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Osszefoglalas

A Pectinex ultra enzimkészitmény kovalens kotéssel torténd rogzitését végeztem
kitozan hordozéhoz. Az enzimkészitmény Osszfehérje tartalmanak 40,5 %-a rogzilt. A
rogzitett preparatum transzferdz aktivitdst mutatott laktoz, laktuldoz, maltéz és szacharoz
szubsztratumokon. VRK maddszerrel kimutattam, hogy lakt6zon triszacharidok, laktul6zon tri-
illetve tetraszacharidok szintetizalhatok a galaktozil-transzferaz aktivitdsnak koszonhetden.
Kutatomunkam soran megallapitottam a rogzitett preparatum B-galaktozidaz aktivitasanak pH
illetve homérséklet optimumat, mely 60°C illetve pH 5,5 volt. Laktulozon torténd
biokonverzioval, 15 g/100ml szubsztratum koncentracié mellett, 0,4 g/ml régzitett enzim, 60
°C és pHS5,0 paraméterek alkalmazasaval 4,22 g/100ml DP; illetve 0,55 g/100ml DP4
oligoszacharid terméket sikeriilt eldallitani.

1. Bevezetés

Az utobbi idékben az oligoszacharidokkal kapcsolatosan szamos kutatast hajtottak
végre. Tobbek kozott tanulmanyoztak az  élettani  jelentdségiiket,  kiilonb6zo
mikroorganizmusokkal, foként a tejsavbaktériumokkal és bifidobaktériumokkal vald
kapcsolatukat, valamint az eldallitasi lehet6ségiiket. Az oligoszacharidok eldallitasa iranti
nagy igény annak koszonhetd, hogy szamos bizonyitott jotékony élettani hatdssal birnak,
amely koziil az egyik legfontosabb a bélbetegségek elleni védelemben vald szerepiik. Hatasuk
abban nyilvanul meg, hogy serkentik a vastagbélben ¢€l6 probiotikus baktériumok (foként
Lactobacillus ¢és Bifidobactérium fajok) novekedését és aktivitasat, ezaltal a vastagbél
szamara védelmet biztositanak egyes bélpatogének ellen (Losada&Olleros, 2001). Az
oligoszacharidok el6éallitasa két féle modon valdsithatd meg, kémiai illetve enzimes tton. Az
enzimes eldallitas szamos elonnyel rendelkezik a kémiaival szemben. Egyik fontos elonye,
hogy az enzimes eldallitdsnal lehetdség van rogzitésre, melynek kdszonhetéen stabilabba,
ellenallova valhat az enzim, valamint folytonosithatova tehetd az oligoszacharidok szintézise.
Ilyen technolédgia alkalmazaséaval koltséghatékonyabb az eldallitasuk (Perugino et al., 2004).
Ma mar szamos oligoszacharid eldallitasa iparilag megvalositott, azonban vannak olyan
oligoszacharidok, amelyek eléallitasardl illetve élettani hatasukrél még kevés tanulmany
jelent meg. Ilyen oligoszacharid pl. a laktulozbol szintetizalt laktuloz oligoszacharidok. A
laktuléoz egy fruktoéz és egy galaktoz egységbdl all6 diszacharid, amelyet a laktoz
izomerizacidjaval allitanak el6 (Amine et al, 2000; Aider& Halleux, 2007). A laktul6zrol mar
bebizonyitottak, hogy kiilondsen jo novekedési faktort jelent a probiotikus baktériumok
szamara. Emellett leirtak a székrekedés és a méjeredetli agyvel6-bantalom elleni gyogyitd
hatasat is (Crittenden&Playne, 1996). Cardelle-Corbas és munkatarsai (2008) kimutattak,
hogy a Pectinexben talalhaté B-galaktozidaz enzim, galaktozil-transzferaz aktivitdsa révén
képes oligoszacharidot szintetizalni ezen a szubsztratumon. A TDK kutatdbmunkamban célul
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tiztem ki a Pectinex ultra enzimkészitmény kovalens rogzitését valamint a rogzitett
fehérjepreparatum vizsgalatat, kiilonds tekintettel a B-galaktozidaz aktivitasra illetve a
laktul6z alapt oligoszacharid el6allitasra.

