PANNON EGYETEM
VEGYESZMERNOKI TUDOMANYOK ES ANYAGTUDOMANYOK
DOKTORI ISKOLA

PEKTINEK KINYERESE ES ENZIMES
HIDROLIZISE

DOKTORI (PH. D.) ERTEKEZES

KISS KATALIN
OKLEVELES KORNYEZETMERNOK

Témavezeto:
BELAFINE DR. BAKO KATALIN

TUDOMANYOS FOMUNKATARS

PANNON EGYETEM
MUSZAKI KEMIAI KUTATO INTEZET

2009



PEKTINEK KINYERESE ES ENZIMES HIDROLIZISE
Ertekezés doktori (PhD) fokozat elnyerése érdekében

irta:
Kiss Katalin

Késziilt a Pannon Egyetem Vegyészmérnoki Tudoméanyok és Anyagtudomanyok
Doktori Iskolaja/ programja/ alprogramja keretében

Témavezetd: Bélafiné Dr. Bakd Katalin

Elfogadasra javaslom (igen / nem)

(alairas)
A jel6lt a doktori szigorlaton ............ % -ot ért el,
Az értekezést biraloként elfogadasra javaslom:
Birdld neve: ....cccooocvveeiiiiees e, igen /nem
(alairas)
Birdlo neve: ......ccoevieviiiiiiieet e, ) igen /nem
(alairas)
FEXBIrAlO NEVE: ..oiviiieeiieeees e ) igen /nem
(alairas)
A jelolt az értekezés nyilvanos vitdjan ............. % - ot ért el.
Veszprém/Keszthely,

A doktori (PhD) oklevél mindsitése. . ......ccceveuierivenieeneennen.

Az EDT elnoke



Kivonat

Pektinek kinyerése és enzimes hidrolizise

A disszertdcibban a Magyarorszagon is termesztett bogyds gylimolcsok
feldolgozasanal keletkez0 melléktermékek hasznositasa volt a cél, s ezen beliil is a
pektin tartalmuk kinyerése, annak jellemzése illetve a feltart pektin enzimes
lebonthatdsédganak vizsgalata.

A szerz6 el6szor a pektin feltarhatosagat vizsgalta meg savas, lugos illetve vizes
feltarasi modszereket 0sszehasonlitva, majd a kiilonb6zo forrdsokbdl szarmazod pektin
készitményeket jellemezte. A leghatékonyabb feltdrasi modnak, figyelembe véve a
kornyezetvédelmi és gazdasagi szempontokat, a vizes feltdras mutatkozott. A kinyert
pektin szinezetét a CIE 1986-os szabvany alapjan vizsgélta meg a szerzd, majd a
szinezettségért felelés antioxidans hatast vegyiileteket fotometrias analitikai
modszerekkel hatdrozta meg, melynek eredményeként megdallapitotta, hogy a
pektinkészitmények antioxiddns hatdssal rendelkeznek. A kiilonb6zé pektinek
¢észterezettségi fokdnak megallapitdsdhoz titralasos ill. FT-IR mddszert alkalmazott és
arra az eredményre jutott, hogy magas észterezettségi foku (EF> 50%) pektineket
allitott eld.

A szerz0 megvizsgalta az 0j pektinkészitmények enzimes lebonthatosagat
Aspergillus nigerbdl szdrmazo tisztitott poligalakturonaz enzimmel (50 °C, 0,001g/1
enzim). Meghatdrozta a kinetikai allandok (K., vmax, Kip) értékeit és arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a reakcidé soran kompetitiv termékinhibicio 1ép. Az
inhibicié visszaszoritdsa érdekében megvizsgalta a pektinek folyamatos hidrolizisét
0,01 m? feliiletdi siklap tipusu ultraszlird membranbdl dsszedllitott termosztalt membran
reaktorban. Ily mddon a fellépd termékinhibiciot sikeriilt visszaszoritani és az enzimre
vonatkoztatott produktivitast 40,6 szazalékkal megndvelni. A fluxus és vele a
produktivitds tovabbi novelésének érdekében a membran szekunder oldalan

szakaszosan vakuumot alkalmazott, mely soran a produktivitasi értékek tovabb javultak.



Abstract

Extraction and enzymatic hydrolysis of pectin

In this work extraction and characterization (monosaccharide composition, degree of
esterification, colour, total phenolic, antocianin and galacturonic acid content) of pectin
from press residues of red (Ribes rubrum) and black currant (Ribes nigrum), raspberry
(Rubus ideaus) and black berry (Rubus fruticosus) were investigated.

Hydrolysis of the new pectin substrates was studied by purified polygalacturonase
enzyme from Aspergillus niger and strong product inhibition was observed. The
reaction kinetic parameters (K, Vimax, K1) were determined.

To avoid product inhibition thermostated flat sheet membrane bioreactor was used for
the experiments, where vacuum was applied in the secondary side to enhance flux.
Higher productivity has been achieved for the pectin substrates compared to the

traditional shaking flask, batch processes due to the elimination of product inhibition.



Auszug

Gewinnung und enzymatische Hydrolyse von Pektin

In dieser Arbeit wurde die Gewinnung und Charakterisierung (Monosaccharid
zusammenzetzung, Veresterungsgrad, Farbe, Anthocyane, Phenolverbindungen und
Gehalt an Galakturonsdure) von Pektin aus Himbeerentrester, Brombeerentreste, roten
und schwarzen Johannisbeerentrestern untersucht.

Hydrolyse der neuen Pektinen wurde mit gereinigtem Polygalacturonase aus Aspergillus
niger studiert und starke Produktinhibition beobachtet. Um die Produktinhibition zu
verhindern das Experiment wurde in einem thermostatisierten Flachmembranbioreaktor
untersucht. Vakuum wurde in der Sekundirseite des Membranmoduls verwendet um

das Flux und die Produktivitit zu erhohen.
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1. Bevezetés

Az egészséges ¢letmod és vele egylitt az egészséges ¢lelmiszerek iranti igény
nemcsak a vildgban, hanem Magyarorszagon is egyre novekszik. Az egészséges
taplalkozdshoz a kiilonbozd friss gylimdlesok valamint a beldlik készitett
gytimolcslevek és €lelmiszerek fogyasztdsa mindenképpen hozzatartozik.

A gyiimolcslevek gyartasa soran [1.1.1. &bra] minden esetben keletkeznek
mezdgazdasagi hulladéknak szamitd gylimoles torkolyok, amelyek azonban korantsem
értéktelenek, mivel nagy mennyiségben tartalmazhatnak értékes anyagokat, példaul

pektint.

gyumélcs alapanyag ~— - - — ~nyers gyimolcslé

gyumoélcstérkoly

1.1.1. abra: A gyiimolcslé elallitasa egyszeriisitett folyamatabraja

A pektin régebben viz-visszatartd hatdsa révén elsdsorban, mint megoldando
probléma jelentkezett a gylimdlcs- és zoldséglevek gyartasaban, hiszen jelentdsen
megnehezitette a 1¢ kinyerését, megndvelve ezzel az egységnyi termék eldallitdsdhoz
sziikséges alapanyag- és a feldolgozaskor keletkezé melléktermék mennyiségét. Az
1930-as években felfedezték, hogy bizonyos enzimek (pektinazok) felhasznaldsaval a
pektin szerkezete megbonthato, ezaltal viz-visszatartdé hatdsa megsziintethetd, a
gylimdlcslé kinyerésének hatasfoka pedig maximalizalhato.

Az elobbi bekezdésben kiemelt negativ tulajdonsdga mellett azonban a pektin
szamos kedvez6 tulajdonsaggal is rendelkezik. Mivel konnyen gélt képez ¢s kedvezd
¢lettani hatasokkal is rendelkezik, a pektint, valamint az azt felépitd galakturonsavat az
¢lelmiszeripar mellett a gyogyszer- és a kozmetikai ipar is eldszeretettel hasznalja egyes
termékei adalék- ¢és alapanyagaként.

Ezen ismeretek ellenére Magyarorszagon mostanaig még nem vizsgaltak a
lehetdségét, hogy a gylimdlceslégyartas soran keletkezd torkdlyokbol pektint tarjanak fel

¢s azt, mint 0j terméket, hasznositsak. A torkoly ily mddon torténd felhaszndlasaval



azonban a gylimdlcslégyartas folyamata egy hulladékhasznositasi 1épéssel egészithetd
ki, ami a magas pektintartalmua gyiimdlcsok esetében mindenképpen célszertinek tlinik.
Kutatomunkam soran tehat célul tliztem ki a hazai bogyds gylimdlesok (piros- €s
fekete ribizli, szeder, malna) feldolgozasanal keletkezd gyiimolcstorkolyokbol pektin
eloallitasat, illetve a kapott pektinek fontos jellemzdinek meghatarozasat.
Tanulmanyozni kivantam tovabba a pektinek poligalakturondz enzimmel torténd
lebonthatosadgat, amelynek eredményeként galakturonsav nyerhetd. Az enzimes
folyamat kinetikai vizsgalatdit kovetéen membran bioreaktorban terveztem

megvalositani a pektin hidrolizisét.



2. Irodalmi osszefoglalé

2.1. A pektin

A pektint elészor egy francia kémikus, Henri Braconnot izolalta
[Wikipedia/pektin 2008] és irta le 1825-ben, habar a tényt, hogy a pektin a lekvart
bestiriti, és zselés allagot kolcsondz neki, mar joval kordbban is ismerték. Az elsé
pektint eldallité gyarak az 1920-as és 1930-as években alakultak meg fdleg olyan
tertileten, ahol almalét is el6allitottak

Legismertebb tulajdonsaga, hogy vizes oldatban, cukor hozzaadéasaval
gyiimolcszselék, gyiimolcsizek, lekvarok, valamint befdttek bestiritéséhez hasznalhato,
mivel f6z¢és utdn a pektin kivonat gélesedést okoz. Szdmos kereskedelmi forgalomban
kaphato termékben megtalalhato.

A pektint ma mar nemcsak az élelmiszeriparban alkalmazzak. Eléfordulhat
kozmetikumokban [Leroux et al. 2003], mint stabilizal6é és emulgeal6 anyag, valamint a
gyogyszeripar is elOszeretettel hasznalja [Voragen et al. 1995] koleszterin-
szintcsOkkentd [Ginter et al. 1979], nehézfém megkotd [Kumer et al. 2008],
bélmikodést szabalyozd [Wilson et al. 1974] képessége miatt.

A kiilonboz6é forrasokbdl szdrmazd pektinek kinyerése, feltarasa, jellemzoik
meghatdrozdsa manapsdg igen aktivan kutatott témateriilet, nagy eurdpai projektek
[Maxfun, 2002], illetve tematikus nemzetkdzi konferencidk [Pectins and Pectinases

1995,2001] jelzik fontossagat, aktualitasat.

2.1.1. Szerkezeti felépités

A pektin szinte minden névényi sejtfalban megtalalhato (2.1.1. 4bra). Atlagos
molekulatdmege nagyon széles hatarok kézott mozog: 10-360 000 g/mol [Fogarty et al,
1983]. Feladata, hogy mas sejtalkotokkal (celluloz, hemicelluldz) ktéseket hozzon 1étre,
¢s igy novelje a sejt mechanikai szilardsagat és rugalmassagat [McCann et al. 1991].

A pektin sz6 — Aaltalanos értelemben — tObbfajta poliszacharid gytijténeve,
régebben félreértéseket is okozott haszndlata. Az Amerikai Kémikusok Szovetsége
(American Chemical Society) egy bizottsaga 1944-ben fogadta el a pektinekre
vonatkoz6 standardizalt nomenklatarat [Nelson et al. 1977]. Eszerint a pektinszerii

anyagok (,,pectic szbstances”) a komplex, kolloid szénhidratok csoportjat alkotjak,



amelyek novényekben fordulnak elé és beldliik nyerhetd ki, valamint lancszertien

Osszekapcsolodott galakturonsav molekuldkat tartalmaznak.

pektin
L. sejtfal
hemicelluléz
celluléz
— plazma membran

Hf { f|llu|l1'g|”uu Jii

2.1.1. abra: A novényi sejtfal [Sigmaaldrich/Cellwall 2008]

A pektin valojaban tehat heterogén poliszacharid, nem egy meghatarozott
monomerbdl felépiild homogén polimer. Szerkezetét tekintve harom kiilonb6zo
alcsoportot kiilonbdztethetiink meg:

o Homogalakturonat (2.1.2. dbra) (HGA):

Egy a-1,4 kotéssel egymashoz kapcsolddo, D-galakturonsav monomerekbdl

felépiild linearis polimer [Quemener et al. 2003].

COOH

OH

COOCH

OH

3

OH

COOCH

OH

3

OH

COOH
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2.1.2. abra: A homogalakturonat szerkezete

o Ramnogalakturonat I (RGI):

A poliszaharid vazat ramnéz ¢€s galakturonsav egységek valtakozva épitik fel

(2.1.3. ébra), és ehhez mas, toltéssel nem rendelkezd monoszacharid

komponensek (a-(1-5)-L-arabinéz és a PB-(1-4)-D-galaktéz) kapcsolddnak
[Schols et al. 1994].
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2.1.3. Abra: Ramno-galakturonat I szerkezeti felépitése [Sigmaaldrich 2008]

o Ramnogalakturonat IT (RGII):
Igen bonyolult felépitésii molekula (2.1.4. abra). A {6 véazat 8-10 galakturonsav
egyseég alkotja, amelyhez 12 kiilonbozdfajta cukor, 20 kiilonb6zé tipusu kotéssel

kapcsolddhat [Kobayashi et al. 1996].
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2.1.4. Abra: Ramno-galakturonat II szerkezeti felépitése [Sigmaaldrich 2008]

A pektin lancon beliil is megkiilonboztethetiink tgynevezett sima (,,smooth”)
teriileteket, ahol foként homogalakturonat talalhato, illetve elagazo (,,hairy”) részeket is,

ahol foként ramnogalakturonat egységeket figyelhetliink meg (2.1.5. abra).
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2.1.5. abra: A pektin lanc felépitése (Voragen et al. 1995)

A pektin vegyliletekben taldlhato galakturonsav el6fordulhat szabad sav
formajaban, metanollal észterezett formaban, kationnal (Na+, K, NH4+) alkotott soként,
tovabba tartalmazhat acetil-csoportokat is. Az acetil-csoportok a galakturonsav hidroxil-
csoportjaihoz kapcsolédnak észterkotéssel, s jelenlétiikk jelentésen befolyasolja a
oektinek gélesedési tuéajdonsagait. Az egyes forrasokbol szarmazd pektinek acetil

tartalmat a 2.1.1 tablazat mutatja [McComb et al. 1957].

