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Osszefoglalas

Bifidobacterium longum A4.8 eredetii enzimpreparatumot allitottam eld raffindz
szubsztratumon. Az enzimkomplex a-gakaktozidaz (2,73 U/mg fehérja) aktivitisa mellett
rendelkezik a-gliikkoziddz (maltézon 0,58 U/mg fehérje), B-galaktozidaz (0,3 U/mg fehérje) és
B-fruktozidaz (0,07 U/mg fehérje) aktivitassal. A preparatum alkalmazasaval sikeresen
megvalositottam oligoszacharidok szintézisét, melyet 25 ¢és 40 g/100ml szubsztratum
koncentraciok alkalmazasaval értem el. Melibidz szubsztratumon a galaktozil transzfer révén
1,62 g/100ml triszacharidot kaptam maximalisan. Maltézon torténé biokonverzio soran
maximalisan 2,64 g/100ml DPs oligoszacharid szintetizalodott. Szacharéz szubsztratumon
vélhetden tobb enzim egyiittes miikodése ment végbe, ahol triszacharidok (DPs), és
tetraszacharidok (DP,4) jelentek meg valamint egy a szachar6ztol eltérd kémiai szerkezetii
diszacharidot (DP,) is detektaltam. Ezek maximalis értékei: DP4: 2,45 g/100ml, DPs: 1,3
g/100ml, DPy: 2,56 g/100ml. Turandz alkalmazasaval 1,56 g/100ml triszacharid hozamot
értem el.

1. Bevezetés

A Dbifidobaktériumok az emberi és allati bélrendszerben honos jotékony
mikroorganizmusok, amelyek hozzajarulnak a bélrendszer mikrobialis egyensulyanak
fenntartasahoz. Azokat a vegyiileteket (frukto-oligoszacharidok, galakto-oligoszacharidok,
szoja oligoszacharidok, laktuldéz, inulin), amelyek eldsegitik a bifidobaktériumok
szaporodasat ¢és aktivitasat, bifidogén faktoroknak nevezziik ITSARANUWAT et al., 2003).
E baktériumok novekedését azon taplalék OsszetevOk biztositjak, amelyek emésztetlen
formaban jutnak el a vastagbélbe. Ezeket hidroldz enzimiik segitségével lebontva
hasznositjak, melyek bizonyos kornyezeti feltételek esetén transzfer reakciot is
katalizalhatnak, és ilyen modon oligoszacharidok is szintetizalhatéak (VAN LAERE et al.,
1999).

Kutatomunkdm soran egy Bifidobacterium torzs raffindz triszacharidon valo
tomegtenyésztésével intracellularis  a-galaktozidaz  aktivitdssal rendelkez6  nyers
enzimpreparatumot  allitottam eld és meghataroztam ennek kisér6 hidrolitikus
enzimaktivitasait is. Az enzimpreparatum segitségével, kiilonb6zé szubsztratumok
felhasznalasaval, biokonverziokat valositottam meg.

2. Anyagok és modszerek

Vizsgalt mikroorganizmus: Bifidobacterium longum A4.8 (MAYER et al., 2003)
Enzimprepardtum elédllitasa: A vizsgalt torzset raffindz szénforrast tartalmazé TPY
tapkozegben, 37 °C-on, anaerob koriilmények kozott, 24 oraig tenyésztettem Biostat B
fermentorban. A sejteket centrifugalassal torténd levalasztasuk utdn French Press
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nagynyomdsu homogenizatorral tartam fel az intracellularis enzimfehérjék kinyerésére. Az
igy kinyert enzimpreparatumot liofilezett allapotban taroltam 4 °C-on.

Fehérjetartalom meghatdrozdsa: Bradford modszer (BRADFORD, 1976).

Hidrolaz aktivitdasok meghatdrozdsa: A preparatum hidrolaz aktivitasat 15 mM
idovel. Az aktivitds meghatdrozasa a felszabaduld gliikéz mennyisége alapjan GOD-POD
modszerrel tortént.

Biokonverzo megvalositisa: Kiillonbozé kémiai Osszetételii diszacharid szubsztratumokon
(melibidz, maltoz, trehaldz, turandz, szachardz, cellobidz) vizsgaltam a készitmény hidrolizis
¢s transzfer aktivitasat 37 °C-on, pH=7,0-en. A reakciot 0,5 mg preparatummal inditottam. Az
enzimek mikodését pH valtassal, illetve forralassal allitottam le. A mintak mindségi és
mennyiségi szénhidrat dsszetételét VRK és HPLC modszerrel hataroztam meg.

