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Eljaras a szacharoz gliukobézza alakitasara
Kivonat

A taldlmdny téargyat képezi eljaras kereskedelmi
mennyiségd glikdz eldallitasara, tovabba eljaras kereske-
delmi mennyiségid glikéz és elégazd fruktadan elbadllitasara
szacharb6zbdél kiindulva, tovabb reaktor az eljarasok gyakor-
lati megvaldsitashoz.

A taldlmadny szerinti eljaras alkalmas gliukéz és
poliszaccharidok, mint példaul linedris vagy -elagazd

inulinok kereskedelmi léptékd eldallitasara.
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Eljaras a szacharoéz gliukdézza alakitasara

A taladlmédny téargya eljarads kereskedelmi mennyiségi
gliikdz, valamint elagazd fruktan szachardzbdol toérténd eld-
allitasara, tovabba reaktor ennek gyakorlati kivitelezésé-
re. A taldlmany tédrgya kézelebbrdl egy eljaras, mellyel a
szachar6zt glikdézza lehet atalakitani oly médon, hogy a
szacharodzt érintkezésbe hozzuk B-2,1-fruktozil-
transzferazzal és B-2,6-fruktoziltranszferazzal, majd ezu-
tdn a gliukdézt és az elagazd fruktant elkilonitjik, és ily
nédon a termelés hatékonysdgat megnoveljik.

A taladalmadny szerinti eljaras eldénydsen alkalmazhato
glikdéz és poliszaccharidok, mint példaul linedris vagy el-
dgaz6 inulinok kereskedelmi léptékl eldallitéasara.

Monoszaccharidok formadjdban vagy poliszaccharidokba
beéplilten, a glilkéz a természetben megtaldlhaté szaccharid.
A glikézt a gydgyadszatban a folyadék- és tapanyagveszteség
pbétlasara, a mikroorganizmus-tenyészetekben, mint szénfor-
rdst, széles korben pedig taplalék adalékanyagként alkal-

mazzak.

Aktaszamunk: 92550-6422/SG



A glukodzt kereskedelmi mennyiségben keményitdébdél
[Dean, Gottfried, Adv. Carbohyd. Chem. 5, 127 (1950)]1, és a
szachardoz savas hidrolizisével 411itjak el&. Annak ellené-
re, hogy a glikoéz elé6allitasahoz a kiindulédsi anyag elérhe-
ts, a kiindulasi anyag k6ltségéhez viszonyitva a gliikéz ara
magas marad. Ezért, a gliik6z kereskedelmi méretdi szintézise
tokéletesitésre szorul.

A fruktanok a természetben eléfordulnak [,,Science and
technology of fructans” szerk.: Suzuki, M. és Chatterton,
N.J., CRC Press, Inc. (1993)]. Novényekbdl neégy fruktant
irtak le: (1) az inulint - egy 2,1l-kapcsolt fruktan, mely
f&ként a kétsziklekben, példaul Jeruzsalemi articsdbéka és a
cikériagydkerekben, fordul eld -; (2) a levant vagy fleint
- 2,6 kapcsolt fruktan, melyet bizonyos egyszikliekben, pél-
daul a komocsinban, talaltak meg —; (3) 2,1- és 2,6-elagazd
lancu fruktanok, melyek egyszikiekben, példaul az arpaban,
a kék agavéban és a buzaban, talalhatdék; és (4) a
neosorozat (,neoseries”) frukténjai, amelyekben a glikézhoz
2,1- és 2,6-helyeken kapcsolt fruktdzok taldlhatbék. Ezekben
a molekulakban a gliikéz nem a molekula végén, hanem a mole-
kulan beliil helyezkedik el. Ha a terminalis fruktdézhoz, a
2,1- és 2,6-helyeken fruktoézcsoportok kapcsoléddnak, akkor
komplex szerkezet alakul ki (sparga). Sok novény e
fruktanok koziil tobbet is eldallit.

Az élesztékben és gombakban 2,1l-kapcsolt fruktanokat
mutattak ki.

Baktériumokban két fruktant irtak le: (1) egy inulin

2,1-fruktédnt a Streptococcus mutans fajbdél, és (2) egqgy



levan 2, 6-kapcsolt fruktant a Bacillus subtilis, Zymomonas
mobilis, é&s SzAamos mas fajokbol.

Az inulinok szerkezetében, egy a-D-gliikozidhoz B-2,1-
kapcsolt fruktézlancok kapcsolddnak. A szerkezet lineéris,
és jellemzden szamos B-o-fruktofurandz egységet tartalmaz.
Az atlagos lanchosszusag és a molekulatdmeg-eloszlas filigg a
novényfajtol, a ndvekedési fazistdl és az alkalmazott kivo-
nasi eljarastdél. Az atlagos 10-25 egységbdl 4&lldé 1lanc-
hosszisag altalanos, melyen belidl a ki1lénalld egységek ko-
riilbeliil 9-24 fruktézegységbdl tevddnek Ossze.

Az elagazdé inulinok eléfordulasat is leirtéak. Ezekben
az inulinokban a PB-2,1-kapcsolt fruktézlancok olyan a-D-
glilkozidhoz kapcsoldédnak, melyen elagazd B-2,6-fruktdéz egy-
ségek vannak. Tébb publikacid szerint ilyen eldgazd inulint
izolaltak a kék agavé ndvény nedvébdl [Aspinall, G.O. és
Gupta, P.C. Das, Proc. Chem. Soc., 718-122 (1959) ;
Satyanarayana, M.N., Indian J. Biochem. Biophys. 13, 408-
412 (1976)] és az arpa levelébdl ([Simmen és mtsai., Plant
Physiol., 101, 459-468 (1993)].

Egy inulin tulajdonsagai a lanchosszusag és az elaga-
za4s fokanak figgvényében valtozhat. A rovid, 3-7 fruktbéz
egységbél 4116 polimerizacids foku, 1lineéaris léancu inuli-
nokat tartalmazé készitményeket a csokkentett kaldriaértékd
szacharozpdétldékként (4.003.140 szamll német szabadalmi irat)
alkalmazzak A hosszabb lancu inulinokat zsirhelyettesité-
ként, az elagazé fruktanokat pedig mindkét célra alkalmazni

lehet.



Coussement és mtsai, az 5.659.028 amerikai egyesiilt
4llamokbeli szabadalmi iratban feltarnak bizonyos elagazéd
frukto-oligoszaccharidokat, melyek lancszerkezete fé&ként
fruktéz egységekbél épul fel és eldnyOsen 2-15 egységbdl
4116 lanchosszusaguak. A lanchoz egy vagy két, féleg fruk-
tdéz egységekbdl 4116, oldallanc kapcsolddik.

A gliikéztermelés teriiletén, Nagle és mtsai., a
4.637.835 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi
iratban leirjak a glilkbz és més szaccharidok eldallitéasat
o-celluldézbdl. Az eljarasban kalciumklorid katalizatort és
hidrogénionokat alkalmaztak.

Miyawaki és mtsai. az 5.524.075 szamu amerikai egye-
siilt allamokbeli szabadalmi iratban egy enzim alkalmazasa-
val, az elfolydsitott keményitéb&l torténd nagytisztasagu
gliilkéz el8allitasat ismertetik.

Venkatasubramanian és mtsai. a 4.299.677 amerikai
egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi iratban a fruktdz és a gli-
k6z kdzvetlen elvalasztasat tarjak fel ioncseréld membranok
alkalmazasaval gliikkoz és fruktdz keverékébdl.

Harada és mtsai. az 5.169.679 amerikai egyesiilt al-
lamokbeli szabadalmi iratban kozlik a, f&ként B-2,1 kotése-
ket tartalmazd, 2.000-20.000 molekulatodmegd, fruktanok tap-
lalékadalékként - mint példaul szaporitdanyagként, illetve
zsirhelyettesit8ként - torténd felhasznalasat az alacsony-
kalériatartalmu élelmiszer eldallitasban.

Kurz és mtsai. az 5.478.732 amerikai egyesiilt allam-
okbeli szabadalmi iratban leirnak egy, a Kkozepes lanc-

hosszisagu (azaz 10-12 polimerizaciés foku) inulinok eldal-



1itasara szolgaldé eljarast. Az eljaréds soran a nyers
inulinszuszpenziét hidrolaz enzimmel kezelik. Az enzimkeze-
lés alatt a rovid lancu dsszetevdk mono- és
diszaccharidokra bomlanak - majd ezeket szaraz formava ala-
kitjak - a hosszu lancu inulinokat pedig elkiilénitik.

Adachi és mtsai. a 4.681.771 amerikai egyesilt allam-
okbeli szabadalmi iratban azt k6z1ik, hogy amikor szacha-
rézt (G-F) olyan enzimmel hoznak kapcsolatba, melynek fruk-
tézt transzferald aktivitasa van (ezeket ettél kezdve
”fruktoziltranszferéz”oknak nevezziik), egy alacsony kalo-
riatartalmi, alacsony cariogenic édesit8szer készitményt
nyernek. Ez az édesitdszer készitmény glikézt, szacharozt,
triszaccharidot (GF2), tetraszacharidot (GF;) és emellett
kis mennyiségi fruktozt, pentaszacharidot (GFy) és hexa-
szaccharidot (GFs) tartalmaz. A hosszabb linedris inulinok
mennyisége Jjelentdsen lecsdkken, a frakcidé tobbsége GFr-3
inulinb6l all.

Kono és mtsai. az 5,314,810 amerikai egyesilt allam-
okbeli szabadalmi iratban leirjak, hogy a reakciéban alkal-
mazott fruktoziltranszferaz féléletideje megndvelhetd, ha
szemcsés hordozéra, mint példaul kitozan szarmazékra vagy
anioncseréld gyantara, immobilizaljak. A leiras szerint egy
ilyen védett enzim alkalmazasat engedélyezték alacsony
cariogenic édesitdszer készitmény ipari eldallitasara.

Heady a 4.317.880 amerikail egyesiilt &llamokbeli sza-
badalmi iratban leirja egy ujszerd fruktbozpolimer és magas

fruktoztartalmi szirup el&allitasat szachardzbol. Az elja-



ras soran a fruktoziltranszferdz enzimet és egy glikbéz-
izomeraz enzimkészitmény kombindcidjat alkalmazzak.

