mol
glikoz erjesztésével 1 mol ATP-t, 1 mol tejsavat és 1 mol etanolt allitanak el6é. Minden
bifidobaktérium erjeszti a laktozt, igy tejalapti tapkozegeken is szaporodnak. A B.
adolescentis, B. breve, B. infantis és B. longum fajok sokféle szénhidratot hasznositanak (pl.:
ribéz, galaktdz, fruktdz, szachardz, maltdz, melibidz, raffindz), mig a B. bifidum csak a
fruktozt, galaktozt és laktozt metabolizalja. Rendszerint a bifidobaktériumok nem tudjak
felhasznalni a kovetkezd szénhidratokat: L-arabidz, ramndz, N-acetilglikozamin, szorbit,
melecitoz, trehaloz, glicerin, xilit. A Bifidobacterium fajok nagy része ABC traszporter
segitségével végzi a szénhidratok felvételét, de egy Kkisebb csoport a PEP-PTS
(foszfoenolpiruvat-foszfotranszferaz) enzimrendszert hasznalja (ARUNACHALAM, 1999;
DOLEYRES & LACROIX, 2005; POKUSAEVA et al., 2011).

Nitrogén hasznositas

A Bifidobacterium fajok szaporitdsihoz laboratoriumi koriilmények kozott
nitrogénforrasként elegendé az ammonium-szulfat biztositasa, kivéve a B. cuniculi és B. suis
fajokat, amelyek novekedésiikhoz szerves nitrogénforrast is igényelnek. Bizonyos esetekben a
B. bifidum faj alanint, valint, aszpartatot és treonint is termel. Tekintettel arra, hogy a tej
meghatarozott mennyiségli szabad aminosavat és peptidet tartalmaz, ki kell egésziteni

tapanyag dus  huslevessel, kazein  hidrolizatummal vagy élesztd6  Kivonattal

(ARUNACHALAM, 1999).

2.1.7 A Bifidobaktériumok alfa-galaktozidaz aktivitasa

A Bifidobacterium fajok, mas bélbaktériumokkal szemben, ugyanolyan jol
hasznositjak szénforrasként a raffindzt, mint a glilkozt. Ez az eredmény sugallta, hogy a
bifidobaktériumok jelentds alfa-galaktozidaz (a-Gal) aktivitassal rendelkezhetnek. XIAO és
munkatarsai  (2000) Bifidobacterium torzseket teszteltek a-galaktozidaz aktivitasra,

eredményeik alapjan, raffin6z jelenlétében jelentés alfa-galaktozidaz aktivitast detektaltak.

10



2. IRODALMI ATTEKINTES

Ugyanilyen koriilmények kozott mas bélbaktériumok nem mutattak a-Gal aktivitast. Tovabbi
kutatasok bizonyitottdk, hogy a raffindz fontos novekedés eldsegitd oligoszacharid a
bifidobaktériumok szamara. Raffindz hasznositasra a B. breve 203 torzset tesztelték, mivel ez
a torzs mutatta a legnagyobb alfa-galaktozidaz aktivitast. Annak ellenére, hogy jol ndvekedett
gliikozt, galaktozt, fruktozt, maltoézt vagy laktdzt tartalmazd taptalajon is, a sejtfeltaras utan
végzett aktivitas mérés eredményei kis a-galaktozidaz aktivitast mutattak. A B. breve 203
enzimaktivitdsa raffindz szénforrds mellett majdnem 30-szorosdra nétt a glikozhoz
viszonyitva, mig mas glikozidazok aktivitdsa nem valtozott. A melibidéz hasznositasa
szénforrasként szintén jelentés a-Gal aktivitast eredményezett. A legnagyobb alfa-
galaktozidaz aktivitast 10 mM raffindz vagy melibi6z koncentracional érték el, bar ennél a
koncentracional a raffindz kétszer-akkora enzimaktivitas értékeket eredményezett, mint a

melibi6z.

2.2 Alfa-galaktozidaz

Az alfa-galaktozidaz (alfa-D-galaktozid galaktohidrolaz, a-Gal, melibiaz, EC 3.2.1.22)
a hidrolazok osztalyaba tart6zo enzim, ezen beliil is a glikozidazok (GH= glikozid hidrolaz)
csoportjaba sorolhatdo. A  glikoziddzok olyan enzimek, amelyek az oligo- és
poliszacharidokban 1év6 glikozidos kotéseket hasitjak el viz jelenlétében (3. abra). A legtobb
ismert alfa-galatoziddaz aminosav szekvencia hasonlosag alapjan a GH-27-es és GH-36-0s
csaladba tartozik. Az alfa-galaktozidaz exoglikozidaz, a lancvégi a-1,6-0s D-galaktdz
egységeket hasitja le. A D-galaktoz molekulak megtalalhatéak szamtalan szubsztratumban,
ilyenek a melibidz, raffindéz, galaktomannanok (szentjanoskenyér gumi, guar gumi),
glikoproteinek, tovabba néhany szintetikus szubsztratumban is (p-nitrofenil-a-D-
galaktopiranozid). Az a-Gal enzim bizonyos koriilmények kozott transzglikozidaz aktivitassal
is rendelkezik, tehat oligoszacharidok szintézisére is alkalmazhatd. Szamos novény, allat és
mikroorganizmus szintetizalja, lokalizaciojat tekintve lehet extracellularis vagy intracellularis
(CAO et al., 2010, SHIVAM et al.). Bau és munkatarsai izolaltak elészor az alfa-

galaktozidazt also-erjesztésii élesztdbol.

CH20H CH20H

HO HO

0
OH OH ©

+ R'OH
0O—R o—np

+ ROH

OH OH

3. abra: Alfa-galaktozidaz altal katalizalt reakcio altalanos sémaja (SHANKAR et al., 2011)
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SHEN ¢és munkatarsai (2009) jelentették, hogy a kavébabbdl szarmazoé alfa-
galaktozidaz volt az elsé, amit részben megtisztitottak és biokémiailag azonositottak. Ez az
enzim két izomerrel rendelkezik, amelyeknek kiilonb6z6 a molekulatomege (28 és 36,5 kDa),

a pH optimuma (5,3 és 6,3) és az izoelektromos pontja (5,5 €s 5,7).

2.2.1 Az alfa-galaktozidaz enzim indukalasahoz alkalmazhaté vegyiiletek jellemzése

A hatékony alfa-galaktoziddz termeléshez 4ltaldban induktiv koriilményeket
alkalmaznak. A legjobb induktor vegyiiletek az adott enzim szubsztratumai kozott talalhatok.
A kovetkezokben ezen vegylileteket kivanom bemutatni, kémiai szerkezetiik mellett kitérek
természetes eléforduldsi helyilikre, valamint ipari eldallitdsi és felhasznéalasi lehetdségeinek

1ISmertetésére.

2.2.1.1 Raffinoz

A raffinéz (o — D — galaktopiranozil - (1,6) — a — D — gliikopiranozil - (1,2) - - D -
fruktofuranozid) (4. abra) a természetben széles korben eléforduld oligoszacharid, amely
megtalalhat6 az olyan ndvényekben, mint a cukorrépa, a cukornad, a kaposzta, a burgonya, a
sz610, a buza, az arpa, a kukorica, valamint a hiivelyes n6vények magjaiban (NAKATA et al.,
2013).

OH OH
0]
HO

OH

OH
HO 0 o
HO 1)
OH
(0]

OH OH

4. abra: A raffinoz szerkezete (www.vitnik.ru/eda)

2.2.1.2 Guar gumi

A guar gumi (GG) egy olyan galaktomannan, amely a szarazsagtiird Cyamopsis
tetragonolobus (guarbab) novénybdl szarmazik, a guarbab rendszertanilag a Leguminosae
csaladba tartozik. A hiivelyében talalhatdé magvak gombolyliek, barnds sziniiek és méretre
kisebbek, mint egy borso. A guar gumi foleg nagy molekulatomegii galaktomannanokbol all,
amelyek tulajdonképpen az 1,4-B-D-mannopiranozil és az 1,6-a-D-galaktopiranozil

(oldallanc) egységek linearis lancolatai (5. abra), a lancban a manno6z-galakt6z arany 1,6-
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1,8:1. A guar gumi a természetben el6forduld, vizben oldodd polimerek kozill az egyik
legnagyobb molekulatomeggel rendelkez6 poliszacharid. A kereskedelemben kaphat6 guar

gumi viszkozitasa nagyban fiigg a galaktomannan molekulatomegétél (CUNHA et al., 2007).

u[)glkmz

Sy AR
R

B-D-mannopiranéz gerinc

5. abra: A guar gumi kémiai szerkezete (MUDGIL et al., 2011)

A Guar gum egy széles korben alkalmazott ipari poliszacharid. A gyogyszeriparban
hasznaljak tobbek kozott a hatdanyag felszivodasanak kontroldldsara a gyomor-bél
traktusban, a vastagbélrak kezelésére hasznalt gyogyszereknél, illetve a felnéttkori koleras
betegeknek szant oralis folyadékpotld készitményeknél is. Az élelmiszeriparban szamos
termékben hasznositjak adalékanyagként az ételek stabilizalasara, konzisztenciajuk javitasara,
illetve rostforrasként is. Alkalmazhaté még nehéziparban (kdolaj, foldgaz), textiliparban és

papiriparban is (MUDGIL et al., 2011).

