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1 BEVEZETES

Az utébbi idokben az oligoszacharidokkal kapcsolatos kutatdsok intenzitdsanak ndvekedése
volt tapasztalhato. E kutatdsok tobbek kozott az oligoszacharidok élettani jelentéségével,
kiilonb6z6 mikroorganizmusokkal (foként a tejsavbaktériumokkal és bifidobaktériumokkal)
valo kolcsonhatasaval, valamint az eldallitasi és alkalmazasi lehetdségiikkel foglalkoznak. Az
oligoszacharidok el@allitasa iranti nagy igény annak koszonhetd, hogy szamos bizonyitott
jétékony élettani hatassal birnak, amelyek kozul az egyik legfontosabb a bélbetegségek elleni
védelemben val6 szerepiik. Hatasuk abban nyilvanul meg, hogy serkentik a vastagbélben ¢é16
probiotikus baktériumok (féként Lactobacillus és Bifidobacterium fajok) ndvekedését és
aktivitasat, ezaltal a vastagbél szaméara védelmet biztositanak egyes bélpatogének ellen
(Losada & Olleros, 2001).

Az oligoszacharidok eldallitasa kétféle modon valosithaté meg, kémiai, illetve enzimes uton.
A kémiai eljardsnak egyik hatranya a melléktermék(ek) képzédése, amely lehetetlenné teszi a
modszer alkalmazéasat gyodgyszeripari vagy élelmiszeripari célra. Az enzimes eldallitas a
specifikussdg miatt szdmos elénnyel rendelkezik a kémiaival szemben. Koztiikk megemlitendd
az enzim rogzitésének lehetdsége, melynek koszonhetden stabilabba, ellenallobba valhat az
enzim, valamint folytonosithatova teheté az oligoszacharidok szintézise. Ilyen technologia
alkalmazasaval koltséghatékonyabb az el6allitasuk (Perugino et al., 2004). Ma mar szdmos
oligoszacharid eldéllitasa iparilag megvalositott, azonban vannak olyan oligoszacharidok,
amelyek szintetizalhatdsagarol, élettani hatasardl még kevés informacié all rendelkezésunkre.
Ilyen oligoszacharidok pl. a laktulo-oligoszacharidok. A laktuléz egy fruktéz és egy galakt6z
egységbdl allo diszacharid, amelyet a laktdoz izomerizaciojaval allitanak el6 (Amine et al,
2000; Aider & Halleux, 2007). A laktulézrél mar bebizonyitottdk, hogy kuldéndsen jo
ndvekedési faktort jelent a probiotikus baktériumok szdmara. Emellett leirtak a székrekedés és
a majeredetti agyveld-bantalom elleni gyogyité hatasat is (Crittenden & Playne, 1996).
Cardelle-Corbas eés munkatarsai  (2008) kimutattdk, hogy a Pectinex ultra
enzimkészitményben talalhaté R-galaktozidaz enzim is, mely galaktozil-transzferaz aktivitasa
révén képes oligoszacharidokat szintetizalni ezen a szubsztratumon.

A kutatomunkamban célul tliztem ki a Pectinex ultra enzimkészitmény kovalens rogzitését,
valamint a rogzitett fehérjepreparatum vizsgalatat, kilonos tekintettel a R-galaktozidaz

aktivitasra, illetve a laktuloz alapu oligoszacharid eléallitasra.



2 IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Oligoszacharidok

Az oligoszacharidok a természetben t6bbnyire tejben és gabonandvényekben eléforduld, Kis
molekulasulyt, kb. 3-10 monoszacharid egységb6l allo szénhidratok (Rivero-Urgell &
Santamaria-Orleans, 2001; Koch et al., 1951; Weijers et al., 2008). Edesit értékiik altalaban
30-60 %-a a szachar6zénak, de ez tobb tényezotdl is fiigg (pl. a lanchosszusagtol, a termék
mono- és diszacharid komponenseinek aranyatol) (Crittenen & Playne, 1996; Roberfroid &
Slavin, 2000). Ezen szénhidratok vizben oldddnak, nincs kellemetlen izik (Tokomatsu,
1994). Az oligoszacharidok kinyerhet6k kozvetleniil a természetes forrasukbol, de akar
mestersegesen is eléallithatok. Taplalkozas-élettani  szempontbol megkuldnbdztetiink
emészthetd és nem emészthetd oligoszacharidokat. Az utobbi esetben az emészthetetlenség
abbdl adodik, hogy az emberi szervezet nem rendelkezik olyan enzimmel/enzimekkel,
amely(ek) az oligoszacharidok kotéseit hidrolizalna (Crittenden & Playne, 1996;
Musatto & Mancilha, 2007). A nem emészthetd oligoszacharidok lanchosszusaguk,

monoszacharid 0sszetételik, elagazasi mértékuk, illetve tisztasaguk szerint is eltérhetnek.

2.1.1 Elelmiszeripari felhasznalas

Az utébbi 1ddben, bizonyos oligoszacharidokat az emberi szervezetre gyakorolt szamos
jotékony hatasuknak ¢és emészthetetlenségiiknek koszonhetéen gyakran funkcionalis
(elsésorban prebiotikus és szinbiotikus) élelmiszerek Osszetevdjeként, sokszor bifidogén
szubsztratumkeént tartjdk szamon (Rivero-Urgell & Santamaria-Orleans, 2001; Roberfroid &
Slavin, 2000). Ilyen funkciondlis oligoszacharidok tobbek koz6tt az izomalto-
oligoszacharidok, a szdjabab eredetli oligoszacharidok, a frukto-oligoszacharidok, illetve a
galakto-oligoszacharidok is (Tokomatsu, 1994), amelyek megfelelnek azon feltételeknek,
hogy az emésztés sordn a felsd béltraktusban nem bontodnak le, illetve a bifidogén
baktériumok szamara specifikus szubsztratumként szolgalnak a vastagbélben. A frukto- és a
galakto-oligoszacharidok egyike azon oligoszacharidoknak, amelyek ,,specidlis gyogyaszati
célra alkalmas ¢lelmiszerekként” hivatalosan is elismertek (Tokomatsu, 1994). Ezen
oligoszacharidok elsésorban kiilonb6zé csecsemé tapszerekben (kihasznalva ezzel az anyatej
eredetli oligoszacharidok jotékony hatasat) (Rivero-Urgell & Santamaria-Orleans, 2001),
gabonapelyhekben és egyéb liszttermékekben fordulnak el6 (Nakazawa et al., 2000). Mivel az
oligoszacharidok &ltalaban alacsony kaldriatartalmaak (kb. 1,5-2,0 kcal/kg kozott valtozik),



igy kiilonbozd diabetikus és alacsony kaldriatartalmu élelmiszerekhez is felhasznalhatok
(Musatto & Mancilha, 2007). Relativ alacsony édesitéértékiiknek koszonhetden kivaldan
alkalmasak olyan élelmiszerck Osszetevéjeként, amelyeknél nem megengedett a tulzott
édesseg. Ezenkivil alkalmasak még az élelmiszerek viszkozitdsanak novelésére (viszonylag
nagy molekula tomegik miatt), a fagypont eltoldsara, a Maillard reakcio altal okozott
barnulds szabalyozésara, a tdlzott kiszaradds megakadalyozésara, illetve az alacsony
vizaktivitas kialakitasara is (Crittenden & Playne, 1996). Az oligoszacharidok fizikailag stabil
vegylletek, ezért konnyedén hozzaadhatok kiilonb6zé feldolgozott élelmiszerekhez és
italokhoz (Tokomatsu, 1994).

2.1.2 Elettani hatas

Az oligoszacharidok élettani hatds szempontjabol sokrétii szerepet jatszanak az emberi
szervezetben. Hozzajarulhatnak egyrészt az idegrendszeri fejlédéshez, ugyanis a szervezetben
monoszacharidokka, tébbek kozott D-gliikozokra és D-galaktézokra hidrolizaldédhatnak,
amelyek kedvezden hatnak az agyra (Rivero-Urgell & Santamaria-Orleans, 2001). Tovabba a
nem emészthetd oligoszacharidok prebiotikus hatdssal rendelkezhetnek. A prebiotikumok az
emésztorendszer felsd szakaszdban nem emésztddnek, igy valtozatlanul eljuthatnak a
vastagbélig, ahol kémiai szerkezetiiknek koszonhetéen specifikus szubsztratumként
szolgalnak a probiotikus mikroorganizmusok szamara (Crittenden & Playne, 1996). Ezek az
oligoszacharidok élelmi rostoknak is tekinthetdk (Delzenne & Roberfroid, 1994; Roberfroid
& Slavin, 2000), azonban a napi szlikséglet e szénhidratoknal kisebb. A prebiotikus
oligoszacharidok a vastagbélbe jutva bifidogén sajatossaguknak koszonhetéen stimulaljak a
probiotikus bakteriumok (féként Lactobacillus és Bifidobacterium fajok) novekedését és
metabolikus aktivitasat (Losada & Olleros, 2001), el6idézve a vastagbél pH-janak
csOkkeneséet (a tejsav- és ecetsavtermelés kovetkeztében), ezaltal pedig elpusztitva szamos
patogén baktériumot a bélflordban (Tanaka et al., 1983). Mindezeknek koszonhetéen
kedvezéen modositjak a vastagbél mikroflorajanak Osszetételét. Az oligoszacharidok
vastagbélben torténd fermentalhatosaga fligg a polimerizacios foktol, a glikozidos kotés
tipusatol, az eldgazdsok mértékétdl, a baktériumok kozti szinergidtol, az oligoszacharid-
baktérium-fermentacios termék kozti kapcsolattol, a fermentacid természetétsl, valamint a

szacharolitikus kapacitastdl (Voragen, 1998).