A szachardzbdl kiinduld glilkéz és/vagy fruktdz eldal-
litas egy eljarasat Catani és mtsail. ko6zlik a 09/019,709
sorozatszami, 1998 februdr 6.-an bejelentetett amerikai
egyesiilt &llamokbeli szabadalmi bejelentés kapcsan.

Jelenleg a szachardézbol kiinduld gliikbzeldallitasi
eljarasok azonban gyenge hatékonysaguak, igy a kereskedelmi
mennyiségii gliikéz eldallitésa tokéletesitésre szorul.

Raadasul, még mindig sziikség van poliszaccharidok,
mint példaul linearis vagy elagazd inulinok, kereskedelmi

mértékd eldallitasara alkalmas eljarasokra.

Az alabbiakban roviden o6sszefoglaljuk a taldlmany
szerinti megoldast.

A taldlmany szerinti megoldas célja egy olyan eljaras
kidolgozasa, mely alkalmas a gliik6éz kereskedelmi mértéki
eléallitasara szachar6zbdl.

A taladlmény szerinti megoldas masik célja egy olyan
eljaras kidolgozasa, mely alkalmas gliikbéz és elagazd
fruktan kereskedelmi mértékl eldallitdsdra szachardbzbdl.

A glukoéz elsallitasi folyamataval oOsszefliggésben, a
fenti célok oly médon is megvaldsithatdk, hogy a szachardzt
eqgy reaktorban kapcsolatba hozzuk B-2,1-fruktozil-
transzferazzal és B-2,6-fruktoziltranszferazzal. A reakciod
soran glikézt és elagazd fruktant tartalmazod reakcibétermék
keletkezik, melyb8l a glikdzt és az eladgazd fruktant elki-

lsnitjuk.



A taldlmany egy masik megvalositédsi médja szerint, a
glikoz eldallitasa ugy is elvégezhetd, hogy egymas utan ko-
vetkez& 1lépésekben a szacharézt egy reaktorban elészor
lanchosszabbitd B-2,l—fruktoziltranszferézzal, majd méasod-
szor az eladgazasokat létrehozo B-2,6-fruktozil-
transzferazzal hozzuk kapcsolatba. A reakcidé soran glikédzt
és elagazé fruktant tartalmazd, nagyjabdl szacharOzmentes
reakciotermék keletkezik.

A taldlmadny részben azon a felfedezésen alapul, hogy
a fruktoziltranszferazok kombinacidjat nagyobb hatékonysag-
gal lehet alkalmazni a szachar6zbél (GF) kiinduld glikoéz
el6allitasban. Raadasul, a glukdz eldadllitasa alatt, a
szachard6z és a két fruktoziltranszferaz reakcidéja soréan el-
dgaz6 fruktanok keletkeznek, melyek kereskedelmi mennyisé-
gekben izolalhatdk, fokozva ezzel a jelen eljaras gazdasagi

értékét.

Az alabbiakban a talalmény és az azzal jaré eldénydk
alaposabb ismertetését nyajtjuk az alabbi részletes leirés
és az azt kisérd rajzok segitségével:

Az alabbiakban réviden ismertetjik a leirashoz tarto-
z6 abréakat.

1. abran a szachar6z gliikézzad és elagazd fruktanna
térténd atalakitasanak folyamatabrajat mutatjuk be;

1.a abra egy, a gliikoz elvalasztasara szolgdld kiilsé
szeparatorral ellatott, reaktortartalyban lezajld, a szac-
haréz gliikozza és eldgazd fruktanna torténd atalakitésanak

folyamatat abrazolja;



5 abra a szacharéz gliikézza és elagazd fruktanna tor-—
téné atalakitasanak, két reaktortartalyban lezajld folyama-
tat abréazolja;

5.a abra a szachardz glilkézza és elagazéd fruktanna
térténé atalakitasanak, két, a glikoéz elvdlasztasara szol-
galoé kiils® szeparatorral ellatott, reaktortartédlyban lezaj-

16 folyamatat abrazolja.

Az alabbiakban részletesen ismertetjik a talalmany
elényds megvaldsitasi mddjait.

A kereskedelemben a gliikéz egy tartdésan jelenlevd
arucikk, melyet gyodgyaszati és étkezési célokra Arusitanak.
Az elagazd inulinfruktan 36 teljesitményt ad az
organoleptikus tesztekben és az élelmiszerként torténd fel-
hasznalas soran - akarcsak a nem eldgazd inulinok - a szac-
harézhoz hasonlé, jé duzzadasi tulajdonsadgokkal rendelke-
zik, azonban a fogyasztast kovetden nem induk&l tulzott
gazképzédést. Elelmiszerkeént torténé felhaszndlas szempont-
j4bd6l az elagazd levanfruktannak szintén jo6 duzzadasi tu-

lajdonsdgai vannak.

A leiras szerinti értelemben, a ,B-2,1-fruktozil-
transzferaz” kifejezés jelent minden olyan enzimet vagy en-
zimeket, amely vagy amelyek képes vagy képesek fruktoz-
csoportokat egy szacharézrdl, mint donorrél, eqy szachardz-
ra vagy mas szaccharidra (példaul fruktanra), mint akcep-
torra, transzferalni és p-2,1 kotéseket kialakitani. A

fruktéz egység elénydsen furandz formaban keril transzfera-



lasra. Raadasul, eldényds, ha a B—2,1—fruktoziltranszferéz a
furandéz formdban 1levd fruktdzra, mint akceptorra, nézve
szelektiv. A novényekben ezekért az enzimaktivitasokért
specifikusan a szacharoéz:szachardéz 1-fruktoziltranszferaz
(1-SST) és a fruktan-fruktan 1-fruktoziltranszferaz (1-FFT)
enzimek a feleldsek [lasd Pollock és mtsai., Annu. Rev.
Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 42, 77-101 (19%1)]. Az S.
mutans baktériumfajbol izolalt p-2,1-fruktoziltranszferaz
képes a szachardézt mind szacharézra, mind pedig fruktanra
transzferalni. Egy szacharéz fruktézcsoportjanak transzfe-
rével egy glikéz-egység keletkezik. A B-2,1-fruktozil-
transzferaz transzferdlhatja a fruktdézt egy terminélis
fruktéz Cl1 helyzetére (igy példaul linedris léancnovekedés
j6n létre) vagy egy linedris fruktan (példaul egy B-2,6-
kapcsolt levan) Cl helyzetére. Az utébbi esetben elagazasi
pontok keletkeznek. Némely fruktoziltranszferdz mindkét ak-
tivitassal rendelkezik (azaz lancmeghosszabbitéas és elaga-
zas képzése), de vannak olyan fruktoziltranszferazok 1is,
melyeknek csak egyféle aktivitasuk van. A megfeleld lanc-
hosszabbitdé vagy eladgazasokat képzé fruktoziltranszferéazok

kivalasztasa az atlagos szakember koteles tudésédhoz tarto-

zik.

A célra alkalmas P-2,1-fruktoziltranszferazokra - a
korlatozas szandéka nélkiill - példakat taldlhatunk a kévet-
kezd fajok kozé tartozd mikroorganizmusok kdzott:

Aspergillus példaul A. oryzae ATCC 20498; A. sp. ATCC

20524; A. awamori, A. sydowi és A. niger ATCC 20611;

Penicillium, példaul P. jancezewskii ATCC 10115 és 26546;
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p. nigricans; Fusarium, példaul F. 1lini IAM 5011;
Aureobasidium, példaul A: pullulans ACTT 9348;

Streptococcus mutans ATCC 25175; és A. pullulans var.
melanigenum RA-8 ATCC 20612. Alkalmas enzimeket talalhatunk
a kbvetkezs élesztd és mas mikroorganizmus nemzetségek fa-

jai kozott, példaul Saccharomyces nemzetség, peldaul S.

cerevisiae; Rhodotorula nemzetség, példaul R. lutinis;

Pichia nemzetség, példaul P. miso; Hansenula nemzetséq,
példaul H. miso; Candida nemzetség, példaul C. tropicali;
illetve a magasabb rendd novények k&zOtt, példaul sparga, a
dalia guméi, cikéria gyokerei, és a Jeruzséalemi articsébka
(lAsd JP-A-56-154967 és JP-B-59-53834 Jjapan kozzétételi
iratokat) .

Egy kilénésen eldényds enzim a bakterialis B-2,1-
fruktoziltranszferaz, melyet a Streptococcus mutans fajbdl
izolalt gén felhasznalasaval juthatunk hozza. Kildndsen a
S. mutans ATCC 25175 lehet a fruktoziltranszferaz gén for-
rasa. A fruktoziltranszferdzhoz hozzajuthatunk heteroldg
fehérjeszekvenciaval fuzionalt konstrukcid forméajdban. Meg-
feleld fuzidsfehérje, példaul, a Streptococcus mutans-bél
izolalt fruktoziltranszferdz és a glutation-S-transzferaz
C-terminalis részének fuziéjaval eldallitott fehérje.

Az Streptococcus mutans fruktoziltranszferazat kdédold
- a szignalszekvencia nélkiili - szekvenciat a Streptococcus
mutans ATCC 2517 térzsbdl, PCR-rel izoldlni lehet, majd pe-
dig fel 1lehet hasznalni fruktoziltranszferaz -fuzids-
fehérjéket expresszalé transzformansok elballitasara. Egy

masik alkalmas fruktoziltranszferéaz génszekvenciat a
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Streptococcus mutans GS-5 torzsbsl izolalt Shiroza és

Kuramitsu [J. Bacteriol., 170, 810-816 (1988)].