2.1.1. tablazat: Néhany pektin acetil csoport tartalma:

Pektin forrds | Acetil csoport [%]
Malna 0.25
Citrus 0.23
Cseresznye 0.18
Séargabarack 1.36
Eper 1.47
Cukorrépa 2.5

Az, hogy a galakturonsav milyen formaban van jelen, nagymértékben fiigg a pH-
tol, és igen fontos jellemz6 a pektin lebontasat katalizald enzimek szamara [Schols et al.

1994].



A pektineket mas szempont alapjan is csoportosithatjuk:

A protopektin a pektin vegyiiletek kiindulasi anyaga, részleges hidrolizisével
pektin és pektin sav (pectic acid) nyerhetd. A protopektin néha egy szakkifejezést takar,
méghozza azt a vizoldhatatlan pektin vegyiiletet, ami a névényi szovetekben talalhato,
¢s amelybdl az oldhat6 pektin vegyiileteket allitjak el [Kilara et al. 1982, Pifferi et al.
1989].

A pektines sav (pectinic acid) olyan galakturonsav egységekbdl all (2.1.6. abra),
amelyek elhanyagolhaté mennyiségben tartalmaznak metoxi csoportokat (metanollal
észterezettek). A pektatok a pektines savak kationnal alkotott semlegesen vagy savasan

hidrolizal6 séi [Kashyap et al. 2001, Kilara et al.].

COOH COOH — COOH
Q
OH H
H A H
3
OH H OH H
H OH
OH —In

2.1.6. abra: A pektines sav felépitése

A pektin sav olyan galakturonsav egységekbdl épiil fel, amelyek kiilonb6zo
mennyiségben tartalmaznak metoxi csoportokat. A pektin sav semleges vagy savas
karakterii s6it nevezik pektindtoknak. A pektin savak egyediilallo tulajdonsaga, hogy
gélt képeznek cukor és sav komponensekkel, vagy kelléen alacsony metil tartalom
mellett mas vegytiletekkel, mint pl. a Ca-sok [Kashyap et al. 2001, Kilara et al. 1982].

Errdl egy késébbi fejezetben részletesebben is sz6 lesz.

A galakturonsav:

A pektin egyik f6 monomerje a D-galakturonsav (2.1.7. dabra). Fontos
nyersanyag a gyogyszer ¢s kozmetikai ipar szdmdra [Jorneding et al. 2002].
Felhasznalhatdo példaul C-vitamin alapanyagként, vagy kiilonboz6 zsirsavakkal
¢észterezett forméaban, mint feliiletaktiv agens. Emellett még az élelmiszeriparban is
alkalmazzak, pl. csokkentett kaloriaji szénhidrat (L-galaktoz) vagy élelmiszeripari

savanyitoszer (L-galakton-1,4-lakton; L-galakton-sav) eldallitdsara [Pilnik et al. 1982].
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2.1.7. abra: A galakturonsav szerkezeti képlete

2.1.2 A pektinek eléfordulasa

A pektin mennyisége és kémiai szerkezet a kiilonbozé novényekben, a névény
egyes részeiben valamint a novény életkordnak valtozdsa soran mas és mas. Az érés
folyaman a pektin a ndvényben 1évo kiilonbdzod pektindzok és pektinészterazok
kozremiikddésével toredezetté valik, igy a ndvényi szovet puha lesz, a sejtek
elkiilontilnek egymastol.

A 2.1.2 tablazatban foglaltam 0Ossze az egyes ndvények pektintartalmara
vonatkozo6 szakirodalmi adatokat. Lathato, hogy az egyes novények pektntartalma igen
nagy kiilonbséget mutat, masrészt az egy ndvényfajtdra megadott adatok is jelentds
szOrast mutatnak.

Manapsag megkiilonboztetett figyelemmel fordulnak egyes kutatdocsoportok
[International Berry Health Benefits Symposium 2007] a bogy6s gylimolcsok (szeder,
fekete ribizli, bodza) felé, amelyek beltartalmi, taplalkozastani értékei egyre inkabb
felértékelddnek. Magas vitamintartalmuk antioxiddns hatasu szinezékeik, pigmentjeik
(anticianinok, polifenolvegyliletek... stb.) és nem utols6 sorban pektintartalmuk igen

elokeld helyezést biztosit szdmukra az egészséget védo taplalékok listajan.



2.1.2. tablazat: Kiilonb6z6 novények pektintartalma:

Novény Osszes pektin tartalom (%)

Alma 4,00-7,00%* Neukom 1967
Alma torkoly 15,00-20,00%** Neukom 1967
Avokado levél 4,30-16,20%* Haas et al. 1936
Banan 0,70-1,20%* Jayani et al. 2005
Borso 0,90-1,40%* Jayani et al. 2005
Burgonya 2,50 ** Neukom 1967

Citrus h¢j (albedo)

30,00-35,00%**

Neukom 1967

Cukorrépa préselt szelet

15,00-20,00**

Neukom 1967

Eper 0,6-0,73* Lampitt et al. 1928
Fekete ribizli 1,37-1,79%* Lampitt et al. 1928
Malna 0,58-0,86* Lampitt et al. 1928
Napraforgovirdg (mag nélkiil) 25,00%* Neukom 1967
Narancs (albedo) 27,50%* Gaddum et al. 1934
Narancs (1¢ és mag nélkiil) 4,17* Money et al. 1950
Narancs (rost) 27,6%* Gaddum et al. 1934
Oszibarack 0,66-0,77* Conrad 1926
Paradicsom 3,00%* Neukom 1967
Piros ribizli 0,91-1,50%* Lampitt et al. 1928
Kajszibarack 1,03* Lampitt et al. 1928
Sargarépa 10,00%** Neukom 1967
2,92% Buston et al. 1931
Szeder 0,68-1,19* Lampitt et al. 1928
Torma 15,00%** Neukom 1967
Tok 2,70-3,30%** Bennett 1944

*Friss gylimdlcs tomegére vonatkoztatva; **Gyiimolcs szaraz anyagra vonatkoztatva




2.1.3. A pektin feltarasa

A pektin a ndvényi sejtfalban kotott allapotban taldlhaté meg, €s csak specialis
modszerrel nyerheto ki.

A kereskedelemben kaphat6 pektineket elsOsorban citrusfélék héjabol,
almatorkolybdl [May et al. 1990] allitjak eld. Pektin forrasként azonban szdmos mas,
magasabb pektin tartalmu névény is szoba johet.

E munka soran elsdsorban a pektin tartalma gylimdélesok feldolgozéasa soran
melléktermékként keletkezd torkolyokbol torténd pektin kinyerés tanulmanyozasa a cél,
igy els6sorban az ehhez kapcsolodo feltarasi eljarasokra vonatkozé szakirodalmakat
tekintettem at.

Az 1950-es években fejlesztették ki a kovetkezd modszert. A gyiimodlcsot zazas
utdn hosszu i1don keresztiil f6zték intenziv keverés mellett, hogy a pektin a folyadék
fazisba keriiljon, majd a kapott pépet sziirték, hogy szétvalasszak a két fazist. A
folyadék fazisban, azaz a sziirletben oldott pektint etil-alkohol hozzaadasaval csaptak ki.
Az igy nyert kristalyos anyagot hosszt 1don keresztiil szaritottak, hogy a maradék viz-
¢s alkohol tartalom eltdvozzon beldle [Kertész, 1951].

A pektin kinyerés hatdsfokat igen nehézkes mérni, mivel — a 2.1.1. fejezetben
idézett definicio értelmében — maga a pektin sem egyértelmlien meghatarozhato
vegylilet. Az egyes novények hozzatevoleges pektin tartalma az irodalombdl altalaban
ismert, de ezek az értékek fajtdnként és évjaratonként fiiggden is valtoznak.

A pektin kinyerése, izoldldsa sordn — az irodalmi leirdsok alapjan —
tulajdonképpen az alapanyagbdl forrd vizes extrakcidoval kinyerhetdé komponensek
koziil az alkoholbol kicsaphato, alkoholban nem oldhatd vegyiilet csoportot (alcohol
insoluble solids, AIS [Emaga et al. 2008]) szoktak elfogadni pektinszerii anyagként.
Ennek jellemzésére a galakturonsav (monomer) tartalmat szoktak meghatarozni, illetve
galakturonsav tartalom a kiillonb6zd pektinforrasoknal eltéré lehet, igy a pektin
kinyerési hatasfokot nagyon nehéz egzakt moédon megadni.

Az iparban manapsag a legelterjedtebb eljaras a hig, savas extrakcioval torténd

feltaras (2.1.8. abra).
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2.1.8. abra: Az ipari pektin gyartas sematikus rajza
(Obipektin 2008, Herbstreith&Fox 2008)

Az els6 1épés a ndvényi sejtfalban talalhatd oldhatatlan protopektin hig-savas
extrakcidja, amit egy tisztitasi 1épés kovet. Ez altalaban centrifugalas, sziirés beiktatasat
jelenti, hogy az oldhatatlan komponenseket eltavolitsdk az extraktumbol. A megmaradt
pektinmentes torkolyt szaritjdk, és pogacsakat készitenek beldle, amit késébb
takarmanyozasra lehet felhasznalni. A pektint tartalmazo oldatot koncentraljak, majd az
alkoholos kicsapas kovetkezik. A kicsapasnal hasznalt alkoholt desztillalas utan Gjra
felhasznaljak. Az alkoholos pektin csapadékot Osszepréselik, széritjak és orlik. Az
utolso 1épés az eldallitasi sorban a pektin standardizalasa. Ennek oka, hogy a pektin
tulajdonsdgéat erésen befolyasolja a gylimolcs fajtdja és annak érettségi foka. A
kiilonbozo tételbdl szarmazo pektineket dsszekeverik, vagy pedig cukrot adnak hozza,
hogy mindig azonos mindségli pektin keriiljon a kereskedelmi forgalomba [Seymour et
al. 2002].

Az elébb emlitett két feltaras sokban hasonlit egymasra, azonban az irodalomban
mas, tovabbfejlesztett megoldassal is taldlkozhatunk. E kutatasok célja legtobbszor a
feltarasi hatasfok és a kapott termék mennyiségének novelése.

Alternativat jelent tobbek kozott a kiilonbozo savakkal [Yapo et al. 2007] és
lugokkal val6 feltaras, valamint a mikrohulldmmal [Wang et al. 2007] illetve enzimmel
[Ptichkina et al. 2008] timogatott kezelés egyarant.

Savas extrakciot alkalmaztak a pektin kinyerésére Oszibarack torkolybol

[Faravash et al. 2007], bananhéjbol [Emaga et al. 2008], tovabbi tropusi gyliimolcsdkbol
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¢s melléktermékekbdl (pl. passid gylimolcshéj [Pinheiro et al. 2007], ambarella héj
[Koubala et al. 2008], egyéb tropusi gyiimdlcsok [Simpson et al. 2007]).

Az adott modszer hatékonysadga ¢€s a kapott pektin szerkezeti felépitése
(molekulaméret, €szterezettségi fok, stb.) nagyban fiigg a feltarasi koriilményektdl. Ezt
legegyszeriibben egy példan keresztiil lehet szemléltetni. Cukorrépa pektint savas
feltarassal [Yapo et al. 2007] éllitottak eld. Az extrakciondl eltérd volt a savassag
erossége (pH=1,5 ¢és 2) illetve a feltards ideje (1 ill. 4 6ra). Ezektdl a paraméterektol
fliggden a kapott pektinek molekulamérete a kdvetkezd hatarok kozott mozgott: 20200-
90100 g/mol. Kisebb molekulatomegli pektint nyertek abban az esetben, ha a savassag
erésebb volt, illetve a feltaras ideje hosszabb.

Az erbteljes reakciokoriilmények [Yapo et al. 2007]: a magas homérséklet és
alacsony pH, szintén hatassal van a kapott pektin mindségére. Minél szélsdségesebb
koriilmények mellett torténik a feltards, annal kevesebb metoxi és acetat csoport fog
kapcsolodni a pektin molekuldhoz, mivel a pektin molekula részleges hidrolizist
szenved a feltarasi miivelet alatt.

A savas feltaras egyik nagy hatranya, hogy a feltarasi 1épéssorba egy koltséges
semlegesitést kell beiktatni, valamint kornyezetvédelmi szempontbol sem eldnyds savak
hasznalata az eljardsban. Ezen okokbol kiindulva szdmos vilagszerte ismert pektin
gyartd cég tamogat kutatdsokat kdrnyezetbarat biotechnoldgiai modszer kidolgozasara.
Egyik ilyen vizsgalat soran siit6tokbol nyertek ki pektint [Ptichkina et al. 2008]
Aspergillus awamoribol szdrmazd komplex enzimkészitmény felhasznalasaval. Ez az
enzimkészitmény tilnyomorészt cellulaz aktivitassal rendelkezett, de emellett xilandz,
B-gliikozid4z, endogalakturonaz és pektinészteraz aktivitast is mutatott. A feltaras 3 ora
hosszan tortént 5-6s pH mellett 45 °C hémérsékleten. A savas feltarashoz képest (7 %o-
os hozam a szaraz torkoly tomegére vonatkoztatva) a hozam nagysaga a kétszeresére
nott. Sziikséges megjegyezni azonban, hogy a feltaras idotartaméanak ndvelésével
csokken a kinyert pektin észterezettségi foka a kotott allapothoz képest, amely
egyértelmiien a pektinészteraz aktivitasnak kdszonhetd.

