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Eljards uj ciklodextrin-glikozil-transzferdzok elddllitédséara
UoP, Des Plaines, Illinois, Amerikai Egyesiilt Allamok

A bejelentés napja: 1989. 08. 04.

Elsdbbsége: 1988. 08. 05. (228,647)

Amerikai Egyesiilt Allamok

A taldlmdny uj ciklodextrin-glikozil-transzferdzok
elddllitdsdra vonatkozik, amelyek ciklodextrinek elfdllitdsdra
alkalmazhatdk.

A taldlmany szerinti hdrom ciklodexirin-glikozil-transz-
ferdz molekulatdomegiikkel, izoelektromos pontjukkal, maximdlis
enzimatikus aktivitdsukkal, az elddllithatd ciklodextrinek
aranydval, valamint a béta-ciklodextrin dtalakuldsaval jelle-
mezhetok.

Az enzimek NRRL B-18373, -18374 és -18375 torzsek
tenyésztésével dllithatdk eld.
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Eljdrds uj ciklodéxtriﬂ—glikozil—transzferézok elbdllitdsdra
UOP, Des Plaines, Illinois, Amerikai Egyesiilt Allamok
Feltaldldk: ALLENZA Paul, Bartlett,
MORRELL Marie J., Des Plaines, Illinois,
Amerikai Egyestiilt Allamok
A bejelentés napja: 1989. 08. 04.
Els8bbsége: 1988. 08. 05. (228,647)
Amerikai Egyesiilt Allamok

A taldlmény tdrgya eljdrds ciklodextrin-glikozil-transz-
ferdz elbdllitdséra.

A ciklodextrinek 1-4 kotésekkel kapcsolédéd alfa-D-gliiko-
piranoz egységekbdl felépiilé ciklikus vegyliletek. A legfonto-
sabbak k&zillik a 6, 7 és 8 glikéz-egységet tartalmazéd, gylrd
alaku ciklodextrinek (ezeket rendre alfa-, béta- és gamma-cik-
lodextrinnek nevezik), amelyek sokoldalu felhaszndlhat&sdguk-
kal tGnnek ki a mds gylrliméretd ciklodextrinek k&ziil. J& fel-

haszndlhatdsdguk oka az, hogy képesek reverzibilisen inkluzids

komplexek (klatrdtok) képezésére szdmos més tipusu vegylilettel.



Inkluzids komplexr8l akkor beszéliink, ha egy molekuldnak -
mint a ciklodexgrineknek - olyan belsd ilirege van, amelybe

mds molekuldk bejuthatnak és ott gyenge kdlcsdnhatdsok (pl.
van der Walls erdk) &ltal megkdtddnek. A van der Walls erdk
rovid tdvolsdgon érvényesiild kdlcsdnhatdsok, amelyek elég erd-
sek egy hatdrozott szerkezetli, dltaldban szildrd halmazdlla-
potu komplex létrehozdsdhoz, de elég gyengék, hogy lehetdvé
tegyék a komplex gyors disszocidcidjét.,az alkotd molekuldkra.

A ciklodextrinek fénk alaku molekuldk, amelyek bels§
Uregének méretét és alakjdt a gylrdt alkotd glikéz-egységek
szdma szabja meg. Az alfa-ciklodextrin lirege csaknem henger
alaku, kb. 0,7 pm mély és 0,§ am dtméréjdi. A béta- és gamma-
-ciklodextrinek iirege ugyanii&en mély, de atmérdjik 0,7, il-
letve 0,9 pm. A ciklodextrinek vizben jél oldddnak, mert a
gylrd kiilsé oldaldn sz&mos hidroxil-csoport taldlhaté. Az ireg
belseje azonban hidrofdéb jellegidi, igy a ciklodextrinek megkdt-
hetik a vizben oldott szerves vegylileteket, ha molekuldik mére-
te megfeleld és kellSen hidrofdéb jellegliek.

A ciklodextrinek komplexképz8 tulajdonsdga szdmos gyakor-

lati felhaszndldsuk alapja. Példaként emlithetjiikk kiilénbdz8 iz-
és aroma-anyagok ciklodextrinekkel t&rténé "kapszuldzdsat", ami
lehetdvé teszi hosszu idén 4t vald tdroldsukat és az ételek
elkészitésekof valé felhaszndldsukat. Forditott esetben a cik-
lodextrinek alkalmasak lehetnek a nemkivénatos iz- és szag-

anyagok ételekbdSl vald eltdvolitdsdra. Haszndljdk a ciklodextri-



neket ételek tartdsitdsdra, igy az oxiddcidtdédl, a f£ény okozta

bomldstél vagy a hébomldstdl valéd megvédésére is. A ciklodext-
rinek gyakorlati alkalmazdsait Szejtli J. k&zleménye foglalja

dssze {Starch,34. 379-385 /1982/ ).