A leiras szerinti értelemben a ,B-2,6-fruktozil-
transzferaz” (mely levanszintetazként 1is ismert) jelent
minden olyan enzimet vagy enzimeket, mely vagy melyek egy
szacharézrél, mint donorrdl, képesek fruktozrészeket egy
szachardzra vagy mas szaccharidra (példaul frukténra), mint
akceptorra, transzferalni és B-2,6 kotéseket kialakitani. A
fruktbozegység eldnydsen furandz formaban transzferaléddik.
Raadasul, elényds, ha a B—2,l—fruktoziltranszferéz furandz
formaban jelenlevd fruktdzra, mint akceptorra szelektiv. Ez
specifikusan egy szachardéz: fruktan 6-fruktoziltranszferazra
(6-SFT) [ladsd Sprenger és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 92, 11652-11656 (1995)1, és egy fruktan:fruktan 6G-
fruktoziltranszferazra (6G-FFT) [lasd Vijn és mtsai., Plant
J. 11, 387-398 (1997) ] nézve igaz. A B-2,6-
fruktoziltranszferaz miikcdése soran, a szachardéz fruktodoz-
részének atvitele egy gliikbzegység keletkezését eredménye-
zi. A B-2,6-fruktoziltranszferaz transzferalhatja a fruk-
tozt egy terminalis fruktdéz Ce¢ helyzetére (azaz linearis
lanchosszabbitas torténik) vagy egy linearis fruktoéz (pél-
daul Pp-2,1l-kapcsolt inulin) GCe helyzetére (azaz elagazasi
pontok keletkeznek). Némely fruktoziltranszferaz mindkét
aktivitassal rendelkezik (azaz lancmeghosszabbitéas és el-
dgazéas képzése), de vannak olyan fruktoziltranszferdzok is,

melyek csak egyféle aktivitassal rendelkeznek. A megfeleld

lanchosszabbitd vagy elagazéasokat képz§ fruktozil-



transzferazok kivalasztdsa az atlagos szakember koteles tu-
dasahoz tartozik.

A célra alkalmas PB-2,6-fruktoziltranszferaz megtaldl-
haté novényi anyagokban, mint példaul az arpa levele és ki-
16nbdz8 fluifélék. Ilyen B-2, 6-fruktoziltranszferazt az arpa
levelébdl mar tobben leirtak [Simmen és mtsai. Plant
Physiol. 101, 459-468 (1993); Duchateau és mtsai., Plant
Physiol. 107, 1249-1255 (1995)]. A B-2,6-fruktoziltransz-
feraz aktivitassal rendelkezd levanszacharaz eldallithatd
Bacillus subtilis (ATCC 6051) és Zymomonas mobilis torzsek-
b&1l. Az arpéabdl szarmazd szachardz: fruktén 6-
fruktoziltranszferaz tisztitasat, klénozasat és
expressziéjat Sprenger és mtsai. irtadk le [Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 92, 11652-11656 (1995) és FEBS Lett 400,
355-258 (1997)].

A talalmany targyat képezi egy eljaras, melyben a
szacharézt egyidejlleg mind B-2,1-fruktoziltranszferazzal,
és mind pedig B-2,6-fruktoziltranszferazzal reagaltatjuk.
Azonban, a talalmany oltalmi kdrébe tartoznak tovabbi olyan
glikoziltranszferazok, ideértve mas fruktoziltransz-
feradzokat is, melyek nem avatkoznak be a B-2,1-fruktozil-
transzferaz és a B-2,6—fruktoziltranszferéz reakcidiba.

A fruktoziltranszferazok kovetkezd meghatarozasa egy-
mastél fiiggetleniil érvényes mind a B-2,1-fruktoziltransz-
ferdzra és mind pedig a B-2, 6-fruktoziltranszferazra.

A fruktoziltranszferazokat immobilizalni lehet egy

olyan hordozébéra, mely elsédleges vagy negyedleges aminokat



tartalmaz (a leirast léasd 5.314.810 amerikai egyesilt al-
lamokbeli szabadalmi bejelentés).

A talalmany egy eldnyds megvaldsitasi moédja szerint
az alkalmazott fruktoziltranszferaz, legalébbis részlege-
sen, tisztitott. A leiras szerinti értelemben a ,tiszti-
tott” kifejezés azt jelenti, hogy az enzimet abbdél a gazda-
szervezetbsl, mely az enzimet természetes korilmények koO-
z8tt termeli, legalébbis részlegesen kitisztitottak. A
tisztitas eldnydsen a lebontd enzimek, mint példaul az
jnulinazok (melyek a fruktant bontjak) és a protedzok (me-
lyek a fruktoziltranszferaz enzimet bontjak), legaldbbis
részleges eltéavolitasat eredményezi. Az enzimet eldényodsen
addig a fokig tisztitjuk, amig a lebontdé enzimektdl meg nem
szabadulunk. Amikor az enzim transzfektéalt E. coli mikroor-
ganizmusbdl szarmazik, a nyers sejtlizatum akkor alkalmaz-
haté, ha a transzfektalt E. coli mentes a lebontdé enzimek-
tél.

A talalméany egy eldnyods megvalésitasi médja szerint,
a tisztitott fruktoziltranszferazok mindegyikének a szinte-
tikus aktivitashoz viszonyitott lebontd aktivitasa 21.000-
és 1 kbdzé, még eldnydsebben >1.500 és 1 kozé, ennél még
elénydsebben 22.000 és 1 kozé esik (példaul, minden egyes
fruktan hasitéaséara, eldénydsen legaladbb 1.000 fruktdz kotés
kialakitas esik). Bmennyiben ugy tekintjik, hogy egy ,egy-
ség” (U) egyenld percenként egy uM monoszaccharid akceptor-
ra toérténd transzferével, a nyers A. niger kultura feliil-
Uszé tartalmaz koriilbeliil 90 U/mg protein-t, mig a DEAE-

tisztitott A. niger készitményben kdriilbeliil 2.000 U/mg



protein taladlhaté. 10 ug DEAE-tisztitott készitmény elegen-
d6 aktivitassal rendelkezik ahhoz, hogy 1 nap alatt, 50°C-
on, 1 liter 50%-o0s szacharozoldatot glukdzza és linearis
fruktanna alakitson. Illetve, legaldbb két héten keresztil,
50°C-on, ez az enzimkészitmény folyamatosan is iizemeltethe-
t6 a hatékonysag drasztikus csdkkenése nélkiil, amennyiben a
szacharoézt folyamatosan adagoljuk.

A fruktoziltranszferdzok mindegyikét 90 - 3.000 U/mg
aktivitasig, elénydsen 100-tol 2000 U/mg aktivitasig lehet
tisztitani. A taldlmany egy eldnyds megvaldsitédsi méddja
szerint, a fruktoziltranszferazok mindegyikének 2100 U/mg,
elénydsen 2150 U/mg, még elénydsebben 2200 U/mg aktivitasa
van.

A harmadik fruktoziltranszferaz egy 2,6-G-fruktozil-
transzferaz, mely a fruktdzt a glikéz Cs hidroxilcsoport-
jara transzferalja. Az ilyen 2,6-G-fruktoziltranszferaz
fruktézdonorként eldnydsen a szachardzt hasznalja. A célra
alkalmas 2,6-G-fruktoziltranszferazt természetben el&fordu-
16 organizmusokbdl, a szakember &ltal ismert, hagyomanyos
eljarasokkal lehet izolalni. Az alkalmas természetes forra-
sokra az oltalmi kort nem korlatozd példak a hagyméak, spar-
ga és minden, a liliomfélek kdzé tartozd novényfaj.

A B-2,1 linedris lanchosszabbitd fruktozil-
transzferaz-zal és a B-2,6 lineéaris lanchosszabbité
fruktoziltranszferdzzal egyitt alkalmazva olyan csillag
alaku fruktant lehet kialakitani, mely linedris B-2,1 és -
2,6-lancokat tartalmaz. Az ilyen vegyililetek polivalens hor-

dozdoként, élelmiszerek felszaporitésara, illetve polime-



rekhez magként vagy keresztkoteés kialakitasdra alkalmazha-
tok.

A talalmany szerinti megoldas folyamatanak kiindulasi
anyaga szachardéz vagy szacharéztartalmi készitmény. A
,szacharéz” jelent barmilyen nyersanyagforrasbdél (példaul
cukornadbél, vagy cukorrépabdl) szarmazd, oldat forméajaban,
vaqgy szaritva jelenlévd, finomitott vagy nyers
diszaccharidot. A szachardznyersanyag szachardéztartalma

elénydsen 210 témeg3, eldénydsebben 220 tomeg%, még eldnyd-

v

sebben =50 toémeg%, legeldnydsebben 270%. Az adagolt toérzs-—
oldat egyéb anyagokat is tartalmazhat, amennyiben azok nem
befolyasoljédk jelentdsen a szacharéz gliukdézza alakitasat
(példaul 1-ketdz (Gl-2F1-2F)).

A szacharézt a fent emlitett barmilyen formédban lehet
adagolni. Azonban abbdl a célbdl, hogy az &ltalanos ion-
erésséget és a reakcidkeverék koncentraciét fenntartsuk, a
szacharozt szaraz formaban vagy oldott allapotban, folyama-
tosan vagy szakaszosan adagoljuk. A reakcibdkeverékbe a
szacharbz adagolasanak aranyat és gyakorisagat ugy kell
megvalasztani, hogy az oligoszaccharidok eléallitasanak se-
bességét magasan tartsuk. Az adagolas aranya és gyakoriséaga
részben fligg az alkalmazott fruktoziltranszferadz természe-
tétsl és specifikus aktivitasatol, a reakcid hémérsékleté-
tsl, illetve a glilkkéz és a fruktan eltavolitasanak mérték-
t51. A szacharéz adagolasanak optimalis mértéke és gyakori-

sdga egy atlagos szakember szakértelmét meg nem haladd, ru-

tin kisérletezéssel megallapithatd.



A taladlmany szerinti eljarast eldnytsen vizes oldat-
ban bonyolitjuk le.

A reakciotelegyben a szachardz koncentracidéja nem ki-
16ndsebben behatarolt, az 50 mM és a telitett koncentraciod
k&z6tt lehet. Tomegszazalékban kifejezve, a reakcidoldatban
a szachardz mennyisége 1-80%-ig (tomeg) lehet, a reakcidke-
verék teljes tomegét alapul véve, jellemz8en 40% és 80% ko-
26tti, elénydsen 50% és 70% kozotti, még elénybsebben 60%.