2.2.1.3 A szentjanoskenyér gumi

A szentjanoskenyér gumi (Locust bean gum, LBG) mannéz és galaktoz egységekbdl
allo poliszacharid, amely a galaktomannanok csalddjaba tartozik. Az LBG-t a
szentjanoskenyérfa (Ceratonia siliqua) magjaibol vonjak ki, amely megtalalhato a Mediterran
régiokon, ezen kiviil Eszak-Afrikaban, Dél-Amerikaban és Azsiaban is. A magok 80 %-a
galaktomannanokbdl all, a maradék 20 %-ot fehérjék és szennyezddések alkotjak. Az LBG
fehérje tartalmanak 32 %-a albuminbol és globulinbdl tevddik Gssze, 68 %-ot a glutelin tesz
Ki. A szennyez6dések hamubdl és savban oldhatatlan anyagokbol allnak. A magok
feldolgozdsa utan, a nyers galaktomannanokat szamos eljarasnak kell aldvetni, hogy
elvalasszak a fehérje tartalomtol és a szennyezddésektdl. Ezek a miiveletek lehetnek enzimes
vagy lagos hidrolizis, csapadékképzés etanollal vagy izoporpanollal, illetve tisztitas
metanollal, réz vagy barium komplexszel. A szennyezddések tobbnyire oldhatatlanok
maradnak még 70 °C feletti homérsékleten is. A csapadékképzés izopropanollal igen

hatékony modszernek bizonyult a fehérjék eltdvolitdsa szempontjabol, ugyanakkor a tisztitasi
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Iépések nagyobb manndz/galaktoz aranyt eredményeztek, ugyanakkor csokkentették a

fehérjék és szennyezddések mértékét.

OH OH

HO. o

OH
HO o
- HO.O o HO_0, i
o o ¥ o
HO © HO ©
OH OH

6. dbra: A szentjdnoskenyér gumi kémiai felépitése (DIONISIO et al., 2012)

A szentjanoskenyér gumi kémiai szerkezete egy 1,4-f-D-manndz gerincbdl és a-D-
galaktoz oldallancokbol all (6. abra). A galaktomannanok kozott kiilonbséget tehetiink
mannoz/galaktdz aranyuk €s molekula tomegiik alapjan, az utobbit az aratasi és a feldolgozasi
miveletek i1s befolyasoljdk. A mannoz/galaktéz arany a mann6éz gerincen elhelyezkedd
galaktoz oldalldncok eloszlasatol fiigg, az LBG-nél megkdzelitéleg 4:1. Altalanossagban véve

a szentjanoskenyér gumi molekulatomege 50 és 1000 kDa kozé tehetd.

Az LBG legnagyobb alkalmazasi teriiletei az ¢lelmiszeripar és a kozmetikai ipar, ahol
stritd ¢és stabilizald Osszetevoként haszndljak fel. Az élelmiszeriparban E410-es szamu
adalékanyagként szerepel az Eurdpai Unidban. A gyogyszeriparban szdmos készitmény
eloallitdsahoz hasznaljak fel kotd anyagként, bevonatként, stiritd anyagként, viszkozités

noveldként, stabilizald szerként, emulgaloszerként, zselésitéként stb. (DIONISIO et al., 2012).

2.2.2 Felhasznalasi lehet6ségek

Az alfa-galaktozidaz enzimet szamos helyen hasznositjak az élelmiszeriparban és
egyéb iparagakban, valamint gyogyaszati hasznositasa is ismert. E felhasznalasi teriiletek
egyre bOviilhetnek, hiszen a mikroorganizmusok eltérd genetikai felépitésének ¢és
tulajdonsagainak koszonhetéen szinte kimerithetetlen az adott célnak megfeleld enzim

preparatumok eldallitasa.

FElelmiszeripari hasznositas

A cukorgyartasban az alfa-galaktoziddz segitségével hidrolizaljak a melaszban 1évo
raffindzt, ezéltal ndvelve a szachar6z hozamot. A szentjdnoskenyér gumi kivald zselésitd
tulajdonsaggal rendelkezik, ugyanakkor nagyon draga. A zselésitd képesség Osszefliggésbe

hozhatd6 a mannoz/galaktéz arannyal. Megoldasi lehetdségként kinalkozik, hogy az alfa-
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galaktozidaz enzim alkalmazasaval az LBG galakt6z oldallancainak részleges eltavolitasaval,
a megfeleld6 mannodz/galaktéz ardny beallitdsa a poliszacharid zselésitd tulajdonsdganak

javitasa céljabol.

Taplalkozastudomany és takarmanyozas

Mind a humén, mind a monogasztrikus allatok esetében is kimutattdk, hogy
emésztérendszeriikbél hidnyzik, vagy csokkent mértékii az alfa-galaktozidaz aktivitas. Igy az
alfa-galaktozidaz felhasznalhaté az antinutritiv hatast galakto-oligoszacharidok Ilebontasa
révén a hiivelyes alapu ételek taplalkozasi értékének novelésére. Az enzimes kezelés
kiaknazhato lehet a sz6ja takarmanyok galakto-oligoszacharid tartalméanak csokkentésére is.
Ezek az emésztetlen alfa-galakto-oligoszacharidok a vastagbélbe keriilnek, ahol a mikrobiota
metabolizalja ezeket a vegyiileteket, amelynek eredményeként felpuffadas és gyomor-
bélrendszeri zavarok jelentkeznek. Ezek a zavarok csokkentik az etetés hatékonysagat, illetve

a szdja tartalmu ételek altalanos elfogadottsagat is (SHANKAR et al., 2011).

Noha a szdja oligoszacharidok potencidlis prebiotikumként is felhaszndlhatok a
megrendiilt egészségli, vagy idds embereknél, ahol a bélmikrobidta egyensulya kedvezdtlen
Osszetételi, a szdja oligoszacharidokbol a mikrobidlis fermentaci6 eredményeként szén-
dioxid, hidrogén és metan keletkezik, amely a vastagbél felpuffadasat okozza. Ez a jelenség
rossz kozérzetet, fejfajast, szédiilést, enyhe zavartsagot, csokkent koncentraloképességet,
hasmenést, gyomorfajdalmakat, székrekedést és fajdalmas bélosszehuzodasokat okozhat. E
probléma is kikiiszobolhetdvé valik alfa-galaktozidaz enzimmel megvaldsitott hidrolizis révén

(BRYANT et al., 2004).

Gvydgyvaszati alkalmazas

Az o-galaktozidaznak gyodgyaszati jelentdésége 1is van. Képes a 3-O-0-D-
galaktopiranozidot tartalmazd B tipusu vorosvérsejteket atalakitani a vérpotlasnal gyakrabban

sziikséges 0-4s vorosvérsejtekke.