A ciklodextrinek haszndlatdnak széles kor( elterjedését
viszonylag magas druk akaddlyozza, aminek a jelenlegi gydrtdsi
eljdrdsok korldtai az oka. A ciklodextrineket ardnylag ala-
csony kitermeléssel (jellemz&en 50 % alatt, dltaldban 25-35%)
lehet el6dllitani a keményitd dtalakitdsdval. Tovédbbi hozam-
csbkkentd koriilmény, hogy az dtalakitdst a kiindudsi anyag
hig oldatdban lehet csak elvégezni, amib&l a ciklodextrinek
nehezen nyerhetd8k ki.

A ciklodextrinek elééllitését mikroorganizmusokbdél
nyert ciklodextrin-glikozil-transzferdz enzimmel végzik. Az is-
mert enzimtermeld mikroorganizmusok hdtrdnyos tulajdonsédgai
késztettek minket megfeleldébbek keresésére. A haszndlhatdsig
feltételének az enzim termelésével Osszefiiggd gyakorlati ténye-
z8ket, mint pl. a k&ltséget vagy az egyszerfi el84llithatdésédgot
tekintettik. Egyebek k&zdtt ilyen a mikroorganizmus gyors te-
nyészthet8sége egyszerli tdptalajokon. M&sik fontos kdvetelmény,
hogy az enzim termelése extracelluldrisan és széles pH-inter-
vallumban tdrténjen, azaz a termelés csak kevéssé filiggjén a
kdrilmények vdltozdsaitdl. Lényeges az is, hogy az enzim ki-
nyerése és tisztitdsa kénnYen megoldhatd legyen.

A ciklodextrin-glikozil-transzferdz enzimmel szemben is

szdmos k&vetelmény tdmaszthatdé. Kivdnatos, hogy az enzim szé-
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les pH-tartomdnyban legyen mikdd&képes, de az optimdlis pH- -
—tartomdnya legyen inkébb szfk. Legyen kénnyen tisztithatd és
lehetdleg ne legyen aktivitds-veszteség a tisztitds sordn. A
felezési ideje 40°¢ hémérsékleten t8bb hét legyen, kiiléndsen
immobilizdlds esetén. Tovdbbi k&vetelmény, hogy ne csak oldat-
ban, hanem megfeleld hordozdéra régzitve (immobilizdlva) is hasz-
ndlhaté legyen, azaz kénnyen lehessen rdgziteni és ne igényel-
Jen kcenzimet vagy fémiont aktivitdsdnak kifejtéséhez.

Kutatdsaink eredményeként szdmos, ciklodextrin—glikozil-
~transzferdz aktivitdst mutatdé baktériumot izoldltunk talaijbdl,
amelyeket részletesen megvizsgdltunk. Az izoldtumok k&zdtt
hdrom olyant taldltunk, amelyek ciklodextrin-glikozil-transz-
ferdza tdbb szempontbdl egyediildlld tulajdonsdgokat mutat.

A taldlmény té4rgya olyén uj ciklodextrin-glikozil-
-transzferdz el84dllitédsra, amely széles pH-tartomdnyban magas
aktivitdssal rendelkezik, egyszer(s és veszteéég nélkil tisz-
tithatd, konnyen immobiliz&lhatd, aktivitdsidhoz nem igényel
koenzimet vagy fémiont, és felezési ideije 40°C hémérsékleten
tdbb hét. A taldlmidny szerinti eljdrds termékei azok a ciklo-
dextrin-glikozil-treanszferdz enzimek, amelyeket az NRRL B-18373,
az NRRL B-18374 és az NRRL B-18375 jelzés(l baktérium-tdrzsek
termelnek. A fenti jelzések a Northern Regional Research Center
of U.S. Department of Agriculture (Peoria, Illinois, Egyesiilt

Allamok) mikroorganizmus-gy@ijteményében 1988. junius 7-én le-

tétbe helyezett tenyészetek nyilvédntartdsi szémai.