A tejsav fermentacioval jar6 pH csokkenésnek koszonhetéen ezek az oligoszacharidok
képesek csokkenteni az emésztérendszeri, a kivalaszto rendszeri és a 1égiti fertézések, illetve
bizonyos rakos betegségek (pl. a vastagbél - és a vegbélrak) kialakulasanak a kockazatat
(Shimuhara, 1987; Simon & Gorbach, 1987). Az oligoszacharidok gatolhatjak az
immunvalasz reakciék megindulasat is (Mitsouka, 1990; Drasar & Hill, 1974). Fertézés gatld
hatasuk is abbol adodik, hogy kompetitiv receptorokkal rendelkezve meg tudjak gatolni a
patogének a bél hamfeliletéhez torténd kotédését. Tehat kozvetett (a beél pH-értékének
csokkentésével), illetve kozvetlen (a patogének ,,félrevezetésével”) modon is védelmi szerepet
jatszanak a kiilonboz6 fertézéses betegségek ellen (Kunz & Rudloff, 1993). Mivel a
szajuregben sem bontddnak le, igy nem okoznak fogszuvasodast (Bloch & Thomson, 1995).

Egyes kutatok szerint tulzott mennyiségben valé fogyasztasuk sem ajanlott, hiszen
bélpanaszokat, puffadast és akar hasmenést is okozhatnak a tulzottan nagy mennyiségi

gazképzodés eldidézése és ozmotikus hatasuk miatt (Roberfroid & Slavin, 2000).

2.1.3 Enzimes eloallitas

Hagyomanyosan kémiai Uton torténik az oligoszacharidok szintézise, de a kémiai mddszerrel
torténd eloallitas nagyon bonyolult és sok 1épést igényel, mivel az oligoszacharidok, mint
altaldban a szénhidratok, szamos hasonld reaktiv hidroxil csoporttal rendelkeznek, igy csak
tobb 1épésben lehet elérni a régid specifitast (Nilsson, 1988). Tovabbi hatranyként emlithetd,
hogy az alkalmazando vegyszerek altaldban dragak, alacsony a termékhozam és jelentés a
melléktermék képzédés, igy ipari fOleg élelmiszer- €s gyogyszeripari célokra szant
eldallitasuk nehezen megvalodsithato.

Manapsag foként az enzimes eljarés terjedt el (Canedo et al., 1999; Chitradon et al., 2000;
Homann & Seibel, 2009). Ez annak kdszonhetd, hogy az enzimes eléallitas szamos elénnyel
rendelkezik a kémiaival szemben. Egyrészt ezzel a modszerrel elkeriilhetéek a nem Kkivant
melléktermékek keletkezése (pl. izomer oliszacharidok), illetve nagy regi6 - és
sztereospecifitas is elérheté (Moracci et al., 2001; Shetty et al., 2006). Tovabbi fontos
eloényei, hogy az enzimes el6allitasnal lehetéség van rogzitésre, melynek koszonhetéen
stabilabba (az aktiv konformécié rogzitésével), ellendllovad valhat az enzim, valamint
folytonossa tehetd az oligoszacharidok szintézise. Ilyen technoldgia alkalmazésaval
koltséghatékonyabb az oligoszacharidok eléallitasa (Perugino et al., 2004), hiszen a kémiai
modszerrel ellentétben, akér egy reakcidlépésben is vegbemehetnek (Polastro et al., 1989). Az

enzimrogzités tovabbi elényeit a 2.3. fejezetben részletezem.



A kiilonb6z6 oligoszacharidok enzimes eldallitdisa haromféle mddon lehetséges,
poliszacharidok hidrolizisével, reverz hidrolizissel valamint transzglikozilezéssel. Egyes

oligoszacharidok enzimes eldallitasara példak az 1. abran lathatok.

EXT. = extrakcio
TG = transzglikozilacio
H = hidrolizis
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1. abra: Néhany nem emészthet6 oligoszacharid enzimes eléallitasanak sémaja
(Sako et al., 1999)



2.1.3.1 Oligoszacharidok eldallitasa enzimes hidrolizissel

A hidrolazok azon enzimek f6 csoportja, amelyek a hidrolizist katalizaljak. Nomenklaturailag
ezek az EC.3. fbécsoporthoz tartoznak, amely szdmos alcsoportot foglal magdban. A
hidrolazok egyik fontos jellemzdje, hogy a szubsztratumot vizfelvétel segitségével hasitjak
termékekre. A 2. abran a hidrolizis reakcio altalanos sémajat mutatom be, melyen jol lathato,
hogy a viz molekula OH-csoportja a szubsztratum Y-komponensére, mig a viz protonja az X
komponensre kerll. EIméletileg a hidroxil csoport az X-komponenshez is kétddhet (Sevella,
2011; Wiseman, 1975).

X =Y +H;0 HX + YOH

2. A&bra: Hidrolizis reakcio képlete (Sevella, 2011)

A hidrolazok egyik jelentds képviseldi a glikozidazok (EC. 3.2), melyek a poliszacharidokban
1évé glikozidos kotések lebontasaért feleldsek. Két tipusa 1étezik: a glikozidos kotésekre nem
specifikusok, illetve a specifikusok, melyekkel nagy régioszelektivitast tudunk elérni. Az
utobbi tipushoz tartozik tobbek kozott az invertaz, az a-glikozidaz és a R-galaktozidaz.

A glikozidazokon belil megkllonbdzhetink exo- és endo-glikozidazokat is. Az
exoglikozidazok a poliszacharidok (illetve az oligoszacharidok) nem-redukal6 végein, mig az
endoglikozidazok a lancon belll hasitjdk a glikozidos kotéseket. Az oligoszacharidok
eléallitasara altalaban endo-glikozidazokat alkalmaznak.

A glikozidazok csoportosithatok a szerint is, hogy az altaluk katalizalt reakcié folyaman
megtartjak-e (megtartd glikozidazok) vagy megvaltoztatjak (invertal6 glikozidazok) a donor
molekula anomer kdtésének sztereokémiajat. Invertald enzimek kdzé tartozik a B-galaktozidaz
és az invertaz enzim is, a megtartd enzimek pedig egy jelentds képvisel6je az a-amildz. A
glikozidazok specializalodhatnak homo- (csak szénhidrattartalmu), illetve heteroglikozid
(nemcsak szénhidrattartalmu) lancok bontdsara is. Az elébbick a holozidazok (pl. a
glukozidazok) az utdbbiak pedig a heterozidazok (van Rantwijk et al., 1999).

Az oligoszacharidok kozil példaul frukto-oligoszacharidok inulinbdl, illetve malto-
oligoszacharidok keményitobdl torténd eldallitasdban jatszik jelentds szerepet a hidrolizis
aktivitas, amelynek bemutatasara szakirodalomban is talalhatunk peldakat (Kim et al., 1999).
Inulinbdl endo-inulinaz enzimmel torténd frukto-oligoszacharidok eldallitasaval Kim és
munkatarsai foglalkoztak (1999), tanulmanyuk soran elért maximalis termékhozam tobb mint

80%-o0s volt. A frukto-oligoszacharidok, bifidogen hatasuk réven nagy szerepet jatszanak az


http://link.springer.com/article/10.1007/s00253-008-1827-1/fulltext.html#CR17

egészségmegOrzésében ¢és e szénhidrdtok egyike a funkciondlis élelmiszerekben
legelterjedtebben alkalmazott 6sszetevoknek. Emellett édesitdszerként is alkalmasak a cukrok
helyettesitésére (Chi et al., 2009; Lo'pez-Molina et al., 2005).

2.1.3.2 Oligoszacharidok eldallitasa enzimes transzfer reakcioval
A transzfer reakcio sordn monoszacharid egysegek szallitdsa torténik donor molekulardl

akceptor molekulara, mely soran oligoszacharidok szintetizalodnak.

A transzglikozilezés semajéat a 3. bra szemlélteti.

R-0O-R, + |[ROH =———=R,-0-R, + R,-OH

glikozildonor akceptor termek glikozid melléktermék

3. abra: Transzglikozilezés altalanos képlete (Sevella, 2011)

A fenti reakcioban az akceptor helyén lehet alkohol, mono-, di- és poliszacharid, illetve a
termék helyén lehet glikozid, mono-, di- és poliszacharid is. Mind a donorok, mind az
akceptorok  lehetnek  helyettesitett  szénhidratszarmazékok. Az  oligoszacharidok
transzglikolizissel tortén6 eldallitisa mind glikozidaz, mind glikozil-transzferdz enzimek

alkalmazasaval lehetséges.

Glikozil-transzerazok

A glikozil-transzferdzok a monoszacharidok sztereo- és régidspecifikus atvitelét katalizaljak.
Ennek  koszonhetéen alapvetd szerepet jatszanak  kiilonb6z6  oligoszacharidok,
poliszacharidok és diszacharidok szintézisében. Altaldban a glikozidazokhoz képest a
glikozil-transzferazok nagyobb régio— és sztereospecifitassal rendelkeznek, ezaltal kénnyebb
egy kivant oligoszacharid el6allitaisa. Magas termékhozamuknak és a nagy akceptor
specifitasuknak koszonhetéen széles korben alkalmazzak oligoszacharidok szintézisére
(Shetty et al., 2006). A sikeres transzglikolizaciorol eldszor azt feltételezték, hogy
elengedhetetlen a nagy energiatartalmi foszfatkotés jelenléte. Kés6bb azonban kimutattdk,
hogy az enzimtdl fiiggden anélkiil is végbe mehet a reakcid, hogy a donor ,,aktivalasara”
lenne sziikség. Ebbdl a szempontbdl az enzimcsoportnak kétféle tipusa létezik. Az egyik,
amelyik a donor aktivalasat igényli (Leloir transzferazok), a masik pedig, amelyiknek nincs

szliksége ehhez a transzglikozilécid sikeres lezajlasahoz (non-Leloir transzferazok) (Weijers
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et al., 2008; Sevella, 2011). A glikozil-transzferazok megkiilonboztethetok aszerint is, hogy
milyen cukoregységeket visznek at, illetve, hogy milyen az akceptor specifitasuk (Shetty et
al., 2006). A glikozil-transzferazokat jelenleg 60 csaladba soroljadk Coutinho és Henrissat
(1999) altal felallitott szekvencia szerinti besorolas alapjan. Glikozil-transzferazzal torténd
szintézisre példat a 4. abradn mutatok be, ahol UDP az uridin-5’-difoszfat, UTP az uridin-5’-
trifoszfat, Gal-UDP az uridin-5’-difoszfat-galakt6z, Glc-UDP az uridin-5’-difoszfat-glikoz,
PP a pirofoszfat, P a szabad foszfat, Glc-1-P a gliikdz-1-foszfat, Glc-6-P a gluk6z-6-foszfat,
GIcNAc az N-acetil-glikézamin és GalR(1-4)GIcNAc az N-acetil-laktézamin.

