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Szilard fazisu biokatalizatorok kialakitasa és jellemzése gliikoz
oxidacio élelmiszeripari célu alkalmazasanak elokészitése céljabol

SISAK Csaba”, CSANADI Zs6fia és SZAJANI Béla
Pannon Egyetem, Miiszaki Informatikai Kar, Miiszaki Kémiai Kutaté Intézet, 8200 Veszprém, Egyetem u. 10.

1. Bevezetés

A biokatalizatorok, azaz az enzimek, ill. a multienzim
rendszerekként mikodtetett mikroorganizmusok, névényi és
allati szovetek jelentdsége napjainkban is fokozodik az ipari
technolégidkban, pl. az élelmiszeripar szinte valamennyi
agéaban, a gyogyszeriparban és a finomvegyszer-gyartasban.
Elénytik a szervetlen katalizatorokkal szemben elsdsorban
kiemelked6 specifitasuk, és az, hogy mérsékelt héfokon,
semlegeshez kozeli pH mellett képesek kifejteni hatasukat.

Tobb  élelmiszeripari technoldgidban sziikség van az
indulaskor jelenlévo vagy a folyamat soran keletkez6 glikoz
eltavolitasara anélkiil, hogy a termék egyéb Osszetevoi
karosodnanak:

a. A tojaspor eldallitisa soran a  tojasfehérje
gliikéztartalmat (kb. 4 g dm?®) a szaritds soran
bekovetkezd karamellizacid (barnulds) elkertilése
és a tartosabb termck eldallitasa érdekében kell
eltavolitani.!

b. Az un. prebiotikumként® alkalmazott fruktooligo-
szacharidok (FOSZ) szachardzbdl torténd biokatalitikus
szintézisénél a melléktermékként képz6do glikdz erds
kompetitiv inhibitorként miikodik, tehat a hozam
¢s a termelékenység novelése érdekében célszerii a
gliikoznak a szintézissel szimultan eliminalasa.’

A glikéz oxidaz (GOD) (B-D-glucose:oxygen I-
oxidoreductase; EC 1.1.3.4.) egyike azon enzimeknek,
amelyekre nagyfoku fajlagossag  jellemzo,* és ezt a
tulajdonsagat hatékonyan ki lehet hasznalni a glikéz
szelektiv eltavolitdsara. Az enzim a kovetkezd bruttd
egyenlet szerint mikodik:

GOD
B-D-gliikéz + O, > D-glitkonsav + HO,  (1).

A H,O, melléktermék képzddése miatt inaktivalddhat a
gliikéz oxidaz®, ezért sziikséges, hogy a H,0,-t elbontsik,
mégpedig célszerlien egy masik enzimmel, a katalazzal
(hydrogen peroxide:hydrogen peroxide oxidoreductase;
EC1.11.1.6.):

HO, =, HO+1/20, ).
A kereskedelmi GOD készitmények rendszerint elegendd
mennyiségben tartalmaznak katalazt is, ill. emellett
gyakran mas enzimeket. A felhasznalasi céltdl fiigg, hogy
el kell-e tavolitani ez utdbbiakat, vagy —, ha nem zavarjak a
célreakcidt - benn maradhatnak a készitményben.

A gliikkozmentesités ipari megvalositasanal fontos szempont,
hogy a viszonylag draga enzim elvalaszthatdo legyen a
terméktél. Elelmiszerek gyartasanéal ezazértis 1ényeges, hogy
idegen fehérje ne kertiljon a termékbe. Ezt a kovetelményt
legegyszeriibben az enzim szilard szemcsés hordozora
valo rogzitésével, immobilizalasaval® lehet teljesiteni. A
rogzitett vagy szilard-fazisti kapcsolhatd biokatalizatorok
legfontosabb tovabbi elonyei a kovetkezok:”® Alkalmazasuk
lehetévé teszi folyamatos tizemmdd megvaldsitasat; nagy
katalizatorsiiriség érhetd el a reaktorban; és a rogzités
rendszerint megndveli a biokatalizator stabilitasat.