A taldlmdny tdrgya tehdt uj ciklodextrin-glikozil-transz-
ferdzok elb4llitdsa, amelyek szdmos fontos tulajdonsdgukban
kiilénbbznek az ismert ciklodextrin—glikozil—ﬁranszferézoktél.
Ezeket az enzimeket hdrom, korébban ismeretlen, talajbdl izo-
141t baktérium-t&rzs termeli, bar lehetséges, hogy ugyanilyen
vagy hasonld enzimeket mds mikroorganizmusok is termelhetnek.
Kijelenthetjik, hogy a talélmény szerint elfdllitott ciklo-
dextrin-glikozil-transzferdzoknak sz&mos olyan, kordbban emli-
tett eldnyds tulajdonsdguk van, amely alkalmazdsukat eldénybssé
teszi az ismert ciklodextrin-glikozil-transzferdzokkal szemben.

A k&vetkez8kben a megnevezett mikroorganizmusokkal a cik~
lodextrin-glikozil-transzferdz el&4llit4s4t mutatjuk be. Az
adott mikroorganizmus-tSrzset az aldbbi &sszetételd tdptalajban
tenyésztjiik:

4 mmol magnézium-szulfdt

0,03 mmol mangdn-szulfit

6,8 mmol nédtrium-klorid

5,4 mmol kdlium=klorid

14,6 mmol dikdlium-hidrogén-foszf4t

1,6 mmol citrdt-sé

1 mmol kalcium-klorid

10 mmol amménium-klorid

0,06 mmol amménium-szulfit

0,06 mmol vas(II)-szulfit

1 v keményité

0,01 & éleszt8kivonat



A tenyésztést szokvdnyos, 12 l-es fermentorban végezzik,
amit 5% inokulummal (egy é€jszakdn &t 30°C-on inkubdlva) oltunk
be és 300C-on, teljes levegbztetéssel mﬁkédtetﬁﬁk. A tenyészet-
b8l kétdéranként vesziink mintdt a szaporodds, a kémhatds és a
ciklodextrin-glikozil-transzferdz aktivitds meghatdrozdsdra; ez
utdébbit a KI-mdédszerrel mérjiik (kdlium-jodid). A ciklodextrin-
-glikozil-transzferdz aktivitds mérése sordn a tenyészetet magdt
tekintettilk "enzimnek". A tenyésztés késbSbbi szakaszdban (kb.
24 S6ra utdn) a mintdkat centrifugdldssal sejtmentesitettilk és
a felliluszdébdél végeztikk az aktivités mérését. A tenyésztést
akkor fejeztikk be, ha az enzim-aktivitds 4 Srdn 4t dllandé ma-
radt vagy csdkkent. Az aldbb leirt tisztitdsi eljdrdst alkal-
mazva a fermentlébdl jellemz§ médon az Osszes aktivitds mint-
egy 50 %-4t lehet kinyerni, ﬁig a specifikus aktivitds (egyés/mg
fehérje) 128.000-r81 580.000-re emelkedett az elsd 1lépéstdl (a
sejtmentes fermentlé 0,2 u-os szlrésétdl) a teljesen megtiszti-
tott enzimig.

Az aktivitds mérése a kdvetkezlképpen torténik. A szub-
sztrdt 0,2 %-os keményit8-oldat, amely 5 mmol kalcium-kloridot
és 100 mmol imidazolt is tartalmaz (pH ) 7,0). 300 ml fenti
szubsztrdthoz 10 pl enzimet adunk, a reakcidelegyet 10 percen
st 40°C-on inkubadljuk. A reakciét 4,0 ml 0,2 N sésavval ledl-
litjuk, majd 0,5 ml reagenst (0,20 % kdlium-jodidot és 0,02 %
jédot tartalmazdé oldatot) adunk hozzd. A kontrol esetében a
szubsztrdthoz eldbb a sdésavat, azutdn az enzimet adagoltuk. Az

aktivitds szdmitdsdhoz a



Ext, - Ex£r
aktivitds (egység/ml) = x 100
0,01 x Extk

képletet haszndljuk, ahol Extk és Extr a kontrol és a reak-
cidelegy 700 nm-nél mért extinkciéja. A mérés 1250 és 5000
egység/ml értékhatdrok k&6zdtt ad pontos eredményt.