! Galaktozil-transzferaz

Gal-UDP | — » Galf(1-4)GlcNAc
n - — |
Iff’ \\-
., i | . S
UDP-galaktéz GlcNAC ‘ UDP
4'-epimeraz : —r—_ 1 Foszfopiruvat
Piruvat | —
_ kinaz |
UDP-glitkoz v | Piruvat
I : pirofoszforilaz - |
Gle-UDP | = —— — uTeP
e N\
. v _ A Foszfoglilkomutaz _
PP Gle-1-P | = > | Glo-6-P

lPirnfn szfataz

7]

4. &bra: N-acetil-laktézamin eléallitasa galaktozil-transzferdz enzimmel (Shetty et al., 2006)

Glikozidazok

A glikozidaz enzimek alkalmazasa is rendkiviil népszeri oligoszacharidok szintéziséhez
(annak ellenére, hogy gyakran csak alacsony régidszelektivitast érhetiink el velik), mivel
konnyedén  hozzaférhetok  (eléfordulhatnak pl. novényi és  allati  sejtekben,
mikroorganizmusokban és virusokban), hasznélatuk viszonylag gazdasdgos, emellett
kofaktorok nelkdil is tudnak katalizalni (Shetty et al., 2006).

A glikozidazok transzferaz aktivitdsaval torténd oligoszacharid eldéllitasara is talalhatunk

példakat, amelyeknek a sémai az 5. bran, illetve a 6. abran lathatdk.
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5. &bra: Laktézbdl torténé galakto-oligoszacharid szintézis a R-galaktozidaz enzim
transzfer aktivitasanak felhasznalasaval
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6. abra: Szacharézbol torténé frukto-oligoszacharid szintézis az invertaz enzim transzfer
aktivitasanak felhasznalasaval



2.1.3.3 Oligoszacharidok eléallitasa reverz hidrolizissel

A reverz hidrolizis (equiblibrum conrolled synthesis) egyik célja a reakcid egyensulyanak
termékképzés felé torténd eltolasa, amely az enzim termodinamikailag kontrollalt
megforditott katalizacidjan alapul. A reverzié glikozidazok esetében a glikozid kotés
hidrolizisének megforditasanak felel meg, amely abbol teviodik Gssze, hogy kozvetleniil
0sszekapcsolodik egy szabad monoszacharid egység és egy nukleofil reagens. Az egyensuly
modositasa lehet6vé teszi, hogy a glikolizacid sordn a glikozid kotések kialakitasa kertljon
elotérbe a hidrolizissel szemben, amellyel a termékhozam novelését érhetjik el. Mar
kiilonb6z6 modszerrel kisérleteztek a reakcio egyensulyanak termékképzesre iranyuld
eltolasara (Toone et al., 1989; Ichikawa et al., 1992; Rastall & Bucke, 1992). Ezt példaul
azzal érték el, hogy magas kiindulasi monoszacharid koncentréaciét (nagyjabol 70-80%-0s),
ezaltal alacsony vizaktivitast alkalmaztak (Rastall & Bucke, 1992). Tovabbd magas
hémérsékletet (kb. 50-60°C) hasznéltak a reakcio sebesség gyorsitasara (Rastall & Bucke,
1992). Ezenkiviil mas kutatok a reakcio folyaman keletkez6 oligoszacharidok elvezetésével
érték el a termékhozam emelkedését (Ajisaka & Yamamoto, 2002).

A szubsztratum koncentracié novelésével példaul manno-oligoszacharidoknal tapasztaltak
termékhozam ndvekedést a-mannozidaz enzimet alkalmazva, azonban laktul6z esetén kisebb
kiindulasi koncentracioval kaptak tobb terméket (Johansson et al., 1986; 1989; Shetty et al.,
2006). A reverz hidrolizis egyik nagy elénye az egyszeriiség, illetve az, hogy mind homo-,
mind hetero-oligoszacharidok szintézise végbemehet.

2.2 Laktoz alapu oligoszacharidok

2.2.1 Galakto-oligoszacharidok

A galakto-oligoszacharidok (a legtobb mas oligoszachariddal ellentétben) allati eredeti,
elsGsorban tehéntejben és anyatejben el6forduld oligoszacharidok (Alander et al., 2001).
Kémiailag egy laktoz (B-D-galaktopiranozil-(1—4)-D-glukoz) egységbdl és ehhez kapcsolodo
galaktoz egységekbdl allnak (7. abra). A gliikoz és a galaktoz egységeket B-kotések tartjak

0ssze ((Gal)y — Gal — Glu, ahol n=1-4), igy az emberi szervezet nem képes lebontani, viszont

a vastagbélbe eljutva baktériumok altal erjeszthetok. Az erjeszteésuk két 1épésben zajlik (mint
a frukto-oligoszacharidok esetében). Elsé 1épésként monomerekké hidrolizalédnak a

bakterialis R-oxidazok altal, majd masodik lépésként a felszabaditott monomerek anaerob
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modon fermentaldédnak, mikozben révidszénlancl zsirsavak képzédnek, mint az acetét, a
propionat és a butiratsav, illetve egyes gazvegyuletek is a H,, a CO; és a CH,4 (Bouhnik et al.,
1991; Roberfroid, 1997; 2000). A galakto-oligoszacharidok ajanlott napi fogyasztasi

mennyisége max. 20g, ez fol6tt hasmenéses panaszokat idézhetnek el6 (Sako et al., 1999).

HO
0

OH

CH,OH b

0
"0 OH
O 0
OH OH
7. &bra: Galakto-oligoszacharidok kémiai szerkezete

crer

crer

ki. A reakcio f6termékeként triszacharidok (4- és 6-galaktozillakt6z) és nagyobb
monoszacharid egységekkel rendelkezé oligoszacharidok képzddnek (Sako et al., 1999; Park
& Almeida, 1991).

Kiemelked6 prebiotikus sajatossaguknak kdszonhetden szamos jotékony hatasa van az
emberi szervezetre. El6szor is fogyasztasukkal lecsokkenthetdek a kiilonb6zd hasmenéses
panaszok és a székrekedés kialakulasanak esélye (a vastagbél és a széklet pH-janak
csokkenésével), valamint e tulajdonsaga miatt megeldzhetdk a kiilonb6zo rakos betegségek is.
Tovabba kimutattak a koleszterinszint és vérnyomas csokkentd hatasat egyarant (Crittenden
& Playne, 2009; Rivero-Urgell & Santamaria-Orleans, 2001). A galakto-oligoszacharidok
kilonosen a Bacteroides és Bifidobacterium fajok szaporodasat stimulaljak (Mitsuoka, 1990).
Egyes tanulmanyokban kimutattdk, hogy mas nem emészthetd oligoszacharidokhoz
hasonldan, ezen oligoszacharidok szintén eldsegitik a rovidlanct zsirsavak termelddését,
amelyek tépléalékot jelentenek a bélsejteknek (Hidaka et al., 1986; 1988; Hilliam, 1998),

valamint a bifidobaktériumok szaporoddsanak segitésével, kiillonboz6 vitaminok (Bj, By, B,
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B12, nikotinsav és folsav) képzddését is eldidézhetik (Kanbe, 1992). Tovabba fontos szerepet
jatszanak kiilonbozoé asvanyi anyagok bélben torténd hasznosulasaban, hiszen a fermentacio
soran lecsokkent pH a bélben hozzajarul bizonyos asvanyi anyagok, mint a kalcium és a vas
felszivodasahoz (Chonan et al., 1995; Chonan & Watanuki, 1995). A galakto-
oligoszacharidok képesek lecsokkenteni a Clostridium perfingens fajok jelenlétét a
bélfloraban, igy az altaluk eléidézett bél ,,rothadasbol” szarmazé toxikus anyagcseretermékek
mennyiségét is mind a vizeletben, mind a székletben, valamint képesek gatolni a nem kivant
enzimek aktivitasat (Hidaka et al., 1988; Rochat et al., 1994). Egy tanulmany szerint a
galakto-oligoszacharidok bifidogén hatdsa csak napi min. 10g mennyiségben torténd
fogyasztas esetén érvényesilhet. Ez a mennyiség pl. a xilo-oligoszacharidok, a frukto-
oligoszacharidok és az izomalto-oligoszacharidok esetéhez képest sokkal nagyobb (Gibson et
al., 2004; Manning & Gibson, 2004; Goulas et al., 2004).

2.2.2 Laktuldz

A lakt6z alapu oligoszacharidokhoz sorolhatd a laktul6z is. Kémiailag a laktuléz egy R-D-
galaktoz és egy R-D-frukt6z egységbdl alld vegyiilet, amelyben a két egységet 1-4 glikozidos
kotés tartja Ossze (8. 4&bra). Diszacharid jellege ellenére, a laktul6z szintén az
oligoszacharidokhoz sorolhatd, t6bb hasonlo tulajdonsaga miatt (Crittenden & Playne, 1996).
A laktuldz a természetben nem talalhaté meg, szintetikusan allitjak el6 (Amine et al., 2000;
Aider & Halleux, 2007).

HO OH
O
OH OH OH
Q o OH
HO
OH

8. abra: A laktul6z (4-O-p-D-galaktopiranozil-p-D-fruktofuran6z) kémiai szerkezete

A laktuloz eldallitasa, ahogy a galakto-oligoszacharidok esetében is, laktozbdl torténik, de
ebben az esetben izomerizaciés folyamatot alkalmaznak (9. abra). Az izomerizécio
végbemehet lugos modszerrel, enzimesen illetve hékezeléssel is (Luzzana et al., 2003), ez
utobbi miatt a laktul6z a tej-hékezelés mértékének jelzésére is alkalmas (Marconi et al.,

2004). Az izomerizacio sorén a laktdz glikoz reszét fruktdzza alakitjak.