A Fabry betegségként ismert kor az alfa-galaktoziddz enzim hidnyanak tulajdonithato,
az X-kromoszoman elhelyezked6 alfa-galaktozidaz gén mutécioja valtja ki (SHIVAM et al.,
2010). A Fabry betegség (FD, OMIM 301500) egy ritka, orokletes, tobb szervet érintd
genetikai rendellenesség. A lizoszomalis exoglikohidrolaz, az alfa-galaktoziddz hidnya vagy

hibas milkddése a felelds a globotriaozil ceramidok és az ezekhez kapcsolodod
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glikoszfingolipidek felhalmozodasaért a lizoszoman kiviili sejtekben, mint az érfalakban,
vesében, szovetekben, szivben €s agyban. Az elso tiinetek gyerekkorban mutatkoznak, évek
multan szervi elégtelenségek jelentkezhetnek. A vese betegség, sziv- és érrendszeri, illetve
agyi betegségek életveszélyesek lehetnek. A gyogymdd folyamatos enzimpétld infizid
formajaban érhetd el, 2001-t6]1 a rekombinans uton eléallitott alfa-galaktozidaz A enzimet
intravénds infizioként adjak be a betegeknek. Eurépaban a Fabry betegségben szenveddk két

fajta enzimkészitményhez juthatnak:

e agalzidaz alfa (Replagal®; Shire Human Genetic Therapies, Inc., Cambridge, MA,
USA): Az emberi bor fibroblasztjaiban tenyésztették, adagolasa 0,2 mg/kg testtomeg,
ideje 40 perc, kéthetente esedékes. 2001 augusztusatol 45 orszag ismerte el a Fabry
betegség gydgymodjanak.

e agalzidaz béta (Fabrazyme®; Genzyme Corp, Cambridge, MA, USA): Kinai horcsog
petefészkében cDNS-16l expresszalt emberi alfa-galaktozidaz, adagoldsa 1 mg/kg
testtomeg, kéthetente. Az agalziddaz-béta enziminfizidé 55 orszagban jovahagyott
gyogymod, beleértve az Amerikai Egyesiilt Allamokat is. 2008 februdrjatol
rendelkezik EMEA (European Medicine Agency) engedéllyel (GERMAIN, 2010;
GERMAIN et al, 2012).
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3 KISERLETI CELKITUZES

A Dbifidobaktériumok természetes ¢élohelye az emberi és allati  szervezet
emésztorendszere, legfoképpen a vastagbél. E baktériumok téplaléka azon taplalék-
Osszetevok, amelyek a tapcsatorna felsdszakaszan nem bomlanak le és nem szivodnak fel.
Szamos kozlemény foglalkozik huméan szervezet ezen szimbidtdival. Természetesen a
kozlemények tulnyomd tobbsége egészségiigyi hatdsaira, valamint az élelmiszergyartasba
torténd bevonasukra Osszpontosit. Az utobbi idében megjelentek olyan miivek is, amelyek
szénhidrat metabolizmusukkal foglalkoznak. Enzimrendszereik vizsgalata ujszeriinek
tekinthetd és ezek is elsddlegesen a laktoz hasznositassal Osszefliggésbe hozhatd béta-
galaktozidaz enzimre fokuszal. A nem-emészthetd, antinutritiv €lelmiszer-6sszetevok kozott
tartjak szamon az alfa-galakto-oligoszacharidokat, amelyek féleg a hiivelyes magvakban
fordulnak eld. Ennek koOszonhetéen szoja oligoszacharidoknak, vagy raffinéz csalad
oligoszacharidoknak is nevezik. A szoja oligoszacharidok taplalkozasi megitélése kettds,
egyrészrdl flatulencia faktorként irjak le, masrészt potencialis prebiotikumként tartjak
szamon. Annyi bizonyos, hogy hiivelyesekben talalhaté raffindz, sztachioz és verbaszkoz az
emésztorendszer felsd szakaszan az endogén alfa-galaktoziddz enzim hidnya miatt nem
bomlik le és nem szivodik fel. Megérkezvén a vastagbélbe az ott honos bélbaktériumok
fermentaljak, koztiikk a nem gazképzo bifidobaktériumok.

A tudomanyos tényekre tamaszkodva f6 célkitiizésem bifidobaktérium eredeti alfa-
galaktozidaz tartalmi enzimpreparatum eldallitdsa ¢és alkalmazasa biokonverzidk
megvalositasara. Ennek érdekében kovetkezo részfeladatokat fogalmaztam meg:

e Kiilonb6z6 Bifidobacterium térzsek szaporodasi tulajdonsagainak feltérképezése alfa-

galaktozidos kotéseket tartalmazéd szubsztratumokon. A kapott eredmények értékelése
révén kivanom kivalasztani az enzimpreparatum eldallitasa szempontjabdl a
legigéretesebb  torzset. Tovabba dontést fogok hozni az alkalmazand6
szénhidratra/induktorra vonatkozdan.

e Az enzimpreparatum eldallitdsa céljabol a kovetkezd miiveleteket terveztem:

o a kivélasztott baktérium torzs tenyésztése Iéptékndveléssel, laboratoriumi
fermentorban
o az intracellularis alfa-galaktozidaz enzim kiszabaditasa sejtfeltarassal
o a sejtextraktum liofilezése
e Biokonverzios kisérletek tervezése és megvaldsitdsa melibidz, raffinéz és guar gumi

szubsztratumokon.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Alkalmazott torzsek

Kisérleteimhez kiilonboz6 eredetii Bifidobacterium térzseket hasznaltam fel (1. tablazat):

1. tablazat: A felhasznalt torzsek

Torzsek Eredet Forras
B. longum Bb-46 Starter kultura (liofilizatum) Chr. Hansen
B. longum B6.1 Csecsemd bélsar MAYER et al., 2003
B. longum A4.8 Felndtt bélsar MAYER et al., 2003
B. longum DSM 16603 Torzsgyljtemény Deutsche Sammlung von

Microorganismen und
Zellkulturen GmbH

B. lactis Bb-12

Starter kultura (liofilizatum)

Chr. Hansen

B. bifidum B3.2

CsecsemoO bélsar

MAYER et al., 2003

B. breve B9.15

CsecsemoO bélsar

MAYER et al., 2003

A torzseket minden esetben anaerob koriilmények kozott tartottam az erre kifejlesztett

laboratoriumi berendezésben, a Bug boxban (7. abra). A bels6 1égtérbdl szivattyu segitségével

tavolitjuk el a leveg6t, amelynek helyére nitrogénben oldott 10 % szén-dioxid és 5 %

hidrogén tartalmt gazelegyet engediink be. A maradék oxigén a hidrogénnel vizzé egyesiil a

berendezésben talalhato palladium katalizator segitségével.

7. abra: Az anaerob kériilményeket biztosito Bug box
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4.2 Alkalmazott tapkozegek és pufferek

e TPY (Trypticase-Phytone-Yeast) tapleves

Trypticase pepton (BBL) 10g
Phytone pepton (BBL) 59
Glikoz 5¢
ElesztSkivonat 259
Tween 80 1ml
Cisztein-HCL 0549
KoHPO, 29
MgCl, * 6H,0 0,549
ZnSO4 * H,0 0,259
CaCl, 0,159
FeCl, 0,03¢g
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,8-7,0

Sterilezés 121 °C-on 15 percig.

Az alap TPY téaplevesbél még harom féle varidciot készitettem a szénforrés

valtoztatasaval, azaz a gliikkdzt az alabbi 6sszetevokkel helyettesitettem:

o 0,5 % raffindz

o 0,5 % guar gumi (GG)

o 0,5 % szentjanoskenyér gumi (LBG)
e Beerens’ agar

Columbia-agar (OXOID CM331) 44 g
Gliikoz 5¢g
Cisztein-HCL 05¢
Agar-agar 59
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés 121 °C-on 15 percig. 70 °C-os termosztalds utan 5 ml propionsavat kell

hozzéaadni és 1 n-0s NaOH-val pH=5-re allitani (KUN, 2008).
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o Fiziologias sooldat

NaCl 854

Desztillalt viz 1000 ml

e 200 mM Mcllvaine puffer (pH=6,6)

Na,HPO, 0,2 M 728 ml
citromsav 0,1M 272 ml

4.3 Alkalmazott modszerek

4.3.1 Az élésejtszam meghatarozasa

Az éldsejtszam meghatarozasat Beerens’ agaron lemezontéses modszerrel végeztem.
A tenyészetekbdl tizedeld higitasi sort készitettem, a varhatd sejtszdmnak megfelelden az
utols6 harom higitasbol két parhuzamosban leoltast végeztem kovetkezOképpen: 2-2 Petri-
csészébe 100 pl megfelelden higitott mintat pipettaztam, majd az eldre elkészitett, sterilizalt
¢s 45°C-ra temperalt Beeren’s agarb6l 15-20 ml mennyiséget Ontdttem a csészEk tartalmara és
korkoros mozdulatokkal homogenizaltam. A miivelet minden pontjat steril korilmények
kozott, laminaris boksz alatt végeztem. Az agar megszilardulasa utan a Petri-csészéket
anaerob koriilmények kozott, 37 °C-on, 2-3 napig inkubaltam, a baktériumszaporodasi id6
letelte utdn megszamoltam a kifejlodott telepeket. A parhuzamos mérések atlagolasaval
hataroztam meg a sejtszamokat ¢és eredményeket telepképzdegységként adtam meg 1 ml

tenyészetre vonatkoztatva (tke/ml).