Az elagazd fruktanszerkezet a kivalasztott reakcib-
k6rilményektsl fiigg. A talalmannyal osszefiliggésben, ez el-
agazé fruktanokban két alapvetd kotést taldlhatunk meg: 1)
p-2,1 kotéssel kapcsolt fruktédz: fruktoéz; és B-2,6 kotéssel
kapcsolt fruktoéz:fruktéz. Specifikusan eladgazd fruktanszer-
kezetek kozé soroljuk 1) a B-2,6-elagazasokat tartalmazd,
linearis p-2,1-inulint; 2) a p-2,l-elagazasokat tartalmazd,
linearis PR-2,6-levant; 3) a B-2,1-elagazasokat tartalmazd
p-2, 6-elagazasokkal ellatott, linearis B-2,1l-inulint; és 4)
a P-2,6-elagazasokat tartalmazé B-2,l-eldgazdsokkal ella-
tott, linearis p-2,6-levant. Barmilyen linearis lanchoz
hozzaadott elagazason, mely Onmagaban 1is egy elagazasi
pont, tovéabbi eladgazasok kialakithatok. Szakember szamara
nyilvanvalé, hogy a fruktoz szacharbézra torténd kezdeti
transzferének eredményeként, a fruktan egy glikdz egységet
tartalmazhat.

A taladlmany egy megvaldsitasi médja szerint, egy
lanchosszabbité B-2,1-fruktoziltranszferdz hatasara linea-
ris, PB-2,1-kotéseket tartalmazé, inulinfruktan alakul ki.

Ezutan egy fruktéz egység részvételével, egy eladgazasképzd



B—2,6—fruktoziltranszferéz hatasara elagazas jon letre. A
szachardz mindkét fruktoziltranszferaz szamara fruktdzdonor
lehet. A szachardz, és a fruktdn terminalis részén levd
fruktéz a B—2,1—fruktoziltranszferéz szadmara, mig a linea-
ris fruktanléanc a B—2,6—fruktoziltranszferéz szamara lehet
akceptor. A p-2, 1-kotéseket tartalmazd, linedris
inulinfruktan egy vagy tébb szakaszban alakulhat ki. Az
egyszakaszos folyamat a nagyobb szami, alacsony DP-vel
(polimerizéacidfok, ,degree of polimerization”) rendelkezdé
inulinlancok keletkezését helyezi eldtérbe, mig a tobb mint
egy szakaszt tartalmazd folyamat inkdbb a kevesebb szamu,
de hosszabb inulinlancok (példaul magasabb ,DP”-k) keletke-
zését eredményezi. A hosszabb inulinlancok kialakitésara, a
szacharéz egy részét fruktanna alakitjak, majd ezt koveti a
maradék szachardéz hozzdadasa. Az ilyen meghosszabbitott,
linearis fruktanok kialakitéasat Catani és mtsai irtak le
[09/019/709 amerikai egyesilt allamokbeli szabadalmi irat,
1998. Februdr 6). A leiras teljes tartalma a kitanitas ré-
szét képezi.

A talalmany egy masik megvalésitasi moédja szerint, a
B—Z,6—fruktoziltranszferéz hatasara egy, Pp-2,6-kOtéseket
tartalmazo6, linearis levanfruktan alakul ki, melyen ezutan
B—2,1—fruktoziltranszferéz, fruktéz egységek felhasznalasa-
val, elagazasokat képez. A szacharéz mindkét fruktozil-
transzferaz szamara fruktdézdonor lehet. A szacharéz, és a
fruktan terminalis részén levéd fruktéz a B-2,6-
fruktoziltranszferaz szémara, mig a linearis frukténlénc a

B—2,l—fruktozil—transzferéz szamara lehet akceptor. A (-



2, 6-kdotéseket tartalmazo, lineadris levéanfruktédn egy vagy
t8bb szakaszban alakulhat ki. Az egyszakaszos folyamat a
nagyobb szami, alacsony DP-vel rendelkezd, levanlancok ke-
letkezését helyezi eldtérbe, mig a tobb mint egy szakaszt
tartalmazé folyamat inkabb a kevesebb szami, de hosszabb
levanlancok (pl. magasabb ,DP”-k) keletkezését eredményezi.
A hosszabb levanlancok kialakitasara, a szachardéz egy ré-
szét fruktanna alakitjak, majd ezt koveti a maradék szacha-
réoz hozzaadéasa. Az ilyen meghosszabbitott, lineéris
fruktanok kialakitasat a meghosszabbitott inulinfruktanok
eldallitasanak targyaldséanal irtuk le.

A p-2,1-kotésekkel kapcsolddd, elagazd fruktéz-
egységeket, és B-2,6-kotéseket tartalmazo linearis
levanfruktant mennyiségndveld anyagként élelmiszerekben és
élelmiszerédesit8kben lehet felhaszndlni. Egy ilyen fruktan
jellemz8en egy glikoézhoz p-2,6-kdtéssel kapcsolt 2-15
fruktozegységbsdl, eldnydsen 3-10 fruktbzegységbdl, még eld-
nydsebben 4-7 fruktdzegységbdl 4116, linearis levanfruktan
vazat tartalmaz. E vazhoz P-2,1-kdtésekkel, egy vagy tobb
fruktozegység kapcsoldéddhat és igy elagazasi pontok johetnek
létre. A lineéaris levéﬁfruktén vazon az eladgazasi pontok
véletlenszertden alakulhatnak ki. Egy ilyen fruktan moleku-
latémege 700 gm/mol-té6l 3.600 gm/mol-ig terjedhet. Minden
egyes elagazasi pontbdl kiinduld lancot meg lehet hosszab-
bitani.

A talalmadny egy masik megvalésitasi moédja szerint,
amennyiben mind a B-2,1-fruktoziltranszferazt és mind a B-

2,6-fruktoziltranszferdzt szachardzon egyidében alkalmaz-



zuk, B-2,1- és -2, 6-kotéseket tartalmazé, mind elagazd és
mind pedig linearis fruktant hozhatunk létre. Mindegyik
fruktoziltranszferaz fruktdzdonorként a szachardézt, akcep-
torként pedig a szacharbézt és/vagy a fruktant hasznalja.
Raadasul, mindegyik fruktoziltranszferaz képes lineéris
szerkezetet, vagy elagazasokat kialakitani.

A talalmany egy masik megvaldsitasi mbédja szerint,
mind B-2,1-fruktoziltranszferazzal, mind ©pedig B-2,6-
fruktoziltranszferazzal elagazasokat lehet kialakitani egy
linearis inulinon vagy egy linearis levanfruktanon. Mindkét
fruktoziltranszferaz fruktézdonorként a szachardzt, akcep-
torként pedig a fruktant hasznalja. Raadéasul, mindegyik
fruktoziltranszferaz képes linearis szerkezetet, vagy el-
dgazasokat kialakitani.

A fent leirt fruktéanok mindegyikét glikozil-
transzferéazzal tovabb lehet alakitani. A glikozil-
transzferaz akceptorként a fruktant, és glikdbzdonorként
elényssen a szacharézt hasznalja.

Az elagazd fruktanok kialakitasanak egy eldénye az,
hogy a kizardélag linedris fruktanok kialakitasdhoz viszo-
nyitva a'glukézkeletkezés hatékonysdga megnovekedik, mivel
a szacharozbdl kialakitott minden, az elédgazas révén létre-
jott csoport létrejotte egy egység gliikkbézt eredményez. Ami-
kor a szacharbdzbdl 1linearis fruktan keletkezik, az elsé
fruktbéz kapcsoldédidsa a szachardzhoz - egy olyan reakcid,
mely két egység szachardzt fogyaszt - csak egy egység glu-

k6zt eredményez. Ilyenformén, az elagazd fruktanok szacha-



rozbbdl torténd szintetizalasa a gliikézszintézis egy igen
hatékony modjat biztositja.

A szachardz és a fruktoziltranszferdzok kodzotti reak-
cié széles hémérséklettartomanyban mehet végbe. A reakcid
torténhet szobahdémérsékleten, azaz 18-25°C-on, illetve
majdnen addig a hémérsékletigqg, ahol a fruktozil-
transzferdzok gyors inaktivacidja bekdvetkezik. Az eldnyds
hémérséklettartomany 25-60°C. A reakciot eldénydosebben 35-
55°C hémérsékleten, még eldnybsebben a 30-50°C hémérsékle-
ten lehet végrehajtani.

A vizes oldat lehet nem pufferelt vagy a megfeleld
pH-n, ismert puf ferkomponensekkel, példaul citrattal, fosz-
fattal, és TRIS pufferekkel, pufferelt. A puffer alkalmaza-
sa eldnyds abban az esetben, ha a reakciét megnovelt idé-
tartam alatt, példaul két hétig, hajtjuk végre.

A szachardz reagaltatéasat a fruktoziltranszferéazokkal
a kereskedelmi mennyiségi gliikdz elallitasadhoz szlkséges
idétartam alatt hajtjuk végre. A reakcié idétartama, a té-
tel mennyiségétél fiiggéen, 2-48 nap lehet. Folyamatos ilzem-
ndéd esetében, egy 10 literes térfogatban, 2,5 g/éra reak-
cibsebesség alkalmazhaté anélkil, hogy 2-4 hét iddétartam
alatt az enzimaktivitds jelentdsen lecsbkkenne.

A szacharoz fruktoziltranszferazokkal torténd reagal-
tatasa soran az alkalmazott pH nem kildndsebben behatarolt.
A reakcié pH optimuma az alkalmazott specifikus enzimtél
fiigg8en véaltozhat. Jellemz8en, a pH tartomany 4,0-tdl 8,0-
ig, elénydsen 5,0-tdl 7,5-ig terjed. A még eldnydsebb pH

koériilbelil 6,0.



A talalmény szerinti eljaras szakaszos (tételenkent,
,batchwise”) vagy folyamatos tzemmédban alkalmazhatdé. A fo-
lyamatos iizemmdéd esetén, a reakcidelegyet egy ultraszird
berendezésen cirkulaltatjuk keresztiil, ahol a termék/ek/et
folyamatosan, az ultraszlrékén torténéd athaladaskor eltavo-
litjuk, a transzferaz enzim pedig visszamarad a szlrdén hat-
ramaradt anyagban. Szikség szerint friss szubsztratumot és
enzimet adagolhatunk a reakcidkeverékbe abbél a célbdl,
hogy helyettesitsiik az inaktivalédott enzimeket, mégpedig
olyan iitemben, amilyen utemben az atszirddott anyagot az
ultraszird8krédl eltavolitjuk.