12


http://hu.wikipedia.org/wiki/Frukt%C3%B3z

Galakto-oligoszacharidok
a-D-Glu-(1,4)-{p-D-Gal-1,6},, n=2-5

p-galaktozidaz

Laktéz
B-D-Gal-(1,4)-a-D-Glu

alkali-izomerizacio

Laktuloz
B-D-Gal-(1,4)-p-D-Fru

9. é&bra: Galakto-oligoszacharidok és a laktuléz eléallitasa laktézbol
(Crittenden & Playne, 1996)

A laktulozrol (ahogy egyes nem emésztheté oligoszacharidokrdl is) bebizonyitottdk, hogy
kuldnosen jo ndvekedési faktort jelent a probiotikus baktériumok szdmara, ezért széles korben
alkalmazzék prebiotikus és szinbiotikus élelmiszer Osszetevéjeként. Emellett igazoltdk a
székrekedés és a majeredetii agyvel6-bantalom elleni gyogyitd hatasat is. Dietetika
szempontjabol eldnyos a fogyasztasa, mivel alacsony kaloriatartalommal bir (Crittenden &
Playne, 1996; Delzenne, 2003). A laktéznal édesebb izliek, s6t Parrish és munkatarsai (1979)
szerint bizonyos feltételek mellett a szachar6z helyettesitdjeként is alkalmasak lehetnek.
Adalékanyagként valé alkalmazasa a legtobb orszagban engedélyezett, azonban néhany
orszagban mint pl. az Amerikai Egyesiilt Allamokban erre a célra még nincs jovahagyva,

mivel a laktuldzra gyogyaszati vegyiletként tekintenek.

2.2.3 Laktuloz-oligoszacharidok

Mas oligoszacharidokkal ellentétben errdl az oligoszacharidrol még kevés tanulmany sziiletett
mind eléallitasukkal, mind élettani hatasukkal kapcsolatban. Eléallitasuk a B-galaktozidaz
enzim felhasznalasaval - galaktozil-transzfer aktivitasa révén - laktul6zbol torténik (Guerrero
et al., 2013). Néhany kutatds soran sikeresen véghezvitték, koztiik a Pectinex Ultra SP-L

enzimkeszitmény felhasznéaldsdval (Cardelle-Cobas et al.,, 2008), mellyel pB-D-
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galaktopiranozil-(1—6)-p-D-galaktopiranozil-(1—4)-p-D-fruktopiranézt,3-D-galktopiranozil-
(1—4)-B-D-galaktopiranozil-(1—4)-p-D-fruktopiranézt és [-D-galaktopiranozil-(1—4)-p-D-
fruktopiranozil-(1—1)-B-D-galaktopiranozt szintetizaltak.

A laktul6z-oligoszacharidokrol szintén kimutattak, hogy alkalmasak lehetnek prebiotikus
Osszetevoként a funkcionalis élelmiszerek eldallitasahoz. Cardelle-Corbas és munkatarsai
(2009) tanulmanyuk soran kiilonbozé szénhidratokon, koztik laktuldz- és laktuldz—-
oligoszacharidon vizsgaltdk a bifidobaktériumok szaporodasat. Megfigyelték, hogy a
laktul6z-oligoszacharidok bifidogén hatasa kedvezébb, mint a laktulozé. Ennek kdszonhetben
a laktul6z-oligoszacharidok ipari eldallitasanak megvaldsitasa egyre nagyobb jelentOséget

kap. A modszer kidolgozésara és optimalizalasara jelenleg is végeznek vizsgalatokat.

2.3 Enzimrogzités

Az oldott (szabad) enzimek hasznélata gyakran komoly korlatokat szab a kiilonb6z6
biotechnoldgiai folyamatok véghez vitelében. Ez arra vezethetd vissza, hogy egyrészt az
enzimek bizonyos rendszerb6l vald izolalasa és tisztitdsa tObbnyire bonyolult és dréga
folyamat, mésrészt a szerkezetiik komplexitasa miatt instabilitasra hajlamosak, amint kinyerik
a természetes leldhelyér6l, valamint élettartalmuk altalaban rovid idejii (Krajewska, 2004;
Irazoqui et al., 1998). Mindezek miatt az enzimek rogzitése ma mar egyre nagyobb
jelentdséggel bir mind a kutatdsban, mind az ipari alkalmazasban. A rogzitett enzimes
technika alkalmazasaval tehat elérhet6 az, hogy az enzim stabilabba, ellenallobba valjon,
illetve az enzimes szintézisek folytonosithatok legyenek (Id. 2.1.3. fejezet).
Koltséghatékonysag szempontjabdl rendkivill jelentdsek, hiszen az altaldban draga enzimeket
tobbnyire Gjra fel lehet hasznalni. Tovabba ily mddon barmely enzim kdnnyebben lesz
eltarthatd, szallithaté valamint nagyobb oszlopokba vagy bioreaktorokba is konnyen atvihetd
(Hoschke, 2013). A sok elénnyel szemben azonban hatranya az, hogy az enzim a rdgzitéssel
altalaban valamilyen mértékben veszithet aktivitasabol (foként a negyedleges szerkezettel

nem rendelkezd enzimek), ugyanakkor a hd és a pH stabilitdsa megndhet (Kosary, 2013).

2.3.1 Enzimrogzités fobb tipusai

Az enzim rogzitésére eddig mar szdmos modszert kidolgoztak. Ezek kozil azonban csak
néhany tipus terjedt el, melyek a kovetkezok: az enzim valamilyen vizoldhatatlan hordozohoz

torténd rogzitése kovalens vagy ionos kotéssel, illetve fizikai adszorpcioval, tovabba
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valamilyen polimer kdzegbe (pl. gélbe vagy membranba) zarasa, valamint keresztkotéssekkel
valo rogzitése az enzimek kozott vagy kombinadltan a hordozokkal. Ezen modszerek
alkalmazasabol eldny, illetve hatrany is szarmazhat, amelyek az 1. tdblazatban vannak
feltiintetve. A mddszerek koziil beszélhetiink reverzibilis, illetve irreverzibilis rogzitésrol is.
Reverzibilis modszerek koze tartozik a legtobb kovalens kotéssel (beleértve keresztkdtéssel)
torténd rogzités, tovabba a mikrokapszulazas és egyéb matrixba vald zaras. lrreverzibilisnek
mondhatd példaul az adszorpcids, az ionos, a fémes és bizonyos kovalens (diszulfidhid)

kolcsonhatassal torténé enzimrogzités (Brena & Batista-Viera, 2006).

1. téblazat: A leggyakoribb enzimrogzitési mddszerek dsszehasonlitasa
(Hoschke 2013;Internet)

Fizikai lonos | Polimerbe (gélbe) zaras/ |Kovalens

adszorpcid| kotés mikrokapszulazas kotés RO
Megvaldsitas| konnyli | konnyl nehéz nehéz nehéz
Koto er6| gyenge | kozepes kdzepes erds erds
Fajlagos aktivitas| kozepes | kozepes Kicsi nagy kodzepes
Regeneralas| lehetséges | lehetséges lehetetlen lehetetlen| lehetetlen

nincs (csak |nincs (csak

RoOgzitési koltsé , g kodzepes magas kozepes
g g hordoz06) | hordozo) P g P
Alkalmazhatosag| altalanos | altalanos korlatozott altalanos| altalanos

Mikrobas fertozé . . . ,
0bas ferfozcs nincs nincs van nincs lehetséges

elleni védelem

Kovalens kotés

Jelenleg a legszélesebb korben alkalmazott rogzitési modszer az enzim és a hordozd
molekulai kdzott kialakitott kovalens kémiai kdlcsonhatas. Elengedhetetlen feltétele az enzim
katalizisért nem felelés aminosav oldallancanak és az alkalmazott hordoz6 reaktiv funkcios
csoportjanak jelenléte vagy kialakitasa (aktivalasa). A hordozo aktivalasaval jol tdmadhato,
elektronban szegény nukleofil csoportok (ilyenek az amino- és hidroxil csoportok) képz6dnek
a hordozoén, amelyek mar lehetdvé teszik az enzim hordozoéhoz vald kovalens kapcsolodasat.
A kovalens kotések kialakithatoak diazotalassal, amidkotés létrehozésaval, illetve akilezés és
arilezéssel is (Kosary, 2013). Modszer elonye, hogy a stabil kovalens kdtésnek kdszonhetdéen
az enzim nem valik ki az oldatba hasznalatkor (Brena & Batista-Viera, 2006). Hatranya, hogy
gyakran el6fordulhat, hogy a katalizisért felelés aminosav oldallancok is részt vesznek a
kotesben, ami pedig az enzimaktivitas nagy vesztesegét eredményezheti (Mattiasson & Kaul,

1991). Ezt Altalaban azzal klszobolik ki, hogy az enzim régzitésének rendszeréhez
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hozzdadnak szubsztratumokat, hogy azok ,lefoglalhassdk” a katalizisben szerepet jatszo
oldallancokat, ezaltal azokon nem keletkezhetnek a rdgzitéshez sziikséges kovalens kotések.
A rogzitésben leggyakrabban résztvevé aminosav oldallancok a lizin (g-amino—csoport), a
cisztein (tiol-csoport), valamint az aszparagin- és a glutaminsav (karboxil-csoport) (Kosary,

2013; Brena & Batista-Viera, 2006).

2.3.2 A R-galaktozidaz enzim rogzitése

Az utobbi idékben a -galaktoziddz enzim (EC 3.2.1.23) ipari hasznalata rendkiviil jelent6ssé
valt els@sorban a laktozmentes tejtermékek gyartasaban. Az enzim a laktoz (tejcukor) 3-1,4-
D-glikozidos kotését hidrolizalja, amelynek termékeként glikdz és galaktdz keletkezik
(Thiem 1995; Kosaric & Asher, 1985). Ezen tulajdonsagabdl adoddan laktaz néven is
ismertek. Szarmazhatnak allatokbol, novényekbdl és mikroorganizmusokbdl is, azonban a
biotechnoldgia terén leginkdbb az utdbbiak terjedtek el (Panesar, 2010). Az éleszt6- és
penészgomba, illetve baktérium eredetii B-galaktoziddzok mindegyike alkalmas a laktoz
bontasara. Az élesztokbdl és baktériumokbol izolalt enzim pH-optimuma kb. 6,0-7,5 koz6tt, a
penészgombakbdl kinyerve pedig pH 3,0-6,0 kdzott valtozik (Sevella, 2011). A 10. dbra egy
Aspergillus oryzae eredetii 3-galaktozidaz haromdimenzids szerkezetét mutatja be.