4.3.2 pH mérés

A pH mérést Mettler Toledo késziilékkel végeztem, amelyet naponta kalibraltam
puffer segitségével. A mérést a 0 oOrds és a 24 oOrds mintdk esetében is elvégeztem az

¢lésejtszam eredmények kiegészitéseként. A pH csokkenése jelzi a baktériumok szaporodasat.

4.3.3 Szénhidratok mindségi osszetételének vizsgalata VRK-val

A vékony réteg kromatografia (VRK, thin layer chromatography, TLC) fazisok kozotti

megoszlason alapuld elvalasztastechnikai modszer, amely segitségével meghatarozhatdak egy
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elegy komponensei. A VRK esetében az allo fazis egy vékony szilikagél réteg, mig a mozgo
fazis folyadékok meghatdrozott aranyu keveréke (futtatoszer). A vegyliletek azonositdsat
retencios faktoruk alapjan végezziik, amely a futasi id6 alatt a vegyiilet és a futtatoszer altal

megtett utak hanyadosa (STEFANOVITSNE, 2004).

Allofazisként TLC “silica gél 60”-nal boritott aluminium lemezeket (20*20 cm, 0,2
mm) hasznaltam (MERCK, Art. 5554). Az eluens 30:35:5 aranyban kloroform: ecetsav:
desztillalt viz volt (UGRINOVITS, 1980). A szinezé anyag komponensei a kovetkezdk: 3
g/100 ml N-(1-naftil)-etilén-diamin-dihidroklorid, 5 V/V % H,SO4, 94,7 VIV % metanol
(BOUNIAS, 1980). A kovetkezé szénhidratokat hasznaltam standardként: gliikkoz, galaktoz,
készitettem ¢és 1 pl mennyiségben vittem fel az all6 fazisra (8. abra). A szénhidratokbodl
mixeket is készitettem a kovetkezd Osszedllitasokkal: mix 1 (melibidoz szubsztratumhoz:
galaktoz, glikdz, melibioz, raffindz, sztachidz), mix 2 (raffindz szubsztratumhoz: galaktéz,

szachardz, glikoz, fruktdz, raffindz, sztachi6z). A futési idétartamot 1,5 oranak allapitottam

meg.

Rovidités Név Retencios faktor
GAL Galaktoz 0,230
GLU Gliikoz 0,246
MELI Melibidz 0,010
RAFF Raffinéz 0,069
FRU Fruktoz 0,277
SZACH Szacharoz 0,154
SZTACH Sztachiéz 0,031
\ ] X
i =
Standard

8. abra: A standardek TLC képe

4.3.4 HPLC-s szénhidrat analitika

A HPLC - High performance liquid chromatography - nagy hatékonysagh
folyadékkromatografiat jelent. A folyadékkromatografia olyan elvéalasztastechnikai modszer,
amelynél az elvéalasztds alapja az allo- és a vele nem elegyedd mozgofazis kozotti

megoszlaskiilonbség. Kiilonbdzé kémiai szerkezetli molekuldk esetében a két fazis kozotti
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megoszlasi hanyados eltérd, ezért a mozgd fazisban mas sebességgel aramolnak, igy

kiilonb6z6 id6 alatt érik el az oszlop végén elhelyezkedd detektort (AMTMANN).

A szénhidratok minéségi és mennyiségi értékelését Thermo Cientific Corporation
Surveyor HPLC rendszer segitségével végeztem. A berendezés felépitése a kovetkezo:
Surveyor négy csatornas pumpa, Surveyor automata mintaadagold, Surveyor RI detektor €s
Aminex HPX-87H oszlop (Bio-Rad). A mérés paraméterei: az eluens 0,005 n H;SO,, az
injektalt minta mennyisége 10 pl, a detektor hdmérséklete 45°C, az oszlop homérséklete
45°C, az aramlasi sebesség 0,6 ml/min, a futdsi id6 25 perc. A meghatarozasra keriilo

mintakat az oldat toménységétdl fliggden higitottam.

4.3.5 Alfa-galaktozidaz enzim aktivitas meghatarozasa

Az alfa-galaktozidaz enzim aktivitdsanak meghatarozasat p-nitrofenil-a-D-
galaktopiranozid szubsztratummal végeztem. A mérés soran felszabaduld p-nitrofenol az
oldatot sarga sziniivé valtoztatja, amely szinintenzitas aranyos a felszabaduld p-nitrofenol
mennyiségével. Ez a szinvaltozas mérheté 405 nm-en spektrofotométer segitségével. Az

enzimaktivitds meghatarozasahoz a kovetkezo elegyeket készitettem el (3. tablazat):

3. tablazat: Az enzimaktivitas méréshez osszemeérendo elegyek (HAVAS, 2008)

Mcllvaine puffer | Desztillalt viz | Szubsztratum | Minta
(ml) (ml) (ml) (ml)
Miszervak 0,3 0,7 - -
Szubsztratumvak 0,3 0,2 0,5 -
Enzimvak 0,3 0,5 - 0,2
Minta 0,3 - 0,5 0,2

A minta kivételével osszemért elegyeket 37 °C-os vizfiirdében 5 percen keresztiil
eldinkubaltam. Ezt kovetéen a minta hozzaadasaval elinditottam a reakciot. Az 5 perces
reakcidoido letelte utan NayCOs; oldattal allitottam le a reakciot. A spektofotométert a
miszervakra nulldztam, majd 405 nm-en megmértem az elegyek abszorbancidjat. Az

abszorbancia értékekbdl a kovetkezd képlet segitségével szamolhatd az enzimaktivitas:

NE) _ (Am —Apy —Asy) *h +V;
=7

AKktivitas (— Y Z
ml * t * kalibraciés egyenes meredeksége
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ahol:

e Apn: a minta abszorbanciaja

e Agyv: az enzimvak abszorbanciaja

e Asy: a szubsztratumvak abszorbanciaja

e h: a minta higitasa

e V. areakci6 térfogata (1 ml)

e Vp: a minta térfogata (0,2 ml)

e t:areakcié ideje (5 perc)

e Kkalibracios egyenes meredeksége: y=2,559x; R?*= 0,9965 (HAVAS,2008)

4.3.6 A fehérjetartalom meghatirozasa

A fehérjetartalom meghatarozasdhoz a festékmegkotédésen alapuld Bradford modszert
alkalmaztam. A reakcio soran a fehérje és a szinez6 anyag (Coomassie Brilliant Blue G250)
kék szini komplexet hoz létre, amely detektalhatdé 595 nm tartomdnyban spektofotométer
segitségével. A modszer 1 és 140 pg/ml tartomanyban szenzitiv fehérjére. A mintdban I€vo
fehérje mennyisége a fényelnyelés mértéke alapjan hatdrozhaté meg a kovetkezd képlet

segitségével:
Fehérjetartalom(mg/mI)={(Aminta-Avak) *higitas} /kalibracios egyenes meredeksége

A meghatarozashoz a Bio-Rad cég altal forgalmazott szinez0 reagenst hasznaltam,
amit a méréshez négyszeresen higitottam. A kalibracids egyenes felvételéhez (9. abra) higitési
sort készitettem 5 mg/ml-es BSA (Bovine Serum Albumin) torzsoldat segitségével, amelyet
elozbleg tizszeresen higitottam. A mérést mikrotiter lemezben hajtottam végre, amelyben a
mintakat 200 pl szinezd reagenssel 10 percen keresztiil reagaltattam. Minden mintanal harom
parhuzamos mérést végeztem, az abszorbancidkat mikrotiter lemezolvaso segitségével 595

nm-en hataroztam meg (HAVAS, 2008).
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A kalibracios egyenes
0,6 y = 1,0689x
05 R2=0,9969 _

0,4
o >
0,1 /

0 /

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Fehérje konc. (mg/ml)

A 595nm

9. dbra: A fehérjetartalom meghatarozasahoz hasznalt kalibracios egyenes

4.3.7 Lombikos tenyésztések

250 ml-es névleges térfogatu tivegekbe 150 ml kiilonb6zé szénhidrattartalma TPY
tapoldatokat készitettem. A szaporitast az 1 tf %-nyi 1 napos el6tenyészettel inditottam. A 24

oras tenyésztést anaerob korilmények kozott, Bug boxban 37 °C-on vezettem.