3. Eredmények és értékelésiik
3.1 A készitmény hidrolaz aktivitasai kiilonb6z6 szubsztratumokon

A Bifidobacterium longum A4.8 torzzsel, raffindz szubsztratumon elballitott
intracellularis enzimkomplex hidroldz aktivitdsainak jellemzését 7 kiilonb6zd szubsztratumon
értékeltem (1. tablazat).

1. tablazat: A Bifidobacterium longum A4.8 eredetli enzimpreparatum hidrolizis
aktivitasai
kiilonb6zd szubsztratumokon

Szubsztratum U/g, U/mg fehérje
preparatum

melibioz (a-D-galaktopiranozil-(1—6)-a-D- 620,08 2,73
gliikopiranozid)

maltoz (o-D-gliikkopiranozil-(1—4)-B-D- 130,37 0,58
gliikopiranozid)

trehaloz (o-D-gliikopiranozil-(1—1)-a-D- 98,42 0,44
gliikopiranozid)

turanoz (o-D-gliikopiranozil-(1—3)-a-D- 184,19 0,4
fruktofuranozid)

laktoz (B-D-galaktopiranozil-(1—4)-D- 68,72 0,30
gliikkopiranozid)

szacharo6z (B-D-fruktofuranozil-(2—1)-a-D- 16,17 0,07
gliikkopiranozid)

cellobiéz (B-D-gliikopiranozil-(1—4)-D- 1,30 0,005
gliikopiranozid)

A varakozasnak megfelelden a legnagyobb hidrolaz aktivitas értéket az alfa-
galaktozidos kotést tartalmazd melibidz szubsztratumon (2,73 U/mg fehérje) detektaltam.
Megallapithatd, hogy az enzimpreparatum tartalmazott alfa-glilkozidaz aktivitast is, ezt
bizonyitja, hogy az alfa-gliikkozidos kotéseket tartalmazd szubsztratumokon kimutattam
gliikoz felszabadulast. Az alfa-glikozidos kotésti szénhidratok koziil a maltézon kaptam a
legnagyobb aktivitds értéket, ezt kovették a trehaldoz és turandz szubsztratumokon elért
eredmények, rendre 0,58 U/mg fehérje, 0,44 U/mg fehérje és 0,4 U/mg fehérje. A preparatum
rendelkezett B-galaktozidaz aktivitdssal is (0,3 U/mg fehérje). Az enzimpreparatum szachar6z
szubsztraitumon mutatott béta-fruktozidaz aktivitast, melynek értéke 0,07 U/mg fehérje.
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Vizsgalatom kitért az enzimpreparatum béta-gliikkozidaz aktivitasara is, azonban a készitmény
cellobidz szubsztratumon elhanyagolhato aktivitast mutatott. Tehat az enzimpreparatum egy
multienzim rendszernek tekinthetd, amely nagyobb affinitassal rendelkezik az alfa-glikozidos
kotések bontasara.

Eredményeim hasonlosagot mutatnak Holt és munkatarsai (2007) megfigyeléseivel,
akik egy Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703 torzset szaporitottak kiilonbozo
szénhidratokon. A kinyert enzimkomplexeket vizsgaltak alfa-galaktozidaz és alfa-gliikozidaz
aktivitasra. Megallapitottdk, hogy alfa-galaktoziddzt minden vizsgalt szénhidrat esetében
termelt a baktérium, azonban alfa-gliikozidazt csupan alfa-kotésii szubsztratumokon.

3.2 Az oligoszacharid szintézis vizsgalata kiilonb6z6 szubsztratumokon

Egyes hidrolaz enzimek bizonyos koriilmények kozott transzfer aktivitdst mutatnak
(VAN LAERE et al, 1999). Az enzimpreparatum hidrolitikus és transzfer aktivitasat
vizsgaltam 6 kiilonb6z6 kémiai szerkezetli diszacharidon (melibidz, maltdz, trehal6z, turanoz,
szacharoz, cellobioz), a transzfer reakcid eldsegitésére nagy szubsztratum koncentraciokat (25
¢s 40 w/v %) alkalmaztam. Szamottevo transzfer reakciot csak a melibidz, maltoz, turandz €s
szachar6z szubsztratumokon detektaltam.

