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KULONBOZO ASPERGILLUS FAJOK ALTAL TERMELT B-GLUKOZIDAZOK FERMENTACIOJA ES
JELLEMZESE
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PRODUCTION AND CHARACTERISATION OF B-GLUCOSIDASES FROM DIFFERENT
ASPERGILLUS STRAINS

B-D-Glucosidase enzymes (B-D-glucoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21) from different
Aspergillus strains (A. phoenicis, A. niger and A. carbonarius) were examined with respect to
the enzyme production of the different strains using different carbon sources and to the effect
of the pH and temperature on the enzyme activity and stability. An efficient and rapid
purification procedure was used for purifying the enzymes. Kinetic experiments were carried
out using p-nitrophenyl B-D-glucopyranoside (pNPG) and cellobiose as substrates. Two
different fermentation methods were employed in which the carbon source was glucose or
wheat bran. A. carbonarius proved to be the less effective strain in B-glucosidase production.
A. phoenicis produced the highest amount of B-glucosidase on glucose as carbon source
however on wheat bran carbon source A. niger was the best enzyme producer. Each
Aspergillus strain produced one single acidic -glucosidase with pl values in the range of pH
3.52-4.2. There was no significant difference considering the effect of the pH and temperature
on the activity and stability among the enzymes from different origins. The examined enzymes
have only B-glucosidase activity. The kinetic parameters showed that all enzymes hydrolysed
pNPG with higher efficiency than cellobiose. It proves that hydrophobic interaction plays an
important role in substrate binding. The kinetic parameters demonstrated that there was no
significant difference among the enzymes from different origins in hydrolysing pNPG and
cellobiose as the substrates.

BEVEZETES

A B-glikoziddzok alkil- és aril-B-gliikozidok, digliikkozidok és oligogliikozidok
hidrolizisét katalizaljdk. Az enzimek egy igen fontos csoportjét alkotjak, hiszen széles korben
hasznaljak Oket kiilonb6zé biotechnologiai folyamatokban. Ilyen ipardgak a biomassza
lebontds [1], bioetanol elballitds celluldztartalmit mezégazdasagi hulladékokbol [2],
aromaanyagok el6allitasa az élelmiszeriparban [3], ill. B-gliikozidok szintézise [4].

A B-gliikoziddzoknak nagyon fontos szerepiik van a cellul6z hidrolizisében. A cellul6z
lebont4sat gliik6zz4 egy cellulaz enzimkomplex végzi. Ennek f6 alkotéi az endo-1,4-B-D-
gliikkandz, exo-1,4-B-D-gliikkandz és a f-1,4-gliikoziddz. A B-glikkoziddzok hidrolizdljak a
koztitermék cellobidzt, két molekula gliikéz felszabaditdsaval, megakaddlyozva a cellobidz
felhalmoz6ddsat, ami mds enzimekre gatlé hatdssal van a celluldz enzimkomplexben.

Munkénk soran kiilonboz6 Aspergillus fajok (A. phoenicis, A. niger és A. carbonarius)
eznimtermelését és az 4ltaluk termelt PB-gliikoziddz enzimeket vizsgdltuk és hasonlitottuk
ossze. Az enzimek termelésére két kiilonbdz6 fermentacios modszert alkalmaztunk. A termelt
enzimek tisztitdsdra egy gyors és hatékony tisztitdsi modszert dolgoztunk ki

Osszehasonlitottuk a kiillonboz6 forrdsbol szarmazé enzimek kinetikai tulajdonsagait, p-
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nitrofenil-B-D-glitkkopiranozid és cellobiéz szubsztritokat haszndlva. Megéllapftottuk az
enzimek izoelektromos pontjat, vizsgaltuk a pH és a homérséklet hatasat az enzimmiikodésre
és stabilitdsra [5, 6, 7].