4.3.8 Az enzimfermentacio Kivitelezése

Az alfa-galaktozidaz enzim tartalmi preparatum el6allitasahoz Bifidobacterium
longum A4.8 torzset hasznaltam és az enzim indukalasara raffindz tartalma TPY tapkozeg
szolgalt. A fermentécio kivitelezése Biostat B (B. Braun Biotech International) laboratoriumi
fermentorban (10. abra) tortént. A fermentaci6é inditdsahoz 10 tf %-os 24 o6ras inokulum
tenyészetet hasznaltam. A fermentorhoz tartozd panelen beallitottam a megfeleld
hémérsékletet (37 °C), amelyet a rendszer a duplikalt falu kopenybe aramoltatott hiitd és fitd
viz segitségével biztosit. Mivel a bifidobaktériumok anaerob mikroorganizmusok, igy a
fermentor levegdztetd rendszerén keresztiil nitrogén gazt aramoltattam a fermentlébe. A gaz
optimalis eloszldsdnak ¢és a fermentlé homogenitasdnak biztositdsa érdekében keverést

alkalmaztam 120 rpm fordulatszammal. A kisérlet id6tartama 21 6ra volt.
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10. dbra: B. longum A4.8 torzs tenyésztése Biostat B fermentorban

4.3.9 Sejtfeltaras

A sejtfeltarasi mivelet elokészitéseként a fermentlevet 4 °C-on 10000 rpm
fordulatszamon 15 percig centrifugaltam. Ezt kovetéen ledntottem a feliilluszot, majd a
sejteket 0,2 M pH=6,602 Mcllvaine pufferrel kétszer atmostam ¢€s centrifugaltam. A pufferes
mosas segitségével megtisztitottam a sejteket a szennyezddésektdl, majd 40 ml pufferes
kozegben fagyasztva taroltam. A sejtfeltarast French Press nagynyomasu homogenizator (11.
abra) segitségével végeztem, amelynél a sejtfeltaras alapja a nyomds gyors valtozasa, igy az
intracellularis és az extracellularis nyomasok kiilonbsége. A sejtszuszpenzidt a berendezés
specialis fojtasadba pipettazzuk, majd 20000 psi nyomds segitségével feltarjuk a sejteket, az
igy keletkezd stirli folyadékot kémcsdbe Osszegylijtjiikk. A hatékony sejtfeltaras elvégzése

érdekében haromszor végeztiik el a miiveletet.

Dugattyu

Munkahenger
',/Fo!yadeksugar
Utkoz6 lemez

11. abra: French Press nagynyomasu homogenizator
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4.3.10 A biokonverziés modszer

Biokonverzios kisérleteim célja az alfa-galaktozidaz enzim hidrolizis illetve transzferaz
aktivitasanak vizsgalata 3 féle szubsztratum esetében (raffindz, melibioz és guar gumi). A
reakciokat 1 ml térfogatban vizsgaltam, melyek kiilonb6z6 koncentracidkban tartalmaztk az
egyes szubsztratumokat (raffindz: 2,5; 5; 25; 40%; guar gumi: 0,5%; melibidz: 25; 40%). A
szénhidrat tartalom mellett a pH hatasat is vizsgaltam. Harom féle kémhatast alkalmaztam,
amelyeket a kovetkezd pufferek segitségével biztositottam: pH=7,0 Mcllvaine, pH=7,5 Tris-
HCIl ¢és pH=8,0 Tris-HCI. A reakcidé homérsekletét (37 °C) vizfiirdd segitségével allitottam be.
A biokonverziét 0,5 U a-galaktoziddz enzimmennyiséggel inditottam. A 100 pl kivett
mintdhoz 500 pl Na,COjz oldatot mértem a reakcid leallitadsanak céljabol. A kiilonb6zo

idépontokban vett mintdk szénhidrat osszetételét VRK és HPLC modszerrel vizsgaltam.
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5 KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Bifidobacterium torzsek szaporodasi tulajdonsagai

Hét Bifidobacterium torzs (B. lactis Bb-12; B. longum Bb-46; B. longum DSM 16603,
B. longum B6.1; B. longum A4.8; B. bifidum B3.2; B. breve B9.15) szaporodasi tulajdonsagait
vizsgaltam kiilonboz6 szénforrast tartalmazo TPY tapkozegben. A szaporodas értékelése a
sejtszaporulat, valamint az fermentacios folyamat végtermékei altal okozott pH valtozas
alapjan tortént. A kezdeti és a végso élosejtszamok kozotti kiilonbség képzésével szamitottam

ki sejtszaporulatot. A kapott eredményeket a 12. abran szemléltetem.

A

w
1

élGsejtszam novekedés
[log(tke/ml)]
N

1 -
4
O T T T T T T 1
A48 BB-12 BB-46 DSM B3.2 B6.1 B9.15
16603
Bifidobacterium torzsek
4 -

w
1

él6sejtszam novekedés
[log(tke/ml)]
[y N

O T T T T T T 1
B6.1 A4.8 BB-46 BB-12 DSM B9.15 B3.2
16603
Bifidobacterium torzsek
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4 -
w
‘o
3 3
X —
23
0,
eg’
E
2=1 -
2
Q
o
0 T T T T T T 1
A48 B9.15 B3.2 BB-12 B6.1 BB-46 DSM
16603
Bifidobacterium torzsek
4 —

él6sejtszam névekedés
[log(tke/ml)]
N

0 T T T T T T 1
B3.2 B6.1 BB-12 DSM A4.8 BB-46 B9.15
16603
Bifidobacterium torzsek

12. dbra: A vizsgalt bifidobaktérium térzsek sejtszaporulatai kiilonbozo szénforrasokon

A:Gliikoz B:Raffinoz C:Guar gumi D. Szentjanoskenyér gumi

A Bifidobacterium torzsek szénhidrat hasznositasat vizsgalva jelentds kiilonbségek
lathatok, bar a torzsek valamennyi szénhidraton szaporodtak. A tdrzs szelekcios kisérlet
eredményei megerdsitették azt a hipotézisem, hogy az egyes torzsek szaporodasi
tulajdonsagai kozott jelentds kiilonbségek lehetnek. A kiilonbozé eredetit B. longum torzsek

nagyon eltérd szaporodast mutattak az egyes szénhidratokon.

A csecsemd eredetli B6.1 torzs mutatta a legkisebb szaporulatot gliikdzon, mig oligo-
¢és poliszacharidon tenyésztve a legjobbak kozott volt. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy a
torzsek elOélete, azaz szarmazasi helye jelentds hatast gyakorol a torzsek genetikai
allomanyara, illetve azok fenotipusos megnyilvanuladsira. A sejtszaporulatok alapjan az

egészséges fiatal felndtt eredetli A4.8 torzs ndtt legjobban a négy taptalaj koziil a gliikozos és
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guar gumis tapkozegekben. Raffindzt tartalmazd tapkozegben szintén kiemelkedd
sejthozamot ért el hasonldan a csecsemd eredetli B6.1 torzshdz. Az eredmények megerdsitése
érdekében pH valtozéds alakulasat is vizsgaltam a fermentdcid kezdetén és a 24 Orés

idépontban is. A pH értékeket a 4. tablazatban foglaltam ossze:

4. tablazat: pH értékek alakuldasa a fermentdcio soran

Torzs 0. ora 24. ora

G R GG LBG G R GG LBG
BB-12 6,61 6,88 6,90 6,87 3,93 543 | 5,193 | 5,27
BB-46 6,48 6,70 6,63 6,66 4,05 4,20 5,32 5,31

DSM 16603 | 6,51 6,80 6,70 6,76 3,86 5,65 5,90 5,62

B6.1 552 | 681 | 674 | 672 | 394 | 6,11 | 6,26 | 6,20
B3.2 6,50 | 6,75 | 6,77 | 6,76 | 3,94 | 6,10 | 554 | 6,09
B 9.15 6,50 | 6,76 | 668 | 6,68 | 410 | 438 | 540 | 547
A4.8 6,49 | 6,78 | 6,70 | 6,78 | 3,90 4,2 515 | 512