2. Anyagok és médszerek

Alkalmazott enzimkészitmény: Pectinex Ultra SP-L (Sigma-aldrich)

Enzimrogzités: Kovalens rogzités Nguyen és munkatarsai (2011) altal leirtak alapjan.
Hidrolizis aktivitas meghatarozasa: A rogzitett és szabad enzim hidrolizis aktivitasainak
meghatarozasa 60 °C-on és pHS5,0-n (Mcllvaine pufferrel), illetve 15 mM p-nitrofenil
tartalmu szintetikus szubsztratumokon tortént. Hidrolaz aktivitas megallapitasa a felszabadulo
p-nitrofenol mennyisége alapjan tortént. A pH hatasat pH 4,5-7,0, a hdmérséklet hatasat 50-80
°C tartomanyban vizsgaltam.

Biokonverzio: az oligoszacharidok szintézisét pH 5,0-n, 60°C-n, 1 ml térfogatban, 15
g/100ml szubsztratum koncentracio esetében vizsgaltam. A reakcio inditasat 0,4 g/ml rogzitett
enzimkészitménnyel végeztem el. A mintavételek soran forralassal allitottam le a reakciot.
Fehérjetartalom meghatarozas: Bradford modszer (Bradford, 1976)

Szénhidratok mennyiségi és minéségi meghatarozasa: HPLC és VRK technika

3. Eredmények és értékelésiik
3.1. Az enzim rogzitése és hatékonysaganak meghatarozasa

Kutatomunkdm soran aktivalt kitozan hordozora (5g) elészor glutaraldehiddel karokat
(ligandumot) alakitottam ki, majd rogzitettem az enzimkészitményt (2,2 ml-t, 64,8 mg
fehérje) Nguyen és munkatarsai altal leirt modszer alapjan (2011). Vizsgaltam a rogzités
hatékonysagat mind a fehérjetartalom mind a hidrolaz aktivitdsok szerint. Eredményeimet az
1. tablazatban mutatom be. Harom-féle hidroldz aktivitast vizsgaltam a rogzitési hatékonysag
szempontjabol, az a-gliikozidaz, a B-galaktozidaz, illetve az a-galaktozidaz. Lathato, hogy a
kapott aktivitasokat tekintve az a-glitkozidaznal 0,53%-os, a B-galaktozidaznal 0,54 %-os,
illetve az a-galaktozidaznal 2,76 %-os rogzitési hatékonysagot értem el, mig a fehérjetartalom
alapjan 40,5%-ban sikeriilt rogziteni a készitményt.

1. tablazat: Kiilonb6z6 aktivitisok valamint a fehérjetartalom szerint kapott rogzitési hatékonysagok

a-gliikozidaz B-galaktozidaz a-galaktozidaz fehérje
) ) ) (mg)
Szabad enzimkészitmény 76,42 2084 2041 64,8
Rogzitett enzimkészitmény 2,1 11,24 10,84 26,27
Rogzitési hatékonysag (%) 0,53 0,54 2,76 40,5

A Pectinex ultra enzimkészitményben talalhatdo enzimeket és azok rogzithetdségét
mas kutatok is vizsgaltdk. Tanriseven és Aslan (2005, 2007) Eupergit C (aktiv epoxi-
csoportokkal rendelkez6 akril-gyongy) hordozora kovalens kotéssel rogzitették a preparatum
fruktozil-transzferaz illetve B-galaktozidaz enzimét. A fruktozil-transzferaz esetében
optimaltdk az enzim-hordozé aranyt, mellyel 96 %-os rdgzitési hatékonysdgot sikeriilt
elérniiik, a B-galaktozidaz enzim esetében pedig 100%-os hatékonysagot értek el. Ghazi és
munkatarsai (2005) fruktozil-transzferdz enzimét Sepabeads EC-EP3 (aktivalt epoxi-
csoporttal rendelkezd) adszorbensre rogzitették, mellyel 25,9 U/g aktivitast értek el. Magyar
kutatok is (Csanadi&Sisak, 2008) tanulmanyoztdk a preparatumot, €s fruktozil-transzferaz
enzimét rogzitették Amberlit IRA 900 anioncseréld gyantara, az altaluk eldallitott
enzimpreparadtum 15,6 U/g fruktozil-transzferaz aktivitassal rendelkezett.

