OTKA kutatasunk négy biotechnoldgiai up stream és down stream részfeladat kimunkéalasara
irdnyult: kutatasokat végeztiink 1,3-propandiol biokonverzios eléallitasara (1), modell
enzimrendszereken vizsgaltuk a festékkromatografias enzimtisztitas lehet6segeit(2), és kutatdsokat
vageztink az alfa-galaktozidaz (3) és a fitaz(4) enzim fermentasios el6allitdsaval, tisztitasaval és
felhasznalhat6sagaval kapcsolatosan.

(1) 1,3-propandiol biokonverzios eléallitdsanak vizsgalataval kapcsolatos eredmények

A project kezdetekor a szakirodalom kutatasaval kezdtiik meg a munkat. Ennek célja az volt, hogy
megfelel6 enzim-forrds mikroorganizmust talaljunk a célul kittizétt enzimes 1,3-propandiol (1,3-PD)
elééllitdésdhoz. A kidolgozando eljarés nyersanyagaul a glicerint valasztottuk, hiszen mér a palyazat
kezdetén lathatd volt, hogy a kdvetkezé években a biodizelgyartds volumene kiszélesedik, és ezzel
paralel a glicerinbél megujulé nyersanyag-felesleg keletkezik, amelynek hasznositasa célszeri. A
glicerin nagyon jo nyersnyag, mert Ugynevezett platform alkoto, azaz beléle egyszerii reakcidkban
egy sor értékes anyag nyerhet6. Ezek kozul biologiailag is eléallithaté a 3-hidroxi-propionaldehid
(HPA), az 1,3-dihidroxiaceton (DHA) és az 1,3-PD. A HPA reuterin néven kereskedelmi
forgalomban is kaphatd, antibiotikus hatdst vegyilet, amelyet fermentacioval allitanak el6. Az
DHA-t szintén fermentaljak, és a kozmetikai iparban igen keresett vegyllet a bérbarnitd szerek
gyartadsdhoz. A legperspektivikusabb azonban mégis az 1,3-PD, amelyet évente tébb mint 100.000t
mennyiségben gyartanak szerves szintetikus uton etilénoxidbdl illetve akroleinbél. Ezt a nagy
mennyiséget az tette szikseégessé, hogy beléle egy igen kedvezé tulajdonsagu polimert (Poli-
Trimetilen-Tereftalatot, PTT) lehet eléallitani. A téma jelentoségét igazolja, hogy elébb (2004-ben)
Montreélban egy 94.000t/év kapacitastu PTT gyar epult (Shell), majd 2006-ban 10 éves kutatas utan
egy biotechnoldgiai alapu 43.000t/év kapacitasu 1,3-PD Uzem épult (DuPont) az USA Tenesse
allambeli Loudonban. A bioldgiai eljarasok elényét a hagyomanyos szerves kémiai technoldgiakkal
szemben ma méar nem kell hangsulyozni, azt azonban igen, hogy a project soran kutatécsoportunk
egy Uj biotechnoldgiai (enzimes) eljarast kivant kidolgozni szemben az id6kdzben megvalosult
fermentacios 1,3-PD eldallitassal. Ezt az indokolta, hogy a fermentacids eljarasoknél a nyersanyag
egy részébol biomassza képzodik (amelynek a felhasznalas utani kezelése problémat jelenthet), ami
csokkenti a nyersanyagra vetitett termékhozamot. A fermentacios eljardsokban a felhasznalt sejtek
gyakran termelnek metabolitokat is, amelyek szintén csokkentik a termékhozamot és nehezitik a
termékkinyerést is. A DuPont fermentacios technoldgiajaban ezen kivil még egy koltséges kofaktor
(B12) adagolésa is szikséges. Ezek a problémék kikuszobolhetéek egy tiszta, enzimes eljaras
hasznalatakor. Az 1. &bran mutatjuk be a tervezett modszert.
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Az els6 enzim a glicerin-dehidratdz (GDHt, EC. 4.2.1.30), amely a glicerinrél egy vizmolekulat hasit
le By, koenzim segitségével, majd a képzodott HPA-t NADH, koenzimel az 1,3-propandiol-
oxidoreduktaz enzim (PDOR, EC.1.1.1.202) redukalja 1,3-PD-1a. Az ekdzben NAD"-da oxidalodott
koenzim visszaredukalasat a harmadik kulcsenzim a glicerin-dehidrogenaz (GDH, EC.1.1.1.6) végzi,
mikozben a glicerinbél DHA-t allit elé. Az enzimeket és a koenzimeket egy membranreaktorban
tartjuk bezérva, igy megvaldsithatd egy olyan folytonos technoldgia, amelyben a betaplalt
glicerinbdl szimultan ket értékes termék keletkezik: 1,3-PD és DHA.