10. &bra: A 3-galaktozidaz térbeli szerkezete (Maksimainen et al., 2013)
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A 2.2 fejezetben leirtak alapjan a hidrolizis mellett a B-galaktozidaz enzim, kiilonb6z6 transz-
galaktozilacids reakciokat is képes katalizalni (Wallenfels, 1951), mely soran két galaktdz
egyseég kozott uj glikozidos kotést alakit ki. Ennek koszonhetden az enzim ezen aktivitasanak
koszonhetden

lehet6ség van galakto-oligoszacharidok és laktul6z-oligoszacharidok

szintézisére (Panesar et al., 2010; Lee et al., 2004).

2. tablazat: Példak az eddig sikeresen elvégzett B-galaktozidaz régzitésére és alkalmazott

madszereire

R-galaktozidaz eredete

Alkalmazott hordozé/agens/ gél

Hivatkozas

Fizikai
adszorpciéval

Bullera singularis

Chitopearl BCW 3510 gyongyok

Aspergillus oryzae

Glutaraldehiddel kezelt kitozan
gyongyok ("plug" reaktorban)

Shin et al., 1998

Kluyveromyces lactis

Cellul6z-zselatin

Numanoglu & Sungur,
2004

Aspergillus oryzae

Nylon-6

Portaccio et al., 1998

Aspergillus oryzae

Glioxil-agar6z

Huerta et al., 2011

8 et Kluyveromyces lactis Keradmia membran reaktor Ebrahimi et al., 2010
S
‘% ﬁ Kluyveromyces fragilis Alginat-karragén gél gyongyok Mammarella & Rubiolo,
5 0 yv Y/ g g gen gel gyongy 2005
N © - . . i
O O Alginat-zselatin alapi rost Tannsevzegog Dogan,
m e Aspergillus oryzae
Lentikats (PVA hidrogél kapszulak) Grosova et al., 2008
_ Thermus sp. Polletllenlmlnnel b('a\{’ont Sepabeads Pessela et al., 2003
(<5} anion cserél6 gyanta
N n
© n
= E Aspergillus oryzae Amfoter ioncserél6 Zhang & Ohasi, 1997
&
T 0
X \(@© . o Zhang et al. 1998,
g \% Kluyveromyces fragilis Na-alginat Alomari et al., 2011
= >
= N
n

Kereszt-
kotéssel

Thermus aquaticus YT-1

BSA (Bovin serum albimun)

Berger et al., 1995

E.coli

Glutéraldehiddel és krémium (Il1)-
acetattal kezelt zselatin

Sungur & Akbulut, 1994

Kluyveromyces lactis

Pamut szovet (keresztkétd reagens:
glutaraldehid)

Zhou et al., 2003

Kluyveromyces lactis

Glutaraldehiddel aktivalt kitozan

Klein et al., 2013

Kluyveromyces lactis

Glutaraldehiddel aktivalt grafit

©

b -
%) Talaromyces thermophilus Oldhatatlan Eupergit C bllelddiserran & Ui,
@D 2006

o

2 Aspergillus oryzae Maggz;grsélgzeéggklglozan Pan et al., 2009
)

% Kluyveromyces lactis Duolite-A568 Maugard et al., 2003
< : Makrositott, mikrositott és nanositott o

S Kluyveromyces lactis o . Bir6 et al., 2012
g kitozanrészecskék

Zhou & Chen, 2001
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Az élelmiszeriparban azonban a legtdbb enzimhez hasonl6an a feldolgozési folyamatok soran
kiilonbozé kiilsé karos hatasok érhetik az enzimet, amely korlatozhatja hasznélatukat. A
probléma kikiiszobdlésének egyik megoldasa lehet a R-galaktozidaz rogzitése, igy ennek
jelentdsége miatt mar szamos tanulmany foglalkozott ezzel a témaval. Az eddig sikeresen
megvalositott 3-galaktozidaz rogzitéseket a 2. tabldzat mutatja. Z6ld szin jeloli azokat a
tanulmanyokat, melyek soran galakto-oligoszacharidok szintézisére hasznaltak fel a rogzitett

R-galaktozidazt.

Pectinex Ultra SP-L -galaktozidaz enzimének rogzitése

A Pectinex Ultra SP-L enzimkészitményben talalhaté [-galaktozidaz rogzithetéségével
szintén szamos kutatd foglalkozott. Sikeres rogzitést ért el példaul Tanriseven és Aslan
(2007), akik a B-galaktozidaz enzimét kovalens kotéssel Eupergit C (aktiv epoxi-csoportokkal
rendelkez6 akril-gyongy) hordozora rogzitették, 100%-os hatékonyséagot elérve. Calandri és
munkatarsai (2013) a R-galaktozidaz enzimet Kitisztitottdk a Pectinex Ultra SP-L
preparatumbdl, és szintén kovalens kotéssel rogzitettek CNBr (cianogén-bromid)-dal aktivalt
sepharose, illetve glioxil-agar6z hordozéra. Az elébbi esetben 7-es pH-értékii NasPO,, utobbi
esetben 7 és 10-es pH értékii Na,CO3 puffer mellett valosult meg. A semleges pH-ju Na,CO3
pufferhez hozzaadtak DTT (dithiothreitol) komponenst is a rdgzités hatékonysaganak
novelése érdekében. A Sepharose hordozd esetében 30%-0s rogzitési hatékonysagot értek el,
amellyel 95%-a az enzimaktivitasnak megmaradt, mig glioxil-agar6z hordoz6 esetén tébb
mint 95%-0s rogzitést értek el mind 7-es, mind 10-es pH-kdzeget alkalmazva is, azonban az
enzimaktivitas szempontjabdl a 10-es pH-ju puffer esetén 53%-0s hatékonysagot értek el, mig

7-es pH-ja puffer esetén 61%-ot ( rogzités utani lugos kozegben torténd inkubalassal).
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3 KISERLETI RESZ

3.1 Célkitiizés

Az utébbi iddben egyre nagyobb szamban végeztek kutatdsokat oligoszacharidokkal
kapcsolatban és azok eldallitasi lehetdségeirdl. Ez annak koszonhetd, hogy taplalkozastani €s
gydgyaszati szempontbdl rendkivil értékes vegylletek, tobbek kozott prebiotikus képességik
miatt. A laktuléz eldallitdsa iparilag mar megvalositott, azonban a laktuléz alapu
oligoszacharidok eldallitasdval még kevés tanulmény foglalkozott, emellett ¢élettani
tulajdonsagairdl is csekély informécid all rendelkezésiinkre. Egyes kutatok kimutattak, hogy a
laktul6z alapd oligoszacharidok bifidogén hatasa a laktul6znal is kedvezébb (Cardelle-Cobas,
2009), igy e szénhidrat tovabbi tanulmanyozésa fontos lehet.
Kutatomunkam soran célul tiiztem ki az Aspergillus aculeatus eredetii, kereskedelemben is
kaphaté Pectinex ultra SP-L enzimkészitmény vizsgalatat laktuldz tipust oligoszacharidok
szintézisére, az alabbi részfeladatokkal:
e enzimrogzitési mddszer vizsgalata és a rogzitési hatékonysag megallapitasa
e a rogzitett enzimkészitmény kiillonboz6 oligoszacharidok szintézisére valo
alkalmassagénak vizsgéalata
e arodgzitett preparatum stabilitasanak vizsgalata
e a rogzitett preparatum R-galaktozidaz aktivitasanak pH ¢és hoémérséklet optimum
meghatarozasa

e alaktuldz alapu oligoszacharid szintézis vizsgalata

3.2 Kiserleti hely

Kutatasaimat a Budapesti Corvinus Egyetem SoOr- és Szeszipari Tanszékének

laboratoriumaiban végeztem.
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3.3 Anyagok és modszerek

3.3.1 Felhasznélt anyagok

3.3.1.1 Enzimkészitmény

Pectinex Ultra SP-L (Sigma-Aldrich Kft.):

A specifikacioja alapjan a  koOvetkezO enzimeket tartalmazza: pektinészteraz,

pektintranszeliminaz, poligalakturonaz, valamint kis mennyiségben hemicellulaz és cellulaz.

3.3.1.2 Alkalmazott puffer
Mcllvaine puffer (pH 4,5-7.0):

0,2 M (35,598 g/l) NazHPO, » 2H,0
0,1 M (21,014 g/l) citromsav

3.3.1.3 Szénhidratok

Termeészetes:

cellobidz, galaktdz, glikédz, laktdz, laktuldéz, maltéz, maltuléz, mann6z, melibidz, palatindz,
szachardz, trehaldz, turandz.

Szintetikus:

p-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid,  p-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid,  p-nitrofenil-a-D-

gliikopiranozid (Sigma-Aldrich Kft.).