A szachardézt pB-2,l-fruktoziltranszferazzal és p-2,6-
fruktoziltranszferdzzal reagaltathatjuk cséreaktorban.

A cs8reaktor jellemzden egy bizonyos hosszusagu csé-
b&l, a reakciddram mozgatadsdhoz sziikséges pumpabdl, és a
reagaldé anyagok adagolasdhoz egy bevezetd nyilasbdl, illet-
ve a reakcidtermékek elvezetésére egy kivezetd nyilasbdl
all.

A csBreaktort eld lehet &llitani a hagyomanyos reak-
torokat alkotd, a szakember szamara ismert anyagokbdél. Pél-
daul, a cséreaktort el8 lehet 4&llitani rozsdamentes acél-
bél, 11vegbevonatu (,glass 1lined”) rozsdamentes acélbdl,
vagy valamilyen polimerbél, mint példaul nagysirlségd poli-
etilénbdl, polipropilénbdl, polivinilkloridbdl, vagy poli-
észterbdl. A taladlmany egy eldnyds megvaldsitasi mdbdja sze-

rint, a cséreaktort polivinilkloridbdél &llitjuk el6.



A csdreaktor jellemzden csé alaki. A csé atmérdje és
hossza, a kivitelezésre keriilé reakcid fiiggvényében, val-
tozhat. A csé belsd atméréje altaldban 2,54 és 61 cm ko-
zott, eldnyosen 10,2 és 51 cm kozott, még elénytsebben 15,2
és 25,4 kozott van.

A cséreaktorhoz tartozik egy pumpa, mely a reaktor
tartalmat a csé hossziranyaban mozgatja. A szakember szama-
ra ismert hagyomanyos pumpak e célra megfeleldk. Tobbek ko-
z6tt alkalmas pumpadk - az oltalmi koér korlatozasa nélkil -
a kovetkezdkkel jellemezhetdk:

A pumpa, jellemzden, olyan teljesitményl, hogy 3,1-62
cm/sec, elénydsebben 6,2-31 cm/sec, még eldnydsebben 9,3-28
cm/sec anyagaramlast tud biztositani. Eldnydsen, a pumpa,
szilard dugoként viselkedd &ramlast biztosit.

A cs8reaktor bevezetd nyiladsa nincs kiiléndsképpen ko-
rilhatarolva, és lehet akar egy egyszerl nyilads, mely lehe-
té6vé teszi, egy kezdeti adagban vagy a reaktor mikodési
ideje alatt folyamatosan, a reagald anyagok bevezetését. A
reagensek bemérése a reaktorba toérténhet akdr gravimetriku-
san, akar pedig a pumpaval. A reagenseket szildrd halmazal-
lapotban, példaul por alakjaban, vagy egy alkalmas oldéo-
szerben oldva, oldatként vezethetjik be a reaktorba.

A reakcidkat tovabbi, a fentiekben leirt, bevezeté
nyilasokkal is el lehet latni. Ezek a nyiladsok a reaktor
hossztengelyében helyezkednek el, a kezdeti bevezetd nyi-
lastol lefelé. Ezeket a bevezetd nyilésokat tovabbi reagen-—
seknek, a reakcidaram mentén torténd adagolasara lehet al-

kalmazni.



va

A reaktor kivezetd nyildsa nem kiloénosképpen behatéa-
rolt. A nyilas lehet a reaktor teljes tartalmanak egy koz-
vetlen elvezetése, vagy egy olyan nyilds, mely a reakcid-
termékek szelektiv eltédvolitédséat Dbiztositja. Egy termék
szelektiv eltavolitédsa torténhet példadul méretkizarasos
szirével.

A reaktor hossza, a specifikus reakcidé és a reakcid
korilmények - példaul a reaktor &atfolyasi rataja és a hé-
mérséklet - fiuggvényében valtozhat.

A reaktort fel lehet szerelni a hémérsékletet szaba-
lyozé rendszerrel, igy példaul hité vagy fdtd berendezés-
sel. A hdémérséklet bedllitasanak lehetdésége, elénybsen, a
reaktor mentén valtozhat. Igy kiilénbdz& hémérsékleti zdna-
kat lehet beallitani a reaktor hossztengelye mentén.

A taldlmény egy eldényds megvaldsitasi mdédja szerint,
a szacharéz és a PB-2,1-fruktoziltranszferdz reakcidja a
cs8reaktor elsé részében torténik, majd a reaktor alsédbb
részében ezt koveti a B-2,6-fruktoziltranszferéazzal végre-
hajtott reakci6é. A p-2,6-fruktoziltranszferazzal végrehaj-
tott reakciét megelézden, a B-2,1-fruktoziltranszferazt,
megfeleld hdémérsékleten és idStartamig végzett, hdékezelés-
sel inaktivalni lehet. A ko&riilbeliil 1 percig tartd hdékeze-
lést jellemzéen 65-95°C-on, eldnydsen koriilbeltil 75-90°C-
on, még eldénydsebben koriilbelil 85°C-on hajtjuk végre. Egy
masik lehet&ség szerint, az inaktivacidés zdénéban, a csére-
aktor anyagaramabél a bioldgiai katalizatort eltavolitjuk
példaul méretkizdrdsos membrannal, vagy hasonléval. A

inaktivaciét ugy is elérhetjik, hogy a bioldgiai katalizéa-



torhoz ongyilkos szubsztratumot (suicide substrate) adago-
lunk, amely a Dbiokatalitikus aktivitast megszinteti. A
fruktoziltranszferazt elényosen h8kezeléssel inaktivaljuk.

Az akceptorként fruktant hasznald, B-2,6-fruktozil-
transzferaz aktivitassal rendelkezd levanszacharazt - me-
lyet Bacillus subtilis (ATCC 6051) expresszibdjaval nyerhe-
tiink — specifikusan alkalmazhatunk. Az inulin léancon kiala-
kitasra keriild, fruktéz B-2,6-kotésekhez a levanszacharaz a
szachardz hatékony felhasznalasat biztositja. Ilyen
fruktoziltranszfe-razt a szakember &ltal ismert, hagyoma-
nyos eljarasokkal &llithatunk eld. Amennyiben a sikeril a
szacharézt hatékonyan reagaltatni, a glikéz eltavolitasa a
maradék szacharéztol egyszeridbbé valik.

A talalmany egy eldényds megvaldsitasi médja szerint,
a B-2,6-fruktoziltranszferdzzal tdrtént reakcidét kovetden a
szacharézkoncentracié, mar ha van, <20 tomeg$%, még eldnyd-
sebben <10 tomeg%, még eldénydsebben <5 toémeg?, még eldnyd-
sebben £1 todmeg%.

A reakcid kivitelezhetd egy reaktorban vagy, a rea-
gensek adagolaséara megfeleld bevezetéssel, illetve a termé-
kek elvezetésére szolgald kivezetésekkel felszerelt, reak-
torok sorozataban. A kivezetés lehet, egy specifikus ter-
mékre nézve, szelektiv. A szelektivitéas megvaldsithatd meg-
feleld szeparatorok biztositdsaval, melyek a termék eltavo-
1itasat lehetdvé teszik, mas anyagokat pedig visszaforgat-
nak a reaktorba. A szeparator lehet membran vagy kromatog-

rafias oszlop. Bizonyos esetekben, a szeparator membranok
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és/vagy kromatografiads oszlopok sokasagat tartalmazhatja,
biztositva ezzel a kivant termék szelektiv eltavolitasat.

A gliikdbztermelési reakcié utan a fruktoziltranszfe-
razokat, a reakciodkeverék koriilbelil 100°C-on, 10-15 percig
végzett hékezelésével, inaktivalhatjuk. Kivansag szerint,
az enzimeket a reakcidkeverékbdl, a megfeleld méretl szird-
vel végzett ultrasziréssel, eltavolithatjuk akar a
héinaktivacibds lépést megelbzbden, akar pedig utana.

A fruktidn Jjellemzdéen, B-2,1-kOtésekkel kialakitott,
B-O-fruktanbézbdl 4116 fruktdzegységekbdl felépiild, linearis
vazzal rendelkezik. A B-O-fruktanbézegységek széma jellemzd-
en 4-20, elénydsen 4-15, még eldénydsebben 4-8. A linearis
fruktanvazhoz B-2, 6-kotéssel eqgy vagy tobb B-0-
fruktanbzegység kapcsoldédik. A vazhoz kapcsolddd fruktdz-
egységek szama és slrilisége valtozhat, azonban, jellemzden,
dtlagosan legaldbb 1 kapcsoldédé fruktdzegység esik minden 5
B-2,1-kbtéssel linedrisan kapcsolt fruktdzegységre, eldnyd-—
sen legaldbb 1 esik minden 4 B-2,1-kotéssel linearisan kap-
csolt fruktdzegységre, eldénydsebben legaldbb 1 esik minden
3 PB-2,1-kotéssel linedrisan kapcsolt fruktdzegységre, még
elényosebben legalabb 1 esik minden 2 B-2,1-k6téssel lineéa-
risan kapcsolt fruktbézegységre. Ezek az aranyok csak a 1li-
nearis vazon taldlhatd eldgazésokra vonatkoznak.

A taldlmany egy méasik eldényds megvaldsitasi mdéddja
szerint, az elagazdé fruktan lénca az elagazast képzé fruk-
tézon, P-O-fruktandzegységek B-2,1-kotéssel torténd kapcso-
16dasaval, tovabb novekedhet. Igy fést alaku, elagazd

fruktdnszerkezet alakul ki. Az eldgazast képz6 fruktdzhoz
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B-2,1-kdotéssel kapcsolddd B-O-fruktandézegységek szama a re-
akcio kérilményeitsl fliggéen valtozhat. A kiilonalld, elaga-
zast képzd8 fruktdzegységekhez jellemzben 2-20, eldnydsen 2-
10, még eldnydsebben 2-8 fruktdzegység kapcsolddik. Nem
szilkséges, hogy minden egyes elagazast keépzd fruktbzegység
azonos szami lanchosszabbitdé fruktdzegységet hordozzon. A
,fésliszerkezetd polimer” kifejezés a polimerekkel foglalko-
zé6 kémidban jél ismert. fgy az itt 1leirt elégazd
fruktdnszerkezet a szakember szamara vilagos.

