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A taldlmdny a szildzstakarmdnyok enzimes kezelésére vo-
natkozik. A taldlmany szerint a sildézandd takarmadnyt megfele-
16 mennyiségli endo-xilandzzal egészitik ki annak érdekében,
hogy a szildzs optimdlis eltarthatdsdgdt és tapértékének no-
velését biztositsdk. A taldlmany olyan szildzs készitménye-
ket ismertet, amelyek tejsavbaktériumbél 4116 inokulumot is
tartalmaznak. A felhaszndlt endo-xilandzt fonalas gombabdl
allitjak eld.
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A szildzs-technoldgidban végrehajtott fejlesztések
kdvetkeztében, a természetes és mesterséges szdritds mel-
lett, a silézas vdlt a legszélesebben alkalmazott techno-
16gidvad a takarmény tartdsitdsdra. Ugy becslilik, hogy Nyu-
gat-Eurdpdban a télire tartdsitott takarmdny 60 %-4t (ko-
riilbellil 77 millidé tonna szdrazanyvag) sildzzdk. Az Egye-
siilt Allamokban k&riilbeliil évi 80 millidé tonndt (szdraz-
anyag) siléznak. A sildézast széles kOrben alkalmazzdk
Kelet~Eurdpdban és Kanaddban is. Azonban az erjedés (£f6-
ként vajsavas erjedés) kOvetkeztében a keletkezd csurga-
1ék1lé és a tépanyag veszteségek, valamint az aerob bomlés
egyre novekvd problémdvd valt azdltal, hbgy megnétt az
igény a nagyobb hatékonysdgui &llattenyésztés irdnt. Ezek
a problémdk gyakran olyan faktoroktdl fliggenek, mint a
termény tipusa, az éghajlati viszonyok és a rendelkezés-
re 4116 technoldgia. Néhdny orszdg tejgazddlkodidsdban leg-
Ujabban bevezetett termelési korlAtozdsok és a kdrnyezet-
védelmi tOrvények, amelyek kdzvetve korldtozzdk az &llat-
tenyésztéshez haszndlt tdpanyag tipusdt és mennyiségét,
aldhlzz4dk annak szlikségességét, hogy nagyon jé mindségd
szildzstakarmdnnyal kell etetni L~S. F. Spoelstra, Forage
Conservation Towards 2000; Proceedings of the EGF Confe-
rence, Braunschweig, Németorszag (1991)_7.

A fGfélék (ilyenek példdul a perjék stb.), a gabo-
nafélék (példdul a kukorica, cirok, biza stb.) és a pil-
langésok (példdul a lucerna, ldéhere stb.) azok a termé-

nyek, amelyeket els8dlegesen siléznak takarmény céljéra.



A leveles répafejet és a cukorrépa pépet szintén felhaszndl-
jédk, de viszonylag kis mennyiségben.

A kukorica joél sildézddik, de érzékeny az aerob bom-
ladsra. A flféléket — fbéként az angol perjét (perennial rye-
-grass) — gyakran er8sen tradgydzzék, és ennek eredményeként
kevés vizoldhatd szénhidrédtot tartalmaznak a pufferkapaci-
tds biztositdséhoz, s igy sildézds utdn érzékennyé valnak a
vajsavas erjedésre. A vajsavas erjedés szdrazanyag veszte-
séget okoz a szildzstakarményban, tehdt csOkkenti tépérté-
két, s ennek kOvetkeztében az &llattartds hatékonysdgat.

A nem kivadnt vajsavas erjedés elkeriilése érdekében
a flivet rendszerint fonnyasztjdk a réten, amikoris kg-on-
ként dtlag 500 g szdrazanyag keletkezik. Egy mds mdédszer
szerint 350 g szdrazanyag/kg tartalom alatt adalékanyago-
kat - példdul enzimeket - alkalmaznak.

Folyamatos kisérletek sordn er8feszitések tdrtén-
tek annak tanulmé&nyozdsdra, hogy vajon a szildzs eltart-
hatésdgdt javitja-e és a szildzs felvételét és emészthe-
t8ségét fokozza-e a sejtfalat bontd enzimek, azaz a cel-
luldzok és hemicelluldzok adagolésa.

A celluldzok és a hemicelluldzok hatdsara vizold-
haté szénhidrdtok szabadulnak fel a ndvényi sejtfal struk-
tirdlis poliszacharidjaibdl, s e szénhidrdtok a tejsav
termelésben mint szubsztrdtumok vesznek részt. A tejsav
képz8dés a szildzstakarmdnyban jelenlévd tejsav baktériu-
mok fermentativ tevékenységének a kévetkezménye. Valdszi-
nlileg ezek az enzimek feleldsek a ndvényi sejtfalak bioli-

tikus felhasitdsdért, melynek kovetkeztében tovabbi viz-



oldhaté szénhidrdtok és mds anyagok szabadulnak fel, amelye-
ket a tejsav baktériumok felhaszndlnak. A szildzs tdrolédsa
folyamdn a novényi sejtfalak elbemésztésének ezenkivil az
lesz a kbvetkezménye, hogy a szildzs a bend8ben gyorsabban
lebomlik, s ez fokozza emészthet8ségét; tovabbd, hogy nd-
veli a felszabaditott szénhidrdtok mennyiségét, tehdt az

igy kezelt szildzstakarményt fogyasztd dllat szdmdra na-
gyobb tédpértéket biztosit.