ANYAGOK ES MODSZEREK
Torzsek: Az A. niger BKM F-1305 és A. phoenicis QM 329 torzsek a Budapesti Miiszaki és
Gazdasidgtudoményi Egyetem MezOgazdasigi Kémiai Technolégia Tanszékének
Torzsgyiijteményébdl valok. Az A. carbonarius KLU-93 torzset a Debreceni Egyetem, TTK,
Mikrobiolégiai Tanszéke bocsitotta rendelkezésiinkre.
Téaptalajok, fermentaciok; Két kiilonbozd téptalajt hasznaltunk a gombak tenyésztéséhez.
Folyékony téptalaj: Osszetetel, (g/1): karbamid, 0.3; (NH,),SO,, 1.4; KH,PO,, 2; CaCl,, 0.3;
MgSO, - 7 H,0, 0.3; peptone, 0.75; élesztd extrakt, 0.25; gliikoz szénforras, 10; nyomelemek
1 % torzsoldatbdl: 0.5 ml/l FeSO, - 7 H,0, 0.16 ml/l MnSO,, 0.14 ml/l ZnSO4 es 0.2 ml/l
CoCl, (Mandels’ & Weber 1969). A tég)talaj kezdeti pH-ja 5.8-6.0. A tiptalajt 2 ml
spéraszuszpenziéval oltottuk be (5 - 10° spéra/ml). A lombikokat razégépben 30 °C-n
inkubdltuk (350 r.p.m.) 9 napig.
Szildrd taptalaj: 20 g buzakorpa (kereskedelmi forgalomban kaphat6) / 100 ml desztillélt viz.
A téptalajt 2 ml spéraszuszpenziéval oltottuk be (5 - 10° sp6ra/ml). A lombikokat 27 °C-n 10
napig inkubdltuk. Extrakci6: a taptalajhoz 100 ml desztilldlt vizet adtunk, 3 6rén 4t rzattuk
(170 r.p.m., 30 °C) majd sziirtiik.
Enzimaktivitas mérések: B-gliikozidaz aktivitds: 1 ml reakciéelegy tartalmazott 100 pl 5 mM
p-nitrofenil B-D-gliikopiranozid (pNPG) oldatot és megfeleld mennyiségii enzimoldatot 0.02
M Na-acetat pufferben, pH 4.0. A reakcié 50 °C-n 10 percig folyt, majd 2 ml 0.2 M Na-borat
puffer hozzdadasdval éllitottuk le (pH 10.0). A felszabadult p-nitrofenol mennyiségét 400 nm-
n mértiikk. Egy U az az enzimmennyiség ami 1 umol p-nitrofenolt szabadit fel 1 perc alatt a
fenti reakcidkoriilmények kozott.
A B-glikoziddz aktivitis méréséhez cellobiéz szubsztratot is alkalmaztunk. A 0.5 ml
reakcidelegy tartalmazta a megfeleld mennyiségii cellobiozt és enzimet, a reakcié 50 °C-n 10
percig folyt. A felszabaditott D-gliikkéz mennyiségét a D-gliik6z-oxiddz - peroxidaz
modszerrel hatdroztuk meg.
Enzimtisztitas: A leszlrt, nyers fermentlevet a kovetkezé modszerrel tisztitottuk:
Hidrof6b kromatografia Phenyl-Sepharose CL-4B oszlopon (20 % (NH4),SO4-t tartalmazo
0.02 M Na-acetat pufferrel, pH 5.0, ekvilibrdlva). Az enzimet 0.02 M Na-acetit, pH 5.0,
pufferrel eludltuk. Gélkromatogrifia: Sephacryl S-300 HR tdltetii oszlopon (0.2 M NaCl-t
tartalmazé 0.02 M Na-acetat pufferrel ekvilibralva). Kromatofokuszalds: PBE 94 toltetii
oszlopon (0.025 M hisztidin-HCI pufferrel, pH 6.2, ekvilibralva). A pH gradienst 8 x higitott
Polybuffer 74-1 alakitottuk ki, pH 3.5.
Kinetikai vizsgalatok: A kinetikai vizsgdlatokhoz enzimaktivitis méréseket végeztiink 7
kiilonb6z6 szubsztrat koncentracional (pNPG esetén 0.25-4.0 mM szubsztrit koncentricio;
cellobiéz esetén 1.5-15 mM szubsztrit koncentricid), amelyek a 0.5 Ky és 5.0 Ky
tartomdnyba estek. Abrazoltuk a reakciésebességet a szubsztrit koncentraci6 fiiggvényében. A
Kum €s Vi értékeit a Grafit program segitségével hatdroztuk meg.

