Szakmai zardjelentés

A B(2—1) kotésekkel rendelkezé oligo- illetve poliszacharidok fontos szerepet jatszanak a
taplalkozéasban. Pozitiv élettani hatdsuk éppen ebben a specifikus glikozidos kotésben
keresend6, mivel a human emésztérendszerb6l hidnyoznak ezen kotéseket bont6é enzimek. A
kutatasi munka f6 célkitlizése a mikroba eredet(i inulindz enzim termelése, elballitasa és
hatdsmechanizmusanak tanulmanyozasa. Az elmult 3 évben a kutatasi programban vallalt
feladatnak megfeleléen a kdvetkez6 fontos eredményeket értik el.

Inulinaz termel6 torzsek szelektalasa
Kutatasi targyként 2 kiilonboz6 gombat és 1 baktériumot valasztottunk: a Thermomyces
lanuginosus termofil gombét és a Kluyveromyces éleszt6t, valamint egy bélben honositott
jétékony baktériumot, a Bifidobacterium-ot. Egyik gomba sem patogén és az altaluk
termelt enzimek élelmiszeripari felhasznaldsi lehetdséggel birnak. Megvizsgaltuk 10
Thermomyces lanuginosus fonalas gomba, 8 Kluyveromyces éleszt6 és 11 Bifidobacterium
torzs inulinaz enzimtermel6 képességét inulint tartalmazd, illetve Bifidobacterium esetén
TPY tapkozegeken. A T. lanuginosus térzseknél 0,1-0,6 U/ml inulinaz aktivitast mértik.
Harom térzs (ATCC 16455, ATCC 28083 és IMI 140524) mutatott jobb eredményt a
tobbihez képest. A legjobb eredményt az IMI 140524 térzsnél kaptuk a fermentéacio 48.
orajaban.
Harom élesztégomba fajt vizsgaltuk: KI. marxianus (Y00959 torzs), Kl. thermotolerans
(Y00702, Y00775, Y00715, Y00873, Y00798, Y00963 torzs) és KI. waltii (Y01184
torzs). Az inulindz aktivitasok 0,1-0,4 U/ml tartomanyban alakultak. Azt tapasztaltuk,
hogy a KI. thermotolerans Y00715 torzs mutatta a legnagyobb inulindz aktivitast a
fermentécios kozegben. Az élesztégombaknal altalaban a fermentacio 24-48. Ordjaban
tapasztaltuk a maximalis inulinaz aktivitast.
Kutatasunkban 11 Bifidobacterium toérzs (B. lactis Bb-12, B. bifidum B7.1, B. bifidum
B7.2, B. bifidum B7.5, B. bifidum B8.3, B. bifidum B3.2, B. longum Al.2., B. longum
A4.4., B. breve tipustorzs, B. breve B9.14. és B. breve B.10.2) inulinaz enzimaktivitasat
hataroztuk meg az extracelluléris frakcioban. A négy kiilonb6z6 fajhoz tartozd torzseket
50 ml TPY taplevesben, allé kultiradban, anaerob korilmények kdzott szaporitottuk fel.
Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az altalunk alkalmazott térzsek mindegyike
szintetizal és kivalaszt inulindz enzimet. Legtobbjik a tenyésztés 48-72 Oraja kozott
mutatta a legnagyobb aktivitasokat, amelyek 0,3 U/ml és 0,45 U/ml kdzott valtoztak. A
B. lactis Bb-12 torzs Kicsivel jobb aktivitast mutatott, mint a tobbi vizsgalt
Bifidobacterium torzs.
Osszegezve harom torzset (T. lanuginosus IMI 140524, a KI. thermotolerans Y00715 és a
B. lactis Bb-12) valasztottunk tovabbi kutatasaink targyava.

Tapkdzeg optimalasa
A T. lanuginosus IMI 140524 t6rzs:
Megvizsgaltuk szamos nitrogén és szénforras az inulindz enzimtermelésere gyakorolt
hatasat. Megallapitottuk, hogy a legjobb nitrogénforrds a pepton, a legjobb szénforras
pedig a csicsokastiritmény volt.
A fermentacios tapkozeg egyes komponenseinek mennyiségi  optimalasara
kisérlettervezési modszert alkalmaztunk. A gyakorlatban kdzponti elrendezési modszert
(RSM, CCD) hasznéaltunk. 1,8 (w/v) % csicsokastritményt és 0,6 (w/v) % peptont talaltuk
az optimalis szen- illetve nitrogénforrasnak. Ebben az esetben 6,15 U/ml enzim titert
mértiink a fermentacio 48. 6rajaban (1. abra).
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1. abra: A csicsokasiiritmény és a pepton koncentracio hatasa az inulindz aktivitasra
(Thermomyces lanuginosus IMI 140524 t6rzs)

Szintén megvizsgaltuk szdmos felliletaktiv anyag jelenlétének hatésat az enzim szintézisre
és megallapitottuk, hogy 1 % Tween 80 hozzaadasaval 10 U/ml enzim aktivitas érhet6 el a
fermentlében, amely mésfélszeres ndvekedést jelent.