A szildzsban jelenlévd tejsav baktériumok &ltal ter-
melt tejsav (és ecetsav) szintén felelds a szildzs pH-jdnak
csbkkenéséért. Az alacsony pH — a pH &ltaldban koOriilbeliil
4,5-ig csbkken, de kOrililbelll 4 is lehet =— kedvezdtlen
kbrnyezetet teremt az élesztbék és szdmos méds nem kivant
mikréba — ilyenek a vajsav termeld mikroorganizmusok -
nbvekedése szdmdra. Ez a kOrnyezet tartdsitja a szildzst,
és fenntartja tépanyagtartalmit.

A tejsav baktériumok ezenkiviil mint probiotikumok,
jétékonyan ndvelik a szilézst fogyasztd 4llat bélflérdjat.

A legtobb — hacsak nem az 8sszes — olyan vizsgdlt
enzim-készitmény, amely szildzsban vald felhaszndléds cél-
jdra késziil, gomba eredetl, meglehet8sen nyers fermentd-
cidés termék. Ezek az enzim készitmények tdbb kiildnbdzé
enzim aktivitdst tartalmaznak.

Példdul a DD-278359 szdmi németorszdgi szabadalmi
bejelentés (nyilvdnossdgra hozva 1990. mdjus 2-4n) téargya
egy celluldz készitmény, amelyet Penicillium verruculosum
mutdns t8rzsb8l 4llitottak eld, celluldz és hemicelluldz

részleges vagy teljes hidrolizisére olyan ipari eljardsok-



ban valdé felhaszndlds céljdra, mint — t8bbek kBz8tt == a szi-
lazstakarmdny el64llitds. E celluldz készitményrdl azt &41lit-
jak, hogy magas cellulolitikus aktivitdsd, mely béta-gliikozi-
daz, xilandz és amildz aktivitdssal pdrosul. A WO 89/01970
kbzzétételi szdmd PCT szabadalmi bejelentés (nyilvénosségra
hozva 1989. mércius 9-én) szildzstakarmdny szdmlra el8411i-
tott probiotikus inokulumot Iir le, amely a szildzstakarmdny-
ban 1évé poliszacharidok és oligoszacharidok lebontdsdra ké-
pes enzimet kddold exogén DNS-sel transzformdlt tejsav bak-
tériumokat tartalmaz, és igy a baktérium magdnak &llitja

elé a vizoldhatd szénhidrit forrést.

A feltaldldk — a taldlmény szerint — megdllapitot-
tdk, hogy a takarmédny silézdshoz haszndlt enzim készitmények-
ben 1év8 enzim aktivitdsok k&ziil f8ként az endo-xilandz fele-
18s a vizoldhatd szénhidrdtok felszabaditédséért, és ez a tej-
sav baktériumok erjesztd tevékenységén keresztiil a szildzs-
takarmdny tartdsitédsdt és tdpértékének mindségi javuldsit
eredményezi. Ezenkiviil megdllapitottdk, hogy ha a sildzan-
dé takarmédnyt megfeleld mennyiségd endoxilandzzal egészitik
ki m&s enzim aktivitdsok jelenlétében vagy tdvollétében,

Ugy ez az ilyen médon kezelt szildzstakarmdnynak optimélis
eltarthatésédgot és tapértékének optimdlis mindséget biztosit.
Megfigyelték, hogy az 4llatok nagyobb mennyiséget fogyaszta-
nak az igy tartdsitott szildzsbdél, mint a megromlott szildzs-
bél. Mindezen faktorok az 4llattenyésztés hatékonysdgédt fo-
kozzak.

A taldlmany tehdt olyan szildzs készitményt ismertet,
amelyet annyi endo-xilandz aktivitdssal egészitiink ki, ameny-

nyi hatékonyan szabaditja fel a vizoldhatdé szénhidrédtokat a



besildézott ndvényi sejt anyagbdl (takarmdnybdl), és igy fokoz-
za a tejsavbaktériumok tejsav é€s ecetsav termelését, melynek
k&vetkeztében javul a szildzstakarmdny eltarthatdsdga és tdp-
értékének mindsége. Az endo-xilandzt eldSnydsen lényegében més
enzimaktivitdstdél mentes formdban adagoljuk.

Minthogy a silézanddé takarmdny nem tartalmaz mindig
elégséges mennyiséget tejsav baktériumokbdl a célravezetd
sildézéshoz, a taldlmdnyban olyan szildzs Osszetételeket is-
mertetiink, amelyek még tejsav baktérium inokulumot is tar-
talmaznak. Ezt a kiegészitést olyan mennyiségben alkalmaz-
zuk, amely elégséges ahhoz, hogy a szildzstakarmdny tartd-
sitédsdt segitse, és mint probiotikum k&Szremik8djék az ilyen
médon kezelt szildzs készitményt fogyasztd &dllat bélflérdja-
nak javitdséban.