A szakirodalomban szamos zoldség és gylimdlcs felmeriil, mint pektinforras,
azonban a bogyo6s gyiimolcsok (piros €s fekete ribizli, mélna, szeder) feldolgozasanal
keletkezé torkolyre eddig még nem taldltam utalast. Ezek a gyilimolcsfélék a
citrusfélékkel  ellentétben = Magyarorszagon jol  termesztheték ¢és igy a

gytimolcslégyartast egy hulladék felhasznalasi 1épéssel kombinalhatjuk.
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2.1.4. A pektin gélesedése

A pektinnel leggyakrabban zselésitd tulajdonsdga miatt talalkozunk, és talan ez
is a legismertebb tulajdonséga. A gélek altalanos megfogalmazas szerint [Pharmtech
2008] alaktartd, konnyen deformalhatod, folyadékban gazdag diszperz rendszerek,
amelyek egy kolloid eloszlast fonal alaku erdsen eldgazo vagy lapszerli részecskékbdl
felépiild szilard anyagbol (diszperz fazis) és valamilyen folyadékbol (diszperzios kozeg)
allnak. G¢l allapotban a kolloid részecskék szabad mozgasi lehetdségiiket elveszitik, és
a folyadék kémiai, lioszorpcios, vagy mechanikus megkotése kozben halds vagy sejtes
vazakka merevednek.

A pektin zselésitési mechanizmusa [Losonczi et al. 2003] meglehetetdsen
Osszetett folyamat, mivel azt jelentdsen befolyasolja az adott pektin felépitése,
szerkezete.

Az alacsony észterezettségi fokii (EF <50 %) pektin kalcium ion (Ca2+)
jelenlétében keresztkotést alakit ki, mivel a galakturonsav savcsoportja (COOY) és a
pozitiv toltésti kalcium ion kozott elektrosztatikus vonzas jon 1étre. Az észter csoportok
¢s a poliszacharid oldallancok azonban gatoljdk a kotés kialakulasat és ezzel egylitt a
zselésedést.

Savas gélrdél (pH = 2,0 - 3,5) akkor beszéliink, amikor a nagy észterezettségi
foka (EF >50 %) galakturonsav egységekbdl felépiild pektin lancok kozott
hidrogénkotések, illetve a metilcsoportok kozott diszperzios kotések jonnek létre
(2.1.9. abra). Ezek a kotések ugy alakulhatnak ki, ha a vizet a jelen 1évé cukrok
megkotik, és ez altal a pektin szalak Osszetapadni kényszeriilnek. Haromdimenzios
molekulaszerkezet alakul ki, amit mas néven makromolekularis gélnek is neveznek. Az
igy kialakult zselének a neve: alacsony viztartalmu aktiv gél vagy cukor-sav-pektin gél.
Ehhez a fajta gélesedési folyamathoz elengedhetetlen, hogy a cukor minimum 55

tomegszazalékban legyen jelen az oldatban.

2.1.9. abra: A pektin gél felépitése [Cpkelco 2008]
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2.1.5. A pektinek jellemzése

A legjellegzetesebb tulajdonsdga a metilészterezettségi fok. A szines
gyiimolcsokbdl nyerhetd pektinek masik fontos tulajdonsdga a szin megjelenése. E két

fontos paraméter leirasat, mérési lehetdségeit részletezem az alabbiakban.

Eszterezettségi fok meghatirozas

Amint az el6z6 fejezetben is lathattuk a pektin észterezettségi fokanak ismerete
igen hasznos ¢és fontos, ha zselésitd, stabilizaldo tulajdonsdga miatt szeretnék a
késébbiekben felhasznalni. A pektinek észterezettségi fokanak meghatdrozasara szamos

analitikai mddszer all rendelkezéstunkre.
Titralasos modszer

Az észterezettségi fok, azon belill a metilészterezettségi fok meghatarozasanak
egyik legrégebbi és legelterjedtebb modszere a titralas [Food Chemical Codex, 1981,
Singthong et al. 2004]. A meghatarozas menete a kovetkezd 1épésekbdl all. A pektin
oldatot natrium-hidroxiddal titraljuk a pektin elszappanositasa el6tt illetve utan. Az elsé
végpontnal mért lug fogyas a nem észterezett karboxil csoportok szaméval, mig a
masodik fogyéds adat a teljes karboxil csoport szammal lesz ardnyos. A modszer
hatranya, hogy az acetil csoportok jelenléte megndveli a lug fogyast és igy hibas
eredményre juthatunk, illetve a vizsgalat elvégzéséhez viszonylag nagy mennyiségi
pektinre van sziikség.

A modszer elénye, hogy egyszeriien kivitelezhetd, nem igényel bonyolult

miszeres felszereltséget.
Enzimes meghatarozas

A metilészterezettségi fog meghatarozasdnak egy masik lehetséges mddszere, ha
specidlis enzimmel, pektin-észterazzal lehasitjuk a metilcsoportot és a képzddott
metanol mennyiségét mérjiik, példaul gazkromatograf segitségével [Walter et al. 1983].
E modszer nagy hatranya, hogy igen koltségigényes, ugyanis az alkalmazott enzim

meglehetdsen draga [Sigmaaldrich/pektinészteraz 2008].
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Kromatogrdfias modszerek

Folyadékkromatografias modszerrel lehetéség van az acetil- €s metilészter
tartalom parhuzamos meghatarozésara.

Voragen ¢és munkatarsai (1986) ioncseréld gyanta oszlopon végezték az
elvalasztast, ahol a pektin megfeleld elokezelése (elszappanositas, kicsapas
izopropanollal) utdn meg tudtdk hatarozni a metanol és ecetsav tartalmat. A modszer
hatranya, hogy viszonylag nagy mennyiségli mintara (40 mg/ analizis) van sziikséges,
valamint kivitelezési gondok is adodtak a mérések soran. Az ioncseréld gyanta oszlopot
C18-as oszloppal val6 helyettesitéssel mas kutatoknak [Levigne et al. 2002] sikertilt az
analizishez sziikséges minta mennyiségének (5 mg) a csokkentése.

A head-speace GC a pektin metilészter tartalmanak egyik gyors és megbizhato
modszere [Huisman et al. 2004]. Szintén szlikséges a mintak el6kezelése. Az eldkezelt
mintékat az 50 °C hémérsékletiire flitdtt head-space mintaadagolon keresztiil injektaltdk
az adott oszlopra. A modszer elénye még, hogy kis mennyiségii minta sziikséges (2 mg/

analizis), hatranya hogy az ecetsav tartalom egyidejlileg nem hatarozhat6 meg.
Infravérés spektroszkopia (FT-IR):

Az IR spektrum egyedileg azonosit egy molekulat, illetve a
csoportfrekvencidkon keresztiil a molekula szerkezeti felépitésérdl is nyerhetiink
informaciot. Az anyag és infravords sugarzas kolcsonhatasa kovetkeztében a molekulak
rezgési €s forgdsi viszonyai megvaltoznak. Az analitikai mérések az ugynevezett
kozepes infravords, a 4000- 400 cm™ hulldmszamu tartoméanyba esnek. A molekulat
felépitd kiilonbozd funkcids csoportok, Pl: C=0, C-H, O-H, meghatarozasara a 3600-
1200 cm™ hulldmszamu tartomany alkalmas. Az ujjlenyomat tartomanyban (1200- 600
cm™) a hasonld energiaju egyes kotések abszorbealodnak, a szomszédos kotések kozott
erds kolcsdnhatasok 1épnek fel. Osszetett savok jelennek meg, amelyek a molekula
teljes vazszerkezetére lesznek jellemzdek [Kristof, 2000].

A kozepes hulldmhosszisaga infravords spektroszkopia gyors, gyakran
alkalmazott és érzékeny eszkdz a szénhidratok szerkezetének, fizikai tulajdonsagaik és
kolcsonhatasaik megismerésére. A szénhidratok nagy elnyelést mutatnak az 1200-950
cm™ —es tartomanyban, ahol a kétések helye és intenzitasa az egyes poliszacharidoknal
mas ¢és mas [Kacurdkova et al. 2001, Filippov 1992].

Ezt az analitikai modszert mar sikeresen alkalmazték a sejtfalbol feltart pektin és

hemicelluloz [Coimbra et al. 1998] illetve a keményitd [Galat 1980] szerkezeti
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vizsgélatara, valamint a kiilonboz6 tipusu karragén [Chopin et al. 1993] frakcidk pontos
meghatarozasara, elkiilonitésére.

A kiilonboz6 pektinek észterezettségi fokanak FT-IR spektroszkopiaval torténd
meghatarozasat tobb kutatocsoport is vizsgalta. A vizsgalatok egyik célja volt a
titralassal ¢és az FT-IR spektroszkopidval nyert eredmények Osszehasonlitasa
[Gnanasambanbam et al. 2000, Singthong et al. 2004]. Ehhez a vizsgalathoz részben
ismert észterezettségi foku, kereskedelemben konnyen beszerezhetd pektineket illetve
sajat pektinek hasznéltak fel. Egyik esetben sem tapasztaltak 1ényeges eltérést a két
kiilonb6z6 modszerrel kapott eredmények kozott.

A vizsgédlataimban az eldallitott 1Uj kereskedelemi forgalomban nem
beszerezhetd pektinek észterezettségi fokanak a meghatarozasara tettem a hangsulyt,
mivel ez ad informaciot az adott pektin gélesedési viselkedésérol. A meghatarozasnal a

titralasos és infravords spektroszkopiai modszereket részesitettem elényben.

Szinmérés

A CIE (Commission Internationale de la Eclargie) 1986-0s szabvanya szerint a
szinek kvantitativ leirdsara egy virtualis tér / koordinatarendszer alkalmazhat6 (2.1.10
abra), ahol az egyes szineket azok koordinatai fejezik ki [Voss, 1992]. Az L* a CIE
rendszerben a vilagossagi tényezd, az a* a voros-zold, b* pedig a kék-sarga szinezetre
jellemzd. A rendszer Ugy képzelhetd el, mint két, egybevago, talpaval Osszeillesztett
kap a térben, az also csucsa a fekete pont (L*=0), a legszélesebb része az a*, vagy b*
értékkel jellemezhetd telitett szineket tartalmazza, majd felfelé¢ Gjra keskenyedik, és

csucsa a fehér pont (L*=100).

Az eldjelek: +a* piros -a* zold +b* sarga -b* kék
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p L

a*

b*

2.1.10. abra: A CIELAB sziningertér abrazolasa

A CIELAB sziningertér a szinezet jellemzésére tehat vektorformdju
mennyiségeket hasznal. A CIELAB a kroma értékét az a*, b* sikban értelmezi
(2.1.11. abra), amely a vektor abszolut értéke, tulajdonképpen a szintelitettségi jellemzd
[Voss, 1992]. Szamitasa: C = (a** + b"‘z)l/2 . A h-val jelolt (az angol ,hue” —
szinarnyalat — szobol) szinezeti szoget ugy kapjuk, ha egy vektort az a* tengely
iranyatol a C,, vektorig forgatunk, tehat értéke 0°-t6l 360°-ig terjedhet.
Szamitasa: a h,, = arctg b*/a* Osszefliggéssel torténik. A szinezeti szog értékeinek

megfeleld szinek: vords-lila 0°, sarga 90°, kékeszold 180° és kék 270° [McGuire, 1992].

b

2.1.11. abra: A C* kroma és a h,, szinezeti szog értelmezése
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2.2. Enzimkinetika

A pektinek lebontasa végtermékként galakturonsavat eredményez. A hidrolizis
enzimmel is végezhetd, az enzimes folyamat tanulmanyozasdhoz pedig szilikséges a

reakcio kinetikai hatterének ismertetése.

2.2.1. Az enzimes reakciok kinetikaja

Az enzimreakciok kinetikajat [Dixon, 1964] el6szor 1913-ban Leonor Michaelis
¢s Maud Menten értelmezte. A Michaelis-Menten modell szerint az enzim (E) egy
intermedier komplexet (ES) képez a szubsztrattal (S). Ez az intermedier alakul at
kés6bb termékké (P = product), mikoézben az enzim regenerdlodik, az alabbi séma

szerint:

k+1

S+E < ES » P+E
k.

v
-
38

(2.2.1.1)
A modell reakcional tehat az elsé 1épés reverzibilis, a masodik pedig
irreverzibilis (a k., elhanyagolhato). Feltételezziik, hogy a szubsztrat koncentracioja (S)

sokkal nagyobb, mint az enzimé, tovabba, hogy a rendszerben az enzim koncentracidja

allando:
(E)=(E) + (ES) (2.2.1.2)
ahol (E;) = ateljes enzimkoncentraci6
(E) = szabad éllapotban 1év6 enzimkoncentraciod

(ES) = az enzim-szubsztrat komplexben 1év0 enzimkoncentracid
A sztochiometriai egyenletre felirhatjuk a koncentraciok idobeli valtozasat:

) _
o= = ky(ES) (2.2.1.3)

E szerint a termékképzodés idobeli valtozasa aranyos az enzim-szubsztrat

crer

A fenti 0sszefiiggésbdl kiindulva kaphatjuk meg az enzim-reakciok kinetikajat

leir6 alapegyenletet:
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v= —IELEL)((SS)) (2.2.1.4)
ahol a reakciosebesség (v) €s a szubsztrat koncentracio, a kinetikai konstansok
(K, Michaelis-Menten allandd) valamint a teljes enzim koncentracid kapcsolata
lathato.
A (2.2.1.4) egyenletnél feltételezhetjiik, hogy (S)>>K,,. Ekkor a nevezdben 1év6
K, elhanyagolasakor a kdvetkez6 egyenlethez jutunk:

v=k,(E)=v (2.2.1.5)

max
vagyis nagy szubsztrat koncentraci®d esetén az enzim teljes mennyisége
(ES) komplexben talalhato, igy a reakcidsebesség maximalis, €s a rendszer nullad rendi
kinetikaval jellemezhetd.

A (2.2.1.4) egyenlet ennek megfelelden a kovetkezd forméra hozhato:

S
_ Vmax (S) (2.2.1.6)
K +(S)
Ez a Michaelis-Menten egyenlet kozismert forméja, amelyet diagram
formajaban a 2.2.1. abra mutat, s amely tulajdonképpen egy derékszogli hiperbola

egyenlete.

Vwmace|
L "
Teltési tartomany,
rulladrendi kinetika
Vimax [==—=—=,
2

Linearis tartamany,
elzfrendd kinetika

\

ey

5

2.2.1. abra: Enzimreakcio sebességének fiiggése a szubsztrat koncentracigjatol

2.2.2. Enzim inhibicios kinetika

Az enzimek altal megvaldsitott katalizist kiilonb6z6 kémiai hatoéanyagok, tobbek

kozott a reakcid soran keletkezett termék, valamint a szubsztrat is befolyasolhatjak.
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Azokat az anyagokat, amelyek gatoljak az enzimek aktivitdsat inhibitoroknak (I)
nevezziik.

