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1. BEVEZETES

Az elmult idészakban a szénhidratokkal kapcsolatos kutatdsok szamottevd fejlodése
volt megfigyelhetd. Ennek oka, hogy ezek a szénhidratok fontos szerepet toltenek be a
taplalkozasban illetve az élelmiszer-, gyogyszer-, butor-, papir- és a kozmetikaiparban,
valamint az {lizemanyag termelésben is. Az oligoszacharidok (szénhidratok egyik
csoportja) kémiailag olyan glikozidok, amelyek 3-10 cukor egységbdl épiilnek fel.
Szamos biologiai folyamatban részt vesznek, példaul gyulladasos folyamatokban,
bakteridlis és virusos fertézésekben, sejt-sejt kommunikacidban és immunvalasz
reakciokban stb. (Shetty et al., 2006). Tovabba Iéteznek olyan oligoszacharidok,
amelyek fizikai-kémiai illetve fiziologiai tulajdonsagaik révén funkcionalis élelmiszer
Osszetevoként is hasznosithatok. Egyes oligoszacharidokat az emésztérendszer enzimei
nem képesek lebontani igy diabetikus vagy alacsony kaloriatartalmt termékek
gyartasara is felhasznalhatok (Mussatto&Mancilha, 2007). Emellett prebiotikus
hatastiak is lehetnek, azaz kedvezden befolyasolhatjdk a vastagbélben €16 jotekony
hatdst mikroorganizmusok szaporodésat illetve aktivitasat. E szénhidratok szintézise
kémiai és enzimes moddszerrel is lehetséges. Az enzimes modszerek eldnye, hogy a
biokatalizatorok  régio- ¢és sztereospecifitassal rendelkeznek illetve a széleskorti
reakciokoriilmények kozott alkalmazhatd (Perugino et al., 2004). Ezzel szemben a
kémiai eldallitas bonyolult és koltséges folyamat, valamint a Iéptékndvelés megoldasa is
nehéz. A felsorolt indokok miatt az elmult években az enzimes szintézis valt a legtobb
kutato altal valasztott modszerré. Jelenleg a kereskedelemben kaphato prebiotikus
oligoszacharidokat is enzimek transzglikozilaz aktivitasanak felhasznalasaval allitjak
el6 (Crittenden&Playne, 1996).

A TDK kutatomunkamban célul tiztem ki a kereskedelemben kaphato
enzimkészitmény (Pectinex ultra) transzglikozil aktivitdsanak vizsgalatat az
oligoszacharidok szintézisére.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

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

Biokonverzio: Az oligoszacharid szintézist 5,5-6s pH-n, 60 °C-on 1 U/ml
enzimmennyiséggel hajtottam végre.

Felhasznalt szénhidratok: gliikéz, fruktdz, maltdz, szachardz, laktdéz, mannodz, xiloz,
galaktoz (Sigma-aldrich)

Szénhidratok mennyiségi meghatarozasa: HPLC-s technikaval
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3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A Pectinex transzferdz aktivitisa: Kisérleti munkam elsé 1épéseként fontosnak
tartottam a transzferaz aktivitds vizsgalatat kiilonb6z6 donor és akceptor jelentlétében
(maltédz, fruktdz, glikoz, manndz, xildz, galaktdz, szacharoz és laktdz). A reakciot 10
(W/v) % szénhidratkoncenracidval inditottam, amelyben a donor és akceptor aranya 1:1
volt. A biokonverzi6 nyomonkovetésére kiilonboz6 idépontban vettem mintat és
analizaltam. A biokonverzo 4. napjan kapott eredményeket az 1. &bran mutatom be.
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1. abra: Kiilonb6z6 szénhidratok hatasa a Pectinex ultra transzfruktozil (A) és transzgalaktozil (B)
aktivitasara
Lathato, hogy mind a malt6z:szachar6z mind a maltéz:lakt6z kombindcional mértem
kiemeldeké oligoszacharid (DP3) hozamot. Ez az érték laktoz-maltdéz esetében 59 %
(0,84 g/100ml), szachar6z-maltéz esetében pedig 122 % (0,84 g/100ml) volt. Aslan és
Tanriseven (2005, 2007) publikatak, hogy Pectinex rendelkezik transzfruktozil és
transzgalaktozil aktivitassal a szukrdz, kesztdz, nyisztdoz vagy raffindz kozegben, de
nem mutathatd a turandz, cellobidz, melibidz, leukréz, metil-a-D-gliikopirandz
esetében. Szachar6z donor esetén a glikéoz ¢és manndéz nem detektiltam az
oligosacharidok képzését. Ismert tény, hogy a frukto-oligoszacharidok eldallitasanal a
melléktermékként megjelend glikoz gatolja transzfer reakciot (Yun et al., 1990). Ez
adhat megyarazatot az el6bb tapasztalt jelenségre.