Mivel mindhdrom todrzs ciklodextrin-glikozil-transzfe-
rdza extracelluldris enzim, a kinyerést megkdnnyiti a baktériu-
mok eltdvolitdsa centrifugdldssal. A tovdbbi miveleteket 4°C-on
végezziik. A sejtmentes feliiluszéhoz folyamatos keverés kdzben
200 g/1 amménium-szulfdtot adagolunk, majd 50 g/l granuldlt
oldhatatlan keményitét. Az elegyet tovdbbi egy dérdn &t keverjik,
majd a keményitdt szliréssel kinyerjlk és levegdn megszdritjuk.
A szdraz terméket ujra felszuszpenddljuk egy, a kivént enzim;
-koncentrdcisétdl figgd mennyiségﬁ oldatban, amely 10 mmol di-
k&lium-hidrogén-foszfdtot, 3 mol ndtrium-kloridot és 0,1 mol
maltézt tartalmaz (pH = 7,5). Egy 6rds, szobahSmérsékleten va-
16 keverés utdn a keményitdét szlréssel eltdvolitjuk, amit
adaig ismételiink, amig az oldat kdénnyen &t nem folyik a 0,2 um-
es szlrdén. Az igy nyert oldatot nagy térfogatu, 5 mmol glicint
és 5 mmol kalcium-kloridot tartalmazé )pH = 7,0) oldattal szem-
ben dializdljuk. A termék az a tisztitott enzim, amit a legtdbb
vizsgdlatban haszndltunk.

A molekulatdmeg meghatdrozédsa

A molekulatdmeg meghatdrozdsdhoz az enzimet a kdvetkezd
médon tisztitjuk meg. A fermentlevet egy éjszakdn &t 4°c-on
iilepedni hagyjuk, majd a zavaros feliiluszét 2 um-es membrin-

szdrén megszirjiikk. Ezzel a médszerrel elkeriilhetd, hogy az en-



zimben sejtek illetve mds enzimek is legyenek. A kdvetkezd
lépésben az oldatot olyan membrédnsz(rén szlrjiik, amely

10.000 dalton molekulatdmegig dtengedi a fehérjéket, igy az
eredeti‘térfogat egytizedére koncentrdlt, csak 10.000 dalton-
ndl nagyobb molekulatdmegl fehérjéket tartalmazé oldatot nye-
riink. A tovdbbiakban a kordbban leirt tisztitdsi elj4rdst ko-
vetjlik azzal a médositdssal, ﬁogy a keményitét 100 g/1 koncent-
rdlt oldat mennyiségben haszndljuk és a kivondsi 1lépést hdrom-
szor ismételjik meg. A kiszlrt keményitét egyesitijiik, az enzim
leolddsdt a lehet8 legkisebb térfogatu oldattal végezzilk el és
addig ismételjiik, amig az ujabb oldatok aktivitdst mutatnak. A
magas aktivitdsu frakcidkat egyesitjiik, dializdljuk és vagy
kézvetleniil haszndljuk a mérésekhez, vagy liofilizdldssal és
ujraolddssal tovdbb koncentrdljuk.

A molekulatdmeg meghatdrozdsa U.K. Laemmli médszerével
tortént (Nature, 222, 680 /1979/). Az uj ciklodextrin-gliko-
zil-transzferdzok mellett meghatdroztuk a Bacillus circulans
170, 430 és 860 jelzésli tdrzsei &ltal termelt és hasonldé mé-
don tisztitott enzimeinek, valamint a Bacillus macerans enzi-
mének (nyers prepardtum, Amano-gydrtminy) molekulatdmegét is.

- Az Osszes mintdt egy térfogatrészben adjuk 9 térfogatrész
pufferhez és>10% ndtrium-dodecil~-szulfondtot tartalmazé poli-
akrilamid-gélen elektroforézist végziink. A futtatds utdn a
gélt Coomassie-kékkel megfestjiik, a felesleges festéket 7 %
jégecetet tartalmazdé 30 %-os metilalkohollal kimossuk. Az

enzimek molekulatdmegét az ismert molekulatdmegl referencia- »



-fehérjék helyzetéhez viszonyitva hatdrozzuk meqg.

Az izoelektromos pont meghatdrozédsa

A molekulatémeg meghatdrozdsdhoz készitett mintdkkal
azonos médon tisztitott mintdkat helyeztiink kereskedelemben
kaphaté (LKB Pharmacia) izoelektromos fokuszildé gélekre
(pH 3,5-9,5). A futtatdst az anédrdél 1 mélos foszforsavval,

a katddrél 1 mélos nédtrium-hidroxiddal végeztik, a kezdd
fesziltség 520, a végsd 1520 V volt, az 4dramerdsség 60 mA-t&l
6,5 mA-ig vdltozott. A futtatds utdn a gélek pH-ja 3,8-8,1 volt.
A géleket 4 % szulfoszalicilsavat é&s 12,5 % trikldérecetsavat
tartalmazé 30 $-os metilalkoholban fixdltuk, majd 0,04 %
Coomassie-kéket, 0,5 % rézszulfdtot és 10 % ecetsavat tartalma-
z6 27 %-os etilalkoholban festettiik meg.