Az enzimgatlasnak (inhibicio) két {6 fajtajat kiilonboztetjiik meg:

Kompetitiv inhibicio akkor jon létre, ha az inhibitor kémiai felépitése hasonlit a
szubsztrat szerkezetéhez. A hasonld kémiai szerkezet kovetkeztében az enzim nem a
szubsztrattal, hanem az inhibitorral képez komplexet, aminek kovetkeztében sem az
enzim-szubsztrat komplex, sem pedig a kivant termék nem tud kialakulni. A kompetitiv
inhibitorok nem szubsztratjai az enzimnek. A kapcsolddas vagylagos természetii, hiszen
az inhibitor és a szubsztrat verseng az enzim aktiv centrumdhoz térténd kapcsolodasért.

k' k'

E+] ———— EIl ——  Q+E

Ky (2.2.2.1)
A (2.2.2.1) egyenlet szerint az I az enzimhez reverzibilisen kapcsolodhat. Ha a
k’,=0, akkor az I az enzim inhibitora, ha k’,# 0, akkor az enzim alternativ szubsztratja,
amely a katalizis soran Q terméket eredményez.
Nem kompetitiv inhibici6 akkor kovetkezik be, ha az inhibitor nem az enzim
molekula aktiv csoportjdhoz, hanem egy masik részéhez kapcsolddik és az enzim-
szubsztrat komplexszel (ES) kombindlodva egy ESI harmas komplexet képez.

A fellépo sztérikus gatlas kovetkeztében a szubsztrat nem tud kiszabadulni az

ESI komplexbdl.

k” k”
ES+] =—=———= ESI ——25  Q+P+E
K (22.2.2)

A (2.2.2.2) egyenlet azt mutatja, hogy az [ azzal az enzimmolekulaval
kapcsolodik, amelyik mar kapcsolodott a szubsztrathoz. Ha k’’,=0, akkor az ESI az
enzim inaktiv form4ja, ami inhibiciét jelent, viszont ha a k’’,# 0, de k,=0, és k’,=0,
akkor ketts szubsztrat reakciorol van szo, tehat I és S egyiittes jelenléte sziikséges a
reakciohoz.

A K inhibicios konstans bevezetésével az alabbi kinetikai egyenletek nyerhetok.

Kompetitv inhibici6 esetén:

B P C)

e K. + (I
Km 1 ()+

(2.2.2.3)
(S)

1

melynek reciproka:
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K, +()

Km
1 & 1.1 (2.2.2.9)
Vi Vnax (S) max o
Nem kompetitiv inhibicid esetén:
K;
*Viax (S)
K' I max
j=—" }( ) eSS (2.2.2.10)
m
s ebbdl a reciprok egyenlet:
i=K—m-i+ 1 (2.2.2.11)
Vi Ki (5 Ki
Kl + (I) max Kl + ([) max

A Kkétfajta inhibiciés mechanizmus akar grafikus Uton is megkiilonboztethetok

egymastol a reciprok egyenletek alapjan.
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2.3. Pektin enzimes lebontasa

2.3.1. Pektinazok

A pektin lebontasat végzé enzimek harom f6 csoportba tagolhatoak aszerint,
hogy milyen tipust ktéseket hasitanak (2.3.1. abra):
- Pektinészterazok: a pektin metilészter-csoportjat hasitjak le,
- Hidrolazok (polimetilgalakturonaz, poligalakturonazok: a poligalakturonsav
a-1,4-glikozidos kotéseit hasitjak,

- Liazok: az a-1,4-glikozid kotés hasitasat katalizaljak transz-eliminacioval.

(0]
Q l OMe 0 OH
o o]
H H H H
HO HO
H OH Pektinészteraz OH + CH,OH
O o H
OMe
(0]
H H H
HO OH
H

H%
H
Poligalakturonaz

(0}

OH OH | OH
(e} (¢}
H H
HO S :
H o) HO OH ©
H
(6]
(0]
OMe
O
H H
HO
OH OH
Pektin liaz
H
(e}
| OMe
OMe
O,
H H H /
HO H
OH
H

2.3.1. abra: Pektinbont6 enzimek hatasmechanizmusa
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A 2.3.1. tdblazat a pektindzok harom osztalyaba tartozé enzimeket és adataikat

tartalmazza [ Alkorta et al. 1997, Sathyanarayana et al. 2003].

2.3.1. tablazat: Pektinazok osztalyozasa

Javasolt név Ko6zonséges név sfzicm Szubsztrat Mechanizmus
Pektinészterazok
Poli-metil-galakturonat-észteraz
(PMGE) Pektinészteraz ~ 3.1.1.11  Pektin =~ Véletlenszerti
Hidrolazok
Endo-poli-galakturonaz . , . . p
(Endo-PG) Poligalakturonaz 3.2.1.15 Pektin-sav V¢életlenszeri
Exo-poli-galakturonaz 1 . , . s
(Exo-PG) Poligalakturonaz 3.2.1.67 Pektin-sav ~ Lancvégrol
Exo-poli-galakturonaz 2 . . .
(Exo-PG) Poligalakturondz 3.2.1.82 Pektin-sav
Endo-poli-metil-galakturondz — , . , .
(Endo-PMG) Pektin hidrolaz Pektin Véletlenszerii
Exo-poli-metil-galakturonaz
(Ex0-PMQG) Pektin hidrolaz Pektin Lancvégrol
Liazok
Endo-poli-galakturonat-liaz L 1is . . "
(Endo-PGL) Pektat liaz 4.2.2.2 Pektin-sav Véletlenszerti
Exo-poli-galakturonat-liaz o 1es . s
(Exo-PGL) Pektat liaz 4229 Pekin-sav = Lancvégrol
Endo-poli-metil-galakturonat-
lidz Pektin liaz 4.2.2.10  Pektin Véletlenszerii
(Endo-PMGL)
Endo-poli-metil-galakturonat-
lidz Pektin liaz Pektin Lancvégrol
(Exo-PMGL)

Végezhetlink csoportositast a preferalt szubsztrat és a reakcid lejatszodasanak

térbeli elhelyezkedése alapjan is.

— Pektin, pektin sav vagy oligo-D-galakturonat a preferalt szubsztrat

— A hasitas véletlenszerii (endo-, elfolyosité depolimerizalé enzim) vagy a

lancvégeken torténik (exo-, cukrositd enzim) [Alkorta et al. 1997].

A pektindzokat optimalis miikodési pH tartomanyuk alapjan is meg lehet

kiilonboztetni. Vannak pektinazok, melyek a savas koriilményeket részesitik elonyben,
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¢s vannak alkélikus pektinazok is. Ezeket az egyszerliség kedvéért szintén tablazatban

(2.3.2. tdblazat) foglaltam 6ssze [Kashyap, 2001].

2.3.2. tablazat: A pektinazok osztalyozasa optimalis pH szerint

Forras Pektinaz tipusa Optimalis pH Optlm(il(l:s) LS
Savas pektinazok
. . Endo-pektinaz 4,5-6,0
Aspergillus niger CH, Exo-pektindz 3.5-5.0 <50
Penicillium freguentans Endo-poli-galakturonéz 4,5-4,7 50
Sclerotium rolfsii Endo-poli-galakturonéz 3,5 55
Rhizoctonia solani Endo-poli-galakturonéaz 4,8 50
Mucor pusilus Poligalakturonéaz 5,0 40
Clostridium Poligalakturondt-hidrolaz 5,5 - 7,0 30 - 40
thermosaccharolyticum
Alkalikus pektinazok
Bacillus sp.NT-33 Poligalakturonéaz 10,5 75
Bacillus polymixa Poligalakturonaz 84-94 45
Amucola sp. Pektat lidz 10,25 70
Bacillus No.P-4-N Poligalakturonaz 10 - 10,5 65
Penicillium italicum .
CECT2294] Pektin liaz 8,0 50
Bacillus subtilis Pektat liaz 8,5 60 - 65

2.3.2. A poligalakturonaz

A vizes kozegli pektin bontaskor alkalmazott pektinaz enzimek koéziil talan a
legfontosabb enzim tipus a poligalakturondz. Szamos mikroorganizmus (gombak,
baktériumok) képes eldallitani, de emellett még fellelhetd magasabb rendi
novényekben és néhany ndvényi parazitdban egyarant [Sakai et al. 1993]. Az egyik
leginkébb kutatott mikroorganizmus a szaprofita gombakhoz tartozd Aspergillus niger
gombafaj. Ebben a gombaban talalhatdo multigén csalad tobbféle poligalakturonaz (PG)
enzimet képes kodolni. Hét kiilonbozé PG enzimet (PG I, PG II, PG A, PG B, PG C, PG
D, PG E) izolaltak eddig a kutatok, amelyeknek az aminosav Osszetételiik altalaban 66-
85 szazalékos egyezést mutat. A PG II (2.3.2. abra) két alapegységbdl, 6sszesen 335
aminosavbol épiil fel, katalitikus aktivitasukat tekintve legkisebb aktivitasa a PG C

enzimnek, a legnagyobb a PG II enzimtipusnak van. A pH optimumban is kiilonbéznek
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(pH = 3,9 - 5,0), azonban az optimalis miikodési hdmérsékletiik azonos, azaz 50 °C

[Patenicova et al. 2000].

2.3.2. abra: Aspergillus niger torzsbél kivont poligalakturonaz II szerkezete [Ebi 2008]

A PG enzim hatdsmechanizmusa a 2.3.3. dbran lathat6. A hidrolizisnél az Asp”"!

aminosav proton donorként viselkedik, mig az Asp'™ és az Asp”” aminosavak

aktivaljak a vizmolekulat.

o2

Asp

2.3.3. abra: A PG enzimek katalitikus hatismechanizmusa [van Santen et al. 1999]

2.3.3. A pektinaz enzimek ipari alkalmazasa

A pektindzok felhasznalasi kore igen sokrétli, szamos ipari eljarasban

fellelhetdek [Jayani et al. 2005].
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Az alkdlikus pektindzokat foképp a textiliparban, a papiriparban, ndvényolaj-
feldolgozasnal, valamint kavé és tea fermentdciojanal hasznalhatok, tovabba alkalmasak
a gylimolcsipari szennyvizek elokezelésére [Kashyap et al.2001, Pilnik et al. 1982].

A savas pH tartomdnyban miikddé pektinbontdé enzimeket a textiliparban,
kiilonosen a celluléz alapu szédlas-anyagok (pamut, len, kender) kikészitésekor
hasznalnak. Az enzimes pamut-elokészités kidolgozdsanak elsédleges célja a lugos
f6zés vegyszer- €s energiaigényének, valamint a lagos kezelést kdvetd oblitd 1épések
nagy vizigényének csOkkentése. Az enzimek alkalmasak a kiséréanyagok eltavolitasara,
igy segitségiikkel a vegyszeres kezelések hattérbe szorithatok, amivel az eljaras teljes
mértékben kornyezetbaratta tehetd [Neumiiller, 1981; Nyeste, 1997; Naidu et al. 1999].

A savas tipusu enzimek alkalmazéisa azonban a gylimdlcsfeldolgozo iparban a
legelterjedtebb, hasznélatukkal jelentésen né a Iényerés hatasfoka és javul a kapott
gytimolcslé tiikrosithetdsége (Alkorta et al. 1997; Kashyap et al. 2001; Pilnik et al.
1993). Az enzimek hatdsat a gylimolcslében legegyszeriibben az aldbbi abraval lehet
szemléltetni (2.3.4.4abra).:

fehérie pektin

__-.“x__ = {}::; —__en21m
. B
— e
— e 1
i '\_H 4,

2.3.4. abra: Pektinaz enzim hatasa gyiimolcslében

A nyers, préselt 1€ gazdag oldhatatlan részecskékben, amelyeket foként pektin
vegyliletek alkotnak. Ezek a részecskék teszik zavarossa a levet (cloud particles).
Ezekben a részecskékben egy pozitiv feliileti toltésii ,,fehérje magot” vesznek korbe a
negativ toltésii pektin molekuldk. A negativ toltések révén a pektin molekulak taszitjak
egymast. A pektindzok megbontjdk ennek a pektinnek a szerkezetét, és ott marad a
pozitiv toltésii fehérje. Igy az elektrosztatikus taszitas lecsokken a részecskék kozott,
amik ennek kovetkeztében egyre nagyobb aggregatumokka allnak 6ssze. A nagyobb

aggregatumok végiil letilepednek, de az eljaras javitasa érdekében ,,flokkulalé™ agensek,
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mint pl. a zselatin, tannin vagy bentonit (agyag-féleség) adagolhatok a rendszerhez. A
folyamat beinditasahoz nem sziikséges a pektint teljes mértékben lebontani.

A lényerés hatasfokat ugy is novelhetjiik, ha a pektinazokat mas enzimekkel
egylitt [Gailing et al. 2000] alkalmazzuk. Ezek lehetnek példaul cellulazok, arabinazok,

xilanazok.

2.3.4. A pektinaz enzimek kinetikai viselkedése

Szamos kutatd [Gillespie et al. 1989; Sariodlu et al. 2001; Todisco et al. 1994]
vizsgélta az oldott és rogzitett pektindz enzimeket és enzimkeverékeket, hogy
informaciot nyerjenek kinetikai viselkedésiikr6l. Ennek ismerete gazdasagi
szemszogbdl sem elhanyagolhat6. Ha példaul galakturonsavat szeretnénk eldallitani,
fontos, hogy az a lehetséges legnagyobb hozam mellett torténjen, illetve minél kevesebb
anyagi raforditasra legyen sziikség.

Pektin hidrolizisét Kulbe és munkatarsai, valamint Olano-Martin és munkatarsai
[Kulbe et al. 1987, Olano-Martin et al. 2001] is tanulmanyoztdk korabban. Az els6
esetben mindhdrom tipusu pektinaz enzimet egyszerre hasznaltdk, igy a
poligalakturonaz enzim kiilon tanulmanyozasara nem volt lehetdség. A masodik esetben
pedig a cél pektin oligoszacharidok és nem galakturonsav eldallitasa volt.