3.3.2 Alkalmazott médszerek

3.3.2.1 Enzimrogzitési modszer

Az enzimkészitményt aktivalt kitozanhoz kovalens kotéssel rogzitettem Nguyen és
munkatarsai (2011) altal leirtak alapjan. Az alkalmazott hordozo elénye, hogy természetes,
nem toxikus és konnyen lebonthatd. A rogzités harom 6 1épésbdl tevédik dssze (11. abra).
Els6 1épésként kitint 10 %-0s HCI-dal deacetileztem kitozanna, 3 Oras kevergetést és sziirést
alkalmazva (szoba hémérsékleten). A kapott kitozant 60 °C-on, egy éjszakan keresztil
szaritottam. Ezt kovetéen 0,1 M Mcllvaine pufferrel (pH 5,5) felhigitottam, majd 25%-0s
glutaraldehid hozzaadasaval 1 6ras, 4°C-on torténd kevertetést alkalmazva megfelelé karokat

(ligandumokat) alakitottam ki rajta. Az aktivalt kitozdnt Whatman sziir6papiron leszlirtem ¢€s
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pufferrel atmostam. Az enzimrdgzitést (gy valdsitottam meg, hogy 5 g aktivalt kitozanhoz 2,2
ml Pectinex enzimkészitményt és 50 ml puffert adtam. A rogzitési miivelet 4°C-on, kevertetes
mellett, egy ¢€jszakan keresztiil tortént. Végiil sziiréssel és tobbszOri mosassal jutottam a
rogzitett enzimkészitményhez. VVégeztem kontrol vizsgalatot is, mely soran (hordozd nélkdl)

2,2 ml Pectinex enzimkészitményt 50 ml pufferrel higitottam.

| Kitin U

Deacetilezés
(0,5N HCI-dal)
| Kitozan U
25%-0s
glutaraldehides
aktivalas

| Aktivalt kitozan U o
Enzim rogzitése
* (64,8 mg fehérje/5¢g kitozan)

| Rogzitett enzim U

11. abra: Enzimpreparatum rogzitésének folyamatabraja

3.3.2.2 Fehérjetartalom meghatarozas

Az enzimrogzités hatékonysaganak vizsgalatira a fehérjetartalom véltozasat is
meghataroztam, amelyhez a festékmegkotddésen alapuld Bradford modszert (1976)
alkalmaztam. A modszer elve a Coomassie Brilliant Blue G250 nevii kék szinli festék
maximalis abszorbanciajanak 465 nm-rél 595 nm-re valo tolodasa fehérjéhez torténd kotédés
esetén. Ennek sordn mind a hidroféb, mind az ionos kdlcsdnhatas stabilizalja a festék anionos
formadjat, eldidézve ezzel a lathatd szinvaltozast.

A meghatarozashoz kalibracids egyenest vettem fel, amihez higitasi sort készitettem 5 pg/ml
BSA (Bovine Serum Albumin) térzsoldatbdl mikrotiter lemezbe bemérve. Mindegyik higitasi
taghoz bemértem 200-200 pl Bradford reagenst (Coomassie Brilliant Blue G250) és
koriilbeliil 10 percig allni hagytam a szobahdmérsékleten a megfeleld szinintenzitds
kialakulasdhoz. A higitasi sor mellé¢ a rogzités utin megmaradt permeatum és az elozdleg
elkészitett kontrol mintat mértem be a mikrotiter lemezbe. A kontrol minta elkészitésehez 2,2
ml enzimkészitményt és 50 ml 5,5 pH-jua Mcllvaine puffert kevertem dssze. Mindegyik minta
esetén harom parhuzamos mérést végeztem. A bemért mintadk abszorbancidjat mikrotiter

olvas6 (Bio-Rad 550) segitséegével 595 nm-n mértem meg. A feherjetartalom
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meghatarozéashoz szlikséges higitasi sort (kalibracids egyenes felvételéhez) és egyeéb mintakat
a 3. tablazatban lathat6 séma szerint allitottam dssze.

3. tablazat: A fehérjetartalom meghatarozashoz dsszeallitott mintak

3X Higitasi sor
Desztillalt viz (ul) 0 2 4 6 8 10
BSA (ul) 10 8 6 4 2 0

A mintaban 1év6 fehérjemennyiség a kovetkezo képlet alapjan hatdrozhaté meg:
(Aminta -AVak) ° hl’g I’té.s

Fehérjetartalom (mg/ml) =——T -
kalibraciés egyenes meredeksege

A fehérjetartalom mérés az enzimrogzités hatékonysaganak megallapitasa céljabdl tortént. A
kontrol minta (megfelel6en higitott szabad enzimpreparatum) €s a rogzités utan visszamaradt

permeatum fehérjetartalmanak meghatarozasaval kiszamolhat6 a rdgzitési hatékonysag:

R6gzitési hatékonysag (% ) _ kontrol minta feherjetfirt. - pern_1eatum feherjetart. 100
kontrol minta fehérjetart.

3.3.2.3 Hidrolizis aktivitas meghatarozasa

A rogzitett és szabad enzim hidrolizis aktivitdsainak meghatarozasa 60 °C-on és pH 5,0-n
(Mcllvaine pufferrel), illetve 15 mM p-nitrofenil tartalmd szintetikus szubsztratumokon
tortént, amelyek a kovetkezOk voltak: p-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid, p-nitrofenil-f-D-
galaktopiranozid, p-nitrofenil-a-D-glikopiranozid. A hidrolaz aktivitdas megallapitasa a
felszabaduld p-nitrofenol mennyisége alapjan tortént, amely az oldatot sargasziniivé
valtoztatja, ennek intenzitasa aranyos a felszabadult mennyiseggel. Az aktivitasméréshez

eloéallitott reakcio elegyeket a 4. tablazat mutatja.
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4. tdblazat: Enzimaktivitas méréshez készitett reakcio elegyek séméja

Mcllvaine Desztillalt viz | Szubsztrat Enzim (ml)
puffer (ml) (ml) (ml) /ROgzitett enzim (g)
Miiszervak 0,4 0,6 - -
Szubsztratvak 0,4 0,1 0,5 -
Enzimvak 0,4 0,5 - 0,1
Minta 0,4 - 0,5 0,1

A reakciokat 5 percig futtattam, amiket 5 ml 0,1 M Na,COj3 oldattal allitottam le. A reakcio

elegyek abszorbancigjat 405 nm-en mértem meg mikrotiterolvasé készulék segitségével. A

kapott abszorbancia értékekbdl az enzimaktivitasokat az alabbi képlet szerint hataroztam meg:
(Ar Ae Asy )-h- \2

V. -t-kalibrécios egyenes meredeksége

Aktivitas (E) =
ml

ahol A; a reakcio abszorbancidja, Agy az enzimvak abszorbancidja, Asy a szubsztratvak
abszorbancidja, h az enzim higitasi foka, Vr a reakcio térfogata (Iml) , Vm a reakcio
inditdsahoz alkalmazott enzim mennyiség (0,1 ml), illetve t a reakcié id6 (5 perc) és a
kalibracios egyenes meredeksége 2,559 (Havas, 2008).

A hidrolizis aktivitas meghatarozasanak segitségével szintén megallapitottam a rogzitési
hatékonysagot:

Rogzitett enzim aktivitasa
Kontrol minta aktivitasa

Rogzitési hatékonysag (%)= -100

A pH és homérséklet hatdsat is vizsgaltam mind a szabad, mind a rdgzitett preparatum
hidrolizis aktivitasara, melyet pH 4,5-7,0 és 50-80 °C tartomanyban vizsgaltam. Ebben az

esetben az egyes parameéterek esetében mért relativ aktivitasokat hasonlitottam dssze.

adott parameteren mert aktivitas
maximalis aktivitas

100

Relativ aktivitas (%) =

3.3.2.4 A szabad es a rogzitett Pectinex ultra SP-L enzimkészitmény héstabilitasanak
vizsgélata
Az enzimkészitmény stabilitasanak vizsgalatdhoz 0,1 g régzitett enzimet (0,5 ml 5,5 pH-ju

Mclllvaine pufferben) és 0,1 ml szabad enzimet (szintén 5,5 pH-ja 0,4 ml Mclllvaine
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pufferben) tobb napig inkubaltam 60 °C-on, 100 rpm fordulat( razatas mellett. A mintavétel
naponta  tortént. Az enzimmintak aktivitdsat szinten a  kordbban  emlitett,
p-nitrofenol felszabadulasan alapulé modszer szerint vizsgaltam meg. Az ¢sszehasonlitashoz

a relativ aktivitas értékeket az alabbi mddon hataroztam meg:

adott napon mért aktivitas
kiindulasi aktivitas

100

Relativ aktivitas (%) =

3.3.2.5 Biokonverzi6é megvaldsitasa rogzitett enzimpreparatummal

Az oligoszacharidok szintézisét pH 5,0-n, 60 °C-on, 1 ml térfogatban, 15 g/100ml
szubsztratum koncentracié esetében vizsgaltam. A biokonverziéhoz felhasznalt szénhidrat
szubsztratumok: cellobioz, glikoéz, galaktoz, laktdz, laktuléz, maltdéz, maltuléz, manndz,
melibiéz, palatindz, szachardz, trehal6z és turandz. A reakcio inditdsat 0,4 g rogzitett
enzimkészitménnyel végeztem el. Bizonyos id6kozonként 50 pl mintat vettem, és 10 perces
forralassal allitottam le a reakciot. A rogzitett enzimkészitmény oligoszacharid szintetizalo
képességét vékonyréteg- kromatogréfia (TLC), illetve HPLC technikaval vizsgaltam.

3.3.2.6 Szénhidratok mindségi és mennyiségi meghatarozasa
A biokonverzid soran keletkezett termékek mindségi Gsszetételét TLC mddszerrel kdvettem
nyomon.
A TLC elvégzésehez és értékeléséhez az alabbi korilményeket hasznaltam:

o All6fazis (adszorbens): MERCK DC-Alufolien Kieselgel 60F,s, szilikagél réteg

(20x20 cm,0,2 mm vastagsagu)
e Futtatdszer (eluens):
ecetsav (96%): kloroform : desztillalt viz = 35: 30 : 5 (ml) (Ugrinovits 1980)

e Mintafelvitel: A mintakbol 1 ul-eket pontokban vittem fel a réteg startvonalara.

e Futtatas ideje: 90 perc

e Eldhivoszer: 0,3 g/100ml N-(1-naftil)-etilen-diamin-dihidroklorid, 5 V/V%
H,SOy4, 94,7 VIV% metanol (Bounias, 1980). Az el6hivoszerrel valo festés utan a

lapot 10 percig szaritdszekrényben szaritottam a szinintenzitas névelése céljabdl.

A Dbiokonverzi6 soran képzodott termékek mennyiségi vizsgalatat HPLC technikaval

végeztem el.
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Berendezés (12. abra) felépitése:

Thermo Scientific Corporation Surveyor HPLC
Surveyor négy csatornds pumpa

Surveyor automata mintaadagolo

Surveyor RI detektor

Oszlop: Aminex HPX-87H oszlop (Bio-Rad)

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

o Elvéalasztds elve: a méretkizardsos- és a ligandumcsere-kromatogréfia
kombinacidja. Oligoszacharidok elvélasztdsa esetén a méretkizaras az

els6dleges mechanizmus.