A taldlmidny tédrgydt képezi tovabbd egy eljdrds a szi-
ldzstakarmdny tartdésitdsdra. Az eljidrds abbdl 411, hogy a
szildzst olyan mennyiségben egészitjiik ki endo-xilandz ak-
tivitdssal, amennyi hatékonyan ndveli meg a szildzsban jelen-
1évé vizoldhatd szénhidrdtok mennyiségét. A keletkezd szén-
hidrdtokat a tejsav baktériumok tejsav és ecetsav termelé-
siikh6z haszndljdk fel.

Vonatkozik a taldlmldny a szildzs tdpértékének javi-
tédsdt szo0lgdld eljlrdsra, amelyben a szildzst annyi endo-
-xilandz aktivitdssal egészitjlik ki, amennyi hatékonyan
szabaditja fel a besildézott ndvényi sejt anyagbdl a viz-
oldhaté szénhidrdtokat a szildzst elfogyasztd &llat sza-
mira. A szildzsban jelenlévd endo-xilandz magénak az 4llat-

nak is fontos enzim kiegészitést jelent.



A taldlmldny térgydt képezi egy tovébbi eljdrds is,
amellyel 4llatokban a szildzstakarmdny in vivo (szdrazanyagq)
emészthetSségét javitjuk. Eszerint az 4llat étrendje legaldbb
részben szildzstakarmdnybdl 411, amelyet annyi endo-xilanédz
aktivitdssal egészitettlink ki, hogy az legaldbb részben el-
bontsa — tehé&t el8eméssze ~ a ndvényi sejtfalat.

Az 4bra rovid ismertetése

1. &bra:

Aspergillus niger DS16813 (CBS 323.90) t&rzs tenyész-
1é szlrletének HPLC ellcids képe. Ezt a tdrzset kés8bb Gjbdl
osztdlyozték, tekintettel arra, hogy valdszinlbb, hogy az
Aspergillus tubigensis fajhoz tartozik.

A jelen taldlmédny szerint tehdt olyan mennyiségd en-
do-xilandz aktivitédssal egészitjiik ki a sildzandd takarményt,
hogy az hatékony legyen a szildzs el84llitésdban, azaz a szi-
lazsban jelentSsen névelje a vizoldhatd szénhidrdtok mennyi-
ségét a tejsav baktériumok szdmira vagy tdplédlékul szolgdljon
a szildzst fogyasztd &llat szdmdra; hogy javitsa a mindséget,
példdul Ugy, hogy a (probiotikus) tejsav baktériumok tejsav
és ecetsav termeld fermentativ tevékenysége (a tejsav na-
gyobb mennyiségben termelddik az ecetsavhoz képest) néve-
kedjék, melynek k&vetkeztében csbkken a pH. Az alacsony pH
arra szolgdl, hogy a szildzs készitményt tartésitsa, és tép-
értékét biztositsa. Mindezen faktorok hozz&jarulnak az 4llat-
tenyésztés hatékonysédgdnak a javitdsdhoz. E taldlmény beje-
lentéséig nem volt ismert, hogy specidlisan az endo-xilané-
zok azok, amelyeknek igen jelentds a szereplik a javitott

szildzstakarmédnyok termelésében. Az sem volt ismeretes,



hogy lényegében mds enzim aktivitdsoktdl (f8ként mds sejtfal
bontd enzimaktivité&soktdl) mentes endo-xilandz adagoldsa a
silézandé takarmdnyhoz olyan szildzstakarmdnyt eredményez,
amely nemcsak jobban tartdsitott, hanem jobb tapértékkel is
rendelkezik.

A jelen taldlmldny szerinti szildzs készitmények elb-
nydsen t8bb mint 50.000 egység endo-xilandz aktivitédst tar-
talmaznak 1 kg (betdrolt tOmeg) takarmdnyra szamitva. Az
endo-xilandz optimdlis pH tartomdnya 3,5-6,0 k&zé esik. Ez
biztositja, hogy a takarmlny sildz&sdndl uralkodd savanyud
pH viszonyok mellett maximdlis enzim hatékonysdgot érjink
el. Mint fent megjegyeztiik, eldényds, ha az endo-xilandzt
olyan formdban adagoljuk, amely &ltaldban lényegében més
enzim aktivitdsokat és f&ként més sejtfal bontd enzim ak-
tivitdsokat nem tartalmaz.