A GOD immobilizalasara szamos modszert dolgoztak ki.
Eredményesen rogzithetd tobbek kozott a kalcium-alginat
gélgyongybe zarassal,” kovalens kotések kialakitasaval,
nikkel oxidhoz,'® aluminium vegyiiletekhez,""'> glioxil-
agarozhoz,"” poliakril-amidhoz,'* kapcsolhaté tovabba
polimer membranhoz is."

A GOD koszubsztratja az oxigén. Mivel vizes oldatokban
rendszerint rosszul oldédik, az oxidacids folyamat sebességét
gyakran a gazbol a folyadékfazisba vald oxigéntranszport
sebessége hatdrozza meg. Az atvitel javithatdé a fazisok
intenziv érintkeztetésével, vagy levegd helyett tiszta
oxigéngdz alkalmazasaval. Olyan rendszerekben,
amelyekben a kozvetlen buborékoltatds zavart okozna
(pl. a tojasfehérje felhabzik) buborékmentes levegdztetdk,
oxigenatorok hasznalhatdk.'®7

Jelen kozleményiinkben azokat az eredményeinket mutatjuk
be, amelyek két, gyakorlatban fontos enzimkatalizalt
glilkézoxidacidés folyamatnak, az eldbbiekben emlitett
tojasfehérje gliikbzmentesitésnek, ill. a fruktooligoszacharid
szintézis soran keletkezd glikoz melléktermék in situ
eliminalasanak a megvalositasara alkalmas szilard-fazisu
biokatalizatorok eloallitasara, tesztelésére, ill. a reakcio-
koriilmények optimalasara vonatkoznak.

2. Anyagok és modszerek

2.1. Tojasfehérje gliikozmentesitésére alkalmas
biokatalizator (Biokatalizdtor ’A”) eléallitasa

A rogzitend6 Dbiokatalizator  kivalasztasanal olyan
kereskedelmi  glikéz oxidaz  készitmények  kozott
valogattunk, amelyeknek elegendden nagy volt a katalaz
aktivitasa.

A Novo Nordisk (Dania) altal élelmiszeripari célra
forgalmazott NOVOZYM 771-re'® esett a valasztasunk,
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amelynek GOD aktivitasa 1,34 U mg!. Egységnyi az
az enzimtomeg, amely percenként 1 pumol B-D-glikoz
oxidacidjat katalizalja pH 5,1-n és 35 °C-on.’ A preparatum
katalaz aktivitasa 1,44 U mg!' volt. 1 U annak az
enzimtomegnek felel meg, amely percenként 1 umol H,O,-t
bont el pH 4,5-n és 25°C-on."” A megvaldsitando folyamat
esetében nem volt jelentdsége annak, hogy a preparatum
gliikkoziddz szennyezést is tartalmaz.

Az enzimrogzitéshez biokompatibilis hordozoanyagként
Amberlite UP 900 tipusu anioncseréld gyantat alkalmaztunk
(Rohm and Haas, USA). A gyanta szemcsemérete 560-700
um, pérusmérete 40-75 nm, fajlagos feliilete pedig 25-30 m?
gl

Rogzitd agens az élelmiszeriparban elfogadott glutaraldehid
volt, amelyet 25%-os vizes oldat formajaban a REANAL-t61
szereztlink be. A tobbi vegyszer is reagens mindségl volt.

A sziirt tojasfehérjét a SATO Tojasfeldolgozd és
Kereskedelmi Kft. (Budapest) bocsatotta rendelkezésiinkre.

A kombinalt rogzités?®?' elsé 1épése soran az ioncseréld
gyantan adszorbealtattuk az enzimeket oly modon, hogy a
szemcséket NOVOZYM 771 oldatban razattuk 2 6ra hosszat,
pH 5,1-n és 25°C-on. Ezutan a szuszpenzidt lesziirtiik és
tobbszor mostuk ionmentes vizzel. A masodik 1épésben a
gyanta-fehérje komplexet 0,05 mdlos acetat pufferben (pH
5,1) oldott kiilonb6z6 koncentracidji glutaraldehidben,
kiilonbozo ideig razattuk az adszorbealt fehérjemolekulak
kozotti  keresztkotések kialakitasa érdekében, majd a
szemcséket szlrtik és aldehidmentesre mostuk (lasd
részletesen Sisak és munkatarsai).”> A kisérletek alapjan
meghatarozott paraméter optimumok mellett a kotott GOD
aktivitds maximalis értéket ért el. Azt is ellendriztiik, hogy
az ezen korilmények kozott megkotddott katalaz aktivitas
elegendd-e a H,O, megfelelden gyors elbontésdhoz.