12. &bra: Surveyor HPLC berendezés

o lzokratikus aramlas: az Aminex oszlopok eluélasa desztillalt vizzel vagy

higitott szerves savval torténik.

o Az Aminex HPX-87H tipus elsGsorban szénhidratok, szerves savak, illékony
zsirsavak, rovidlanct zsirsavak, alkoholok, ketonok és szamos semleges

anyagcsere-melléktermék kimutataséra szolgal.
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Futtatas paraméterei:

Futtatas ideje: 25 perc
Mozgofazis: 0,005n H,SO,
Mintafelvitel mennyisége: 3-25ul
Detektor homérséklete: 45°C
Oszlop hémérséklete: 45°C

Aramlési sebesség: 0,6 ml/min
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3.4 Eredmények és értekelésuk

3.4.1 Az enzim rogzitése és hatékonysaganak meghatarozasa

Kutatbmunkam  soran  alkalmazott  enzimkészitmeény  fruktozil-transzferaz =~ és
transzgalaktozidaz aktivitasat mar szamos tanulmany bizonyitotta. Ezen aktivitasok frukto- és
galakto-oligoszacharidok eldallitasara adnak lehet6séget (del Val et al., 2001; Hang &
Woodams, 1996; Csanadi & Sisak, 2008; Montilla et al., 2012; van Casteren et al., 2000;
Guerrero et al., 2013; Cardelle-Cobas et al., 2008). Korabbi tanszéki kisérletek bizonyitottak,
hogy a készitmény a-gliikozidaz és a-galaktozidaz aktivitassal is rendelkezik. A munkam
sordn Nguyen és munkatarsai (2011) alapjan leirtak szerint rogzitettem az enzimkészitményt
és vizsgaltam a rogzilt fehérjetartalmat, az o-glikoziddz és a-galaktozidaz, valamint
R-galaktozidaz enzimek rogzitési hatékonysagat.

Eredményeimet az 5. tAblazat mutatja.

5. tblazat: Rogzitési hatékonysag a fehérjetartalom, valamint az enzimaktivitasok szerint

a-glukoziddz | B-galaktozidaz | a-galaktozidaz | feherje
(V) (V) (V) (mg)
 SrElagel 76,42 2084 2041 64,8
enzimkészitmény
Rogzitett. 2.1 11,24 10,84 26,27
enzimkészitmény
Rogzitési
hatékonysag (%) 0,53 0,54 2,76 40,5

Lathato, hogy a kapott aktivitasokat tekintve az o-glikozidazndl 0,53%-0s, a B-
galaktozidaznal 0,54 %-os, illetve az a-galaktoziddzndl 2,76 %-os rogzitési hatékonysagot
értem el, mig a fehérjetartalom alapjan 40,5%-ban sikerult rogziteni a készitményt. A
Pectinex ultra enzimkészitményben taldlhatd enzimeket és azok rogzithetdségét mas kutatok
is vizsgaltdk. Tanriseven és Aslan (2005; 2007) Eupergit C (aktiv epoxi-csoportokkal
rendelkezé akril-gyongy) hordozéra kovalens kotéssel rogzitették a preparatum fruktozil-
transzferaz, illetve R-galaktozidaz enzimét. A fruktozil-transzferdz esetében optimaltdk az
enzim-hordozé aranyt, mellyel 96 %-os rogzitési hatékonysagot sikerllt elérniik, a

R-galaktozidaz enzim esetében pedig 100%-0s hatékonysagot értek el. Ghazi és munkatarsai
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(2005) fruktozil-transzferaz enzimet Sepabeads EC-EP3 (aktivalt epoxi-csoporttal rendelkez6)
adszorbensre rogzitették, mellyel 25,9 U/g aktivitast értek el. Legutébb 2013-ban Calandri és
munkatarsai (2013) is rogzitették a Pectinex eredetli 3-galaktozidaz enzimet, amelyhez CNBr
(cianogén-bromid)-dal aktivalt sepharose és glioxil-agardz hordozot hasznaltak fel. Az altaluk
elért rogzités hatékonysag az eldbbi esetben 30%-0s, az utdbbi esetben 95%-0s volt,
mikozben az enzimaktivitas rendre 95%-ban, illetve 61%-ban maradt meg. Magyar kutatok is
(Csanaddi & Sisak, 2008) tanulméanyoztadk a preparatumot, és fruktozil-transzferaz enzimét
rogzitették Amberlit IRA 900 anioncseréld gyantara, az altaluk eldallitott enzimpreparatum

15,6 U/g fruktozil-transzferaz aktivitassal rendelkezett.

3.4.2 A rogzitett enzimkeszitmény oligoszacharid szintetizal0 képessége
kiilonbozo szubsztratumokon

Kutatbmunkamban kivancsi voltam arra is, hogy a rogzitett készitmény milyen
szubsztratumokon képes oligoszacharidot eldallitani. Kordbbi tanszéki tanulmanyok azt
mutattdk, hogy a prepardtummal szadmos oligoszacharid szintetizalhat mono- és
diszacharidon. Ezek tiikrében a kovetkez6 szénhidratok esetében vizsgaltam a rogzitett
enzimkészitmeényt: cellobidz, galaktoz, glikoz, laktoz, laktuldéz, maltéz, maltul6z, mannoz,
melibidz, palatindz, szachardz, trehal6z és turan0z. Az oligoszacharid képz6dés vizsgalatahoz
8 napos biokonverziot végeztem és TLC modszerrel kdvettem nyomon a szénhidrat
Osszetételt. Eredményeimet a 13. dbran mutatom be.

A B C D
LAKTOZ LAKTULOZ MALTOZ SZACHAROZ

. fruktoz @
gliikoz - 88 fruktéz g e® glikoz OO ik 8 .
@) galaktoz & &)

galaktoz
szacharéz. ® ®6
Q‘ maitéz (@D O © O > O ®@®

DP,

T El gg
fetiaise L 2 &

0. 2. 4. 8. 0. 2. 4. 8. 0. 2. 4. 8. 0. 2. 4 g
napok napok napok napok

aktoz > . . laktuléz

1 DP
o - D

13. 4bra: A rogzitett enzimkészitményel torténd oligoszacharid szintézis kiilonb6z6
szubsztratumokon
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Eredményeimmel megerdsitettem, hogy sikeresen rogzitettem a Pectinex ultra R-galaktozidaz
enzimét. Ezt bizonyitja, hogy mind laktéz, mind laktul6z esetében tortént oligoszacharid
szintézis (13.A, 13.B 4bra). Erdekes eredménynek mondhatd, hogy laktul6z esetében jobb
transzfer aktivitast detektaltam. A lakt6z esetében egy transzfer termék (triszacharid), mig
laktuldz esetében kétféle (tri- és tetraszachrid) transzfer termék keletkezett. A 13.C abra jol
mutatja, hogy rogzitett készitmény rendelkezik o-glikozidadz, illetve glukozil-transzferaz
aktivitassal is, ugyanis a maltdz szubsztratumon a biokonverzié soran glikozt, illetve gliiko-
oligoszacharidot (DP3) detektaltam. Elmondhat6, hogy a szacharéz is szubsztratuma az
immobilizatumnak (13.D). Ebben az esetben a TLC modszerrel négyféle oligoszacharidot
sikeriilt kimutatnom. A cellobi6z, galaktdz, glikdz, maltul6z, mann6z, melibidz, palatindz,
trehal6z és turandz szubsztrdtumokon nem detektaltam sem hidrolizis, sem oligoszacharid

termékeket.

3.4.3 A rogzitett a-glukozidaz és R-galaktozidaz hostabilitisa

Tekintve, hogy kimutattam a rogzitett preparatum a-glikozidaz és a R-galaktozidaz
aktivitasat, ezen enzimek esetében a hostabilitast is megvizsgaltam mind szabad, mind
rogzitett allapotban. A hdstabilitas vizsgalatahoz 60°C-os vizfiirdét alkalmaztam, 100 rpm

fordulaty razatas mellett. Ezen eredményeim a 14. illetve a 15. abran lathatoak.
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14. abra: A rogzitett és a szabad o-gliikozidaz enzim héstabilitisanak 6sszehasonlitisa
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15. bra: A rogzitett és a szabad 3-galaktozidaz enzim héstabilitasanak 0sszehasonlitasa

Az a-gliikozidaz esetén egyértelmiien lathatd, hogy a rogzités hatasara nétt a stabilitdsa, mint
szabad allapotaban, hiszen méar az 1. napra a szabad enzim aktivitdsa 10% ala csokkent, mig
rogzitve az enzim aktivitasa kb. 93%-ban megmaradt. Ez az aktivitas a 10. napon is csak kb.
30%-kal csokkent. A R-galaktozidaz esetében viszont az figyelhetd meg, hogy az
a-glikozidaz enzimmel ellentétben a szabad enzim stabilabbnak bizonyult, mint a rogzitett
véltozata. Az aktivitasok kilonbsége azonban a szabad és a rogzitett R-galaktozidaz enzim
kdzott minimalis volt (10-20%) a vizsgalat 10. napjan.

Egyes irodalomban ettél eltéré eredményt tapasztaltak a rogzitett B-galaktozidaz
enzim héstabilitasaval kapcsolatban. Tobbek kozott Hernaiz és Crout (2000), akik Bacillus
circulans eredeti B-galaktozidazt Eupergit C hordozéra rogzitették, amelynek hatasara
stabilabb lett az enzim, mint szabad allapotaban. Tovabba Torres és munkatarsai (2003) is
jelentds aktivitasnovekedést figyeltek meg, viszont 6k az Aspergillus oryzae eredetli enzimet

aktivalt epoxi-amino-csoporttal rendelkez6 Sepabeads adszorbensre rogzitették.