A sildézandd takarmdny kiegészitése mads enzim akti-
vitédsokat lényegében nem tartalmazdé endo-xilandz aktivitds-
sal, mint kOltségre hatd tényezd, kereskedelmi szempontbdl
is eldényds az olyan enzim keverékekkel szemben, amelyekben
a madsodlagos enzim aktivitdsokat gyakran kell kiegésziteni
a kivant hatds elérése érdekében. A taldlmany szdvegében
a "mls enzimekt8l lényegében mentes" kifejezés azt jelen-
ti, hogy az enzim készitményben 1év8 Ossz-protein nagy
része (azaz a tOmeg legaldbb 50 %-a, elbébnydsen a tOmeg
80 %-a) endo-xilaniz.

Endo-xilandz aktivitds nagymennyiségben vald elé-
4l1itdsét teszi lehetdévé a rekombindns DNS technoldgia

haszndlata, l4dsd példdul a 90202020.5 szdmi eurdpai sza-



badalmi bejelentést (benydjtva 1990. jdlius 24-én), mely ebben
a leirédsban referenciaként szerepel. Egy mdsik lehet&ség sze-
rint, az endo-xilandz termelést Ugy is ndvelhetjlik, hogy az
endo-xilandz termeld mikroorganizmus fermentdcids feltételeit,
példdul xilédnt tartalmazd indukcids kbzeg haszndlatdval szabd-
lyozzuk.

A taldlmdny szerinti felhaszndldshoz az endo-xilandzo-
kat elénybsen fonalas gombdkbdl &llitjuk eld, még eldSnydsebben
az Aspergillus, Disporotrichum, Penicillium, Neurospora, Fusa-
rium és Trichoderma nemzetségekbdl kivdlasztott fonalas gom-
bédbdl és legeldny&sebben az Aspergillus niger, Aspergillus
awamori, Aspergillus aculeatus, Aspergillus tubigensis,
Disporotrichum dimorphosporum és Trichoderma reesei fajokbdl
kivdlasztott fonalas gomb&bdl.

A jelen taldlmény szerint haszndlatos endo-xilandz
azonositdsdra szolgdld vizsgdld médszerek nem lényegesek a
taldlmdny szempontjabdl. Ilyen példdul a spot teszt. Esze-
rint a médszer szerint az endo-xilandz termelésre indukdlt
(példdul tonkdnyblza xildnnal) mikroorganizmus tenyésztésé-
nek szlrletét endo-xilandz jelenlétére vizsgdlhatjuk. A ki-
oldott frakcidkbdl egy-egy cseppet citrat-foszfét puffert
(14sd aldbb az 1. példat) és tOnkOnybidza xilant tartalmazd
agar filmre cseppentiink. A filmet ezutdn inkubdljuk. Ha van
endo-xilandz aktivitds, az agar filmen 1év6 egyes cseppek
helye feltisztul.

Az endo-xilandz aktivitdst Ugy is kimutathatjuk, hogy
egy xildnt tartalmazdé oldatot Osszehozunk egy olyan enzim

oldattal, amely gyanithatdan endo-xilandz aktivitést tar-



- 10 -

talmaz, majd spektrofotometridsan mérjiik a redukdld cukrokat
a T. D. Leathers és munkatdrsai &ltal leirt / Biotechnol.
Bioeng. Symp., 14, 225 (1984) 7 mdédszerrel.

Az endo-xilandz aktivitds egységét a kdvetkez8képpen
hatdroztuk meg: egy egység aktivitds alatt a xildz ekviva-
lensek azon mennyisége (/umél) értendf, melyet 1 mg protein
1 perc alatt szabadit fel 39 °C-on pH = 3,5 mellett. A pro-
tein meghatdrozdst M. M. Bradford LfAnal. Biochem., 72, 248
(1976)_7 médszerével végeztik. Protein standardként bovin
immun-gamma-globulint (BIgG) haszndltunk.

Mihelyt azonositunk egy endo-xilandz termeld mikroor-
ganizmust, fermentdcidjidt olyan koériilmények mellett végez-
hetjik, melyek el&segitik az endo~xilandz termelését, majd a
kivdnt enzim aktivitdst a termeld mikroorganizmus tenyészle-
véb&l izoldlhatjuk, és kivdnt esetben a taldlmé&ny szempont-
jabdl nem lényeges, hagyomanyos mdédon tisztithatjuk. P&1ld&ul
affinitds- és/vagy ioncserél8-kromatogrdfids technikdk eld-
nySsen haszndlhatdk az endo-xilandz tenyészléb8l vald pre-
parativ tisztitdséra.

A Jjelen taldlminy egy mdsik megvaldsitdsi formdja cé-
lul tdzi ki a kereskedelmi enzim készitmények kiegészitését
endo-xilandz aktivitédssal. El8ny8s, ha annyi endo-xilanédz
aktivitdst adagolunk, mellyel a végs8 keverékben a teljes
endo-xilandz aktivitdst t8bb mint 50.000 egység/kg betdrolt
takarmany tomegre &llitjuk be.