EREDMENYEK
Kiilonbozé Aspergillus fajok B-gliikozidaz termelése
Folyékony téptalaj: Az enzimtermelés a maximumot a 9. napon érte el. Az A. phoenicis
bizonyult a legjobb enzimtermel6nek, a legnagyobb enzimaktivitds, hozam és produktivitas
ériékekkel, mig az A. niger érte el a legmagasabb specifikus aktivitdst. Az A. niger €s A.
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carbonarius 4ltal elért enzimaktivitds és produktivitds értékek 60, illetve 37 %-ai az A.
phoenicis enzimtermelésének (1. tablazat).

Szildrd tdptalaj: A szildrd tdptalaj esetén figyelembe kell venni, hogy a kapott aktivits (U/ml)
és specifikus aktivitds (U/mg fehérje) értékek az extrakcio koriilményeitdl fiiggnek, azaz az
extrakcio idejétol, a kirdzashoz hasznalt desztillalt viz mennyiségétdl, stb. Extrakcioé utan 100
ml nyers fermentlevet kaptunk. A U/ml-ben kifejezett aktivitds értékek a fermentlére
vonatkoznak, extrakcié utdn. Az A. niger bizonyult a legjobb enzimtermelonek a szilard
tiptalajon. Az A. carbonarius aktivités, specifikus aktivitas, hozam €s produktivitds ért€kei 65
%-ai voltak az A. niger hasonlé értékeinek. A fermentlé fehérje tartalma 14-20-szorosa a
folyékony tdptalaj fehérje tartalmédnak. Ennek egyik oka a bizakorpa szénforrds nagyobb
fehérje tartalma, masrészt ezen a szénforrason a gombédk mas, indukélhaté enzimekbél
nagyobb mennyiséget termelnek, pl. B-D-galaktozidaz, B-D-xiloziddz, o-L-arabinoziddz. A
kiillonboz6 taptalajokon elért B-gliikoziddz termelés a hozam segitségével hasonlithaté 6ssze.
Az A. phoenicis hozama a folyékony tdptalajon 6.4-szerese volt a szilard taptalajon elért
hozamdnak. Az A. niger és A. carbonarius esetén a folyékony tdptalaj hozama 3.2, illetve 3-
szor volt nagyobb mint a bizakorp4s taptalajé (1. Tablazat).

1. Tablazat Kiilonboz6 Aspergillus fajok P-gliikoziddz termelése gliikéz ¢
buzakorpa szénforrdson

Aktivitas Feh. tart. Specifikus Hozam Produk-
(U/ml) (mg/ml) aktivitas (Ulg tivitas
(U/mgfehérje) szénforras) (U//h)

A. phoenicis® 1.29 0.273 4.72 129 3.971
.12 $0.057 +1.07

A. niger” 0.776 0.144 5.38 77.6 3.60
+0.07  $0.017 +0.12

A. 0.485 0.214 2.26 48.5 2.24

carbonarius®  +0.035 1+0.051 +0.57

A. phoenicis®  4.02 3.84 1.04 20.1 16.75
+0.38 +0.12 +0.10

A. niger’ 4.87 2.90 1.68 24.35 20.3
+1.57  +0.009 +0.54

A. 3.17 3.53 0.89 15.87 13.23

carbonarius” +0.67 +0.086 +0.002 '