Német tudésok [Baciu et al. 2004] citrus és cukorrépa pektin hidrolizisét
tanulmanyoztak Pectinex 100L enzimkészitménnyel, és meghatdroztak a kinetikai
paramétereket. Arra az eredményre jutottak, hogy mind szubsztrat, mind termék
inhibicio fellép a reakcid soran. A szubsztrat inhibicid azonban nem mérvadd a
reakciora nézve. A kapott érték ugyanis kozel hatszorosa a pektin oldhatdsagéanak.
Fontosnak érzem megemliteni, hogy ezek a paraméterek nem egy fajta enzimre
vonatkoznak, nem lehet pontosan meghatarozni, hogy mely enzimre vagy enzimekre
gyakorol gatlast a keletkezd termék, a galakturonsav. A meghatarozott értékeket (K, K,
rmax) Nem lehet teljes egészében Osszevetni a tiszta enzimmel torténd lebontas soran
kapott értékekkel.

Azt, hogy az Aspergillus nigerbdl szarmaz6 poligalakturonaz enzimnek
inhibitora a keletkezett monomer, mar tobb mint hiisz éve is sejtették a kutatok [Kulbe
et al. 1987]. Az (endo)poli-galakturonaznak (PG, E.C. 3.2.1.15) azaltal, hogy képes a

pektin és/vagy pektin sav hidrolizisére, kulcsfontossagu szerep jut a pektin
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hidrolizisénél, de ezt kisérleti eredményekkel nem tdmasztottak ald, az irodalomban

nem talaltam ra informéaciot.
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2.4. Membran bioreaktorok alkalmazasa

2.4.1. Membran bioreaktorok

A membran bioreaktorok (MBR) egyesitik a hagyomanyos biotechnologia és a
membran technoldgia nyujtotta eldnydket [Bélafi-Bako, 2002, Laszlo et al. 2007]
azaltal, hogy egy berendezésben és szinte azonos iddpillanatban valdsul meg a katalizis
¢és a termék szeparacidja.

A membran bioreaktorokat tobbféle szempont szerint jellemezhetjiik [Drioli et al.
1999]:

= Biokonverzi6 alapjan:
o Reakcid tipusa (makromolekuldk hidrolizise, redox reakcio)
o Reakci6 kozege (viz, szerves oldoszer, ionos folyadék,
oldoészermentes)
o Biokatalizator tipusa (hidrolitikus enzim, lipaz, észteraz, peptindz)

o Biokatalizator forméja (sejt, enzim)

=  Membran szeparacido modja szerint:
o Eljaras tipusa (mikrosziirés, ultrasziirés, dializis, pervaporacio, stb.)
o Membran anyaga (szerves polimer vagy szervetlen, porusos vagy
porusmentes)
o Membran modul (lap, cs6, kapillaris, spiral)

o Mikodtetés (szakaszos, keresztaramu)

A {6 irdnyvonal a membran bioreaktorok alkalmazasat tekintve azonban
mindenképpen a szennyviztisztitds [McAdam et al. 2006, Kertész et al. 2008], ahol a
biologiai lebontés és a kis molekulatomegii anyagok szeparacidja egyidejiileg jatszodik
le. A Magyarorszagon is sikeresen miikodé Zenon vallalat [Zenon, 2008] egy bemeriild,
tireges szalkotegekbdl felépiild ultrasziird membranmodult fejlesztett ki, ahol a sziirést a
permeatum oldalon szivattyaval kialakitott 0,05-0,5 bar vakuum biztositja.

A MBR-ok nytjtotta eldonyokre mar az iparban is felfigyeltek €és néhany
biotranszformacional meg is valositottak ilyen tipusu eljarasokat. Az L- aszparaginsav
gyartasat [Chibata et al. 1974] Escherichia coli sejtek poliakrilimid membranra valo
rogzitésével oldottak meg, tej laktoz tartalmanak hidrolizisekor [Pastore et al. 1976] B-

galaktoziddz enzimet hasznalnak, amit példaul cellul6z-acetat szalak kozé rogzitenek.
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Az L-almasav eldallitdsanal is alkalmazni lehet MBR-t, ahol a fermentaciot végzo
mikrébakat (Brevibacterium ammoniagenes) poliakrilamid membranon rogzitik [ Takata
et al. 1993].

Az elébb felsorolt, mar mikodoé alkalmazasok mellett azonban még szamos
MBR-os kutatads folyik a gyogyszeriparban (aminosav, antibiotikum, rakellenes
gyogyszerek), az orvos-bioldgia [Curcio et al. 2005] teriiletén (mimaj,
mithasnyalmirigy), a szennyvizkezelés javitdsa érdekében (bemeriilés ultrasziirds
modulok), valamint az élelmiszer- és agrariparban egyarant.

A tejiparban, pl. tej és tejsavo kezelésénél is hasznos lehet a MBR [Cheison et al.
2006]. A sajtgyartasnal képzodott savo Osszetétele: 0,7 % fehérje, 5 % laktoz, 93 % viz
és soO, amelyet kezeletleniil nem lehet semmilyen szennyvizet befogadd rendszerbe
juttatni. A savo megfeleld kezelésével azonban a probléma kikiiszobolhetd, valamint uj
értékes anyagokat allithatunk eld. A savod laktdz tartalma pl. tejsavva konvertalhato,
amely MBR-ban igen jo hatékonysaggal elvégezhetd. Savofehérjék (a-laktalbumin)
ultrasziiréssel kombinalt hidrolizise soran gyogyszeripari intermedierek allithatok eld.

Olajok és zsirok kezelésére illetve enzimes lebontdsukra [Bélafi-Bako et al.
1994] kivalo alternativat jelent a membran reaktor, amelyhez egy specialis, Gn. kettds
cirkulaciés rendszeri reaktorkialakitds sziikséges (2.4.1. éabra). A lipdz enzimet
adszorpcids Uton rogzitették a hidrofil membran anyagahoz. Az olajat a membran-
modul ,,enzim-oldalan” aramoltattdk; mig a masik oldalon a vizes fazist keringették. A
miikddés soran a triglicerid molekuldk az enzimmel kapcsolatba keriilve zsirsavva és
glicerinné alakulnak at. A reakcidhoz sziikséges viz molekuldk a membranon keresztiil
jutnak el az enzimig, s ott kapcsolodnak be a folyamatba. A termékek koziil a zsirsavak
a lipid fazisban maradnak, a glicerin pedig — 1évén szintén viszonylag kis molekula,
rdadasul vizben oldodik — athaladva a membréanon a vizes fazisba jut. Az igy eldallitott
zsirsav nagy tisztasagu, valamint a reaktor és a rogzitett enzim stabilitasa rendkiviil jo,
akar tobb héten keresztiil is miikddtethetd a rendszer, anélkiil, hogy a produktivitas

jelentésen csokkenne.
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2.4.1. abra: MBR Kkialakitas kettos cirkulacios rendszerrel

A kisebb moltdomegli anyagok biotranszformacigja mellett a biologiai
makromolekulék lebontasanal is nagy szerepet kaphat a membran bioreaktor.

Makromolekuldk (pl. poliszacharidok) hidrolizisekor az enzimek a hosszu
szénldncu, nagy molekulatdomegli szubsztratot kisméretivé bontjak le. A
membranreaktorban a méret szerinti szeparacio is megvalosul. A jol kivélasztott,
megfeleld porusméretli membran ugyanis képes visszatartani a még el nem hidrolizalt
szubsztratot, illetve elvalasztani a képz6dott terméket. Ennél a folyamatnal a szubsztrat
¢és a biokatalizator kozvetlen érintkezése sziikséges a reakcid lejatszodaséhoz, illetve a
biokatalizdtornak a membran azon oldalan kell elhelyezkednie, ahol a szubsztrat oldat
aramlik. Ezen makromolekuldk, mint példaul keményitd [Paolucci-Jeanjean et al. 2000]
vagy celluloz [Gan et al. 2002], hidrolizisekor gyakran fellépd termék inhibicid is
elkeriilhetd membran bioreaktor alkalmazasaval, hiszen a keletkezd6 kis
molekulatomegli termék (pl. glikoz) konnyedén atjut a membranon, és igy
folyamatosan eltavolitasra keriil a rendszerbdl. A pektin hidrolizise a keményito és a
celluloz lebontdsaval analog reakcionak tekinthetd. Sok kozos jellemvonas fedezhetd fel
a folyamatoknal. Igy az ott elért eredmények nagy valosziniiséggel jol alkalmazhatok

lesznek a kiilonféle forrdsokbodl szarmazé pektinek enzimes lebontasanal

2.4.2 A pektin lebonthatéosaganak vizsgalata enzim-membran reaktorban

A legnagyobb érdeklédést a membranreaktorok irant talan a gylimdlcslégyartas
mutat. Ugyanis, mint kordbban mar targyaltam, jelentds lényerési hatasfokjavulast lehet
elérni a pektinbontd enzimek hasznalataval. Tobb irodalomban [Alkorta et al. 1997,

Alvarez et al. 1996, Rodriguez-Nogales et al. 2008] talalkozhatunk olyan kutatassal,
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ahol kiilonb6zd pektinbontd enzim, illetve enzimkeverék aktivitdsat vizsgaltdk
membran reaktorban, illetve hatékonyséagat a viszkozitas csokkentésében.

Alkorta és munkatarsai [Alkorta et al. 1997] folyamatosan miikodo ultrasziird
membran reaktort alakitottak ki, ahol nyomon kovették citrus pektin
B-transz eliminaciojat Penicillium italicumbol szarmazo pektin lidzzal. Azt tapasztaltak,
hogy az alkalmazott enzim az id6 mulédsaval jelentdsen vesztett aktivitdsabol, azonban
még igy is 55 szdzalékos viszkozitas csokkenést mértek 50 6ra mikddést kovetden. Ezt
a kisérletet megismételték gylimolcslevekkel (sargadinnye, vords sz016), majd a kapott
eredményt szakaszos reaktorban végzett mérésekkel hasonlitottak Ossze. Az elért
viszkozitds csokkenés minden esetben hasonld volt, azonban a membran reaktort
kilencszer hosszabb ideig lehetett miikodtetni.

Spanyol kutaték [Rodriguez-Nogales et al. 2008] szabad enzimet tartalmazo
membran reaktorban (FEMR) vizsgaltak az almapektin lebonthatosagat. Az alkalmazott
enzimkeveréket (poligalakturonaz és pektinliaz) sajat maguk allitottdk elé Aspergillus
niger CECT 2088 torzset alma torkoly tdpanyagon fermentdlva. Azt talaltak, hogy az
FEMR katalitikus aktivitasa 15 napos miikddést kovetden sem csokkent jelentdsen.

A membranos mivelet hatékonysagadnak a novelése [Giorno et al. 1998]
pektinaz enzim membran anyagaban vald rogzitésével is lehetséges. A kapott fluxus
értekek ezzel a megoldassal kozel 30 szazalékkal javultak az oldott enzimes
membranreaktorban mért értékekhez képest.

A kiragadott par irodalmi példa is jol szemlélteti, hogy lehetséges pektin
enzimes lebontdsa membran reaktorban. Az 1j, bogyos gyiimolcstorkolyokkbdl nyert
pektinek enzim-membran reaktorban torténd lebontasat, valamint az enzim és a
permeatum oldalon torténd vakuum egyiittes hatdsit ez idaig még senki sem
tanulmanyozta. A vakuum alkalmazasanak ugyanakkor szamos pozitiv hatasa ismert a
fluxus és igy a membranreaktor hatékonysagénak novelésére foképp a szennyviztisztitas

tertiletérol.
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3. Anyagok és modszerek
3.1 Felhasznalt anyagok

3.1.1. Enzimek

A gyiimolcsok enzimes elokezelése és gyiimélceslé hozam optimalizalds sordan hasznalt

enzimek:

Pectinex Ultra SP-L: Komplex enzimkészitmény Aspergillus aculeatusbol

(Novozymes, Dania) Standard aktivitasa 26000 PG/ml (pH=3,5), a standard aktivitast a
kezelt pektinsav oldat viszkozitas csokkenésével hatdrozzdk meg, pH=3,5 és 20 °C-on.
Ez egy hagyomanyosan gylimolcspépek kezelésére kifejlesztett enzimkészitmény, mivel
pektinaz enzimek mellett hemicellulaz €s cellulaz aktivitast is mutat. Az iparban foként
alma és korte kezelésére hasznaljak. Legnagyobb aktivitasat 4,5 pH értéken mutatja.

Mycrozyme 200: Por alakl, teljesen tiszta enzimkészitmény, mely nagy

mennyiségben tartalmaz pektinészterazt, poligalakturonazt és poligalakturondz-liazt.
Elsésorban borok és mustok kezelésére javasolja a gyarto.

Pektopol PT-400: Strdi, barna folyadék, amely szintén tartalmazza a pektin

bont6d enzimeket a gylimdlcspép és gyiimodleslé pektintartalménak bontdsara. Emellett
még celluldz, hemicellulaz valamint proteaz és mas enzimek is megtalalhatok benne.

Nincs genetikailag médositva, 3,1-3,7 pH értékek kozott mutatja a legnagyobb aktivitést.
A pektin hidrolizisnél alkalmazott enzim

Poligalakturondz enzim Aspergillus niger-bdl (Fluka). Standard aktivitasa 1,7
U/mg, ahol az aktivitas 1 egysége megfelel annak a mennyiségnek, ami percenként 1

umol galakturonsavat szabadit fel poligalakturonsavbol pH=4,1 és 50 °C-on.
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3.1.2. Vegyszerek

A pektin feltarasnal, a pektinkészitmények vizsgalatanal és a reakcid kinetikai

méréseknél felhasznalt vegyszerek az alabbi 3.1.1. tdblazatban lathatok.