A taldlmény egy tovabbi kivitelezése szerint olyan
szildzs készitményeket 41litunk eld, amelyek még tejsav

baktérium inokulumot is tartalmaznak kiegészités gyanant,
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a szildzs tartdsitdsdnak eldsegitésére. A tejsav baktériumokat
eldénydsen a Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus, Pedio-
coccus és Leuconostoc nemzetségekbdl 4116 csoportbdl védlaszt-
juk ki. A taldlmdny szerint legeldnydsebb tejsav baktériumokat
a kovetkezd csoportbdl vadlasztjuk ki: Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus fermentum és Lactobacillus lactis.

A taldlmdny szeritn a szildzstakarmdny endo-xilandzzal
vald kiegészitése a gyakorlott szakemberek &ltal ismert minden
silézhatd nodvényi anyagndl - ilyenek a flivek, gabonafélék és
pillangdésok - alkalmazhatdé. A takarmldnynak mindamellett ren-
des kOrilmények k&zott 1 kg (friss, betdrolt tOmeg) takarmdny-
ra sz&mitva 350 g alatt lesz a szdrazanyag tartalma, s igy az
enzim szabadon hozz&dfér a ndvényi sejt anyaghoz.

Az aldbbi példdk k8zreaddsdval teljes ismertetést és
leirdst adunk a szakterlileten jartas szakemberek szamdra ar-
ré6l, hogy a taldlmdnyt hogyan alkalmazzadk és haszndljdk. A
feltaldldk e példdkkal nem Shajtjdk korldtozni taldlményuk
oltalmi kSrét. Ami a megadott szd&mokat illeti (példaul:
mennyiség, hémérséklet, pH stb.) tbdrekedtiink a pontosség-
ra, de bizonyos kisérleti hib&kkal és eltérésekkel szdmol-
ni kell. Ha mésként nem jeleztilk, a hémérsékletet Celsius

fokban adtuk meg. A nyomds atmoszferikus vagy ahhoz k&zeli.

1. példa:

Aspergillus tubigensis endo-xilandz tisztitdsa

Aspergillus niger DS16813 tdrzset / CBS 323.90; le-

tétbe helyezve a Centraal Bureau voor Schimmelcultures
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intézményben (Baarn, Hollandia) 1990. julius 20-4n - a tdOrzset
késdbb Ujra osztdlyoztdk, tekintve, hogy inkdbb az A. tubigen-
sis fajhoz tartozik; Kusters-van Someren et al., Curr. Genet.,
19, 21 (1991)_7 tenyésztiink olyan tédptalajban, mely literen-
ként 30 g tbnkdnybdza xilédnt (SIGMA), 7,5 g amménium-nitrétot,
0,5 g magnézium-szulfdtot, 15 g kdlium-dihidrogén-foszfdtot és
0,5 g éleszt8 kivonatot (pH = 6,0) tartalmaz. A tenyészet szlr-
letét kd&riilbleilil 35 ml-re koncentrdljuk, s e mennyiséget ezutén
Diaflo PM 10 sz@rdn, 50 ml-es Amicon késziilékben ultraszlrjlik.

A feliildiszdt ezutdn 10 ml-re koncentrdljuk, és a visz-
szamaradt anyagot kétszer mossuk 25 ml 25 mM trisz.HCl puffer-
rel (pH = 7,0). Mos&s utdn a kapott mennyiséget 25 ml-re egé-
szitjlik ki.

Ezt az anyagot 1 ml-es mennyiségekben Syn Chropak AX 300
oszlopra (10 x 250 mm) visszik fel, ahonnan a kovetkezd HPLC
eléirds szerint eludljuk:

elicidés sebesség: 2 ml/perc

elicidés puffer A: 25 ml trisz.HCl, pH = 7,0,
elicidés puffer B: 25 ml trisz.HCl, pH = 7,0 + 1 M
ndtrium-klorid,

elicids gradiens: idé (perc) %A $B

0] 99 1

12 97 3

30 80 20

50 50 50

70 0 100

90 O 100

95 99 1
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A frakcidkat 1 ml-enként szedjlik. A leoldott proteint
folyamatosan, a 280 nm-en leolvasott UV abszorpciéval mérjiik.
Az eldcids profilt az 1. &brdn mutatjuk be.

A frakcidkat endo-xilandz jelenlétére spot teszt segit-
ségével vizsgdljuk. A spot tesztet a kdvetkezd8képpen végezziik:
12 ml 0,5 % tO&nkdnyblza xildnt (Sigma) tartalmazd citrat-fosz-
fat puffert (dgy készitjiik, hogy 900 ml 0,2 M dindtrium-hidro-
gén-foszfédt-oldatot és 125 ml 0,5 M citromsav oldatot elegyi-
tink, majd az oldat pH-jat 5,6-ra &4llitjuk be vagy 0,5 M cit-
romsav oldattal, vagy 0,1 M dindtrium~hidrogén-foszfdt-oldat-
tal adunk 180 mg agarhoz (Difco), s a keverdket 100 ®c-ra me-
legitjiik, hogy az agar oldédjék. Az agaros keveréket 60 °c-ra
hdtjlk, és ezutln egyenletesen agaréz gél filmre 6njtiik. Az
eludlt frakcidkbdl egy-egy cseppet cseppentiink a filmre, és
30 percig 30 Oc-on inkubdljuk. Ha endo-xilandz aktivitds van
jelen, akkor az agar filmen a cseppek helye tiszta lesz.