A fehérjetartalmat Lowry ¢s munkatarsai modszerével®
hataroztuk meg. A gliikkdzkoncentraciot fotometriaval, o-
toluidin reagens (SIGMA, USA) felhasznalasaval mértiik,
620 nm-en, SPEKTROMOM 195D tipusu (MOM)
miszerrel. Az oldott és a rogzitett preparatumok GOD
aktivitdisainak meghatarozasa soran a gliikézkoncentracid
csokkenését vizsgaltuk a fent emlitett o-toluidines
modszerrel. > A katalaz aktivitds értékeket a H,O,
titan-dioxiddal alkotott komplexe 415 nm-en mérhetd
abszorbanciajanak valtozasa alapjan allapitottuk meg.'**

2.2. Fruktooligoszacharid szintézis sorian képz6do
gliikoz in situ eliminalasara alkalmas biokatalizator
(Biokatalizdtor ”B”) eloallitasa

A tojasfehérje gliikozmentesitésére alkalmasnak talalt
NOVOZYM 771 nem bizonyult hasznalhatéonak a
FOSZ szintézis soran képzddd glikoz elimindldsara,
mivel az oligoszacharid céltermékek gliikozidkotéseit
bonté enzimeket is tartalmaz. Ezért finomvegyszerként
Jorgalmazott glikéz oxidaz (FLUKA; Aspergillus niger)
¢s katalaz (SIGMA; marha majbol izolalt) keverékével
dolgoztunk. A GOD aktivitas 215 U mg’!, a katalaz aktivitas
830 U mg' volt.

Areakcidelegy 9sszetevoia FOSZ szintézisreakcidelegyéivel
azonosak voltak: szachar6z (REANAL), kesztdz, nisztoz,
fruktozil-nisztéz (Wako, Japan) és glikoz (REANAL). A
szachardz és az oligoszacharidok koncentracioit egy kétoras
szintézisreakcid elegyét modellezve allitottuk be?. A gliikoz

V4

keriiljiik a tal intenziv H,O, képzddést.

A kombinalt rogzités sordn a kiindulasi glikoz oxidaz /
katalaz tomegaranyt 2:1-re allitottuk be annak érdekében,
hogy a kotott GOD és katalaz aktivitas aranyokra hasonld
értékeket kapjunk, mint a NOVOZYM 771 rogzitésekor. A
GOD-ot (50 mg) és a katalazt (25 mg) 10 cm?® pH=5,1 (0,05
M) acetat pufferben oldottuk, majd az oldatot 1 g regeneralt
anioncseréld gyantahoz adtuk. Szobahéfokon valo 24
oras razatast (150 rpm) kovetden a szemcséket szlirtik
¢és acetat pufferrel mostuk. Ezutan 1 h razatas (150 rpm)
kovetkezett szobah6fokon, 10 cm?-nyi 5,1-es pH-ju acetat
pufferben oldott glutaraldehiddel, amelynek koncentracidjat
és a kontaktidot valtoztattuk. Végil a szemcséket
aldehidmentesre mostuk és levegén kiszaritottuk.

Az enzimrogzitéshez felhasznalt egyéb anyagok, tovabba a
GOD-, ill. a katalaz aktivitas meghatarozasi mddjai azonosak
voltak a 2.1. fejezetben leirtakkal. A gliikdzkoncentracio
meghatarozasakor ez esetben nem alkalmazhattuk az o-
toluidines modszert, mivel a modellreakcié-elegyben levd
egy¢éb cukrok zavartak volna a meghatarozast. Ez¢ért egy, a
gliikkdzra szelektiv enzimes médszerrel, a keletkez6 NADPH

V4

a reakcidelegyben a glitkozkoncentraciot.?