3.1.1. Tablazat: A mérések soran felhasznalt anyagok

Név Gyartoé Tisztasag R és S mondatok
3,5-dinitroszalicilsav Fluka > 98% R22-37/38, S22-24/25
Aszkorbinasav Sigma >99 % -
Cianidin-3-gliikozid Sigma -
Citromsav Reanal > 99,5 % R36, S24/25
D-(+) galakturonsav Fluka >93 % -

Etanol SPEKTRUM 3D > 99,7 % R11, S7-16
FeCl; Sigma >97% R22-38-41, S26-39
Fenol Reanal >.99 % R24/25-34, S6-28-45
Folin reagens Sigma-Aldrich - R34, S 26-36/37/39-45
Galluszsav Sigma - R36/37/38, S26-36
Kalium-klorid SPEKTRUM 3D >99,5 % -
Eizjllri;m-nétrium tartarat-4- SPEKTRUM 3D > 99 9, i
Marhaszérum-albumin (BSA) Fluka - R22
Metil-alkohol SPEKTRUM3D | 2999% | o' 1723225 39/23/24/25
Monoszacharid standardok

(ramnoéz, galaktoz, arabindz, Fluka >99 % -

gliik6z, mannoz)

Natrium-hidroxid SPEKTRUM 3D > 98 % R35, S26-37/39-45
Natrium-karbonat vizmentes Reanal >99.5 % R 36, S22-26
Natrium-szulfit Reanal >95% R 31
?CC}lgIl\lIl[ngl)tergtS}?n type LM-5 CS) Polding Kit. i i

Pektin (DE ~ 30, citrus) Sigma - -

Pektin (DE ~ 60, citrus) Fluka - -

Pektin (DE ~ 90, citrus) Sigma - -
Réz-szulfat SPEKTRUM 3D >99 % R2§2%§£205_2/153,
Sésav Reanal >37% R36/37/38, S1/2-26-45
TPTZ (tripiridil-triazin) Fluka >99 % R36/37/38, S26-36
trifluor ecetsav Reanal >99.5 % R20-35-52/53,

S9-26-27-28-45-61
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3.2. Mérési modszerek

3.2.1. Pektin feltaras

Vizsgalataimhoz kiindulasi anyagként bogyds gyiimolcsokbdl szarmazo torkolyt
hasznaltam, tovabba Osszehasonlitasként a gylimdlcsokbdl (fekete ribizli - fertodi 1
fajta; piros ribizli - fertodi hosszu fiirtii fajta; malna - fertodi zamatos fajta; szeder -
thornfree fajta; bodza - Haschberg fajta) torténd pektin izolalast is tanulményoztam. A
gytimolcsok Tolcsvardl ( Fitomark 94°kft.) szarmaztak.

A cukorrépaszeletbdl torténd feltaras tapasztalatai alapjan a pektin feltarast
enyhén savas (pH=3, citromsavval), enyhén lugos (pH=9, NaOH) és semleges pH-n is
elvégeztem, alkalmaztam el6zetes mechanikai feltarast, valamennyi kisérletet
elvégeztem 100 és 60 °C homérsékleten is.

Mivel mind gazdasagi, mind kornyezetvédelmi szempontbol a vizes feltaras
bizonyult a leghatékonyabbnak, a tovabbi pektin feltarasi kisérleteket a kovetkezd

modon végeztem el (3.2.1. 4bra).

gyiimolcs 4+— enzim

v v

gyiimolcslé torkoly < viz

!

feltaras

!

szlirlet

v

koncentralas
(utrasziirés majd beparlas)

'

alkoholos kicsapas

v

szlirés

v

szaritas

3.2.1. abra: A pektin feltaras egyszeriisitett folyamatabraja
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A gyiimdlcsot illetve gylimoles-torkdlyt eldszor dsszeziiztam, és desztillalt vizet
adtam hozza 1:4 ardnyban. Enzimes el6kezelés hidnyaban a pektin feltarasat 100 °C
homérsékleten  végeztem  autoklavban 30  percen  keresztil.  Enzimes
(Pectinex ultra SP-L) eldkezelés alkalmazéasakor az oldatba megfeleld6 mennyiségii
enzimet juttattam.

A pektinre nézve hig, vizes oldatot eldszor egy kiméletes membranos miivelettel,
ultrasziiréssel siliritettem be 3-DTA teszt késziilékiink segitségével 5 % szarazanyag
tartalomra, majd beparlassal 30 % szérazanyag tartalmu pektin oldatot kaptam. Ezt
kovetden alkoholos kicsapassal nyertem ki a pektint, és a kapott nedves csapadékot 12
oran at vadkuumszaritoban 60 °C homérsékleten szaritottam az alkohol maradéktalan

eltavolitasa céljabol.

3.2.2. Enzimes el6kezelés és gyumolcslé hozam optimalizalas

A mérésekhez fagyasztott bogyods gylimolcsot hasznaltam (piros ribizli: 2,7 pH,
fekete ribizli: 3 pH, malna: 3 pH, szeder: 4 pH). Minden mérésnél 30 g Osszetort
gylimolcspépet mértem be egy 100 ml-es Erlenmeyer-lombikba, majd razogépben
inkubaltam adott homérsékletiire. Csak ezutdn adtam hozza a megfelel6 mennyiségii
enzimet. Az inkubalési id6t 30, 60 €s 120 percnek valasztottam. A razatds mindig 200
rpm intenzitasu volt.

Az inkubalasi id6 elteltével az Osszehasonlithatésag miatt minden egyes
alkalommal pontosan 30 percen keresziil sziirtem 75 g/ m’-es ipari szlirépapiron
(Spektrum 3D) a kezelt gylimolcspépet. Minden kezelés utan meghataroztam a kapott
szlir6lepény ¢és szlirlet szarazanyag tartalmat is.

A fehérje-meghatarozéast Folin reagenssel végeztem. A reagens alkalikus pH
értéken kék szinreakciot ad fehérjékkel, amely spektrofotometer segitségével 750 nm-en

mérhetd. A szinreakcidért foleg a fehérjék tirozin és triptofan tartalma a felelds.
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3.2.3. Pektinkészitmények jellemzése
A kinyeréshez kapcsolodo vizsgalatok

A kinyert pektinkészitmények galakturonsav tartalmat egy enzimes kezelést
kovetd HPLC elemzéssel hatdroztam meg, a pektint alkot6 tovabbi komponensek
analiziséhez trifluorecetsavas feltarat végeztem, majd anioncseréld HPLC oszlopon
elemeztem a monoszacharidokat. Mindkét HPLC elemzéshez felvettem kalibralo

sorozatokat, s ezek alapjan szamitottam ki a pontos értékeket.

Savas hidrolizis

A hidrolizishez 2 M-os trifluorecetsavat hasznaltam. A gémblombikba 500 mg
pektint mértem be, amihez 20 ml (2 M) trifluorecetsavat adtam, majd olajfiirdon 120 °C
homérsékleten 1 o6ran keresztiil hidrolizaltam a pektint. A trifluorecetsavat /vizet
vakuum desztillacioval tavolitottam el 40 °C-on. Az igy kapott pektin hidrolizatumot 5
ml (100 g/1) vizben feloldottam, majd meghatdroztam a monoszacharid dsszetételt.

A monoszacharidok meghatarozdsa mono ¢és diszacharidok elvalasztasara
alkalmas Zorbax (Agilent) oszlopon tortén. Az oszlop toltetet 3-amino-propilszilan és
Zorbax szilika gél reakcigjaval allitottak eld. Az oszlop hossza 150 mm, belsé atmérdje
4,6 mm, a gdmb alaku tdltetek 5 um atmérdjiiek voltak. Az oszlop miikddése sordn
maximum 400 bar nyomast és 60 °C hémérsékletet viselt el. A méréseket 1,3 cm® min™
aramlasi sebesség mellett, 30°C homérsékleten Merck Hitachi gyartmanya L-6200A
tipusa  késziilékkel végeztem, amely AS-2000A  Autosampler automatikus
mintaadagoloval rendelkezett. A detektalast RI-71 tipusu torésmutatd detektor (Merck)
végezte. A mozgd fazis (eluens) acetonitril-viz 80:20 aranyt keveréke volt, amelyen
keresztiil héliumot buborékoltattam at, hogy az oldott oxigént eltavolitsam. D-2520
GPC tipusu integrator (Merch-Hitachi) értékelte ki a kromatogramokat. A 3.2.2.-es
abran a kalibrdlds soran nyert egyik kromatogram lathat6. Az egyes

monoszacharidokhoz tartozé retencios idoket a 3.2.2. tdblazatban foglaltam Gssze.
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-!- 9.43

2.2.2. abra: HPLC kromatogram monoszacharid tartalom meghatarozasnal (10 g/1)

3.2.2. tablazat: A monoszacharid komponensekhez tartozo retencios idok

monoszacharid retencios ido
gliikoz/galaktoz 5,30
mannoz 4,41
arabinoz 3,88
ramnoz 2,96
fukéz 2,43

Enzimes hidrolizis

1,3 1 desztvizben feloldottam 26 g piros ribizli/fekete ribizli/ alma/citrus pektint
(20 g pektin/l, kivéve citrus: 25,4 g citrus pektin/l), majd 1300 pl Pektopolt mértem az
oldatba. 40 °C-on elhidrolizaltam a pektin oldatot, majd a hidrolizis végén 5 ml mintat
kivettem, melyet felforraltam (enzim inaktivaléds) és 10 ml-es normallombikba toltottem
amit azutan desztillalt vizzel jelig toltdttem. Az igy elokészitett mintakat hasznaltam fel
a HPLC-vel torténd méréseknél.

A HPLC-s galakturonsav meghatarozasdhoz a 300 mm hosszua, 7,8 mm belsd
atmérdji Aminex HPX-87H tipust oszlopot (Bio-Rad) hasznaltam. Az allo fazis eziist-
szulfonat-divinil-benzol-sztirol kopolimer ioncseréld toltetii oszlop volt. A méréseket
0,3 cm® min™ dramlasi sebességnél, 30°C hémérsékleten végeztem. Az L-6200A tipust
késziilek (Merck Hitachi) egy AS-2000A Autosampler automatikus mintaadagolot
tartalmazott. A detektalds Merck gyartmanyt RI-71 tipust torésmutatd detektorral
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tortént, mig a kromatogramok kiértékelése D-2520 GPC tipusu integratorral (Merck-

Hitachi). A 3.2.3.-as abran a kalibralas soran nyert egyik kromatogram lathato.

galakturonsav

/ gliikoz

pektin

13.66

g

18 @@/88/28 A1:i@

.26

5.p 968

LC.5 2,58 ATT 5 OFFS
5.P 1600

CH.

3.2.3. abra: HPLC kromatogram galakturonsav meghatarozasnal

Szinmérés

A mérések a Szegedi Egyetemen torténtek az ott eldallitott pektinek
vizsgélataval parhuzamosan. A pektin porok és az abbol készitett oldatok és gélek
szinkoordinatait a kovetkezd miiszerekkel vizsgaltam meg.

A gélek CIE (Commission Internationale de la Eclargie) standard L* a* b*
koordinatadinak mérése Hunter Miniscan spektrofotometrids szinmérdvel, folyadékmérd
feltéttel tortént, optikai iiveg mérdtégelyben, 1 cm rétegvastagsagban, fehér kerdmia
hattér alkalmazasaval, Ggynevezett transz-reflexiés mérési moddal. A vizsgalt feliilet
25 mm atmérdji volt.

A porok mérése a mintdk kis mennyisége miatt csak egy masik konstrukcidju
(Minolta tristimulusos szinmérd) miiszerrel, 8 mm atmérdji mérd feliileten valt

lehetségessé.

1 %-os pektin vizes oldatok szinkoordinatdinak elemzése szintén Minolta

szinmérével 0,5 cm rétegvastagsagnal, fehér hattérnél, 8 mm?® teriileten tortént.

39



Eszterezettségi fok meghatdrozdsa

A pektinek egyik 6 jellemzbje az észterezettségi fok (EF), amely jelentds hatassal bir

az adott pektin zselésitd tulajdonsagara, illetve az enzimes lebonthatosagra egyarant.

Titralasos modszer:

T

mérés mellett.

Elészor luggal (0,1 NaOH) pH=8-ra éllitottam be az oldatot és a fogyast
feljegyeztem (f;). Ez a fogyas adja a savcsoportrol az informaciét. Ezutdn az addig
fogyott luggal egyiitt, annyi ml natrium-hidroxidot (fsssz10g) adagoltam az oldathoz, hogy
a pH 12-nél nagyobb legyen. Ilyen lugos koriilmények mellett 15 percig kevertettem
szobahdfokon az oldatot, hogy a pektin elszappanositdsa megtorténjen Ezt kovetden
savval (0,1 n HCL) visszatitraltam pH=8-ig és a fogyast szintén feljegyeztem (f;). Az
Osszes lugfogyasbol kivonva a sav fogyasat kapok egy térfogat adatot (fisser), amely az
¢észterezetségi szinttel aranyos.

Az észterezettségi fokot a kovetkezé modon lehet kiszamolni.
EF:fészter/ (fészter+f1)* 1 00

Infravoros spektroszkdpiai vizsgalatok:

A mérések Bruker Vertex 70 infravords spektrométer segitségével torténtek
abszorbancia modban, a 4000-t6l 400 cm’ hullamszama tartomanyban, 4 cm-es
felbontassal, A pektinek FT-IR spectrumat Golden-Gate ATR rendszer segitségével
vettem fel, amiben egy egyszeres ATR gyémant kristaly taldlhato. A miszernél
alkalmazott detektor MCT (Bruker) volt. A mintdk elemzése harom parhuzamos mérés
alapjan valdsult meg. A mérések elvégzéséhez nem volt sziikség a minta el6készitésére,
a pektinpor kozvetleniil a gyémant feliiletére volt helyezve.

Az 1730 cm™” —es hullamszamnal kapott abszorbancia értékek az észterezett
karboxil csoportok szamaval, az 1600 cm'-es hullimszamnal mért abszorbancia értékek

pedig a nem észterezett karboxil csoportok szamaval ardnyos [Manrique et al. 2002].
Tehat: A=A1730/ (A1730+Aj1600)

A pontos meghatarozashoz kalibracios egyenest vettem fel (3.3.2. dbra) ismert

észterezettségi foku pektin standardok segitségével.
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3.3.2. abra: Kalibraciés gorbe

Antioxidans, osszesfenol és antocianin tartalom meghatarozas

A pektin mintak antioxidans aktivitdsanak meghatarozasa

Az 0sszes antioxidans aktivitds meghatarozasahoz Benzie és Strain [Benzie et al.
1996] modositott, tin. FRAP modszerét alkalmaztam. A moddszert eredetileg a plazma
antioxidans kapacitdsanak meghatarozasara dolgoztdk ki. A FRAP modszer lényege,
hogy a ferri (Fe’") ionok az antioxidans aktivitast vegyiiletek hatdsara ferro (Fe*")
ionokka reduldkddnak, amelyek alacsony pH értéken a tripiridil-triazinnal (TPTZ)
komplexet képezve szines (kék) terméket adnak és 593 nm-en fotometralhatoak.
felhasznalva kalibraciot készitettem. Abban az esetbe, ha aszkorbinsavat is mérek ezzel
a modszerrel ismert koncentracioban, akkor az aszkorbinsav ekvivalens aktivitast is
meg lehet adni.