A leszedett frakcidkban az Ossz xilandz aktivitds meny-
nyiségi meghatdrozdsdt Ugy végezziik, hogy mérjiik egy elbre
meghatdrozott idStartam alatt a termelt redukidld cukrok meny-
nyiségét a Leathers és munkatdrsai (1984) &ltal leirt mikro-
assay segitségével, szubsztrdtumként 50 mM ndtrium-acetdtban
(pH = 5,0) tbnkdnyblza xildn haszndlatéval. Az aktivitds egy-
ségét szintén Leathers (ldsd fent) hatdrozta meg.

A kioldott frakcidkban az endo-xilandz aktivitést
Poutanen és Puls (1988) médszerével hatdroztuk meg, szubsztri-
tumként p-nitro-fenil-8-D-~xilopiranozid (0,3 mM; Sigma) hasz-

ndlatival, pH = 5,0 és 30 OC mellett.
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A spot teszttel kimutattuk, hogy a B, F és K csucsoknak
(14sd az 1. 4brat) megfeleld eludlt frakcidk endo-xilandz ak-
tivitdst tartalmaznak. Az Ossz xilandz vizsgdlat a B, F, H és
K csicsoknak megfeleld kioldott frakcidkban mutatott ki akti-
vitdst. A B és H csucsoknak megfeleld frakcidkban exo-xilanédz
aktivitdst mutatott ki a vizsgdlat.

Az F cslcs (XYL2 protein) és a K csics (XYL A protein)
kioldott frakcidit tovébb tisztitottuk ismételt ioncseréld

kromatogrédfiadval.

2. példa:

Angol perjét (perennial English rye-grass) kaszé&lunk,
24 éra hosszat szlritjuk, mig egy koriilbelil 25 %-os széraz-
anyag tartalmat el nem ériink. 1-2 cm-es szdlakra vagjuk, és
1 literes laboratdriumi sildkban besilézzuk, majd analizis
el8tt 3 hénapig tédroljuk a kdrnyezet hémérsékletén.

A silézott fhdz Cellulase ABG-7 enzim készitményt
adunk 0,2 g protein/kg friss fd-tSmeg koncentrdcidban
/ egyenértékd 3200 egység endo-xilandz aktivitéds/kg takar-
ménnyal; a protein tartalmat M. M. Bradford (ldsd fent) méd-
szerével hatdroztuk meg_7. A Cellulase ABG-7 kereskedelmi
enzim készitmény; kaphaté MAXAZYM CL-2000 néven (IBIS N.V.,
Rijswijk, Hollandia). Az enzimet a Trichoderma reesei ter-
meli. E termék enzim aktivitdsait az 1. tdblazatban foglal-

juk Ossze.



1. téblazat

Cellulase ABG-7 készitmény enzimatikus aktivitdsai

Aktivités Mért termék Specifikus aktivités
/umél/perc/mg protein

CMC-4z gliikéz ekvivalens 0,79

Aviceldaz glikéz ekvivalensek 0,11

Endo-xilanéz xildéz ekvivalensek 16,0

Exo-xilanéz p-nitro-fenol 0,48

Exo-arabindz p-nitro-fenol 0,51
Acetil-észteréz p-nitro-fenol 0,16
Poli-galakturondz galaktdz ekvivalensek 3,56

Glukuroniddz p-nitro~-fenol 0,003

od-amiléz glikdz 0,25

A szildzs kisérlet eredményeit a 2. téblazatban mu-

tatjuk be.
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2. téablé4zat

A fd, a kontroll szildzs, valamint — Cellulase ABG-7

készitménnyel vald kezelés utdn — az enzimmel kezelt

szildzs &tlagos (N=3) Osszetétele

SZILAZS

FO Kontroll Cellulase ABG-7

Szédrazanyag (SZAa) (g/kg) 273 269 259 *

Hamu (g/kg SzZa) 124 124 136 *

Tejsav (g/kg SZA) - 45,5 59,4 %

Etanol (g/kg SZA) - 7,33 19,1 =%

Ecetsav (g/kg SZA) - 46,9 82,8 %

Nyers rost (g/kg SZA) 258 262 194 *

Neutrédlis

detergens (g/kg SzZA) 523 446 351 =

rost (DNF)

Savanyu

detergens (g/kg szA) 279 281 204 *

rost (ADF)

Savanyu

detergens (g/kg sza) 17,5 15,9 18,5 %

lignin (ADL)

Témegveszteség (g/kg SZA) - 49,9 76,3 %

NH3—N/6ssz N (6ssz-N- - 5,42 4,72
tOmeg%)

% Statisztikusan eltér a kontrolltdl. P< 0,05 (Student T-teszt)

NDF = Neutral Detergent Fiber
ADF = Acid Detergent Fiber
ADL = Acid Detergent Lignin
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A Cellulase ABG-7 a sejtfal alkotérészének nagy részét
fermentdlhaté (erjeszthetd) szénhidratokkd hidrolizalja. Ez
a kOrilmény a szildzs mindségének javuldsat eredményezi, me-
lyet a vizoldhatdé szénhidrdtok felszabaduldsa jellemez. Ennek
bizonyitéka a megndvekedett tejsav koncentrdcidé és az alacso-
nyabb nyersrost tartalom, az alacsonyabb NDF tartalom, az ala-
csonyabb ADF tartalom, valamint az alacsonyabb pH és amménia

érték a kontrollal vald Osszehasonlitasban.