A talalmany oltalmi korébe tartozik tovabba, eqgy li-
nearis szerkezety, B-2,1-kotéssel kapcsoldéddd fruktanhoz
csatlakozd egyedﬁléllé fésliszeri lancokon az elégazadsok és
a meghosszabbitott lanci eldgazasok kialakitasa. A kulonal-
16 féslszerd lancokhoz kapcsolddd fruktdzegységek szama és
siiriisége valtozhat, azonban, jellemz&en, atlagosan legalabb
1 kapcsoldédd fruktdzegység esik minden 5 B-2,1-kdtéssel li-
nearisan kapcsolt fruktbzegységre, eldnydsen legalabb 1
esik minden 4 pB-2,1-kd6téssel linearisan kapcsolt fruktdz-
egységre, elénydsebben legaldbb 1 esik minden 3 f-2,1-
kotéssel linedrisan kapcsolt fruktdzegységre, még eldnyd-—
sebben legaldbb 1 esik minden 2 R-2,1-kdtéssel linearisan
kapcsolt fruktdzegységre. Ezek az aranyok csak a linearis,
fésldszerd vazon taladlhatdé eldgazasokra vonatkoznak. A fésiln
az elagazast képzd fruktdzhoz p-2,1-kOtéssel kapcsolddd f-
O-fruktanbézegységek szédma a reakcid koriilményeitdl filiggden
valtozhat. A kiilonalld, elagazast képzd fruktdzegységekhez
jellemz&en 2-20, eldényosen 2-10, még elénydsebben 2-8

fruktézegység kapcsolédik. Nem sziikséges, hogy minden egyes



elagazast képzé fruktdzegység azonos szami lanchosszabbitd
fruktbézegységet hordozzon.

Bemutatasi célbdl, megadjuk a szachardzbdl kiinduld,
legaldbb B-2,1-fruktoziltranszferazt és p-2,6-fruktozil-
transzferdzt alkalmazd, glikdzelddllitds specifikus részle-
teit.

A szachardzt és a PB-2,1-fruktoziltranszferdzt egy re-
aktorban reagaltatjuk. A reaktor tartalmazhat egy -beveze-
tést a szachardéz adagolasdhoz és egy kivezetést a glikédz
eltavolitésara. Amilyen ilitemben a polimerizacié foka nove-
kedik, olyan ilitemben né a gliikéz koncentracidja, igy lehet-
séges, hogy a gliukdézt kialakitd reakcid hozama csokkeni
fog. A talalmany egy eldényds megvaldésitasi mddja szerint, a
reakcidé soradn a gliikdébzt a reakcidkeverékbdl eltavolitjuk. A
gliiké6zt, a szakember szamara ismert hagyomanyos eljarasok-
kal, példaul membréanszliréssel vagy kromatografiaval, el le-
het tévolitani. A taldlmény szerinti megoldasban targykoérén
beliil a kromatografiads eljarasként alkalmazhatunk szakember
szadmAra ismert ioncseréld és méretkizadrédsos eljarasokat. A
pumpat alkalmazni lehet a membrannal vagy az oszloppal
szembeni nyomds novelésére. A taldlmany egy elényds megva-
l6sitadsi médja szerint, a glikéz szadmara kialakitott kive-
zetés tartalmaz egy membrant, amely lehetdévé teszi a gliikédz
eltavolitasat a reakcidelegybdl, de meggatolja a szacharédz,
a fruktan vagy a fruktoziltranszferdz tavozéasat.

Ezutédn a B-2,6-fruktoziltranszferdz hozzidadasa kovet-
kezik, mely a szachardézzal reagdlva a linearis lancon el-

agazéasokat képez.



A glukdézt folyamatosan, szakaszosan vagy félszakaszo-
san tavolithatjuk el; a taldlmény egy eldényds megvaldsitasi
moédja szerint, a glikoézt a reakcidelegybdl folyamatosan ta-
volitjuk el.

A glukdz izoladlédsa és tisztitésa a szakember szaméara
ismert, hagyomédnyos eljarasokkal, példadul szlréssel, tor-
ténhet, majd ezutdn kovetkezhet a kristdlyosités.

A taldlmany egy elényds megvaldsitasi mdédja szerint,
a reakcidbkeverékbdl a fruktant is eltavolitjuk. Elényoseb-
ben, a fruktédnt a reakcidkeverékbdél folyamatosan tavolitjuk
el. A fruktédn eltavolitidsa a szakember szamadra ismert ha-
gyomanyos eljArasokkal, példaul membranszlréssel vagy kro-
matografiadval, mint példaul ioncsere vagy gélszirés, tor-
ténhet. A taldlmany egy eldényds megvaldsitasi mdédja sze-
rint, a fruktédn szamdra kialakitott kivezetés tartalmaz egqy
membrant, mely lehetdvé teszi a fruktén eltavozisat a reak-
cidkeverékbdl, anélkiil, hogy a szachardézt, a glikdézt vagy a
fruktoziltranszferdzt keresztiilengedné. Esetleqg, a fruktént
a reakciokeverékbdl elkiilénitjik, a szachardézt és gliukodzt
pedig visszaadagoljuk a reakcidkeverékbe.

A taldlmény egy eldnyos megvaldésitisi mdédja szerint,
az 1indulaskor adagolt szacharéz tomegéhez viszonyitva, a
termelt fruktadn mennyisége 210 tomeg$%, eldnybsen 220 to-
meg%, még elényosebben 230 tomeg?, még eldénydsebben 240 to-
meg%, legeldénydsebben 250 tomeg$.

A taladlmény egy eldényos megvaldsitidsi mdédja szerint,
az indulaskor adagolt szacharéz tomegéhez viszonyitva az

eldallitott glukdz hozama 25-50 tomeg%, eldnydsen 225 to-



meg$%, elénydsebben 233 toémeg$, még eldénydsebben 237 tomeg?d,
még ennél is elénydsebben 240 toémeg’, és legeldnydsebben
kdrilbeliil 50 tomeg%.

A taldlmany szerinti megoldédsban a kereskedelmi
mennyiségeket a glikdéztermelés mértékeként hatarozzuk megq:
103-10° kg/nap, eldnydsen 21000 kg/nap mennyiség, elényo-
sebben 22000 kg/nap, még eldénydsebben 25000 kg/nap. Raada-
sul, a kereskedelmi mennyiség elballitédsanak mértéke a
szacharb6zalapanyag mennyiségéhez viszonyul. Ezért, a fent
megallapitott mennyiségek egy egységnyi, azaz 6000 kg,
szacharéz feldolgozaséan alapulnak. Eszerint a ,kereskedelmi
mennyiség” kifejezés nem egy abszoldt értékre, hanem inkébb
a termelés kereskedelmileg elfogadhaté mértékére vonatko-
zik.

A glikdéztermelés hatékonysdganak ndvelésére, a talal-
many egy, a szakaszos lanchosszabitasra vonatkozd, eldnyds
megvaldésitasi médja szerint, minden egyes adag 20-25%-ot
tartalmaz az eléz8 reakcidbdl szidrmazd termékbdl. Eszerint,
miutdn eqgy tétel kezdeti lanchosszabbitasa befejezddott, a
reagensek 75-80 tomeg®%-4t eltéavolitjuk, a maradék 20-25 to-
meg% pedig reagensként visszamarad egy masodik tétel
lanchosszabitéasra. Igy, az elsd reakcidtermék 20-25 témeg?-
a reaktort ellatja szacharbézzal és B-2,1-fruktozil-
transzferéazzal. Ilyen mbddon, a szachardézrdl a f(-2,1-
fruktozil-transzferazzal torténd fruktdzatvitel, magasabb
rendli fruktadnok magasabb koncentracidéjanak jelenlétében
zajlik le, igy a triszacharidok (F-F-G) képz&dése helyett,

inkadbb a magasabb rendd fruktanok kialakulasa kerilil elétér-



be. Miutédn a magasabb rendd fruktdnok termelése sokkal ha-
tékonyabb gliikéztermelést eredményez, ezért ez az eljaras
még sokkal hatékonyabb glikdztermeléshez vezet.

A taladalmany egy tovabbi eldényds megvaldsitasi mdédja
szerint, a folyamat hatékonysdga az el nem reagdlt szacha-
r6z visszanyerésével tovabb fokozhaté. Az el nem reagalt
szacharéz, ha ugyan van 1ilyen, a lé&nchosszabbitas (B-2,1-
fruktozil-transzferaz) vagy az eladgazasok képzése soran (B-
2,6-fruktoziltranszferdz) keletkezett termékbdl szarmazik.
Jellemzben, egy fruktoziltranszferdz szachardzzal térténd
reagalasa egy, glikdézt, el nem reagadlt szachardézt, fruktant
és fruktdézt tartalmazd, reakcidkeveréket eredményez. Az el
nem reagalt szacharéz eltavolitédsa és a  fruktozil-
transzferazok szamara nyersanyagként torténd vissza-
forgatdsa nagyban megnoéveli a gliikdébztermelés hatékonysagat.

Jellemzd&en, eqgy szimuladlt mozgd &gyas eljaréas soran
egy anioncseréld gyanta egy séjat - mint példdul a 4-6%-os
mértékben keresztkotott, sztiroldivinil-benzolszulfonsav
gyanta natrium sé6ja - alkalmazunk hordozdéként. Ha a gyanta-
ban a keresztkotések mértéke a 6%-ot meghaladja, akkor az
elvidlasztids hatékonysdga csokken. Amennyiben a gyantaban a
keresztkotések mértéke kevesebb, mint 4%, akkor a gyanta
mechanikai integritésa nem kivédnatos. Alkalmas gyanta, mint
amilyen a DOWEX® ioncseréld gyanta, a Dow Chemical-tdél be-
szerezhetd.