3. A kisérleti eredmények és értékelésiik

3.1. A GOD és a katalaz koimmobilizalasa NOVOZYM
771-bél kiindulva

A NOVOZYM 771 tipusi enzimoldat fehérjéinek
adszorpcidjara szolgalo kisérletek soran a gyantan megkotott
optimalis fehérjetartalomra 27,8 mg g! érték adddott,
amelyet akkor kaptunk, ha 157 mg fehérjét tartalmazo
NOVOZYM 771 oldatban razattunk 1 g hordozdt.”

Az adszorbedlt enzimmolekuldk kozotti keresztkotések
kialakitasa céljabdl végzett vizsgalataink folyaman a
glutaraldehid reagens koncentracidjat és a kotési idot
valtoztattuk. A legjobb fajlagos GOD aktivitast - a 10,2 U
g szaraz gyanta értéket — a 0,25% glutaraldehid oldatban
végzett 15 perces kezelés esetén értiik el (Id. 1. dbra). Ez
aktivitasérték mas, a szakirodalomban leirt rogzitett GOD
készitményekkel 6sszehasonlitva kdzepesnél gyengébbnek
szamit, de az olcsd alapanyagok és az egyszeri rogzitési
technika, tovabba a jo miikodési stabilitas (I1d. a 3.2.
fejezetben) figyelembevételével a Biokatalizator "A” jeli
preparatum az adott technoldgiai feladatra j61 hasznalhatonak
igérkezett.

Amint azt feltételeztiik, az immobilizalasi eljards soran
nem csupan a GOD, hanem kataldz is jelent6s részben
megkotddott a hordozon. A vizsgalt koriilmények kozott a
rogzitett katalaz aktivitas értéke (2,51 U g szaraz gyanta)
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tobbszorose volt a tojasfehérje glitkkdztartalmanak oxidacioja
sordn felszabadul6 H,0, kell6 sebességli elbontasahoz
sziikséges aktivitasnak. A rogzitési eljaras nem volt érzékeny
a léptéknovelésre: 1000-szeresére novelve a reakcidelegy
tomegét a fajlagos aktivitas eltérése a laborléptékhez képest

nem haladta meg a £5%-ot.>

AKktivitas
(U'g)

Glutarald. kmﬁ‘. =
(%)

1d6 (min)

1. Abra. A rogzitési optimumok meghatarozasa a NOVOZYM 771 alapu
Biokatalizdator ,,A” elballitasdhoz

3.2. A Biokatalizator “A” preparatum miikodési
optimumainak és stabilitisanak meghatarozasa

Az optimalis muikodési kortilmények meghatarozasa
soran 450 mg-nyi immobilizalt enzimet adtunk 10 cm?,
kiilonboz6 pH-ju acetat pufferben oldott gliikkozhoz (4
g cm?®). A szuszpenzidkat 1 oran at razattuk kiilonbozo
hémérsékleteken. Ahogy a 2. dbra mutatja, az optimumokra
a kovetkez6 értékek adodtak: pH 5,1; homérséklet 25°C%,
Ezek a paraméterek gyakorlatilag megegyeztek a gyartd
altal a NOVOZYM 771-re kozolt adatokkal.'®

A preparatum  mukodési  stabilitdsat  szakaszos
glikézmentesitési  kisérletek  sorozataval allapitottuk
meg. Az eclobbi bekezdésben leirt reakcioelegyet ugy
madositottuk, hogy a cukoroldatot tojasfehérjével cseréltik
fel. Harom 6ran keresztiil végeztiik a gliikdz eliminalasat. Ez
alatt az id6 alatt a cukor dont6 hanyada oxidalédott. Ezutan
a rogzitett enzimet leszirtilk, majd friss tojasfehérjében
ujra szuszpendaltuk. Ezt a miveletsort 11-szer ismételtiik.
A produktivitas értékek valtozasat a 3. abran mutatjuk be.
Az eredmények extrapolaldsaval mintegy 6 honapos felezési
1d6t kaptunk, tehat a szilard fazist biokatalizatorunk kelléen
stabilnak bizonyult. Ezt timasztotta ald az a megfigyelésiink
is, hogy két évig hiitdszekrényben puffer alatt tartva a
preparatumot, az semmit sem vesztett aktivitasabol.