Javasolt fermentacio tapkozeg (1 literben): csicsokastiritmény 18 g, pepton 69, KH,PO,4 3
g, KzHPO4 2 g, MgS0,4.7H,0 0,5 g, 10 ml tween 80 és 1 ml VVogel-féle nyomelem oldat.

A KI. thermotolerans Y00715 torzs:

Megvizsgaltuk a kiilonboz6 szénforrasok (dalia inulin, csicsokasiiritmény, fruktoz, gliikoz
szachar6z, maltoz, keményit6, laktdz) hatdsat az enzim termelésére. Megallapitottuk, hogy
a gomba jol szaporodott minden vizsgalt szénhidrat szubsztratumon. A legnagyobb
aktivitas értékeket a dalia eredetli inulin (0,769 U/ml) és a csicsokastiritmény (0,481
U/ml) esetében értlik el. Mivel a dalia eredetii inulin szubsztratum kereskedelmi ara igen
magas, igy a tovabbiakban csicsokastritményt hasznaltuk a Kisérletek soran. A
csicsOkastiritmény széles szénhidrat spektrummal rendelkezik, valamint gazdasédgosabb az
eldallitasa, s akar mint a nyers csicsoka 1€, a csicsokastiritmény is felhasznalhatd ipari
méretekben.

Szamos  nitrogénforras ~ (ammonium-nitrat, ammonium-foszfat,  natrium-nitrat,
élesztokivonat, malatakivonat, marhahus kivonat, disznéhus kivonat, pepton, karbamid és
kukoricalekvar) hatasat vizsgaltuk az inulindz aktivitdsra. FO szénforrasként pedig
csicsOkastiritményt alkalmaztuk. Megéllapitottuk, hogy a marhahis Kkivonat,
¢lesztékivonat és a kukoricalekvar bizonyult a legjobb nitrogénforrasnak.
Kisérlettervezési mddszer (RSM, CCD) alkalmazasaval optimaltuk az egyes tapkdzeg
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nitrogénforrasként  éleszt6kivonatot  és  foszforforrasként — ammonium-foszfatot
alkalmaztuk. Matematikai-statisztikai értékelés eredményként a kovetkezé tapkozeg



Osszetetelt tartottuk optimalisnak: csicsOkastritmény: 1g; éleszt6kivonat 0,22g;
ammonium-foszfat: 0,16g; MgS0O,4.7H,0: 0,05¢g; desztillalt vizzel 100 ml-re kiegészitve.
A javasolt tapkdzeg alkalmazaséval kb. 1,7 U/ml enzimaktivitas értéket mértik.
Megvizsgaltam néhany feluletaktiv anyag hatasat az enzim kivalasztasra nézve. A kisérlet
sordn a kontroll esetében az enzimaktivitas 1,86 U/ml volt, mig 1 % SDS illetve 1 %
Tween80 feliiletaktiv anyaggal torténd kiegészitéssel csupan 0,703 U/ml, valamint 0,415
U/ml enzimaktivitast mértik. A triton X-100 adagoldsa nem mutatott jelentds kiilonbséget
a kontrollhoz képest. Osszefoglalva megallapithatd, hogy a feluletaktiv anyagok
hozzdadéasa a tapkdzeghez nem eredmeényezett magasabb enzimhozamot.

Leptékndvelési kisérletek és a fermentécios kérilmények optimaléasa
A sikeres réazatott lombikos kisérletek megvaldsitdsa utan léptékndvelési kisérleteket
hajtottunk végre 2 literes laboratoriumi fermentorban, melyben mind az éleszt6, mind a
fonalas gomba esetén a fermentacio 24-48. 6raja k6zott mérheté a maximalis inulinaz
aktivitas.
Megvizsgaltuk a tapkdzeg pH-janak a hatasdt a T. lanuginosus szaporodésara és
enzimtermelésére. Megallapitottuk, hogy a szigorian szabalyozott pH nem
eredményezett jo/jobbinulindz enzimtermelést. Ezzel szemben, a tapkozeg kezdeti pH-
janak 6,5-re torténé beallitasaval (50 mM foszfat puffer) szignifikans pozitiv hatas érhet6
el.
A razatott kisérleteknél kapott el6zetes eredmények alapjan a fermentorban megvaldsitott
kisérleteknél is optimaltuk az inokulum koranak és mennyiségének hatéséat az inulinaz
termelésére. Megallapitottuk, hogy a T. lanuginosus termofil gomba esetén 40 6rés, amig
a Kl. thermotolerans esetén a 18 oras inokulum bizonyult a legmegfelelobbnek. Az
¢lesztogomba esetén 7,5 v/v. % inokulummal inditott fermenticioval, a termofil
fonalasgombéanal pedig 5 viv % inokulum mennyiséggel értik el a legjobb
enzimtermelést.
Tapasztalatunk szerint az aktiv levegdztetési €s keverési rendszereknél masként
viselkedik a gomba, mint a passziv (rdzatott) rendszereknél, ezért megvizsgaltuk a
keverési sebesseég és a levegOztetéshatasat az inulindz aktivitisara. A nagy sebességli
keverés a gombafonalak torését okozhatja, mely befolyasolja a gomba szaporodasat és az
enzim szintézisét. Megallapitottuk, hogy a levegdztetés mértéke T. lanuginosus esetén
0,75 I/min, a KI. thermotolerans esetén pedig 1 I/min bizonyult optimalisnak.