Az antioxidans méréshez sziikséges oldatok: acetat puffer (pH 3,6; 300 mM); 20
mM FeCl; desztillalt vizben; 10 mM TPTZ oldat 40 mM HCl-ben oldva; 1 mM
aszkorbinsav oldat. A FRAP reagens Osszetétele a kovetkezd: 25 ml acetat puffer, 2,5
ml FeCl; oldat, 2,5 ml TPTZ oldat. A mérések soran 50 pl mintdhoz 1,5 ml FRAP

reagenst mértem 0ssze €s 5 perc varakozas utan megmértem az oldatok abszorbanciajat.

Az Osszes fenol tartalomom meghatdrozdsa

Az 0Osszes fenol meghatarozas Singleton- modszere [Singleton et al. 1965]
szerint tortént. A mérésnél Folin-Ciocalteu reagenst, 80 %-os metil alkoholt, tizszeresre
higitott Folin reagenst, 0,7 M NaCO; oldatot, és a metanolban feloldott 0,3 M

galluszsav oldatot haszndltam. A reagensek Osszemérése utan az oldatot tartalmazo
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kémcesoveket 5 percre 50 °C-os vizfiirddbe helyeztem, majd 760 nm-en fotometraltam.
A galluszsavra felvett kalibracios gorbe (3.3.3. dbra) alapjan meghatdroztam a mintdk

Osszes fenoltartalmat.
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3.3.3. abra: Kalibraciés gorbe az 6ssz fenoltartalom meghatarozasahoz

Antocianin tartalom meghatarozasa

A KCI pufferben (pH = 1) és natrium acetat pufferben (pH = 4,5) feloldott
megfelelden higitott mintdknak, spektrofotometer segitségével, megmértem az
abszorbancigjat 517 és 700 nm-en egyardn, majd az aldbbi Osszefliggés szerint

meghataroztam az abszorbancia értékét:

A = (As20 — A700)pr 1,0 — (As20 — A700)pH 4,5

crer

kovetkezo egyenlet segitségével hataroztam meg.

TA = (A * MW * DF * 1000) / ¢/)

ahol,
TA: mg/ 1
MW: 449,2 ¢/ mol
DF: higitési faktor
I: kiivetta szélesség (1 cm)

€: molaris abszorptivitds (cianidin-3-gliikozidra: 26 900).
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3.3.4. abra: Kalibracids gorbe az 6ssz antioxidans-kapacitas meghatarozasahoz

3.3.4. Az enzimes hidrolizis nyomon kovetése

A hidrolizis nyomon kdvetése redukald cukor tartalom mérésével tortént. Mivel
a kinetikai vizsgélatoknal a minta csak kis mennyiségben tartalmazott redukal6 cukrot
(galakturonsavat) a DNS-modszert (Miller, 1959) valasztottam.

A modszer azon alapszik, hogy lugos kdrnyezetben a 3,5-dinitro-szalicilsav
redukalo cukor, jelen esetben (oligo)galakturonsav, hatasara
3-amino-5-nitro-szalicilsavva alakul, amely 540-590 nm-en fotometralhat6. Mivel a
mérés hibdja meglehetdsen nagy, minden esetben harom parhuzamos mintat vettem, és

a kapott eredményeget atlagoltam.

3.3.5. Razatott lombikos kisérletek

A reakciokinetikai vizsgalatokat razatott lombikban, rdzogépben végeztem el.
koriilmény 50 °C és 150 rpm volt, mivel az enzim miikodése ezen a héfokon a legjobb.
A termék inhibicié meghatdrozasahoz D-(+)-galakturonsavat, vagyis a reakcidterméket
adtam a kiindulasi elegyek egy részéhez. A kezdeti galakturonsav koncentraciok a
kovetkezOk voltak: 0,5, 1 és 2 g/l. Az alkalmazott enzimkoncentracio 0,001 g/l volt. A
reakcidelegyet a rdzogépbe tettem és ott 50 °C-ra termosztaltam. A reakcidt az enzim
hozzaadasaval inditottam el. Mivel elsddleges célom a kinetikai paraméterek
meghatdrozasa volt, igy a mintavételek idépontjait ehhez igazitottam: A 2., 15., 45., 90.

¢és 240. percben vettem mintat.
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A pektint citrat pufferben oldottam fel, igy a reakcid teljes iddtartama alatt
biztositani tudtam az optimalis 4,1 pH értéket a poligalakturondz enzim szdmara.

Az észtermentesitett pektin eldallitasahoz eldszor 0,1 M NaOH oldattal 12-es
pH-ra beallitva 15 percig szobahdmérsékleten kevertettem a pektinoldatot. Majd 0,1 M

s

alakitsak ki és ezutan végeztem el az enzimes hidrolizist.

3.3.6. Kisérletek membran reaktorban

A reakciot membran reaktorban (3.3.5. ébra) is lejatszattam. Enzimet tartalmazé
hig szubsztrat oldatot keringettem egy magnes kevertetésii termosztalt reaktorbdl a
membran modulon at, ami szintét termosztalva volt. A siklap tipusu ultrasziiré membran
anyaga 30 kDa cut-off értékli regeneralt cellul6z volt. A membran poérusméretéhez
képest nagy méretli enzimet visszatartotta, viszont az alacsony molekulatomegi
anyagok, mint a galakturonsav konnyen atjuthattak rajta. A szekunder oldalon

kialakitott vakuumot vakuum szivattyuval hoztam 1étre.

membran
modul

reaktor

v
{

—

I temek

3.3.5. abra: A membran bioreaktor egyszeriisitett vazlata
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3.3.6. abra: A mechanikus egalizator

A kevert reaktorban levd szubsztrat oldat szintjét a mérések egy részénél
mechanikus egalizatorral (szintkiegyenlitovel) (3.3.6. 4bra) szabalyoztuk. Ennek a
berendezésnek a mitkodése igen egyszerti, de nélkiilozhetetlen a folyamatos rendszer jo
mikodéséhez. Az egalizator két egymasba helyezhetd ovalis alaku iivegedénybdl all,
melynek also és felsd vége le van sziikitve, és szorosan illeszkednek egymashoz, igy
szelepként tud mikodni. Az alsd csovet Osszekotve a reaktorral, ha annak szintje
lecsokken, a szelep kinyit, és potolja az eltdvozott mennyiséget mikozben a szelep
fokozatosan lezar.

A membran reaktoros kisérleteknél a reakciokoriilmények a kovetkezok voltak:

50 °C, 4.1-es pH (puffer oldat segitségével). A membran feliilete 0.01 m? volt.
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4. Eredmények és értékelésiik

Az agrariparban fellelhetd hulladékok ¢és melléktermékek szamos értékes
anyagot tartalmaznak. A kiilonbozé gylimolestorkolyok értékes anyagokban igen
gazdagok, ezek egyike a pektin.

Dolgozatom elkészitése soran célom volt, hogy 1j, kereskedelemben nem
beszerezhetd pektinkészitményeket allitsak eld bogyos gyiimdlesok feldolgozasakor
keletkezd torkolyokbdl egy megbizhato, egyszerii és kornyezetbarat feltdrasi modszer
segitségével. Az igy eldallitott készitményeket jellemeztem és vizsgaltam enzimes
lebonthatdsagukat.

Pektin  poligalakturondz  enzimmel t6rténd lebontdsakor  elsésorban
D-galakturonsav keletkezik. Az enzimes lebonthatdsagra azonban tobb tényez0 is hatast
gyakorolhat, a keletkezd terméknek inhibicios hatasa lehet a reakcidra nézve. Emellett
gazdasagi szemszogbdl sem elhanyagolhaté megvizsgalni a hidrolizist reakcidkinetikai
szempontbol. Ha galakturonsavat szeretnénk eldallitani, fontos, hogy az a lehetséges
legnagyobb hozam mellett, minél hatékonyabb modon térténjen.

A fellépd termékinhibicid elkeriilése érdekében mindenképpen célszerii a

membranreaktor, mint alternativa tanulméanyozasa a hidrolizis kivitelezéséhez.
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4.1. Pektin feltaras

4.1.1. Uj pektin készitmények elallitasa

A kereskedelmi forgalmu pektineket ma citrusfélék héjabol és almatorkolybol
allitjak el6. A szakirodalomban azonban [Iglesias et al. 2004; Ptichkina et al. 2008;
Yapo et al. 2007; Kar et al. 1999; Wang et al. 2007; Pagén et al. 2001] szamos utalast
talalhatunk arra, hogy pektinek eldallitasat vizsgaltak mas alapanyagokbol, mint pl.
napraforgobol, Oszibarackbol, siit6tokbol, stb., illetve pektin tartalmi novények
feldolgozasanal keletkezé melléktermékekbdl.

A méréseimnél kiillonbozd, Magyarorszagon is megtalalhatd bogyds gylimolesok
feldolgozasa soran keletkez6 melléktermékekbdl, mint pl. fekete és piros ribizli, mélna,
szeder, bodza torkolybdl tartam fel pektint. Osszehasonlitisként pektin kinyerési
vizsgélataimat a gyiimolcsokre is kiterjesztettem.

Célom volt, hogy egy olyan egyszerii és hatékony megoldast taldljak, amely
lehetové teszi, hogy jo hatasfokkal és megfeleld tisztasagban tudjunk pektint kinyerni.
A kiilonboz6 citrus €s alma pektinek nagyon konnyen beszerezhetdek, alkalmazasuk
széles korben elterjedt, ugyanakkor a bogyos gylimolcsokbol, torkolyokbol nyert
pektinnel nem talalkozhatunk a boltok polcain.

Ahhoz, hogy a legnagyobb mennyiségii pektint lehessen kinyerni, tobbféle
modszert is megvizsgaltam, majd a kapott eredményeket 6sszehasonlitottam.

A sejtfalban 1év6 poliszacharidokat, koztiik a pektint savas, semleges, lugos
termikus feltarassal [Jordening et al. 2002] lehet oldhatova tenni. Az extraktumban
talalhatd poliszacharidok koziil a pektinszeri anyagokat alkoholos kicsapasssal lehet
kinyerni [Kertész 1951]. Az alkoholban oldhatatlan anyagok (alcohol insoluble solids,
AIS [Hilz et al. 2005]) tobbségét a pektinszerli poliszacharidok alkotjak. A kicsapast
tobbszor elvégezve tisztasagi foka javithatd. Kutatdmunkam elsd 1épéseként a savas,
lugos és vizes feltardsi modszereket hasonlitottam Ossze. Ehhez korabbi, cukorrépa
préselt szeletetbdl tortént feltarasi kisérleteink tapasztalatai alapjan savas (citromsav
pH=3), lugos (NaOH pH=9) ¢és semleges pH-ju desztillalt vizes extrakciot alkalmaztam.

Az extrakcidos méréseket 60 °C ill. 100 °C hémérsékleten is elvégeztem. A
60 °C-n végrehajtott mérések joval kisebb pektin kinyerést eredményeztek, mint a
100 °C-osak. Az extraktumot ezutan (3.3.1. é&bra) membréanos eljarassal ill.

vakuumbeparlassal (rotadeszt) koncentraltam, s a 25-30 % szdrazanyag tartalmu vizes
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oldatbol azonos tomegli etanollal kicsaptam a pektint. A pektin csapadékot lesziirtem,
vakuumszaritd segitségével a maradék etanolt eltdvolitottam, majd a pektint vizben
feloldva a kicsapast megismételtem. Minden kiindul6 anyagbol legalabb harom
parhuzamos mérést végeztem.

A magasabb héfokon végzett méréseknél leghatékonyabbnak a savas feltaras
mutatkozott, de nem sokban maradt el téle a semleges koriilmények alatt végzett
feltaras sem, aminek az oka az lehet, hogy a gyiimolcs torkolyok pH-ja eleve igen savas
volt.

fgy a tovabbi feltirasokat desztillalt vizes extrakcidval végeztem. A 4.1.1,
tablazatban a kiilonbozd forrasokbdl kinyert pektinekre vonatkoz6 adatokat foglaltam

0ssze. Az adatok minden esetben a kiindulé anyag 100 g témegére vonatkoznak.

4.1.1. tablazat: A pektinkinyerés soran nyert adatok

g kinyert pektin/

Pektin forras 100 g kiindulasi | pektin tartalom [%] irodalom
anyag

fekete ribizli 1,4+0,4 1,37-1,79 Lampitt et al. 1928
f?ke'tie ribizli 1,140,3 na.
torkoly
piros ribizli 1,3+£0,3 0,91-1,5 Lampitt et al. 1928
piros ribizli 0,95+0,2 n.a.
torkoly
malna 1+0,3 0,58-1,86 Lampitt et al. 1928
malna torkoly 0,9+0,4 n.a
szeder 1,4+0,5 0,68-1,89 Lampitt et al. 1928
szeder torkoly 1,2+0,3 n.a
bodza 3,1+0,6 3,96 Vuli¢ et al. 2008
bodza torkdly 2,94+0,6 n.a.

Osszehasonlitasként a gyiimolestorkdlyok mellett a gyiimolesdknél mért mérési
eredmények is szerepelnek a tablazatban, valamint az irodalomban talalt pektin tartalom
adatok is. Ahogy az vérhat6 volt, a gylimolcstorkoly esetén, valamivel kisebb pektin
hozamot kaptunk, mint a gylimolcsoknél. A kinyert pektinre vonatkozé atlag adatok
mellett feltiintetett szords értékek viszonylag magasak, ez az eljards Osszetettségének
tulajdonithatd. A tablazatbol lathatd, hogy pektintartalomra vonatkozé irodalmi adatok
meglehetdsen tdg hatarok kozt valtoznak. gy nem tiint szélszeriinek ezekre

vonatkoztatva extrakciés hozam értékeket szadmitani. Ehelyett a kinyert pektineket
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tovabbi analitikai vizsgalatoknak vetettem ald. Elsé 1épésként enzimes hidrolizist
végeztem, hogy az Osszes galakturonsav tartalmat meghatarozzam. Ezutan az egyes
pektineket trifluorecetsavval kezeltem, s a lebontds utan a monoszacharid
komponenseket HPLC-vel hatdroztam meg. Ennél az elemzésnél csak a semleges
monoszacharidok hatdrozhatok meg, a galakturonsav nem jelenik meg.