3. példa;

Angol perjét készitink eld a 2. példaban leirtak szerint,
majd 1 literes laboratériumi sildkban besildzzuk, €s analiza-
lads eldtt 3 hénapig taroljuk a kdérnyezet hdmérsékletén.

A Cellulase ABG-7 enzimet a kovetkezd koncentracidkban
adagoljuk: 0,05 g protein (80 egység endo-xilandz aktivitas)
per kg friss fli-tomeg; 0,025 g protein (400 egység endo-xila-
ndz aktivitds) per kg friss fii-témeg; 0,050 g protein (800 egy-
ség endo-xilandz aktivitds) per kg friss fi-témeg; 0,075 g
protein (1200 egység endo-xilandz aktivitas) per kg friss
fii-t6bmeg [a protein tartalmakat M. M. Bradford (lasd fent)
moédszerével hataroztuk meqg].

Az eredményeket a 3. tdblazatban mutatjuk be.
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P

4. példa;

Angol perjét készitiink eld a 2. példaban leirtak szerint,
majd 1 literes laboratériumi sildkban besildzzuk, és analiza-
las eldtt 3 hoénapig taroljuk a kdrnyezet hdmérsékletén.

Ebben a kisérletben egy Aspergillus tubigensis eredeti
tisztitott endo-xilanazt [specifikus aktivitds: 5000 egység
endo-xilandz aktivitds per kg takarmdny (Bradford féle pro-
tein meghatdrozadsi médszer; 1lasd fent; lasd az 1. példat]
kombindlunk Celluldz ABG-7 készitménnyel, hogy ndéveljik a
készitmény endo-xilandz aktivitasat, és ezt adjuk a fihoz.

A fihoz adagolt kombindlt enzim termékben az endo-xilanéz
koncentraciéja 0,050 g protein (250.000 egység endo-xilandz
aktivitads) per kg friss fii-tomeg és az adagolt Cellulase
ABG-7 koncentracidéja 0,200 g protein (3200 egység endo-xi-
lanadz aktivitas) per kg friss fi-tdmeg volt [a protein tar-
talmakat M. M. Bradford médszerét hasznalva hataroztuk meg
(lasd fent)].

Az eredményeket a 4. tdblazat tartalmazza.
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4. téblazat

A fd és a szildzsok Atlagos Osszetétele

(N=3)

SZILAZS
FU KONTROLL CELLULASE CELLULASE
ABG-7  ENDO-XILANAZ
Szdrazanyag (SZA) (g/kg) 273 269 259 * 259 *
Hamu (g/kg Sza) 124 124 136 *® 133 %*
Tejsav (g/kg sza) - 45,5 59,4 % 101 *
Etanol (g/kg SzZA) - 7,33 19,1 % 7,81%
Ecetsav (g/kg SZA) - 46,9 82,8 % 46,6 =x
Nyers rost (g/kg SZA) 258 262 194 * 192 *
NDF (g/kg SzA) 523 446 351 *® 344 *
ADF (g/kg SzA) 279 281 204 * 205 *
ADL (g/kg szn) 17,5 15,9 18,5 = 17,3
Eigggvesz’ (g/kg SZA) - 49,9 76,3 x 46,4
NH3—N/6ssz N (6§sz N - 26 20 * 20 *
tOmegt)

pH - 5,42 4,72% 4,39%
% Statisztikusan eltér a kontrolltdél. P<0,05

Az endo-xilandz hozzdaddsa a Cellulase ABG-7 készit-

ményhez meglepd médon azzal az eredménnyel jart, hogy a

sildzott flben sokkal magasabb lett a tejsav koncentricid,

és ennek kdvetkeztében sokkal alacsonyabb a pH.
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Ezenkivil az etanolos és ecetsavas erjedés visszaszorult,
valamint a szén-dioxid és az ill6 zsirsavak képzddésének tulaj-

donithaté tomegveszteség is kisebb lett.

5. példa:

Angol perjét készitink eld a 2. példaban leirtak szerint,
majd 1 literes laboratériumi sildkban besildézzuk, és analiza-
las eldtt 3 hénapig taroljuk a kOrnyezet hémérsékletén.

A fihoéz a kovetkezd koncentrdcidkban adunk endo-xilandazt:
0,010 g, 0,050 g és 0,200 g protein per kg takarmany (betarolt
tomeg) (a protein meghatdrozds Bradford médszerével tédrtént -
lasd fentebb).