Az eredmények vizsgalata soran észrevehetd, hogy a 24 o6ras baktériumszaporodasi id6
letelte utan altaldban A4.8 torzsnél voltak a legkisebbek a fermentacié végén tapasztalt pH
értékek. Igy a pH értékek és az ¢élésejtszam adatok alapjan megallapithatd, hogy a
Bifidobacterium longum A4.8 torzs szaporodott legjobban a vizsgalt koriilmények kozott.
Kisérleti céljaim elérése érdekében kiemelésre méltd, hogy ez a térzs jobb szaporulatot
mutatott raffin6z triszacharidon és guar gumin, ugyanakkor kevésbé volt aktiv kevesebb alfa-
galaktozidos kotést tartalmazd szentjanoskenyér gumin. Ezen eredmények birtokdban az alfa-
galaktozidaz enzim tartalma fehérje ecloallitisanak céljara a B. longum A4.8 torzset
valasztottam és az enzim indukci6 elsegitésére a raffindzos tapkozeget (KOVATS, 2010)

alkalmaztam.

5.2 A Bifidobacterium longum A4.8 torzs eredetii a-galaktozidaz tartalmu
fehérje eloallitasa
Az alfa-galaktozidos kotések bonthatdosaganak vizsgalatahoz nagyobb mennyiségii
preparatum eléallitasara volt sziikségem, ennek érdekében laboratériumi fermentorban, 1,5
liter térfogatban raffindzos tapkozegben szaporitottam az el6z6kben kivalasztott torzset. A
fermentorban 1évé steril tapkozeget 150 ml inokulum tenyészettel oltottam be. A fermentor

iranyitasa és a fermentacids paraméterek kovetése szamitogép segitségével tortént.
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A 21 oras fermentacié soran - az optimalis szaporodasi pH értékrél, ami kozel pH=7,0
volt - mintegy két pH érték nagysagi csokkenést tapasztaltam. A sejteket centrifugalassal
kinyertem és haromszori mosast kovetéen a 4.3.9 pontban leirtak szerint sejtfeltarast
végeztem az intracellularis alfa-galaktozidaz enzim kiszabaditasa érdekében. A kapott
fehérjetartalmt oldatot liofileztem. Az igy kapott anyagot tekintettem alfa-galaktozidaz
tartalmu enzimpreparatumnak. Az enzimpreparatum jellemzo adatait az 5. tdblazatban adom

kozre.

. tablazat: Az alfa-galaktozidaz tartalma enzimpreparatum fobb jellemzdi

Tomeg 0,97¢g

974 U/ it
Alfa-galaktozidaz aktivitasok g preparatum

0,227 g fehérje/g preparatum
Specifikus alfa-galaktozidaz aktivitas 4,29 U/mg fehérje

5.3 A biokonverzios kisérletek eredményei

Az alfa-galaktozidaz enzim tartalm(i preparatum alkalmazasaval biokonverziokat
valdsitottam meg melibidz, raffindz és guar gumi szubsztratumokon. Munkdm soran HPLC
analizist, illetve VRK modszert hasznaltam fel a biokonverzio nyomon kovetésére, illetve a

keletkez6 szénhidratok koncentracidjanak meghatarozasara.

5.3.1 Raffin6z és guar gumi bonthatésaga B. longum A4.8 eredetii fehérjével

TDK kutatomunkam fontos részét képezi a B. longum A4.8. torzs altal termelt o-
galaktozidaz enzim hidrolizis aktivitasdnak tanulméanyozdsa. Ennek megvalositasara
biokonverziot inditottam 2,5%-0s és 5%-0s raffin6z szubsztratumon, valamint 0,5%-0s guar
gumit tartalmazo6 szénhidrat oldatban. Mindkét szubsztratum esetén a pH (7; 7,5; 8) hatdsat is

vizsgaltam. A mintavételi idépontok a kovetkezdk voltak: 0, 4, 6, 24 ora.

A kapott eredmények azt mutattak, hogy az alfa-galaktozidaz enzimpreparatum a
raffindzt hidrolizalja, azonban 0,5 %-0s guar gumi szubsztratumon egyik pH beallitas esetén
sem tortént kimutathatd valtozas a szénhidrat Osszetétel tekintetében. Ebben az esetben a

VRK modszerrel csupan poliszacharidokat detektaltam.

A hidrolizis tekintetében az 5% raffindz koncentracio pH=7,0 beallitas bizonyult a

legjobbnak. Ebben az esetben kaptam a legnagyobb mennyiségii hidrolizis terméket a
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biokonverzi6 24. érajaban. E paraméterek mellett megvalositott biokonverzié VRK képe a 13.

abran lathato.

Standard
mix

Fruktoz
Glikéz
Galaktoz

Szacharoz

6

1d6 (6ra)

13. dbra: A hidrolizis és a transzfer aktivitas termékei 5 %-os raffinoz koncentracional, pH=7,0 érték
mellett

A 13. dbran megfigyelhetd, hogy a hidrolizis aktivitds mellett az enzim rendelkezett
transzglikozidaz aktivitassal is, amely ilyen kis szubsztratum koncentracioknal varatlan
reakcio volt. A hidrolizis soran szachar6z, galaktoz €s fruktoz keletkezett, a transzfer aktivitas
kovetkeztében pedig DP4 oligoszacharid szintézise ment végbe. A biokonverzid soran
kimutatott fruktdz hidrolizis termék arra enged kovetkeztetni, hogy a preparatumnak az o-
galaktozidaz enzime mellett invertaz aktivitasa is van. Ezt megerdsitették a HPLC vizsgalatok

eredményei is, ahol a hidrolizis termékek kozott kimutathatd volt a gliikoz jelenléte is.

A HPLC mérés eredményei alapjan megéllapithatd, hogy a DP4 szénhidratok
keletkezésének céljabol kedvezdbb kisérleti beallitasnak az 5 %-os raffin6z koncentracio és a
pH=7,0 érték bizonyult. Ezzel a beallitassal a maximalis DP, oligoszacharid hozam 0,52
g/100 ml volt. A két szénhidrat koncentracid esetén a DP, hozamokat a 14. abran

szemléltetem.
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14. dbra: A pH hatasanak dsszehasonlitasa a transzfer termékek képzédésére 2,5 %-os és 5 %6-0S
raffinoz koncentracio jelenléteben megvalositott biokonverzioknal

5.3.2 A Bifidobacterium longum A4.8 eredetii fehérje altal katalizalt galaktozil
transzfer reakciok raffindz és melibiéz szubsztratumon

crocr

mutatott transzferdz aktivitdsa miatt a tovabbiakban azt vizsgdltam, hogy a szénhidrat
tartalom novelése (és ezzel a vizaktivitds csokkentése is) miként befolydsolja a készitmény
oligoszacharid szintetizald képességét. Tekintettel arra, hogy a raffindz szubsztratumon
megvalositott biokonverzid ravilagitott arra, hogy a raffindz szénhidrat novekedési
szubsztratumként valo alkalmazdsa nemcsak az a-galaktozidaz, hanem béta-fruktozidaz
(invertaz) enzim szintézisét is indukalta. Igy a raffindz mellett csupan alfa-galaktozidos kotést
tartalmazo diszacharidot, a melibidzt is bevontam a biokonverzos kisérletekbe. Az el6zo
kisérletben alkalmazott pH értékek mellett kdvettem az egyes reakciok idobeli lefolyasat.

Mintavételek a biokonverzio 0., 16., 24. és a 42. 6rajaban torténtek.

Eredményeim az mutattdk, hogy raffindz esetében a nagyobb szubsztratum
koncentracid esetén is végbemegy a hidrolizis és a transzfer reakcid. E megéllapitast a 15.
abra is megerdsiti, amely a 25% raffindzon végrehajtott biokonverzié termékeit mutatja

kiilonbdz6 idédpontokban pH=7,0 kdzegben.