A glikdéz elvadlasztédsadt a szakember szamara ismert,
hagyomanyos lUreges-tipusi membranokon alapuld, méretkizara-

sos technikédk alkalmazasaval is meg lehet oldani. A keres-
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kedelemben beszerezhetd, G,;, és Gs méretkizarasos membranok
egymds utani kombinacidéja biztositja a gliikéz hatékony izo-
laladsa mellett a szachardzt és az alacsonyabb rendid
fruktédnokat tartalmazé frakcié6 hatékony elkiulonitését. A
szacharbézt és az alacsonyabb rendil fruktdnokat tartalmazd
frakciét a reaktorba vissza lehet cirkuléltatni.

Az 1. Abrén bemutatott berendezésnek a kovetkezd ele-
mei vannak: 1 elsd reaktor, 2 szacharbéz bevezetésére szol-
galdé bemenet, 3 glikdéz elvezetésére szolgald kimenet, 4
fruktédn elvezetésére szolgdld kimenet, és egy 5 szeparator,
mely a glikdézra permedbilis, de nem permedbilis a szacha-
rézra, a fruktoziltranszferdzra, vagy a fruktanra. A szac-
harézt a 2 szachardéz Dbevezetésére szolgidld bemeneten ke-
resztil vezetjuk be az 1 elséd reaktor p-2,1-
fruktoziltranszferdzt és p-2,6-fruktoziltranszferazt tar-
talmazd részébe. Egy ilyen elrendezés esetén, elkiilonités
jon létre, azaz a fruktanok a szeparator egyik oldalan kon-
centrdldédnak. A reaktor egy 3 glikdz elvezetésére szolgald
kimenettel is el wvan 1l&atva, mely kimenet a 5 szeparator
glikéz feldli oldalédn helyezkedik el. A 4 fruktan elvezeté-
sére szolgald kimenetet fel lehet szerelni egy szeparator-
ral (nincs abréazolva), mely atengedi a fruktéant, de vissza-
tartja a szacharodzt, a glikézt wvagy a  fruktozil-
transzferdzokat. Amennyiben a fruktdn elkiilonitésére memb-
ranrendszert alkalmazunk, a membran lehetévé teszi a gliikéz
és a szachardéz 4athaladasat, de visszatartja az eléagazd

fruktant. fgy a fruktant hatékonyan el lehet kiildniteni.



Az 1l.a &bran bemutatott berendezésnek a kovetkezd
elemei vannak: 1 elsd reaktor, az la elsé elkilonitett re-
aktorrész, 2 szacharbéz bevezetésére szolgald bemenet, 3
gliik6éz elvezetésére szolgald kimenet, 4 fruktan elvezetésé-
re szolgald kimenet, és 5 egy szepardtor a glikdz elkildni-
tésére. A szachardézt 2 szacharbdz bevezetésére szolgdld be-
meneten keresztiil vezetjik be az 1 reaktor, B-2,1-
fruktoziltranszferazt és B-2,6-fruktoziltranszferdzt tar-
talmazé, la elsd elkiilonitett reaktorrészbe. Egy ilyen el-
rendezés esetén, a reakcidelegybdl a glikdzt azeldtt kiilo-
nitjiik el az 5 szeparatorral, mieldtt kieresztenénk 3 glii-
k6z elvezetésére szolgald kimeneten. A glikdézelvalasztas
soradn keletkezett maradékot visszacirkulaltatjuk az la elsd
elkilonitett reaktorrészbe. A 4 fruktdn elvezetésére szol-
galé kimenetet fel lehet szerelni egy szeparéatorral (nincs
abrazolva), mely Aatengedi a fruktant, de visszatartja a
szacharézt, a gliikézt vagy a fruktoziltranszferazokat.

A taldlmany egy eldényds megvaldsitasi mdédja szerint,
a reaktor tartalmaz egy, a szachardéz bevezetésére szolgald,
kiilsé szeparatorral felszerelt bemenet, melynél a szeparéa-
tor elvalasztja a szacharéztél mind a gliikdézt, mind pedig a
fruktant. Az el nem reagadlt szacharbéz, amennyiben van,
visszakeriilhet a reaktorba.

A 2. &bran bemutatott berendezésnek a kovetkezd ele-
mei vannak: 1 elsd reaktor, 2 és 2' szachardéz bevezetésére
szolgald bemenetek, 3 és 3’ gliukdéz elvezetésére szolgald
kimenetek, 4 fruktan elvezetésére szolgdldé kimenet, 5 és 5’

szeparatorok, amelyek a permedbilisak a gliikdébzra, de nem



permedbilisak a szachardézra, a fruktoziltranszferézra, vagy
a magasabbrendd fruktanra, 6 masodik reaktor, 7 linearis
fruktdn bevezetésére szolgdld bemenet, 9 eldgazd fruktén
elvezetésére szolgald kimenet. Két reaktort alkalmazunk,
melyek mindegyike 5 és 5’ szeparatorokkal van megosztva. A
szeparatorok permedbilisak a gliikézra, de nem permedbilisak
a szachardzra, a fruktoziltranszferdzra, vagy a lineéaris,
illetve elagazd fruktédnra. Az 1 elsé reaktorban, a szacha-
réz koncentraciéja olyan, amilyen a 1linearis p-2,1-
inulinfruktdnok szintéziséhez sziikséges. A termék ezutan a
7 a linedris fruktdn bevezetésére sz0lgdld bemeneten ke-
resztiil a 6 masodik reaktorba jut. A talalmany egy eldnyds
megvaldsitasi mdédja szerint, vagy a 4 fruktan elvezetésére
szolgald kimenet, vagy pedig a 7 linearis fruktin bevezeté-
sére szo0lgdldé bemenet az aktiv fruktoziltranszferéazt nem
engedi A&thaladni. Ezt wUgy 1lehet elérni, hogy vagy a 4
fruktan elvezetésére szolgald kimenetet, vagy pedig a 7 1li-
nearis fruktadn bevezetésére szolgald bemenetet egy olyan
membrannal latjuk el, amely az aktiv fruktoziltranszferazt
nem engedi athaladni. Esetleg, akdr a 4 a fruktan elvezeté-
sére szolgald kimenetet akar pedig a 7 linearis fruktan be-
vezetésére szolgdld bemenetet egy, a fruktoziltranszferéazt
inaktivaldé zénaval szerelijik fel. A zbénadban az inaktivalas
torténhet a megfeleld ideig tartd és megfeleld hémérsékle-
ten végrehajtott hdinaktivacidval. A korilbeliil 1 percig
tartd hdéinaktivacid jellemzden korilbeliil 65-95°C-on, eld-
nydsen koériilbeliil 70-90°C-on, még eldnydsebben koriilbeliil

85°C-on  torténik. A 6 masodik reaktorban a B-2,6-
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fruktoziltranszferazt a 6 masodik reaktor egyik része tar-
talmazza, és a lineéaris fruktant szachardézzal reagdltatjuk.
A gliikbz az 5’ szeparéatoron keresztiilhaladhat és a 3’ glu-
k6z elvezetésére szolgald kimeneten keresztil elvezetijuk. A
gliikdéz elvalasztasa sorédn, a visszamaradt anyagot a 6 maso-
dik reaktor egyik részébe visszavezetjiuk. Az elagazd
fruktadnokat a 9 elagazdé fruktdn elvezetésére szolgald kime-
neten keresztiil tavolithatjuk el. A 9 eldgazdé fruktédn elve-
zetésére szolgadld kimenetet fel lehet szerelni egy szepara-
torral (nincs A4bréazolva), amely Aatengedi az elé&gazd
fruktdnokat, de visszatartja a szacharézt, a gliikdézt vagy a
fruktoziltranszferizokat.

A 2.a abran bemutatott berendezésnek a kdvetkezd ele-
mei vannak: 1 elsé reaktor és a reaktor egy la elsd elkild-
nitett reaktorrész, 2 és 2’ szacharéz bevezetésére szolgaléd
bemenetek, 3 és 3’ glikdz elvezetésére szolgald kimenetek,
4 linearis fruktin elvezetésére szolgidld kimenet, 5 és 5/
szeparatorok, melyek a permedbilisak a glikdézra, de nem
permeabilisak a szachardzra, a fruktoziltranszferazra, vagy
a linedris, illetve eldgazdé fruktédnra, 6 masodik reaktor és
6a masodik elkilonitett reaktorrész, 7 a linedris fruktéan
bevezetésére szolgild bemenet és 9 elagazdé fruktédn elveze-
tésére szo0lgald kimenet. Két reaktort alkalmazunk, melyek 5
és 5’ szeparatorokkal vannak felszerelve. A szeparéatorok
permedbilisak a gliikézra, de nem permedbilisak a szachardz-
ra, a fruktoziltranszferdzra, vagy a linearis, illetve el-
dgaz6 fruktédnra. Az la elsd elkilonitett reaktorrészben, a

szachardz koncentracidéja olyan, amilyen a lineéaris $-2,1-



inulinfruktédnok szintéziséhez szikséges. A termék ezutén a
7 linearis fruktan bevezetésére szolgidld bemeneten keresz-
tiil a 6a masodik elkiilonitett reaktorrészbe jut. A taldl-
many egy eldényds megvaldésitdsi médja szerint, vagy a 4 1li-
nedris fruktan elvezetésére szolgald kimenet, vagy pedig a
7 linedris fruktadn bevezetésére szo0lgadld bemenet az aktiv
fruktoziltranszferdzt nem engedi &thaladni. Ezt ugy lehet
elérni, hogy vagy a 4 fruktan elvezetésére szolgadld kimene-
tet, vagy pedig a 7 lineédris fruktédn bevezetésére szolgald
bemenetet egy olyan membrédnnal latjuk el, amely az aktiv
fruktoziltranszferazt nem engedi athaladni. Esetleg, akar a
4 fruktadn elvezetésére szolgald kimenetet akar pedig 7 1li-
nearis fruktadn Dbevezetésére szolgald bemenetet egy, a
fruktoziltranszferdzt inaktivaldé zdénaval szereljiik fel. A
zdébnadban az inaktivalas torténhet a megfeleld ideig tartd és
megfeleld hémérsékleten végrehajtott hdéinaktivacidval. A
korilbelltil 1 percig tartd héinaktivacid jellemzben korilbe-
lil 65-95°C-on, eldénydsen koriilbelil 70-90°C-on, még eld-
nydsebben koriilbelil 85°C-on torténik. A 6 masodik reaktor-
ban a B-2,6-fruktoziltranszferdzt a 6a masodik elkiilonitett
reaktorrész tartalmazza, és a linearis fruktant szachardz-
zal reagaltatjuk. A glukbéz az 5’ szeparatoron keresztiilha-
ladhat és a 3’ gliikéz elvezetésére szolgald kimeneten ke-
resztil elvezetjik. Az eldgazd fruktdnokat a ¢ eléagazd
fruktan elvezetésére szolgdld kimeneten keresztiil tavolit-
hatjuk el. A 9 eldgazd fruktadn elvezetésére sz0lgald kime-
netet fel lehet szerelni egy szeparatorral (nincs &abréazol-

va), amely a&tengedi az elédgazdé fruktanokat, de visszatartja



a szacharézt, a gliikézt vagy a B-2,6-fruktoziltranszferazt.
Az 5 és 5’ szeparatorokat a jelen levd egyéb anyagok - a
gliukéz kivételével -, példaul szachardéz és alacsonyrendd
fruktanok, szikség szerinti visszaforgatédsat jelzé vonallal
egylitt abréazoltuk.