Konverzioé
(%)

Hémérséklet (°C) pH

2. Abra. ANOVOZYM 771 alapu Biokatalizétor ,, A" mikodési
optimumanak meghatarozas.

A készitmény gyakorlati alkalmazhatosagat Gigy igazoltuk,
hogy egy folyamatos tizemt, nagylaboratériumi 1éptékii,
mechanikusan kevert, spiral csémembrannal levegdztetett,
haromlépcsds fluidizacids reaktorban tizemi koriilmények
kozott  végeztink kisérleteket. A reaktorban 4 oras
tartdzkodasi idé esetén, 1,2 bar cs6oldali oxigénnyomas
mellett 1ényegében glilkdzmentes tojaslét allitottunk eld.?
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3. Abra. ANOVOZYM 771 rogzitésével nyert Biokatalizétor ,, A"
miikodési stabilitasa.

3.3. Finomvegyszer mindségii GOD és Kkatalaz

koimmobilizalasa Biokatalizdtor ”B”
eléallitasahoz
A 22, fejezetben leirtak  szerint  végrehajtott

enzimadszorpciot kovetéen vizsgaltuk a glutaraldehides
keresztkotések optimalis kialakitdsdnak koriilményeit. Az
eredményeket a 4. abraval illusztraljuk. A diagrambol a
kotési idore 30 perces, a glutaraldehid koncentraciora 0,5%-
os optimum értékek olvashatok le. A Biokatalizator ,, B~ két
keresztkotési paraméterre feltehetden azért kaptunk a 1. dbran
lathatoaknal nagyobb értékeket, mert itt a reakcidelegybe
bemért Gsszfehérje-koncentracio 1ényegesen nagyobb volt,
mint a NOVOZYM 771 rogzitésekor. Az optimalis rogzitési
kortlmények kozott a Biokatalizator "B jelii preparatumra
40,4 U g! GOD-, és 39,5 U g! Kkatalazaktivitas értékeket
kaptunk. Ezek az értékek természetszerilleg lényegesen
magasabbak, mint a Biokatalizator A" megfeleld jellemzoi,
hiszen az enzimoldatok kiindulasi aktivitasai is tobb mint
két nagysagrenddel nagyobbak voltak.

3.4. A Biokatalizdator ”B” preparatum miikodési
optimumainak és stabilitisanak meghatarozasa

Mindkét kisérletsorozatot a 3.2. fejezetben leirtakkal
csaknem azonos modon hajtottuk végre. A Biokatalizator
"B’ muikodési optimumai jo kozelitéssel megegyeztek a
Biokatalizator ”A” megfeleld értékeivel. A gliikkozoxidacid
szamara a legkedvezébb pH 5,1, a homérséklet pedig 30°C
volt. A stabilitasvizsgalatok soran 8-8 oras reakcididdvel

e

s

glikdzoldattal, 2  mdl szahardz
jelenlétében. A GOD produktivitds az 5. abran lathatd
titemi lassu csokkenést mutatott, de ez nem befolyasolta a
hasznalhatosagot.

A Biokatalizator "B tipusu koimmobilizalt GOD + katalaz
preparatummal jelenleg folytatunk, az ugyancsak rogzitett
fruktozil-transzferazzal —katalizalt FOSZ  szintézissel®’
szimultan, glikoz eliminacios kisérleteket. A  kezdeti
eredmények biztatoak.
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4. Abra. A rogzitési optimumok meghatérozasa a FLUKA GOD és
SIGMA katalaz alapt Biokatalizator ,,B” elballitasahoz
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5. Abra. FLUKA GOD és SIGMA katal4z koimmobilizélasaval kapott
Biokatalizator ,,B” miikodési stabilitdsa