32



5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Fruktoz
Glukoz/Galaktoz

Szacharoz

Raffindz
DP,

Idé (ora)

15. dbra: A megvalosult transzfer és hidrolizis reakcio 25 %-os raffinoz koncentracional, pH=7,0

értéken

A VRK képen jol lathato, hogy ezzel a beallitassal is ugyanazok a termékek jelentek
meg, mint kisebb szénhidrat koncentracio esetében. A 40 %-os szubsztratum koncentracional

pH=7,0 értéken a keletkez6 termékek a kdvetkezok: DP,4 oligoszacharid és fruktoz.

A HPLC vizsgalat eredményeinél megfigyelhetd, hogy a felhasznalt raffindz
készitmény esetében mindkét szubsztratum koncentracional és mindharom pH értéken a DP4
szénhidrat tartalom mar a nulladik idépontban jelen volt. Ennek oka valdsziniileg az, hogy a
bemért szénhidrat nem csak raffinozt tartalmazott, hanem valamilyen 4 polimerizacios foka

szénhidrat is volt a felhasznalt termékben.
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16. dbra: A pH hatdsa a transzglikozidaz aktivitasra 25 és 40 %-os raffinoz koncentrdcio esetén

A 16. abran lathato, hogy a két szubsztratum koncentracio kozil a 25 %-0S
koncentraci6 eredményezett nagyobb transzfer aktivitdst. A transzglikoziddz aktivitas

maximalis értékét a 25 %-os raffindz koncentracio, pH=7,0 beéllitasokkal érte el a 72 oras
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idOpontra. Ez szamszertien 0,47 g/100 ml koncentraciot jelent. Ez az érték azonban kisebb
volt az el6z6 biokonverzids kisérlet soran kapott legnagyobb DP4 oligoszacharid hozamnal
(0,52 g/100ml), melyet 5% raffin6z koncentracidé esetében kaptam a biokonverzid 24.

orajaban pH=7,0 értéken.
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17. abra: A szénhidrat koncentrdciok valtozasa a HPLC analizis eredményei alapjan

A 17. abran lathat6 a pH=7,0 érték és 25 %-os szubsztratum koncentracio alkalmazasa
esetén a szénhidratok mennyiségének valtozasa. Megfigyelhet6 a DP, oligoszacharidok
koncentracidéjanak ndvekedése a reakcid iddtartama alatt, illetve a hidrolizis Utjan képzett
szachar6z tovabb bontdsa monoszacharidokka (glikéz, fruktéz/galakt6z). A HPLC és VRK
modszerrel kapott értékek alapjan feltételezhetd, hogy az enzim e paraméterek mellett is

galaktdz transzfer segitségével allitott el6 DP4oligoszacharidokat termékként.

Kovetkeztetésként elmondhatdé, hogy a transzfer termék Iétrehozésa érdekében
hosszabb ideig kellene vizsgalni a biokonverzid alakulasat és a maximalis mennyiség
biztositdsa érdekében optimalni sziikséges az enzim/szubsztrdtum aranyt. A biokonverzid
jobb megértése ¢érdekében informdciot kell szerezni a prepardtum béta-fruktozidaz
aktivitdsarol, illetve egyéb kisérd enzim aktivitisara vonatkozoan. Tovabba részletesebb
szénhidrat analizis alapjan kovetkeztethetiink a reakcid mechanizmusara. A raffindz
szubsztratum alfa-galaktozidos kotésének bonthatosdgat érdemes lenne fehérje kicsapast

kdvetden tisztitott galaktozidaz enzimmel is megvaldsitani.
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Az alfa-galaktozidaz enzim mitkkodésének feltarasa céljabol biokonverzids kisérleteket
valositottam meg alfa-galaktozidos kotést tartalmazo diszachariddal, a melibiézzal ugyanazon

paraméterek mellett, mint a raffin6z esetében.
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18. dbra: A DP; oligoszacharid mennyiségének valtozasa kiilonbozd melibioz koncentraciok és pH

ertékek esetéen

A 18. abran lathat6, hogy a melibioz esetében az alkalmazott két szénhidrat
koncentracio, jelentds eltérést mutatott az oligoszacharidok (DP3) képzodése tekintetében. Az
alkalmazott paraméterek koziil a 40 %-os melibioz, pH=7,0 bedllitas volt a legmegfelelobb.
Ebben az esetben 1,62 g/100 ml oligoszacharid hozamot értem el. Az egyes szénhidratok

mennyiségének alakuldsa az emlitett paraméterek mellett a kovetkezd, 19. abran lathato.
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19. dbra: A szénhidrat Osszetétel valtozasa 40 % melibioz szubsztratum esetén pH=7,0 értéken
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Megfigyelhetd, hogy a reakcid soran a DP3 oligoszacharidok mellett monoszacharid
(glikoz, galaktoz) termékek is képzddtek, illetve a DP3 oligoszacharid koncentracio
novekedett. A gliikkdz és a galaktdz koncentracidjanak valtozasat elemezve kovetkeztethetiink
arra, hogy galaktdz transzfert katalizalt az enzim preparatum, ugyanis az enzim mikodése
soran kevesebb galaktoéz keletkezett. A kapott eredményeket VRK moddszerrel is

megerositettiik.

Hasonlé eredményeket kaptak Broek és munkatarsai (1999), akik Bifidobacterium
adolescentis eredetii alfa-galaktozidaz enzim hidrolizis és transzferaz aktivitasat vizsgaltak
melibidz és sztachidz szubsztratumokon, pH=8,0 értéken és 40 °C-on. Munkéjuk soran az
alkalmazott enzim hidrolizis aktivitdsa mellett transzglikozidaz aktivitdst is mutatott. A
biokonverzié termékei melibidz szubsztraitum esetén galaktdz és glilkdz monoszacharidok,
mig sztachidoz szubsztratum esetén galaktoz keletkezett. Mindkét szubsztratum esetében
bizonyitottak, hogy a vizsgalt alfa-galaktozidaz enzim felhasznalhaté a-galakto-

oligoszacharidok eldallitdsahoz.

A biokonverzios kisérleteim eredményeit 9sszefoglalva elmondhato, hogy a B. longum
A4.8 torzs eredetli alfa-galaktoziddz enzim az alfa-galaktozid kotések hidrolizisével
parhuzamosan alfa-galaktozidos kotések kiépitésére is képes. Ennek bizonyitéka a melibiozon
megvalositott biokonverzid. Tovabbi feladatot jelent a transzfer rekcidé hozamanak
novelésének érdekében az enzim/szubsztratum ardny optimaldsa, valamint a reakcio id6
meghatarozasa. A kapott eredmények azonban jo alapot biztositanak és igéretesnek tlinnek

galakto-oligoszacharidok elballitasa szempontjabol.

Céljaink kozott szerepel mas paraméterek (pl. homérséklet, enzim: szubsztratum

arany, ionok, szerves olddszer adagolas) hatasanak tanulmanyozésa is.

A raffindz szubsztrdtumon megvaldsitott biokonverzidk megvaldsitdsa rdiranyitja a
figyelmet arra, hogy két enzim egyiittmiikodése/szinergizmusa hasznos eszkoz lehet az
oligoszacharidok szintézisében. Ennek bizonyitasdhoz részletesebb és racionalisan tervezett

kisérletek, valamint mélyebb szénhidrat-kémiai ismeretek sziikségesek
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A raffinoz triszacharodon eldallitott alfa-galaktozidaz aktivitassal rendelkez6 enzimpreparatum
nem hidrolizalta a guar eredetli galaktomannant. Ez az eredmény nem meglepd, hiszen
irodalmi adatok is bizonyitjak, hogy egyes szervezetek tobb alfa-galaktozidaz enzimet is
szintetizalnak, amelyek szubsztratum specifitasa is eltérd. Rezessyné (2003) dolgozatdban
szintén beszamol egy olyan Thermomyces lanuginosus eredetii oligoszacharidon szintetizalt
enzimrdl, amely nem mutatott aktivitast galaktomannan szubsztratumon csupan lancvégi alfa-
galaktozidos kotéseket hidrolizalta. Ademark és munkatarsai (2001) négy Aspergillus niger
eredetll alfa-galaktozidaz enzimet izolalt. Ezek koziil az a-Gal II, III és IV enzimek nagyon
hasonld szerkezetli izoenzimeknek tlintek, mig az a-Gal 1 teljesen eltérd tulajdonsaggal
rendelkezett. Az o-Gal II, III és IV enzimek nemcsak a melibidzbol, raffindzbol és
sztachi6zbol szabaditottak fel galaktdzt, hanem a galaktomannanokbol is. Ugyanakkor az -
Gal 1 csak mannoziddz enzimmel egyiittmikodésben szabaditott fel galaktozt a

galaktomannanokbol.