A taldlmany szerinti eljaréds kivitelezése eldnydsen
olyan reaktorban térténik, mely kereskedelmi mennyiségqi,
eldgazd fruktan eldallitésara alkalmas. A reaktor eldnydsen
tartalmaz egy vagy tobb bevezetést a szachardz és/vagy a
fruktoziltranszferdzok szamara és eszkdzoket az elagazd
fruktanok kereskedelmi mennyiségeinek elkiildnitésére. A re-
aktor &llhat tobb tartdlybdl - ahogyan azt a 2. és a 2.a
abrakon bemutattuk - melyek reaktorrendszerként {izemelnek.

A taldlmany oltalmi korébe tartoznak az enzimatikus
uton eldadllitott fruktanokon végrehajtott tovabbi, akar ha-
gyomanyos kémiai eljaréassal, akar pedig tovabbi enzimatikus
eljérassal végzett, mbédositasok. A kémiai médositasok ma-
gukban foglalhatjak tobbek kozott az alkilezést, dehidratéa-
cidét, gylirtiképzést és részleges hidrolizist. Az enzimatikus
médositéasok magukban foglalhatjdk tobbek kézott a
glikolizaciét.

Az elagazd fruktan élelmiszerekben vagy olyan élelmi-
szerédesitb8kben, melyek onmagukban is édesek, szaporitéd
anyagként fel lehet haszné&lni.

Miutéan a taldlmanyt A&ltalédnossagban leirtuk, azt
részletekbe menSen is bemutatjuk a kitanitds részét képezd,

egyes konkrét példadk utjan, mely példidk a szemléltetés cél-



jat szolgaljadk, de a taldlmadny oltalmi korét nem korlatoz-
zak.

A klbénozédsi és expresszids eljaras

A Streptococcus mutans fruktoziltranszferazt koédold,
az elbére jelzett szigndlszekvencia nélkiili, szekvencia, PCR
segitségével a Streptococcus mutans ATCC 25175 toérzsbél
izolalhaté. Két lancinditdét terveztiink és szintetizaltunk.
Az elsé, egy 5’ -TCTGCGGGATCCCAGGCAGATGAAGCCAATTCAAC-3’
szekvencia tartalmaz egy BamHI restrikcidés helyet, és az
azt kozvetleniil kovetd, Streptococcus mutans fruktozil-
transzferazt ké6dold szekvencidjdnak az eldére jelzett szig-
nadlszekvencidjaval azonos szekvencidt. A méasodik lancindi-
t6é, az 5'-TCTGCGAAGC TTTTATTTAAAACCAATGCTTACACA-3', HiIndIII
restrikciés helyet tartalmaz, melyet a forditott, a
Streptococcus mutans fruktoziltranszferadzt kédold szekven-
cidja C-termindlisdval komplementer szekvencia kovet. Mind-
két 1léncinditét egylittesen kombindltuk a Streptococcus
mutans ATCC 25175 torzsbdl izolalt genomikus DNS-el, és PCR
reakcidét végeztiink. A kapott DNS-fragmentumot BamHI-el és
HindlII-al emésztettiik, és BamHI-el ¢és HindIII-al emész-
tett, pGEX-KT-ext-plazmidba ligaltuk. A ligadlds eredménye-
ként megkaptuk a fent leirt Streptococcus mutans
fruktoziltranszferazt 1leolvasdé keretbe illesztve, gluta-
tion-S-transzferazt (GST) k&édold szekvenciat 3’-iranyban
kozvetleniil kovetden. A pGEX-KT-ext-Streptococcus-mutdns-—
fruktoziltranszferadz-plazmiddal E. coli BL21-sejteket
transzformaltunk. Az eredményiil kapott transzforménsokkal
végzett fehérjeexpresszid sorén, intracelluléarisan

felgylilemlett GST-ext-Streptococcus-mutdns-fruktozil-



GST-ext-Streptococcus-mutdns—-fruktoziltranszferaz-
fuzidésfehérjéhez jutottunk.

Nyilvanvaldéan, a fenti kitanitas fényében, a talal-
many szerinti megoldads szamos valtoztatasa és mbdositéasa
lehetséges. Ezért nyilvanvald, hogy az igénypontokban meg-
hatarozott oltalmi koérdn belil, a taldlmédnyt a leirasban
konkrétan ismertetettektdl eltérd mdédon is gyakorlatba le-

het venni.



Hivatkozédsi jelek jegyzéke

reaktor

elsd elkilonitett reaktorrész

szacharbéz (bevezetésére szolgald) bemenet
gliikdéz (elvezetésére szolgald) kimenet

fruktéz (elvezetésére szolgdld) kimenet
szeparator

madsodik elkiilénitett reaktorrész

masodik reaktor

lineédris fruktédn bevezetésére szolgdld bemenet

elagazd fruktadn elvezetésére szolgdld kimenet



Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras a gliukdéz szachardzbdl torténd eldalli-
t4dsdra azzal jellemezve, hogy:

i) szacharézt B-2,6-fruktoziltranszferédzzal és B-2,1-
fruktoziltranszferadzzal érintkeztetiink, midltal glikézt 4l-
litunk eld, és

ii) a glukoéozt elkiuldnitijilk az elegybdl.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards azzal jelle-
mezve, hogy B-2,l1-fruktoziltranszferazként Aureobasidium
pullulans, Aspergillus oryzae, Aspergillus awamori,
Aspergillus sydowi, Aureobasidium sp., Aspergillus niger,
Penicillium roquefortii, Streptococcus mutans, Penicillium
jancezewskil vagy magasabbrendi novények R-2,1-
fruktoziltranszferazat alkalmazzuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljérés azzal jelle-
mezve, hogy a R-2,6-fruktoziltranszferaz és B-2,1-
fruktoziltranszferaz legalébb egyikeként
fruktoziltranszferadz-génnek természetes korilmények kozott
a gént nem tartalmazéd gazdaszervezetben torténd
expresszaltatasaval eléallitott fruktoziltranszferazt al-
kalmazunk.

4, Az 1. igénypont szerinti eljaréds azzal jelle-
mezve, hogy a gliikézt folyamatosan, vagy félig szakaszosan

kiilonitjik el.
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5. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jelle-
mezve, hogy a reakcidtermék-elegy tartalmaz elagazd
fruktant is, és az elegybdl eladgazd fruktdnt is elkilonit-
juk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras azzal jelle-
mezve, hogy az elégazdé fruktént folyamatosan kiloénitjuk el.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jelle-
mezve, hogy a glikézt membransziréssel vagy
kromatografdlassal kiilonitjik el.

8. Az 5. 1igénypont szerinti eljaras azzal jelle-
mezve, hogy az elagazdé fruktant membransziliréssel vagy
kromatografdlassal kulonitjlik el.

9. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jelle-
mezve, hogy B-2,1-fruktoziltranszferazként egy lanchosszab-
bitdé fruktoziltranszferazt alkalmazunk.

10. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jelle-
mezve, hogy B-2,6-fruktoziltranszferazként egy elagazast
képz8 fruktoziltranszferdzt alkalmazunk.

11. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jelle-
mezve, hogy PB-2,1-fruktoziltranszferazként egy elagazast
képz& fruktoziltranszferazt alkalmazunk.

12. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jelle-
mezve, hogy B-2,6-fruktoziltranszferazként egy lanchosszab-
bitdé fruktoziltranszferazt alkalmazunk.

13. Kereskedelmi mennyiségd glikdéz elSallitéaséara
szolgald reaktor azzal jellemezve, hogy tartalmaz: (a) re-
aktortartalyt; (b) szacharbéz bevezetésére szolgald bemene-

tet (2): (c) gliikdz elvezetésére szolgadld kimenetet (3); és

es o0
.
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(d) B-2,1-fruktozil-transzferazt és p-2,6-fruktoziltransz-

ferazt.
igénypont szerinti reaktor azzal jelle-

14. A 13.
hogy egy az elagazdé fruktan elvezetésére sz0lgald

mezve,
is tartalmaz.
igénypont szerinti reaktor azzal jelle-

(2)

kimenetet (9)

15. A 13,
hogy a szacharb6z bevezetésére szolgald bemenet

mezve,
egy folyamatosan lizemeltethetd bemenet.
igénypont szerinti reaktor azzal jelle-

16. A 13.
hogy az elagazbé fruktadn elvezetésére szolgald kime-

mezve,
eqgy folyamatosan lUzemeltethetd kimenet.

net (9)

17. A 13.

igénypont szerinti reaktor azzal jelle-
hogy a gliik6éz elvezetésére szolgald kimenet egy fo-

mezve,
lyamatosan lUzemeltethetdé kimenet.
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