3.4.4 A pH és a homérséklet hatdsa a rogzitett -galaktozidaz enzimre

A TLC vizsgalatok eredményei alapjan a Pectinex ultra 3-galaktozidaz enzimét tartottam
érdemesnek tovabb tanulmanyozni. Meghataroztam a régzitett enzim hidrolaz aktivitasanak
pH, illetve hémérséklet optimumat, dsszevetve a szabad enzim optimumaival. A pH hatasat

pH 4,5-7,0, a hémérséklet hatasat 50-80 °C tartomanyban vizsgaltam.
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Megallapitottam, hogy az optimalis pH mind a szabad, mind a rdgzitett enzim esetén is 5,0
volt (16. abra), az optimalis hdmérsékletek esetében azonban eltérést tapasztaltam. A szabad

enzimnek 65 °C, mig a rdgzitett enzimnek 60 °C volt az optimuma (17. abra).
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16. dbra: pH hatasa a szabad és a rogzitett R-galaktozidaz enzim aktivitasara
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17. abra: Hémérséklet hatasa a szabad és a rogzitett B-galaktozidaz enzim aktivitasara

Eredményeim megegyeznek Aslan és Tanriseven (2007) eredményeivel, akik Eupergit C
hordozéra kovalens kétéssel rogzitették a R-galaktozidaz enzimet. Ok pH 4,0-5,0 és 55-60 °C
tartomanyban hataroztadk meg a rogzitett enzim optimalis koriilményeit, mely az 6 esetiikben
megegyezett a szabad enzim esetén meghatarozott optimummal. Demirel és munkatarsai
(2004) az enzimpreparatumot magneses duolit-polisztirén részecskékre rogzitették, és az
altaluk megallapitott pH optimum pH 6,0 és a hdmérséklet optimum 65°C volt.
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3.4.5 Laktozon és laktuldzon térténd biokonverzio vizsgalata

Kutatdbmunkam sorén biokonverzi6t is inditottam a rogzitett R-galaktozidaz enzimmel laktoz
¢s laktuloz szubsztratumon. A képzddott termék(ek) analizisére HPLC technikat alkalmaztam.
A biokonverziot ketféle modon vizsgaltam, razatott és razatas nélkili inkubalassal. A 18. és
19. dbran a laktozon torténd biokonverziok, illetve 20. és 21. dbran a laktuldézon torténd

biokonverziok eredményei lathatok.

Lakt6z szubsztratum

Jol lathatd, hogy mind razatassal, mind razatas nélkil keletkeztek hidrolizis (glikoz és
galaktdz), illetve transzfer termékek. A biokonverzié soran mindkét esetben nagyobb
mennyiségben keletkezett glikéz, mint galaktéz. Ezzel alatamasztottam, hogy az
oligoszacharid termékek keletkezése a galaktozil transzfer aktivitdsnak koszonhetd. Az is
megfigyelhetd, hogy a transzfer reakcio f6 termékei a triszacharidok (DP3), emellett kis

mennyiségl tetraszacharid (DP,) is képzddott.
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18. dbra: Szénhidrat dsszetétel valtozasa 15 g/100ml koncentracidju lakt6z szubsztratumon
razatas nélkul
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19. abra: Szénhidrat 6sszetétel valtozasa 15 g/100ml koncentracioju lakt6z szubsztratumon
razatas esetén

Megallapithatd, hogy a razatas hatassal van az oligoszacharidok képzddésére. Razatas nélkiil
a 9. napon 1,07 g/100ml DP3 és 0,046 g/100ml DP, (18. &bra), mig razatas alkalmazasaval
ugyanennyi nap alatt 1,4 g/100ml DP3 és 0,093 g/100ml DP, (19. &bra) keletkezett. Az is
megfigyelhetd, hogy a tetraszacharidok (DP4) mennyisége a razatas esetén kb. egy nappal

kordbban jelentek meg, mint a razatas nélkuili esetben.

Laktuldz szubsztratum

Laktul6z-oligoszacharidok rogzitett enzimmel torténd elballitasarél még nem jelent meg
publikacio, ezért kivancsi voltam arra, hogy az altalam rogzitett R-galaktozidaz enzim
alkalmazhaté-e ezen oligoszacharidok eldallitdsara. A laktdzhoz hasonléan ezen a
szubsztratumon is a DP3 oligoszacharidok képzddése volt jelentds. Azt tapasztaltam, hogy a
razatés a laktul6z szubsztratum esetén is kedvezden befolyasolta az oligoszacharid képzddést.
A razatas nélkuli kisérleteknel a 8. napon 3,97 g/100ml triszacharid, illetve 0,42 g/100ml
tetraszacharid termék (20. abra) keletkezett. Réazatds esetén pedig mar a 7. napon 4,22
0/100ml DP3 és 0,55 g/100ml DP4 oligoszacharid terméket (21. abra) sikerilt elérnem. A
DP4 oligoszacharidok razatas nélkiil a laktuloz szubsztratum esetén is késébb jelentek meg,

mint razatast alkalmazva.
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20. &bra: Szénhidrat 6sszetétel valtozasa 15 g/100ml koncentracidju laktul6z szubsztratumon
razatas nélkul
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21. bra: Szénhidrat 6sszetétel valtozasa 15 g/100ml koncentraciéju laktul6z szubsztratumon
razatés esetén

Osszehasonlitva a laktozon torténé oligoszacharid szintézissel a laktulézon kb. négyszer
nagyobb hozamot értem el. Felvetddik a kérdés, vajon milyen valtozast okozott a rogzités az
enzim szerkezetében, melynek koszonhetéen a laktuldéz szubsztratumon nagyobb mértékben

képes oligoszacharidot szintetizalni.
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Elért eredményeim alapjan érdemesnek tartom a laktuléz alapu, R-galaktozidazzal torténd

oligoszacharid képzés tovabbi tanulmanyozasat.
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4 OSSZEFOGLALAS

Az elmult id0szakban az oligoszacharidokkal kapcsolatos kutatasok szamottevo
fejlodése volt megfigyelhetd. Ennek oka, hogy e szénhidratok fontos szerepet toltenek be a
taplalkozasban, bizonyitott jotékony élettani hatasuknak koszonhetéen. Az oligoszacharidok
elallitasa mind kémiai, mind enzimes modszerrel lehetséges. Altaldban az enzimes modszert
részesitik elényben, hiszen az enzimek régio- és sztereospecifitassal rendelkeznek, illetve az
enzimek rogzithetdségével koltséghatékonnya tehetd a termék eldallitasa.

Jelenleg mar szdmos oligoszacharid enzimes eléallitasa iparilag megvalositott, azonban
vannak olyan oligoszacharidok, amelyek el6allithatosagarol, illetve élettani hatasarol még
keveset tudunk, ilyenek pl. a laktul6z alapu oligoszacharidok.

A TDK dolgozatom célja volt a Pectinex ultra kereskedelmi enzimkészitmény rogzitése
és a rogzitett enzim vizsgalata, kulonos tekintettel R-galaktozidaz aktivitasra és a laktul6zon
torténd oligoszacharid szintézisre. A célom elérésére a tanszéken mar (inulindz enzim
esetében sikeresen) alkalmazott moddszert valasztottam, amely sordn az enzimfehérjéket
kovalens kotéssel rogzitettem kitozan hordozohoz. A hordozé kialakitasdhoz glutaraldehidet
alkalmaztam.

A vizsgélati eredményeim azt mutattak, hogy a Pectinex ultra enzimkészitmény
Osszfehérje tartalmanak 40,5 %-a rogzilt a kitozdn hordozohoz. A rogzitett preparatum
rendelkezett a-gliikozidaz, a-galaktozidaz és B-galaktozidaz aktivitassal. Emellett Kimutattam
az immobilizatum transzferaz aktivitasat tobb szubsztratumon, melyek a kovetkezok voltak:
laktdz, laktuldéz, maltéz és szachardz. A cellobiéz, a galaktéz, a glikoz, a maltuldéz, a
melibioz, a manndz, a palatindz, a trehaloz és a turandz viszont nem szubsztratumai a rogzitett
enzimkészitmenynek. Vékonyréteg kromatografias mddszerrel megallapitottam, hogy
laktdzon triszacharidok, laktul6zon tri- (DP3), illetve tetraszacharidok (DP,) szintetizalhatok a
R-galaktozidaz galaktozil-transzferaz aktivitdsdnak koszonhetben.

Megvizsgaltam a pH és a hémérséklet 3-galaktozidaz aktivitasara gyakorolt hatasat is
és megallapitottam, hogy a rogzitett preparatum pH és hémérséklet optimuma pH 5,5 illetve
60 °C volt. Tovabba vizsgaltam a rogzitett és szabad enzimkészitményben 1évé a-glikozidaz
és B-galaktozidaz enzimek héstabilitasat, amely soran azt tapasztaltam, hogy az a-glikozidaz
rogzitett enzimként a hdvel szemben joval stabilabb volt, mint szabad enzimként, mig a
R-galaktozidaz esetén hé hatasara a rogzitett enzim vesztette el nagyobb mértékben az

aktivitasat, viszont ez a stabilitas kilénbseg minimalis volt (10-20%).
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A biokonverzios kiserletek (15 g/100ml szubsztratum koncentracidé mellett, 0,4 g/ml rogzitett
enzimet, valamint 60 °C és pH 5,0 paramétereket alkalmazva), lakt6z szubsztratum esetén
1,4 g/100ml DPj3, illetve 0,093 g/100ml DP,, laktul6z szubsztratumon pedig 4,22 g/100ml
DP3, illetve 0,55 g/100ml DP,4 oligoszacharid terméket eredményezett. A két biokonverziot
Osszehasonlitva, egyértelmiien megallapithatd, hogy a rogzitett 3-galaktozidazzal laktul6zon
nagyobb oligoszacharid hozam érhet? el.

Elért eredményeim igéretesnek bizonyulnak és Ujabb ismereteket nyQjtanak a Pectinex
ultra enzimkészitmény katalizis tulajdonsagair6l, rogzithetéségérdl. Ezen ismeretek jo alapot
adhatnak egy laktuléz alapu oligoszacharid szintézis kidolgozasara. Tovabbfejlesztés
érdekében az aldbbi vizsgalatokat tartom szikségesnek: biokonverzié optiméalasa és

Iéptéknovelése.
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