3.2. A rogzitett enzimkészitmény oligoszacharid szintetizalo képessége Kiillonboz6
szubsztratumokon
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TDK munkadmban kivancsi voltam arra is, hogy a rogzitett készitmény milyen
szubsztratumokon képes oligoszacharidot eldallitani. Korabbi tanszéki tanulmanyok azt
mutattdk, hogy a preparatum képes oligoszacharidot szintetizalni szamos mono ¢és
diszacharidon. Ezek tiikrében a kovetkezd szénhidratok esetében vizsgaltam az rogzitett
enzimkészitmény glikoziltranszferaz aktivitasait: glikoz, galaktoz, laktéz, laktuldz, maltoz,
palatindz, szachardz, turandz és mellibioz. Az oligoszacharid képzddést VRK modszerrel
kovettem nyomon a biokonverzid soran.
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1. abra: A rogzitett enzimkészitményel torténé oligoszacharid szintézis kiilonb6z6
szubsztratumokon

Megerdsitettem, hogy a rogzitett Pectinex ultra tartalmaz B-galaktozidaz enzimet. Ezt
bizonyitja, hogy mind lakt6z mind laktul6z esetében tortént oligoszacharid szintézis (1.A, 1.B
abra). A laktoz esetében 1 transzfer termék (triszacharid), mig laktul6z esetében 2-féle (tri- és
tetraszachrid) transzfer termék keletkezett. A 1.C abra jol mutatja, hogy rogzitett készitmény
rendelkezik a-gliikozidaz illetve gliikozil-transzferaz aktivitassal is, ugyanis a maltoz
szubsztratumon a biokonverzio soran gliikkozt illetve glitko-oligoszacharidot (DP3)
detektaltam. Elmondhato, hogy a szachar6z is szubsztratuma az immobilizatumnak (1.D).
Ebben az esetben a VRK mddszerrel négy féle oligoszacharidot sikeriilt kimutatnom.

3.3. A pH és a homérséklet hatasa a rogzitett B-galaktozidiaz enzimre

A VRK vizsgalatok eredményei alapjan érdemesnek tartottam a B-galaktozidaz
enzim tovabbi vizsgalatat. Meghatdroztam a rogzitett enzim hidrolaz aktivitdsanak pH illetve
homérséklet optimumat, 0sszevetve a szabad enzim optimumaival. Megallapitottam, hogy az
optimalis pH mind a szabad mind a rogzitett enzim esetén is 5,5 volt, az optimalis
hémérseklet esetében azonban eltérést tapasztaltam. A szabad enzimnek 65 °C, mig a rogzitett
enzimnek 60 °C volt az optimuma. Eredményeim megegyeznek Aslan és Tanriseven (2007)
eredményeivel, akik Eupergit C hordozéra kovalens kotéssel rogzitették a B-galaktozidaz
enzimet. Ok pH 4,0-5,0 és 55-60 °C tartomanyban hataroztak meg a rogzitett enzim
optimalis koriilményeit az ¢ esetiikben ez megegyezett a szabad enzim esetén meghatarozott
optimummal.

3.4. Laktulézon torténo biokonverzié viszgalata rogzitett enzim alkalmazasaval

Biokonverzi6ét inditottam a rogzitett B-galaktoziddz enzimmel a laktuldz
szubsztratumon. A képzodott termék(ek) analizisére HPLC technikat alkalmaztam. A
biokonverziot két féle modon vizsgaltam, mind razatott mind razatas nélkiili inkubalassal. A
razatas kedvezden befolyasolta az oligoszacharid képzddését. A razatas nélkiili esetben a 8.
napon 3,97 g/100ml triszacharid (DP3) illetve 0,42g/100ml tetraszacharid (DP4) termék
keletkezett. A razatas esetén azonban mar a 7. napon 4,22 g/100ml DP3 illetve 0,55 g/100ml
DP4 oligoszacharid terméket sikertilt elérnem (2. abra).
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2. abra: Szénhidrat 6sszetétel valtozasa 15 g/100ml koncentracioji laktuléz szubsztratumon razatas
esetén

4. Kovetkeztetés

A TDK kutatdomunkam soran sikeriilt olyan rogzitett enzimkészitményt 1étrehozni a
kereskedelmi Pectinex ultrdbol, amely felhasznaldsaval laktuloz alapti oligoszacharidok
allithatok elo. E készitménnyel akar 4 % DP; és 0,8 % DPy is elérheté 15% szubsztratum
koncentracié alkalmazéasaval a biokonverzid soran. Tavlati céljaim kozott szerepel a
biokonverzi6 optimalasa a laktul6z alapt oligoszacharid eldallitasanak fokozasara, valamint a

r0gzitési technika 1éptéknovelése, bioreaktor tervezése és folytonos technologia kidolgozasa.
*

Kutatémunkdmat a TAMOP-4.2.1./B-09/1-KMR-2010-0005 és TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-
0023, valamint TECH_09-A3-2009-0194 és NTP-TDK-13-072 projektek tamogatjak.
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