Az elnyert pélyazat kovetkezé szakaszaban a harom kulcsenzimet Enterobacter aerogenes-szel
elééllitottuk. Kidolgoztunk egy hatékony rataplalasos fermentaciot és egy enzimkinyeresi metodust.
A koltseghatékonysag jegyében nem tisztitottuk meg a megfermentélt sejteket, hanem az ultrahangos
sejtfeltards utan kapott és a sejttérmeléktol elvalasztott nyers enzimoldatot hasznaltuk fel sikeresen
glicerin biokonverziora. A nyers enzimkészitmény hasznélatat az indokolta, hogy az irodalom szerint
a 3 enzimet 3 kulonb6zé mddszerrel kell tisztitani, ami igen koltségessé teszi az eljarast. Tovabb
nehezitené a tisztitdst, hogy a GDHt — az irodalom [1, 2] és a sajat Kkisérletek szerint is —
oninaktivalodast szenved, és az igy keletkezett komplexet regenerald feherjék allitjak helyre. A
sikeres biokonverziohoz ezeket a regeneralo fehérjéket is meg kellene tisztitani.

A sikeres glicerin-PD biokonverzios kisérleti eredményeink leirasara egy differencidlegyenletekbdl
allo osszetett matematikai modellt alkottunk. Sajnos, a nyers enzimoldat hasznalatanak
kovetkezményeként nemcsak a kivant reakciok jatszédtak le, igy a DHA dihidroxiaceton-kinaz
(DHAK, EC.2.7.1.29) foszforilaciojat kdvet6 reakciok miatt melléktermékként ecetsav is képzodott.
A matematikai modellt szimulacios vizsgalatokra felhaszndlva megallapitottuk, hogy megfelelé
inhibicioval a melléktermékképzédés csokkentheté, &m meg nem szintetheté, mert a
melléktermékképzés kdzben keletkezik a GDHt regenerélasahoz sziikséges [2] ATP koenzim is. A
DHAK inhibicidjaval lehetéség lenne a melléktermék visszaszoritasra, pl. 3-klor-hidroxiacetonnal
(DHA analdg) [3]

Mindekozben elkészilt egy Pichia pastorisba klénozott PDOR is, melynek aktivitasa tobb mint 10x
nagyobb volt az eredeti enzimnél, stabilitasa viszont csokkent. A szakirodalom alapjan egy
alterntivaként a Thermotoga maritima hipertermofill torzset is kiprobaltuk enzimforras [4, 5]
mikroorganizmusként, &m rendkivili thpanyagigénye es oxigénintoleranciaja miatt technoldgiai céld
felhasznalasra alkalmatlan.

A soron kovetkezé szakaszban sikerult megtalalni a megfelel6 enzimforrds mikroorganizmust:
Clostridium butyricum [6]. Ennek el6nye, hogy a GDHt enzime nem szenved oninaktivaciot [7], igy
nem szlikséges az ATP a biokonverzidhoz, ezért az esetleges melléktermékek visszaszorithatoak,
illetve Ujra szdmba lehet venni az enzimtisztitas lehetoségeit (2-vel kevesebb enzim sziikséges).
Ezzekkel a sejtekkel szdmos fermentécidt végeztiink, a kinyert enzimoldatokat pedig tobb cikluson
at (akér 15 sikeres biokonverzio) hasznaltuk. ATP analdg inhibitorral felére volt csdkkentheté a
melléktermék (vajsav) kepzodes és 1,5x nétt a termékhozam.

Ekkor kezdtiik meg az enzimfermentécid hatékonysaganak javitasara tett kKisérleteket.

A project utolsé szakaszaban sikerult a komplex és koltséges tapkozeg mellé egy alternativat is
taldlnunk, ez pedig a glicerinnel kiegeszitett tejsavd. Ennek hasznélata azért is elényds, mert a
maradek fehérje és laktoz tartalma miatt magas a BOI és KOI ertéke, ezért a kornyezetet
szennyvizkent terheli. R&adasul nagy mennyisegben Kkeletkezik, ezért jelentés gazdasagi és
koérnyezetvedelmi problémat képvisel.