Az eredményeket az 5. tablazatban mutatjuk be.
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Az 5. tablazat eredményei vildgosan mutatjdk az endo-xi-
landz aktivitassal vald kiegészités hatékonysdagat a jobb mi-
306ségli szilazs termelésében. Az adatok szerint, ha az endo-
-xilandz aktivitasbdl ndvekvd mennyiségeket adagolunk, a tej-
sav koncentrdcid lényegesen megnd a sildézott fliben. Az ecet-
sav tartalom enyhe ndvekedését is észleltik. Az ecetsav és a
megndvekedett tejsav tartalom feleldsek az alacsony pH érté-
kért, s ezdltal a szilazs jobb eltarthatésdgaért. Az etanol
termelés (a nemkivadnatos élesztds erjedés kovetkezménye) nem
noévekedett jelentdsen. Az adatok ezenkivil a sejtfal biopoli-
mer paraméterek jelentds csdkkenését mutatjdk (alacsonyabb
nyers rost tartalom, alacsonyabb NDF tartalom és alacsonyabb
ADF tartalom a kontrollal vald 6sszehasonlitasban), ami a tej-
sav baktériumok és az endo-xilandzzal kezelt szildzst fogyasz-
t6 allat szamara a fermentdlhaté cukrok mennyiségét nodveli.

A sejtfal anyagdnak eldbemésztése a sildzott takarmany emészt-

het6ségének a javuldsat eredményezi.
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SZABADALMT IGENYPONTOK

1. Endo-xilandz tartalmi szildzs készitmény, azzal Jjelle-
mezve, hogy 1 kg takarmdny (betdrolt tdmeg) tébb, mint 50.000
egység endo—-xilandzt tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti szildzs készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy az endo-xilandzt fonalas gombdbdél allitjuk eld.

3. A 2. igénypont szerinti szildzs készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy az endo-xilandzt az Aspergillus, Disporotrichum,
Penicillium, Neurospora, Fusarium és Trichoderma nemzetségek
csoportjdbdl kivalasztott fonalas gombabdl allitjuk eld.

4. A 3. igénypont szerinti szildzs készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy az Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Asper-
gillus aculeatus, Aspergillus tubigensis, Disporotrichum di-
morphosporum és Trichoderma reesei fajok csoportjabdél kivalasz-
tott fonalas gombabdél allitjuk eld.

5. Az 1. igénypont szerinti szildzs készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy az endo-xilandz pH optimuma pH 3,5 - 6,0 tartoma-
nyon belil van.

6. Az 1. igénypont szerinti szildzs készitmény, azzal Jjel-
lemezve, hogy tejsavbaktérium inokulumot is tartalmaz.

7. A 6. igénypont szerinti szildzs készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy a Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acido-
philus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus bulgaricus, Lacto-
bacillus fermentum és Lactobacillus lactis altal alkotott cso-

portbdél valasztott tejsavbaktériumot tartalmaz.
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8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti szildzs készit-
mény, azzal jellemezve, hogy olyan endo-xilandz készitménnyel
egészitjik ki a takarmanyt, mely lényegében mias enzimeket nem
tartalmaz.

9. Eljaras szilazs tartésitdsdara, azzal jellemezve, hogy
a szilazst annyi endo-xilandz aktivitdssal egészitjik ki, ameny-
nyi hatékonyan ndveli a szilazsban 1évé vizoldhaté szénhidratok
mennyiségét a tejsav baktériumok szamdra tejsav és ecetsav ter-
melésikhdz.

10. Eljaras szildzstakarmdny in vivo emészthetdségének ja-
vitasadra allatokban, azzal jellemezve, hogy az 4llatot olyan
szilazst tartalmazé étrenden tartjuk, amelyet annyi endo-xila-
naz aktivitassal egészitettiink ki, amennyi hatékonyan — leg-
alabb részben — bontja a novényi sejtfalat.

11. Eljaras szildzstakarmany tdpértékének javitasdra, az-
zal jellemezve, hogy a szildzst annyi endo-xilandz aktivitds-
sal egészitjik ki, amennyi hatékonyan szabaditja fel a besi-
16zott ndévényi anyagbdl a vizoldhatd szénhidratokat a szildzst
fogyaszt6é dllatok szaméra.

12. Endo-xilandz felhaszndldsa szilazs el&allitasaban.

13. Legaldbb 50 tomegszazalék endo-xilandzt tartalmazd ké-
szitmény, melyet szildzs kezelésére haszndlunk.

14, Szilazstakarmdany, melyet t6bb mint 50.000 egység endo-

-xilanaz/kg (betarolt toémeg) takarmany mennyiséggel kezeliink.



15. Allati takarmdny készitmény, mely a 14. igénypont sze-

rinti szildzst tartalmazza.

A meghatalmazott:

( s Gvoakdd
Totdumn’

9 6 R 4
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