Optimalis szubsztratumarany meghatdrozasa: A fent emlitett eredmények alapjan a
tovabbiakban a két szubsztratum (szachardz és laktdz) és a maltéz kiillonbozé ardnyt
kombinacioit vizsgaltam. A kapott eredményeket a 2. és a 3. abra mutatja.
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2. abra: Oligoszacharid tartalom alakulidsa 3. abra: Oligoszacharid tartalom alakuldsa
malt6z:lakt6z szubsztratum kiilonb6z6 aranyai maltéz:szacharo6z szubsztratum kiillonb6zo

esetén aranyai esetén



Mind a szachar6z mind a lakt6z esetében a 1:9 arany bizonyult a legjobbnak. Ezen
arany alkalmazasaval laktéz esetében 3,46g/100ml oligoszacharid koncentraciot értem
el. Kiemelendd, hogy a maltdz-szachar6z 1:9 aranyt Osszetételével jelentds ndvekedést
értem el a kapott oligoszacharid tartalom érték tekintetében a kontrol mintakhoz képest.
Szachardz kontrol szubsztratum alkalmazasaval 0,49g/100ml, mig malt6z-szachardz 1:9
aranyu keverékével 0,61g/100ml oligoszacharid tartalmat értem el a biokonverzi6 24.
orajaban. Az elért eredmények alapjan megallapithat6, hogy a maltdéz indukélja a
Pectinex ultra transzfruktozil aktivitasat.

Szubsztratum koncentracié hatasa: Kutatomunkdm sordn az optimalis szubsztratum
koncentraci6 meghatarozasahoz 20-70 (w/v) % szénhidrattartalom tartomanyban
vizsgédltam az oligoszacharid szintézist. Ennek megvaldsitdsdra a fent emlitett
eredmények alapjan a malt6z-szachar6z 1:9 aranyt keverékét hasznaltam fel.

A 4. abran jol lathato, hogy a Pectinex ultra fruktozil-transzferaz enzimének optimalis
szubsztratum koncentracidja 60 (w/v) %. Ez esetben 4,02g/100ml DP3 tartalmat értem
el a biokonverzié 5. napjan. Az eredményem megegyezik a Hang és Woodams altal
1995-ben publikalt eredményekel. Azt irtak, hogy az Aspergillus foetidis, Aspergillus
niger és Aureobasidium pullans eredeti fruktozil-transzferaz enzimek optimalis
szubsztratum  koncentarcidja  szintén 60 (W/V)%  korilli  volt.  Altalaban
karbohidrolazoknal a nagy szubsztratum koncentracidé nagyobb transzglikozil aktivitast
eredményez (Crittenden&Playne, 1996).

Az 5. 4bran az oligoszacharid tartalom valtozésa lathatd a maltdz-szachar6z 1:9 ardnyt
keveréke és a kontrol mintak esetében. Megéllapithat6, hogy maltéz hozzaadasaval
hozzavetdlegesen kétszeres DP3-tartalmat értem el a szachar6z kontrolhoz képest. Elért
eredményeim alapjan valosziniisithetd, hogy a szachar6z maltdzzal valé kombinélasa
soran a transzfruktozil reakcidban a szachar6z donor, a maltoéz pedig akceptorként vesz
részt, ez altal szintetizalva 0j oligoszacharidot. Ez azt jelenti, hogy az enzim a szachar6z
szubsztratum frukt6z részét a maltéz molekulara széllitja. Canedo és munkatérsai
(1998) Bacillus subtilis eredetii levanszukraz enzim segitségével allitottak el szacharoz
¢s maltdéz szubsztratumokbol 1) oligoszacharidot (maltozil-fruktdzt). Az 6 esetiikben
1:10 volt a maltdz-szachar6z optimalis aranya. A 24 (v/w) % szubsztratum tartalom
mellett 16,3 (v/w) % oligoszacharid hozamot étek el.
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4. OSSZEFOGLALAS

Az utobbi években az oligoszaccharidok nagy érdeklddésre tettek szert mind
tudomanyos, mind ipari szempontbol a kedvezé bioldgiai tulajdonsagaiknak
koszonhetéen pl. a prebiotikumok gyartasaban, gyulladas, virus- ¢és bakterialis
fertézések megértésében, sejtmembranok sejt-sejt felismeré funkcigjaban és az
immunvalaszban is. Ezen oligoszaccharidok eldallithatok glikoziltranszferaz aktivitassal
rendelkezé enzimek segitségével. A kiilonbozé donor és akceptor szubsztratum esetén
megallapitottam, hogy a laktdz és szachar6z kombinalva a maltdzzal adta a legjobb
eredményt. Otimalis szubsztratum arany (mind a maltéz:szacharéz, mind a
maltdz:szachar6z) 1:9 volt. Meghataroztam a glikoziltranszferaz aktivitasre gyakorolt
szubsztratum koncentracié hatdsat és meg allapitottam, hogy maltdz:szachardz esetén
60 (W/V) % szénhidrattartalom mellet kiemelked6 oligoszacharid (DP3) hozamot értem
el, amely 4g/100ml volt. Tovabba, a Pectinex ultra enzimkészitménynél nemcsak
szachar6z vagy laktoz lehet az akceptor, hanem maltdz is. E aktivitdsnak koszonhetden
szintetizalhato a fruktozil-maltéz vagy galatozil-maltéoz, amely ujszeri és
prebiotikumként alkalmazhatd. Elért eredményeim igéretesnek tlinnek és utat nyithatjak
az uj oligoszacharid szintézis technoldgia kidolgozasara.

Kutatémunkam 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 projektek tamogatjak
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