Veégul a kordbban mar sikerrel alkalmazott matematikai leirast Gltettik at a clostridium eredetii
enzimkészitményre. Ennek felhasznalasaval megallapitottuk, hogy az enzimoldat megfelel6 (~200x)
koncentralasaval a jelenleg iparban is hasznalt technoldgia (DuPont) produktivitasa (J~2,5 g/lh)
elérhet6 (2. bra), esetleg felilmulhato.
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(2)Léptékndvelheté izolalasi eljarasok kialakitasa oxidoreduktaz enzimekre c. feladattal
kapcsolatosan az alabbi ereményeket értiik el.

Modellként a diagnosztikus és boraszati fontossagi malat-dehidrogenaz enzim izolalasat és
tisztitasat valasztottuk.

A vizsgélatok els6 szakaszaban tiszta enzimpreparatum felhasznalasaval vizsgaltuk a malat-
dehidrogenaz festékkromatografias viselkedését. Amikor ezzel mar kielégit6 hatékonysagu izolalasi
maodszert alakitottunk ki, attértiink a természetes k6zegbdl (sertés szivizom) valé kinyerési
technoldgia kialakitasara. Adaptalva a szakirodalmi modszereket, optimaltuk a sertés szivizom
feltarasanak 1épéseit. Megéllapitottuk, hogy az el6zetesen homogenizalt szivizom ultrahangos
kezelése javitja a feltarast, ennek optimalis ideje 10 perc.

Az enzim megkotese a festékkromatografias tolteten a kutatasok soran kimért paraméterekkel ment
vegbe. Az ellcid optimalasa sordn megvizsgaltuk az eluens 0sszetételének hatasat, és
megallapitottuk, hogy az etil-alkohol optimalis koncentréacidja 10 %, és ehhez még 1 M karbamid
hozzaadasa tovabb javitja a kihozatalt.



Az optimalt eluens dsszetétele: 0.1 M-os pH 9 foszfat puffer + 1 M KCI + 10 % EtOH + 1 M
karbamid, az draml&si sebesség: a gradiens inditasa elétti id6tartamban 0.5 ml/perc, a tovabbiakban 1
ml/perc.

A felallitott anyagmérlegek szerint a modszer kihozatala 66 % volt, a beinjektalt enzimmennyiség
2/3-a visszanyerhet6. Ugyanakkor a kidolgozott festekkromatografids médszerrel kb. 33-szoros
tisztulast (fajlagos aktivitas-ndvekedest) ertink el.

(3)a-Galaktozidaz enzimmek kapcsolatos kutatasok

Az a-galaktozidaz fermentécidra szelektélt T. lanuginosus CBS 395.62b torzs enzim termelésének
maximalizaldsara meghataroztuk a tapkdzeg optimalis szén- és nitrogénforrds koncentrécidjat,
valamint az inokuldlasi technologiat. Az optimalizalt tapkozeg Osszetétele a kovetkezé: 30 g
szachar6z, 9 g ammonium-acetat, 3 g KH,PO4, 2 g KoHPO4, 1 g MgSO4*7H,0 és 1 ml Vogel-féle
nyomelem oldat. A fenti komponensek Mcllvaine pufferban (pH=7,5) 1000 ml-re oldandok. Az
enzimfermentacio inditasahoz a 2 napos inokulum tenyészet alkalmazasa ajanlott. A kidolgozott
technoldgiaval 7-8 napos fermentédcios idotartammal 100 NE/ml enzimaktivitds érhet6 el.
»Szendvics” technikat fejlesztettink ki az a-galaktozidaz enzim kimutatiséra a gelelektroforézis
sordn. Az enzim Kkinyerésére és tisztitdsara a tenyészlé szirletéb6l torténé ammonium-szulfatos
kicsapast kdvetoen négy Iépéshol allé kromatogréafias eljarast dolgoztuk ki, amely molekulaméret és
toltés alapjan torténé elvalasztasokbol allt. Az enzim tisztitas soran 114-szeres tisztulast és 59 %-o0s
kitermelést értiik el. A kapott termék specifikus aktivitdsa 1813 NE/mg. Az enzim molekulatomege
94 kDa és izoelektromos pontja 3,9-4,1 koz6tt volt. Az enzim glikoprotein és szénhidréat tartalmat
5,3 (m/m) %-ra becsultiik. Az enzimhez kapcsol6dd szénhidratok vizsgélata soran a kovetkezo
megoszlast taldltuk: 56 % manndz, 36 % glikdzamin, 8 % galaktoz és a glukoz tartalom 1 %-nal
kisebb. Az enzimaktivitas optimalis pH tartomanya pH=5,0-5,5 és optimalis hémérséklete ebben a
pH tartomanyban 65 °C. Az enzim legaldbb 1 napon keresztiil stabilnak bizonyult 55°C-on pH=6,4-
8,3 tartomanyban. 70 °C-on és e feletti hémersékleteken torténd inkubalés sordn az enzimkészitmeny
nagyon rovid idén beldl inaktivalodik. Az enzim aktiv volt p-nitro-fenil-a-D-galaktopiranozidon,
melibiozon, raffindzon és sztachiozon, de nem szabaditott fel galaktozt intakt galaktomannanokbol.
Az enzim Kinetikai paraméterei:

Szubsztratum Km[MM] | Via [umol*min**mg™]

p-nitro-fenil-o-D-galaktopiranozid 1,13 2498
raffin6z 1,61 4434
sztachioz 1,17 4889

A legnagyobb affinitast az enzim a raffindzhoz mutatta.

A Mn™" aktivatorként, mig a Ca™, a Zn™" és a Hg"™" erds inhibitorként hat a vizsgalt a-galaktozidaz
enzim aktivitasara. Ag” ionok hataséara az enzim inaktivaldik.

Meghataroztuk a T. lanuginosus eredetii a-galaktozidaz enzim elsé 15 aminosav szekvencidjat
(SPDAIVLDGTDFALD). A fehérje-fehérje 6sszehasonlitdési modszert (BLAST) alkalmazva
megallapitottuk, hogy az altalunk szekvenalt aminosav sorrend nem mutatott hasonldségot a fehérje-
adatbazisban 1év6 egyik a-galaktoziddzéval sem. Tobbszords szekvencia dsszerendezést végeztiink
el az adatbazisban talalhato GH-36 és GH-27 csaladhoz tartozd galaktozidazokkal. Ennek alapjan
valdszinisithetd, hogy a T. lanuginosus eredetii a-galaktoziddz GH-36 csalddhoz tartozik.

Az enzimalkalmazasi kisérletek soran megallapitottuk, hogy 55°C-on és pH=5,5 Mcllvaine pufferral
50 NE a-galaktozidaz/g szubsztratum ardnynal 1 és 8 (w/w) % koncentraciokat alkalmazva a
melibidz és a raffindz hidrolizise 3 éran belll lezajlik. Raffindz szubsztratum esetében kimutattuk,



hogy a hidrolizis elsé drajaban atmeneti termékként 3, illetve 4 monoszacharidbdl all6 trimer és
tetramer vegylletek is keletkeznek. A sztachidz hidrolizisénél 24 éras hidrolizis id6 utan csak 60 %-
os konverzidt figyeltik meg. A T. lanuginosus eredetli a-galaktozidaz jelent6s transzferaz aktivitast
mutatott a melibiéz/maltdz rendszerben. Mind a transzferdz mind a hidrolaz aktivitds pH=5.5-nél
mutatott optimumot. Az optimalis melibiéz:maltéz ardny 2:1 volt. Maximalis triszacharid
koncentraciot kb. 6-10 (w/w) % 120-210 perces reakcididé intervallumban mértuk.