‘1 % (wlv) gliikéz szénforras 20 % (w/v) buzakorpa szénforras

A kiiléonbozé forrasbdl szarmazé B-gliikozidazok osszehasonlitasa

Kinetikai vizsgdlatok. A kinetikai mérések eredményeit a 2. Tdblazat foglalja Ossze. A
kinetikai paraméterek azt mutatjdk, hogy az enzimek affinitdsa nagyobb a pNPG, mint a
cellobi6z felé. A kiilonbdzd Aspergillus fajok éltal termelt B-glilkoziddzok K, értékei
hasonléak voltak pNPG-t haszndlva szubsztratként. Szintén nem volt kiilonbség a kétféle
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tédptalajon termelt enzimek kinetikai paraméterei kozott. Az A. carbonarius V pa értéke volt a
legkisebb, igy a legkisebb Vo /Kn érté€ke is. A legnagyobb Vi €s Vima/Kn értéket az A.
niger érte el. Cellobi6zt haszndlva szubsztritként a K., értékek 3.4-6.2-szer nagyobbak voltak
mint a pNPG esetén. Az adatok nem mutatnak eltérést a kiilonb6zé Aspergillus fajok 4ltal
termelt B-gliikozidazok és a kiilonbozd taptalajon termelt PB-gliikkoziddzok kozott. A Vi,
adatok cellobi6z szubsztrat esetén 1.5-szeresei a pNPG-nél mért V.,, adatoknak. A
legnagyobb V.. értéket az A. niger érte el, mind folyékony, mind szilard tdptalajon. A
Voma/Kim adatok cellobiéz esetén 24-65 %-ai a V. /Kn-nek pNPG szubsztrat esetén. A
cellobiézt az A. carbonarius altal termelt enzim hasitja a legkisebb hatékonysaggal.

2. T4blazat A kiilonb6z6 Aspergillus fajok altal termelt B-gliikoziddzok
kinetikai paraméterei

Faj PNPG cellobiéz
Kon  Vax Vi Kn Vimax VK
(mM) (U/mg) Ka (mM  (U/mg
) )
A. phoenicis” 0.65 14.2 21.85 1.92 213 14.22
+0.055 1042  £1.96 10.12  +0.65 10.95
A. niger” 0.74 25.8 34.86 2.82 3884 13.77
10.032 10.65 +1.74 1047 £1.50 +2.35
A. carbonarius® 0.63 10.05 15.95 371 15.35 4.13
+0.058  10.13  +1.48 1041 +0.23 10.46
A. phoenicis” 0.58 16.05 21.67 2.0 24.24 12.12
10.034 +0.097 +1.63 10.13 10.74 10.87
A. niger’ 0.48 2232 46.5 297  35.68 12.01
10.025 025 1247 1022 10.96 10.95
A. carbonarius® 0.67 13.46 20.09 2.99 14.6 4.88
+0.008 +0.083  +0.27 10.092 +0.32 1+0.18
*1 % (w/v) gliik6z szénforras ®20 % (w/v) biizakorpa szénforrds

Izoelektromos pont. Az izoelektromos pontot kromatofékuszaldssal hatdroztuk meg.
Mindegyik Aspergillus faj egy savas karakteri P-gliikoziddz enzimet termelt, melyek
izoelektromos pontjai a pH 3.53-4.2 tartoményba estek (A. phoenicis: 3.53, A. niger: 3.72, A.
carbonarius: 4.2).

A hémérséklet hatdsa az enzim aktivitisra és stabilitisra. Az enzimek miikodésének
optimuma 60 °C volt minden esetben. 70 °C-n az enzimaktivitas jelentds csdkkenést mutatott a
60 °C-n mért értékhez képest, mig 50 °C-n csak kis mértékben csokkent az aktivitds. 2 6ra
inkubdlds utdn 20 és 80 °C kozott, az enzimek stabilak maradtak 50 °C-ig, 70 °C-n azonban
maér inaktivalédtak.

A pH hatésa az enzimaktivitisra és stabilitdsra. A vizsgélt B-gliikkoziddzok pH optimuma
PH 4.5-5.0 volt szubsztritként pNPG-t haszndlva (A. phoenicis, A. carbonarius pH 5.0, A.
niger pH 4.5-5.0). Cellobiéz szubsztrittal a pH optimum 4.0-4.5 volt. A pH stablilitds

vizsgdlatok azt mutattdk, hogy az enzimek 24 6éra inkubilds utdn (pH 2.5 és 8.0 kozott)
megoOrizték stabilitasukat pH 4.0 folott.
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