Raffindz szubsztratumon végzett biokonverziok soran kideriilt az alkalmazott
szubsztratum szennyezettsége, valamint az is, hogy az eldallitott enzimpreparatumnak béta-
fruktozidaz aktivitasa is van. A hidrolizis mellett transzfer reakciobol szarmazé termékeket is
detektaltam. Ez rairanyitotta a figyelmet arra, hogy tobb enzimes rendszer is sikeresen

alkalmazhat6 lenne oligoszacharidok enzimes szintéziséhez.

Alfa-galaktozidos kotést tartalmazé melibidz szubsztratomon megvalositott biokonverzio
eredményei bizonyitottak, hogy a B. longum A4.8 t6rzs altal szintetizalt alfa-galaktozidaz
enzim a hidrolitikus aktivitds mellett rendelkezik transzfer aktivitassal is. Ezen eredmény
igéretes lehet prebiotikus hatassal bir6 oligoszacharidok szintézisére. Ha sikertil az ¢lelmiszer-
feldolgozasban alkalmazandé probiotikus mikroorganizmusbol szarmazdé enzimmel
prebiotikus oligoszacharidot eldallitani, akkor ezzel megalapozhaté lenne az integralt

szinbiotikumok eldallitasa (PLAYNE et al., 2004).
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A bifidobaktériumok az emberi és allati bélrendszer alland6 lakoi, szamukat az étkezési
szokasok, antibiotikum fogyasztéas, valamint a stressz is befolyasolja. Az egészséges Szervezet
fenntartasahoz  biztositanunk kell a Dbifidobaktériumok megfeleld mennyiségét a
bélmikrobiotan beliil, ennek céljabol fogyaszthatunk olyan élelmiszereket, illetve probiotikum
tartalma  gyodgyszerkészitményeket, amelyek novelik aktivitdsukat ¢€s szamukat a
vastagbélben. Tovabba taplalkozasunk soran felhasznalhatunk olyan nem emészthetd
¢lelmiszer Osszetevoket is, amelyek eldsegitik az egészség szempontjabdl fontos baktériumok
szamat a beéltraktusban, ezek az Un. prebiotikumok. A bifidobaktériumok mas
bélbaktériumokhoz hasonloan intracellularis alfa-galaktoziddz enzimiik segitségével
hasznositjadk a nem emészthetd, antinutritiv alfa-galakto-oligoszacharidokat, igy TDK
munkam célkitlizése alfa-galaktozidazt tartalmazd enzimpreparatum eldallitdsa, illetve
hidrolizis €s transzfer aktivitdsanak vizsgalata kiilonbozé a-galaktozidos kotést tartalmazo
szubsztratumokon.

TDK kutatomunkam soran elsOként torzsszelekcios kisérletet végeztem hét
bifidobaktérium torzs bevonasaval, hogy kivalasszam az alfa-galaktozidos kotéseket
tartalmazo szubsztratumokon melyik torzs mutatja a legjobb szaporodd képességet. Ennek
megallapitasara az €locsiraszam és a pH csokkenés egyiittes értékelése szolgalt. Eredményeim
alapjan alfa-galaktozidaz enzim tartalmu preparatum el6allitashoz a Bifidobacterium longum
A4.8 torzset ¢és az enzim indukaldsara kivaldéan alkalmas raffin6z tartalma tapkozeget
valasztottam. Az enzimfermentacidt 1,5 literes fermentorban 37°C-on, anaerob
koriilményeket biztositva valdsitottam meg. A kapott biomasszatomeget centrifugaldssal
kinyertem ¢s haromszori mosast kovetden sejtfeltarast végeztem az intracellularis alfa-
galaktozidaz enzim kinyerése érdekében. A kapott fehérjetartalmu oldatot liofileztem. Az igy
kapott anyagot tekintettem alfa-galaktozidaz tartalmi enzimpreparatumnak. Az
enzimpreparatum tovabbi tisztitdsa nem szerepelt a terveim kozott, mivel az intracellularis
enzimek tisztitott formdja nagyon instabil €és ezért természetes kornyezetiik meghagyasaval
kivantam alkalmazni a biokonverzios kisérletekben.

Biokonverzids kisérleteimet kiilonb6zd kémiai szerkezetli a-galaktozid kotéseket
tartalmaz6 oligoszacharidokon (melibidz és raffindz), valamint guar eredetli galaktomannan
szubsztratumon valdsitottam meg. Kiilonbozd szubsztratum koncentraciokat alkalmazva
vizsgaltam a termékosszetétel alakulasat, tovabba informaciot kivantam kapni a pH hataséara

vonatkozoan is. Megallapithatd volt, hogy az adott reakciokoriilmények kozott, az altalam
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alkalmazott nyers enzimpreparatum hidrolizalta a raffindz és a melibioz (o-galakto-
oligoszacharid) szénhidratokat, ugyanakkor a vizsgalati koriilmények kozott guar eredetii
galaktomannan szubsztratumon termékképzddést nem detektdltam. Ez az eredmény nem
meglepd, mivel kiilonboz6 szervezetek esetében is leirtdk, hogy tobb alfa-galaktozidaz
enzimet is szintetizdlnak, amelyek szubsztratum specifitdsa is eltérd. Rezessyné (2003)
dolgozataban szintén beszamol egy olyan Thermomyces lanuginosus eredetii oligoszacharidon
szintetizalt enzimrél, amely nem mutatott aktivitast galaktomanndn szubsztratumon csupan
lancvégi alfa-galaktozidos kotéseket hidrolizalta. Ademark és munkatarsai (2001) négy
Aspergillus niger eredetli alfa-galaktozidaz enzimet izolalt. Ezek koziil az a-Gal II, III és IV
enzimek nagyon hasonld szerkezetli izoenzimeknek tlintek, mig az o-Gal I teljesen eltérd
tulajdonsaggal rendelkezett. Az o-Gal II, III és IV enzimek nemcsak a melibidzbol,
raffindzbol és sztachidozbdl szabaditottak fel galaktozt, hanem a galaktomannanokbol is.
Ugyanakkor az o-Gal I csak mannozidaz enzimmel egylittmiikodésben szabaditott fel
galaktozt a galaktomannanokbol.

A melibidz szubsztratumon megvaldsitott biokonverzios kisérleteim bizonyitottak, hogy
Bifidobacterium longum A4.8 alfa-galaktozidaz enzim a hidrolizis mellett transzfer reakciot is
katalizal. A raffindz szubsztratumon megvalositott biokonverziok termék skalajanak analizise
soran fény deriilt arra, hogy az eldallitott enzimpreparatum az alfa-galaktoziddz enzim mellett
béta-fruktoziddz enzimet is tartalmaz, mivel a galaktéz mellett glikéz ¢és fruktoz
felszabadulast is regisztraltunk. Ugyanakkor ebben az esetben is detektalhatd volt magasabb
polimerizacios fokkal rendelkez6 oligoszacharidok képzddése. Tovabbi feladatot jelent annak
kideritése, hogy milyen az egylittmikodés/szinergizmus a két enzim kozott és ez hogyan
aknazhato ki oligoszacharidok szintézisére.

Kisérleti eredményeim alapjaul szolgalhat oligoszacharidok enzimes szintéziséhez. Ezen
oligoszacharidok kozott megtaldlhatok prebiotikumként hasznosithatd szénhidratok is. A
probiotikum ¢és a prebiotikum egyiittes alkalmazasa révén szinbiotikum jon létre. Integralt
szinbiotikumoknak nevezziik az olyan élelmiszer-Osszetevoket, amikor a  cél
mikroorganizmus enzimének felhasznalasaval allitanak elé a prebiotikumot (PLAYNE et al.,
2004). Kisérleti eredményeim igéretesek abbol a szempontbol, hogy ravilagitanak az integralt
szinbiotikum létrehozasanak lehetdségére. Mivel a fogyasztoi érdeklédés egyre nagyobb az
egészségmegOrzést és a betegségek kockazatat csokkentd funkciondlis élelmiszerek irant, igy
az integralt szinbiotikumok felhaszndldsa az ¢élelmiszer-feldolgozasban a jovo egyik alapvetd

technologiaja lehet.
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