Enzimfehérje tisztitasa és jellemzése

A fermentlébdl el6szor centrifugaval eltavolitottuk a gomba micéliumot (T. lanuginosus)
vagy sejtet (KI. thermotolerans), majd ammonium-szulfattal Kicsaptuk az enzimfehérjét.
Az enzim tisztitisdra FPLC rendszerhez csatlakoztatott kiilonboz6 kromatografias
(DEAE-Sepharose, Q-Sepharose és Phenyl-Sepharose) technikat alkalmaztunk. Az
enzimfehérje homogenitasat SDS-PAGE segitségével ellendriztlk.

A KI. thermotolerans eredetii inulinaz esetén 24 % Kkitermelést értem el 53-szoros
tisztulasi faktor mellett. Meghataroztuk a Kl. thermotolerans eredetii inulinaz optimalis
miikodési feltételeit: pH 5,0-5,5 tartomanyba esett, az optimalis hémérséklet pedig 40 °C
volt. A tisztitott enzim stabilnak bizonyult 50°C-on is pH 4,5-7,0 tartomanyban. A
megvizsgélt ionok kozill a Ca**, Zn®*, Mg?*, Na* és K* serkenti az enzim aktivitasat, mig
a Fe?*, Fe**, Co*, Ag" erésen gatolja az enzim miikddését. A kinetikai paraméterek délia
inulin szubsztratum esetén: Km=26,8 mg/ml és V,5x=0,01 mg/ml/min. A felszabaditott
termékeket analizalva megallapitottuk, hogy az altalunk tisztitott inulindz endo-hatasu.
Meghataroztuk a Bifidobacterium lactis Bb-12 altal termelt inulindz enzim hémérséklet



és pH optimumat. Megallapitottuk, hogy az inulindz hémérséklet optimuma 45 C, pH
optimuma pedig pH=5,0 illetve pH=7,0 volt.

Az enzim rogzitése és a biokonverzié megvaldsitasa
Az irodalmi adatokat, az élelmiszeripari alkalmazhatdséagot, a technolégiai sajatsdgokat és
a gazdasagossagot figyelembe véve az inulindz rogzitésére glutaraldehides kovalens
rogzitési modszert és allati eredeti (rakpancél) hordozot, a kitint alkalmaztuk. A
kutatasunk soran alkalmazott endo-inulinaz készitménynél 66 % aktivitast sikerllt
visszanyerni a rogzités utan, amely jonak mondhato.
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2. abra: Folytonos oligofrukt6z termel6 rendszer (rogzitett inuliniz enzimes
bioreaktor) sematikus abrazolasa
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3. abra: A folytonos rogzitett enzimes bioreaktorban megvalositott
csicsokastiritmény hidrolizisének kromatogramja
(szaggatott vonal: csicsOkasliritmény, folytonos vonal: hidrolizatum)

Meghataroztuk az A. niger eredetii rogzitett endo-inulindz készitmény optimalis pH (6,0)
és homérsékletét (65 oC), valamint kinetikai paramétereiket (Km=2,19 w/v % és
Vmax=291,58 U/g). A rogzitett enzim felezési ideje 48 nap volt. Bebizonyitottuk, hogy az
enzim rogzitésével ndvelhet6 a hostabilitas.

A biokonverzié modellezése soran mind a Kl. thermotolerans, mind a kereskedelmi A.
niger eredetli endo-inuldzokat hasznéltuk - szabad és rdgzitett enzimekkel - frukto-
oligoszacharidok  elballitasara.  Szubsztratumként  dalia  eredeti  inulint  és
csicsokasiiritményt alkalmaztunk.

Megterveztik, felépitettiik és bebizonyitottuk, hogy a 25 ml-es t6ltott agyas bioreaktor (2.
abra) segitségével folytonos, oligoszacharidokban gazdag termék (3. abra) allithato el
laboratériumi kérilmények kozott.

Mind a T. lanuginosus termofil gomba, mind a KI. thermotolerans éleszt6 termelt
extracellularis inulinaz enzimet a megfeleld tapkézegen. Az inulinaz enzim alkalmazasaval az
inulin részleges vagy teljes biokonverzidja révén frukto-oligoszacharidok vagy frukt6z szirup
allithato eld, amely fontos szerepet jatszik az élelmiszer és gyogyaszati iparban is.