4. Osszefoglalas

Elelmiszeriparban felhasznalhaté, gliikéz oxidaz és kataldz
koimmobilizalasaval nyerhetd biokatalizatorok eldallitasi
lehetdségeit ¢és katalitikus sajatossagait vizsgaltuk. A
kiindulasi nativ enzimkészitmények tisztasagi fokat aszerint
kellett megvalasztanunk, hogy a rogzitett preparatumot
milyen reakcioban kivanjuk alkalmazni. A bemutatott
eredményekkel igazoltuk, hogy glikdéz oxidaz- ¢&s
katalaz-tartalmi enzimelegyeket anioncserélé gyantan
adszorbealtatva, majd a megkotdédott enzimmolekuldk
kozott glutaraldehiddel keresztkotéseket létrehozva olyan
koimmobilizalt biokatalizatorokat lehet létrehozni, amelyek
kelléen nagy GOD ¢s katalaz aktivitdssal és miikodési
stabilitassal rendelkeznek. A stabilitast nem befolyasolta
Iényegesen, hogy az alapanyagként hasznalt oldott enzimek
technikai vagy finomvegyszer mindségtiek.

A preparatumok egyikét sikeresen alkalmaztuk egy, az
élelmiszeriparban, a termék értékének és eltarthatosaganak
noveléséhez sziikséges glilkdzmentesitési folyamatban,
nevezetesen tojasfehérje glikdztartalmanak eliminalasara. A
masik készitménynek szachar6zbdl kiindulé enzimkatalitikus
fruktooligoszacharid szintézis soran varhaté hozamjavito
hatasat jelenleg vizsgaljuk.
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Formation and characterization of solid-phase
biocatalysts in order to prepare food industrial
application of glucose oxidase

Preparation of co-immobilized glucose oxidase (GOD) and
catalase and application of two types of the solid-phase biocatalysts
to glucose oxidation for food industrial purposes have been
investigated.

A co-immobilization method on Amberlite UP 900 anion exchange
resin using a combination of adsorption of enzymes and cross-
linking of adsorbed enzyme molecules by glutaraldehyde treatment
has been elaborated.

For elimination of glucose content of egg white liquor — to prevent
the browning at egg white powder production -, an industrial
biocatalyst (NOVOZYM 771) containing sufficient activity of
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both GOD and catalase has been proved to be applicable for
immobilization. At the optimal cross-inking parameters (15 min
fixing time; 0.25% glutaraldehyde concentration), the GOD and
catalase activities of the fixed biocatalyst were 10.2 and 2.51
units g! dry solid, respectively. These values have been proved to
be suitable for the practical purposes of desugaring of egg white.
Optimal operational parameters (Fig. 2), such as temperature
(25°C) and pH (5.1) for immobilized glucose oxidase have been
found practically equal to the data published by the dealer for
NOVOZYM 771. The preparation showed high storage and
operational stability (Fig. 3), its half-life time was about 6 months.

The immobilized enzyme (Biocatalyst “A”) was used for the
elimination of glucose from egg white in a pilot-scale three-stage
fluidized-bed bioreactor with mechanical mixing, equipped with
large porous surface for bubble-free transport of oxygen as co-
substrate. The glucose content was fully oxidized using oxygen
pressure of 1.2 bar and 4 h residence time at 25 -C.

In case of another potential application of glucose oxidase, the
carry-out of elimination of glucose by-product (competitive

inhibitor) formed during the enzymatic fructooligosaccharide
(FOS) synthesis, NOVOZYM 771 or similar industrial GOD
preparations can not be used because of their glucosidase content.

Therefore, purified GOD and catalase of fine chemical quality
were mixed in the appropriate ratio (2:1) then the particles of
Amberlite UP 900 resin were suspended in the solution. Following
the adsorption cross-linking step was carried out. Optima of the
procedure — taking into consideration of the achievable maximum
of immobilized GOD activity — were 30 min fixing time and 0.5
% glutaraldehyde concentration. It was supposed that the achieved
enzyme activities (GOD: 40,4 units g"'; catalase: 39,5 units g)
were sufficient for in situ elimination of glucose content of FOS
synthesis. The optimal operational parameters as well as the
stability of the second preparation (Biocatalyst “B’’) were just the
same as in case of Biocatalyst “A”.

Application tests of the latter biocatalyst are in progress. The first
results in the system containing two solid-phase biocatalysts,
fructosyl-transferase and co-immobilized GOD/catalase are
promising.
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