(4) Fitaz enzimmel kapcsolatos kutatasok

A taplalkozasi és takarmanyozési szempontbdl jelentds gabona magvak foszfortartalékai fitinsav
forméban vannak jelen. Ez az élelmiszer Osszetevé antinutritiv. komponens, mivel gatolja az
éloszervezetek szdméara fontos mikro- és makroelemek, valamint fehérjek felszivodasat. Tekintettel
arra, hogy a fitinsav a hokezelésnek ellenall igéretes megoldas lehet a fitaz enzimmel torténé
lebontasa. Ennek a tavlati célnak a megvaldsitasa igényli a megfelelé forrasbdl szarmazo enzim
készitmény eloallitdsdt. Az OTKA Altal tdmogatott kutatdsi munkankban egy mezofil, GRAS
statusszal rendelkezé Aspergillus niger, valamint egy termofil Thermomyces lanuginosus
fonalasgombét valasztottunk a kitiizott cel megvalositdsara. A fermentécids tapkdzegben levo
szervetlen foszfor mennyiségének csokkentésere az inokulalasnal mosott micéliumot hasznaltunk
mindkét gombafaj esetében. Tizenhat T. lanuginosus torzs fitdz enzimaktivitasat megvizsgélva
megallapitottuk, hogy a CBS 288.54 és az ATCC 34626 torzsek a legjobb fitdz termelok. A
szervetlen foszfor nélkul keszitett rizsliszt tartalml alaptdpkozeg alkalmazésaval toébb, mint 6 U/l
aktivitast értink el. Az inokulum minésége és mennyisége is jelentds hatassal lehet az
enzimtermelésre. Kiindul&si hipotézisiink az volt, hogy az elétenyésztés soran a tapkdzeg szervetlen
foszfor tartalmanak csokkentésétol varhato a fitaz aktivitas ndvekedése. A fermentécios technolégia
kortlményeinek optimalasara kétszintii, haromfaktoros kisérleti tervet allitottunk fel és valositottunk
meg az enzimtermelés fokozasa érdekében. Ennek eredményeként megallapitottuk, hogy az
inokulum tapkozegben 1évé foszfation koncentracié 1/8-ra torténé csokkentésevel jelentds
enzimaktivitds ndvekedés tapasztalhatd. Harom napos és 10 % térfogatnyi inokulummal inditott
fermentacio esetén érhetok el a legnagyobb fitaz aktvitds értékek. Megéllapitottuk, hogy az 5%
rizslisztet tartalmazd tapkozeg alkalmazésa esetén a gliikdz kiegészités felesleges, mivel koltség
novel6 tényezé és nincs hatassal az enzimaktivitds alakuldsara. A fermentacios paraméterek
optiméalasa az enzimaktivitasban 4-szeres ndvekedést eredményezett. Tobblépéses fehérjekicsapasi
és kilonb6z6 kromatogréfias (ioncseréld, hidrofob interakcid, gélsziirés) miiveletekbdl allé tisztitasi
eljarast dolgoztunk ki a fermentélt enzim Kkinyerésére és tisztitdsara. A tisztitott enzimnek
meghataroztuk a molekulatomegét SDS-PAGE, valamint az izoelektromos pontjat IEF maodszerrel.
Megéllapitottuk, hogy a T. lanuginosus CBS 288.54 torzs fitdz enzime legaldbb két kézel azonos
izoelektromos pontud (pl=4.3) és kilénbdz6 molekulatémegii (60 és 90 kDa) egységbal all.

Tizenegy Aspergillus torzsbol szaporodasi tulajdonsadguk, valamint fitaz aktivitasuk alapjan az
Aspergillus niger FO0735 (Mez6gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Torzsgyijtemenye,
Budapest) jelti torzset valasztottuk az enzim fermentacié kidolgozasahoz. A rézatott technikaval
megvalositott fermentacional 15 % hasznos térfogattal ertik el a legjobb aktivitas ertékeket. A fitatot
tartalmazo alapanyagok (rizsliszt, buzaliszt, buzadara, kukoricaliszt, kukoricadara, borsoliszt és
szojaliszt) kozil 6 (w/v) % rizsliszt bizonyult a legalkalmasabbnak az enzimtermelésére. A
megfelelé inokulum mennyiséggel (5 tf %) inditott fermentacioval a 6. nap utan 800 U/I titer érhet6
el. Ez az eredmény nagyon biztaté tekintettel arra, hogy az altalunk vizsgélt T. lanuginosus gomba
optimélis korilmenyek kozott is csak 25 U/l fitdz aktivitast biztositott. A megtermelt fitdz enzim
Kinyerésére és tisztitasara is tobblépéses modszert dolgoztunk ki, amely frakcionalt kicsapasbal,
gélsztiréshol, ioncserélé kromatografiabol, izoelektromos fokuszalasbél és hidrofob kdlcsonhatason



alapuld kromatografiabdl all. Az enzimtisztitasi eljarasnal 15 % kitermelést és 25-sz6ros fajlagos
aktivitds ndvekedest értiink el. Meghataroztuk a tisztitott enzim molekulatomegét, izoelektromos
pontjat. Azt tapasztaltuk, hogy az A. niger FO0735 torzs ket kozel azonos izoelektromos pontd (pl
4,2-4,7) de kilonb6zé6 molekulatémegii (117-120 kDa és 65-67 kDa) fitazt szintetizalt. Mind a két
fitaz frakcio 60 °C-on mutatott maximalis aktivitast.