A pH-optimum mérése

Az optimdlis pH-tartomdny meghatdrozdsdhoz az enzimek
aktivitését‘a szokvényos reakcidelegyben mértiik (2 % maltrin
150, 5 mmol kalcium-klorid) és a kiildnbdz8 pH-kat citromsav,
glicin és imidazol pufferekkel &llitottuk be. A reakcidkhoz
1T ml szubsztrdtot haszndltunk és 3 6rdn &t inkub&ltuk 40°C-on.
Ezutdn a mintdkat z4rt fecskenddkben (a prdolgds okozta vesz-
teség elkeriilésére) 2 percre felforraltuk és lehdtdttikk. A
visszamaradt keményitét feleslegben‘adott alfa-amildz enzimmel
elbontottuk (30-60 perc inkub&l&s 60°C-on). A mintdkat ezutédn
fagyasztva tdroltuk a nagynyomdsu folyadékkromatogrdfids vizs-
gdlatig, amivel az alfa-, béta- éé gamma-ciklodextrin mennyi-

ségét hatdroztuk meg.



A béta-ciklodextrin termelés mérése 2 % maltrin 150 szub-
sztrdtot és 5 mmol kalcium-kloridot tartalmazé, 5 mmol imid-
azollal pH = 7,0-re bedllitott és 10 % etilalkoholt is tartal-
mazdé reakcidelegyben, 40°C-on tdrtént.

Az uj ciklodextrin—glikozil—transzferézok szdmos elényds
tulajdonsdgdt az 1. t4blidzat foglalja &ssze. Ismert, hogy a
ciklodextrin—glikozil—transzfe:ézoknak legaldbb két alaptipusa
létezik: az egyik féleg alfa¥, a mdsik féleg béta-ciklodextrint
termel, legaldbbis a reakcid kezdeti szakaszdban (H. Bender,
Advances in Biotechnological Processes 6., 37.0., Alan R. Liss
Inc., 1986). A tdbldzatbdl lathaté, hogy a Bacillus macerans
és az NRRL B-18375 tdrzs enzimei az elsé alaptipushoz, mig a
Bacillus circulans, az NRRL B-18373 és B-18374 tdrzsek enzimei
a mdsodik alaptipushoz tartozhak. A kétféle enzimek molekula-
tomege 65.000 és 73.000 dalton. Az elsd tipusba tartozdék izo-
elektormos pontja 8,5 koriil van, mig a mdsodikba tartozdké mind

az eldbbiektdl, mind egyméstdél kilénbszik.
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Szabadalmi igénypont -

Eljdréds ciklodextrin-glikozil-transzferdz elf8dllitdsd-
ré, amely

(1) 73 kilodalton molekulattmegii, izoelektromos pontja

6,8, maximdlis enzimatikus aktivitdsdat 40°C-on kérilbelil 7,8 pH-n

fejti ki, mig koridlbelidl 90%-os aktivitdsu 6,4-9,0 pH tarto-
mdnyban, 75%-os aktivitdsu 5,25-9,0 pH tartomdnyban, alfa,
béta és gamma ciklodextrin koridlbelil 2,5:9:1 ardnyu elegyét
képezi, szokdsos koriilmények kdzott a béta-ciklodextrin konver-
zidja 22,5%;

(2) 73 kilodalton molekulatomegi, izoelektromos pontja

7,8, maximdlis enzimatikus aktivitdsat 40°C-on kériilbeliil

7,2 pH-n fejti ki, mig koridlbeldl 90 %-os aktivitdsu

5,7-7,7 pH tartomdnyban, 75%-o0s aktivitdsu 4,8-8,2 pH tarto-
mdnyban, alfa, béta és gamma ciklodextrin kordlbelil 3:12:1
arédnyu elegyét képezi, szokdsos koriilmények kﬁzﬁtt-a béta-ciklo-
dextrin konverzidja 23%;

(3) 65 kilodalton molekulatdmegii, izoelektromos pontja 8,5,
maximdlis enzimatikus aktivitdsat 40°C-on korilbelil 6,5 pH-n
fejti ki, mig korilbeldl 90%-os aktivitdsu 5,5-7,6 pH tartomdny-
ban,, 75%-o0s aktivitdsu 4,6-8,3 pH tartomdnyban, alfa, béta

€s gamma ciklodextrin koriilbeldl 1:1,5: 0,1 ardnyu elegyét képezi,
szokdsos korilmények kozott a béta-ciklodextirin konverzidja 17%,

azzal jellemezve, hogy az NRRL B-18373, NRRL B-18374, illetve



NRRL B-18375 torzset tdpkozegben tenyésztjik és a kapott

ciklodextrin-glikozil-transzferdzt elkidlonitjik.
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