A készitmény melibioz szubsztratumon mindkét alkalmazott szénhidrat
koncentracional szintetizalt triszacharidot (DP3). A 40 %-0s melibiéz koncentracid bizonyult
jobbnak, ebben az esetben 1,62 g/100 ml triszacharid hozamot értem el. Az egyes
szénhidratok mennyiségének alakulasa az emlitett paraméterek mellett az 1. dbran lathat6. A
melibidz szubsztratumon galaktdz transzfert katalizalt az enzimpreparatum. Hasonld
eredményeket kaptak Broek és munkatarsai (1999), akik Bifidobacterium adolescentis eredeti
tisztitott alfa-galaktozidaz enzim hidrolizis és transzferaz aktivitasat vizsgaltak melibioz és
sztachidz szubsztratumokon. Mindkét szubsztratum esetében bizonyitottak, hogy a vizsgalt
alfa-galaktozidaz enzim felhasznalhat6 a-galakto-oligoszacharidok eldallitasara.

40 % melibioz
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1. abra: A szénhidrat dsszetétel valtozasa 40 %-os melibidz szubsztradtumon megvaldsitott
biokonverzional
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A készitmény gliikozil transzfer reakciot is katalizalt. Ezt bizonyitja, hogy maltéz
szubsztratumon glilkoz mellett triszacharid tartalom novekedést is detektaltam. Az
alkalmazott két maltdoz koncentracidé kozott nem volt jelentds eltérés a triszacharid képzés
tekintetében, a legnagyobb DP; hozam 2,64 g/100 ml volt 25 %-0s malt6z koncentracional, a
biokonverzi6 168. 6rajaban (2. abra).
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2. abra: A szénhidrat 9sszetétel valtozasa 3. abra: A szénhidrat 9sszetétel valtozasa
25 %-0s maltdz szubsztratumon 40 %-o0s turandz szubsztratumon
megvalositott biokonverzional megvalositott biokonverzional

Turan6z szubsztratum esetében sem volt jelentds eltérés a két koncentracio kozott a
triszacharid szintézis szempontjabol. A legnagyobb hozamot (1,56 g/100 ml) 40 %-os
szubsztratum koncentracional, a biokonverzid 168. 6rajaban kaptam. A szénhidrat osszetétel
valtozasat vizsgalva a 3. dbran jol lathatd, hogy a hidrolizis termékek koziil a glikoz
koncentraciéja nagyobb az adott korilmények kozott, igy feltételezhetben turanoz
szubsztratumon fruktdz transzfert katalizal az enzimpreparatum.

Szachar6z szubsztratumon a csekély hidrolaz aktivitas ellenére mindkét szubsztratum
koncentracio alkalmazasaval mutattam ki transzfer aktivitast, a reakcid termékei
polimerizaltsagi fokukat tekintve DP4, DP; és egy a szachar6ztol eltéré kémiai szerkezetet
mutatd DP; szénhidratok voltak (4. abra A,B). A DP, oligoszacharid (2,45 g/100 ml, 144.
6ra) és a DP, (2,56 g/100 ml, 144. ora) képzddése tekintetében a 25%-o0s szubsztratum
koncentraci6, a DPs esetében pedig a 40%-0s szubsztratum koncentracio (1,3 g/100 ml,144.
6ra) bizonyult a legjobbnak. Az diszacharid keletkezésébdl azt feltételezem, hogy szachardz
szubsztratum esetén tobb enzim egyiittes miikodése ment végbe.

o 25% szacharoz g - 40% szacharoz
g o g
B 2 M Ll 2
&~ N
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4. abra: A transzfertermék mennyiségének alakulasa 25 g/100ml (A) és 40 g/100 ml
(B) szachar6z szubsztratumon

Kim és munkatarsai (2003) a Bifidobacterium longum szacharoz-foszforilaz génjét
klonoztak és expresszaltak E. coli baktériumba, majd jellemezték az enzimet. Megallapitottak,
hogy ez az enzim képes gliikozil-transzfer reakciot katalizalni szachar6ézon. Esetemben is
lehetséges szachardz-foszforilaz jelenléte a preparatumban.

4. Kovetkeztetések, javaslatok

Az eléallitott enzimpreparatum alkalmas a hidrolizis mellett transzfer termékek
eldallitasara is. A bifidobaktériumok hidrolaz enzimeinek e tulajdonsaganak kihasznalasaval
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lehetdség nyilik oligoszacharidok enzimes eldallitdsara. Téavlati célok kozott szerepelhet a
kapott transzfer termékek szerkezetének meghatarozasa ¢és prebiotikumként torténd
alkalmazhatosaganak értékelése.
*
Kutatémunkamat a TAMOP-4.2.1./B-09/1-KMR-2010-0005, a TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-
0023 és NTP-TDK-13-072 projektek tamogatjdk.
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