A fekete és piros ribizli torkolybdl kinyert pektinek esetén végeztem el az

Osszetételi vizsgalatokat, tovabba — 0sszehasonlitasként — kereskedelmi forgalmu citrus

pektinnél is. Az eredményeket a 4.1.2. tdblazat mutatja.

4.1.2. tablazat: A kiilonb6zo forrasokbdl eldallitott pektinek monoszacharid osszetétele

galakturonsav | ramndéz | arabinéz | mannoz glitkkoz/galaktoz

pektin
tomeg %

fekete ribizli 37,147,2 74423 | 57419 | 154434 31,4+7.5
torkoly
piros ribizli 49,7+7.9 024005 | 2,3+0,7 | 16,0442 25,3+7,1
torkoly
citrus 50,3+8,2 12404 | 8721 | 11,923 25,5+6,4

A kiilonb6z6 forrasokbol kinyert pektin galakturonsav tartalma tdg hatarok
kozott valtozhat, pl. citrus pektin esetén pl. 46 — 78 tomeg % [Iglesias, 2004],
napraforgé pektinnél 53 — 80 tomeg % [Iglesias, 2004], alma torkolynél 33 — 43
tomeg % [Marcon, 2005], fekete ribizlinél 20-51 témeg % [Hilz, 2005]. Az altalunk
meghatdrozott adatok is e tartok is e tartomdnyon beliil vannak. A galakturonsav mellett
jelenlévd semleges monoszacharidok koncentracidja is jellemzd az egyes pektinekre.
Az altalanosan el6forduld monoszacharidok: arabindz, ramndz, galaktéz, gliikoz,
mannodz. fukoéz és xiloz. A monoszacharid Ossszetételt nagymértékben befolyasoljak a
kinyerési koriilmények. A szakirodalomban a bogyosok koziil csak a fekete ribizlibdl
kinyert pektinre taldltam monoszacharid 0sszetételi adatokat [Hilz, 2005]. Ezek szerint
a friss gyiimolcsbdl nyert, alkoholban oldhatatlan frakciéban a gliikkéz tartalom (20
mol%) a legnagyobb, ezt kdveti a manno6z (13), ill. az arabindz (11), majd a galaktéz,
xil6z (6-6 mol%). A ramnoz illetve a fukoz tartalom elenyészo.

A tablazat egyes soraiban szerepld adatok Osszegezve nem adjék ki a 100 %-ot,
ez a kétféle eljaras Osszeadodd hibainak kovetkezménye. A meghatarozasokhoz
(legalabb) harom péarhuzamos mérést végeztem, ezek atlaga és a szoras lathatd a
tablazatban. Ez utobbi értéke tobb esetben meglehetdsen magas, ez a tobblépéses

kinyerés, illetve meghatdrozasi modszernek tulajdonithat6. A fekete és piros ribizli
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pektinnél a galakturonsav tartalom kisebb, mint a citrusndl. A semleges
monoszacharidok koziil xiloz illetve fukéz jelenlétét nem tudtam kimutatni. A HPLC
meghatarozasnal alkalmazott anioncseréld oszlop a gliikoz és a galaktéz mérését
bizonytalanna tette, mivel e két komponens ilyen koriilmények kozott epimerizalddhat,
igy ezek Osszegzett %-os eredményét tiintettem fel a tablazatban. A mannoéz esetén
mindkét ribizli fajtdnal magasabb értékeket kaptam, mint a citrusnal, arabindznal pedig
alacsonyabbakat. Kiugréan magas a ramnoz tartalma a fekete ribizli torkolybdl kinyert
pektinnek.

A pektinek fehérje tartalmat Folin-moddszerrel vizsgaltuk, s kidertlt, hogy 2,5-
4,5 %-ban jelen van fehérje is. A kinyert pektinek — a kereskedelmi forgalomban
kaphato fehér szinii citruspektintél eltéréen — szinesek, tehat szinanyagokat is
tartalmaznak. Ezek a vegyiiletek is megjelennek tehat az Osszetételi adatok kozott ( a
szines komponensek ezen feliil jelentdsen megnehezitik pl. a fehérjék, vagy keményitd
kimutatasat).

Ezek az egyéb komponensek azonban nem tesznek ki tobbet az adott pektin
készitményben, mint 10-15 %, s ez — amint az a kovetkezOkben kideriil — szamottevoen

nem befolyésolja a pektin legfontosabb tulajdonsagat, a gélképzést.
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4.1.2. Enzimes el6kezelés és gyumolcslé hozam optimalizalas

A pektindz enzimkészitményeket gyiimolcslé hozam noveld hatdsa miatt mar
régodta alkalmazzak az iparban [Alkorta et al. 1997; Kashyap et al. 2001]. Azt azonban,
hogy hazai ipari partneriink (Fitomark '94 Kft., Tolcsva) adott fajtaji bogyos
gyltimolcseinek (piros és fekete ribizli, malna, szeder) lényerésénél melyik kereskedelmi
forgalmu pektindz készitményt célszerli felhasznalni, enzim-optimalizalasi kisérlet
sorozattal kivantuk eldonteni a kutatdmunka keretein beliil. Ugy érzem, hogy ez a fajta
kutatas-fejlesztési munka fontos eredményekkel jarult hozzd a téma, ill. projekt
megvalositdsdhoz, noha nem tekinthetd szigorti értelemben vett 0 tudoményos
eredménynek, igy a tézisek kozott nem szerepeltetem.

Vizsgalataimban harom kiilonb6z6 komplex enzimkészitmény hatdsat

vizsgaltam meg a Iéhozam javitasdnak érdekében és gazdasagi szempontbdl egyarant.

Pectinex Ultra SP-L: A méréseket eldszor allandd hémérsékleten (40 °C) és 1
Ora rédzatasi id0 alatt hajtottam végre. Ahogy az 4.1.1. abran is lathato, 2,5 pl
enzimkészitménnyel vald kezelés mar latvanyos eredményhez vezet, ugyanakkor 50 ul
feletti enzimmennyis€g mar nem novelte tovabb a 1€hozamot. A razatasi 1d6
novelésével (4.1.2. dbra) nem nott ardnyosan a 1€éhozam. F¢l o6ra inkubalés utan 76,5%-

os 1éhozamot, mig két 6ra inkubalasnal is csak 79,2%-os 1éhozamot sikeriilt elérni.

100% 100%
80% - 80%
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E’ 60% - E 60% -
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9 40% 9 40%
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20% - 20% A
0% *—. 0% -

0l 25p| 5ul 10|.|I 25p| 100u|
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4.1.1. abra: Az enzimkoncentracio hatasa a 1éhozamra 4.1.2. abra: A razatasi ido hatasa a 1éhozamra
(40 °C, 1 6ra, 200 rpm, Pectinex Ultra Sp-L)

(40 °C, 200 rpm, 50 pl Pectinex Ultra Sp-L)

A homérséklet valtoztatasa kis mértékben befolyasolta az eljaras hatékonysagat.

A 4.1.3. 4bra is azt mutatja, hogy a hdmérsékletet ndvelésével kissé javul a I€hozam. A

gyakorlatban gyakran nincs méd a hdmérséklet szabalyozésara, ugyanakkor ezt az
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enzimet batran alkalmazhatjuk alacsonyabb héfokon is, mivel aktivitdsa nem csokken

lényegesen.

100%
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60%
40%
20%

0%

25°C 30°C 35°C 40 °C

[éhozam [%]

4.1.3. abra: A homérséklet hatasa a Iéhozamra
(200 rpm, 50 pl, 1 6ra, Pectinex Ultra SP-L)

Mycrozyme 200: Ez egy kozismert, bordszati szakboltokban beszerezhetd
enzimkészitmény. Mivel a borok és mustok pH értéke 2,8 - 3,5 értékhatarok kozott
mozog, ugy gondoltam, hogy alkalmazhatd lehet piros ribizli kezelésére is, annak
hasonl6é savassaga miatt (pirosribizli: 2,7 pH, fekete ribizli: 3 pH, malna: 3 pH, szeder:
4 pH).

A gyartd altal javasolt mennyiség 0,5-2 g/hl sz6ldmust. Ebben a
koncentracioban adagolva a piros ribizli péphez, nem tapasztaltam javulast a
léhozamban, igy a kdvetkezd Iépésben tizszeresére ndveltem az enzimkoncentracidt. A
4.1.4. 4bran is megfigyelhetd, hogy a megndvelt enzimkoncentracid mar jelentOs
mértékben javitotta a piros ribizli pép szlirhetdségét ¢és novelte a Iéhozamot.
Alacsonyabb héfokon (25 °C) ez az enzim joval kisebb aktivitdst mutatott, mint a

korabban vizsgalt Pectinex Ultra SP-L (4.1.5. dbra).
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4.1.4. abra: Az enzimkoncentracié hatasa a léhozamra
(40 °C, 1 6ra, 200 rpm, Mycrozym)
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4.1.5. abra: Két kiilonb6z6
hémérsékleten végzett mérés
osszehasonlitasa

(1 6ra, 200 rpm, Mycrozym)

Pektopol PT-400:A gyart6 altal ajanlott dozis 100-200 g enzim/t piros ribizli pép,

a kezelési hofok pedig 40-50 °C. Ezt a dozist, 5 pl nem higitott enzimet, alkalmazva

40 °C-on torténd kezelésnél 64,6 szazalékos 1éhozamot értem el, ugyanakkor tovabb

novelve az enzimkoncentraciét szamottevo javuldst mar nem figyeltem meg. A

méréseket megismétem 25 °C is, a kapott eredmények a 4.1.6. abran lathatok. A 4.1.7.

abra jol mutatja, hogy az enzim aktivitdsa szobahdmérsékleten joval alacsonyabb, mint

40 °C hémérsékleten. Ha az enzimet termosztalas nélkiil szeretnénk alkalmazni, akkor

célszeri kb. 2,5-3-szor tobb enzimkészitményt adagolni a gylimdlcspéphez, mint

amennyit a gyartd javasol.
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4.1.6. abra: Az enzimkoncentracio hatasa a 4.1.7.
léhozamra
(1 6ra, 200 rpm, Pektopol Pt-400)
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A harom enzimkészitmény osszehasonlitasa:

Az enzimkészitményeknek 0Osszehasonlithatonak kell lenniiik ahhoz, hogy
biztonsdggal meg tudjuk allapitani, melyik a legalkalmasabb a piros ribizli pép
kezelésére. Mivel a harom alkalmazott enzim koziil csak a Pektopol PT-400-nak az
aktivitas adata all rendelkezésemre, ugy dontdttem, hogy egy masik szempont szerint
teszek koztik kiilonbséget. Mivel az enzimek fehérjék, jo alternativanak tlint a
kiilonboz6 enzimkészitmények fehérjetartalmanak meghatarozasa.

A fehérje-meghatarozast Folin reagenssel végeztem. Arra az eredményre
jutottam, hogy a Pektopol PT-400 (240,14 mg fehérje/ml enzim) fehérje tartalma kozel
haromszorosa a Pectinex Ultra SP-L (87,96 mg fehérje/ml) enzim fehérjetartalmanak. A
Mycrozymet tiszta fehérjének lehet tekinteni, illetve mggenerje/ml enzim koncentracioban

nem tudtam feltlintetni, mivel egy por alaka enzimkészitményrdl van szo.
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4.1.8. abra: Az enzimkészitmények 6sszehasonlitasa
(3 mg fehérjének megfelelé enzimkészitmény, piros ribizli pép, 1 6ra, 200 rpm)

A 4.1.8. abran azonos fehérjetartalom mellett végzett mérések eredményeit
tiintettem fel. A 40 °C-on végzett kisérletek kozott 1ényeges kiilonbséget nem lehet
lehetett megfigyelni. Mycrozym 200-zal 62%-o0s 1éhozamot, Pektopol PT-400-zal
67,1%-0s 1éhozamot, mig Pectinex Ultra SP-L-lel 70,4%-0s 1éhozamot tudtunk elérni.
Szamottevé kiilonbséget csak a sziirések id6tartama kozott tapasztaltam. Mig a
Pectinexszel ¢és a Pektopollal kezelt piros ribizli pillanatok alatt leszlirddott, addig a
Mycrozymmel kezelt ribizlinek 10 perc sziirési id6 kellett. A 25 °C-on egyértelmiien a
Pectinex Ultra SP-L miikodik legeredményesebben, a hdmérséklet csokkenésével sem
valtozott az aktivitasa. Ezzel szemben a masik két enzimnél jelentds aktivitascsokkenést

lehet megfigyelni.
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Egy masik Iényeges szempont az enzimkészitmény ara (2006-ban érvényes arak)
¢€s beszerezhetdsége.

A Mycrozyme 200 Magyarorszagon kereskedelemben kaphat6d 38274 Ft/kg-os
egységaron, azonban mar 50 g-os kiszerelésben is beszerezhetd, melynek ara 1915 Ft.

A Pectopol PT-400 enzimkészitményt Lengyelorszagbol lehet beszerezni. Az
500 ml-es kiszerelés ara 35 zl + postakoltség.

A Pectinex Ultra SP-L 500 250 ml-es kiszerelésben 159 €-ba keriil.

4.1.3. tablazat: 1 kg piros ribizli feldolgozasahoz sziikséges enzim mennyisége és ara

Enzim 25°C 40 °C

Pectinex Ultra SP-L 170 ul/kg 25,2 Ft 170 ul/kg 25,2 Ft
Pektopol PT-400 670 ul/kg 3,4 Ft 170 ul/kg 0,87 Ft
Mycrozym 200 300 mg/ kg 11,5 Ft 100 mg/kg 3,83 Ft

A 4.1.3-as tablazatban azt a minimalis enzimmennyiséget tiintettem fel, ami
ahhoz sziikséges, hogy legaldbb 65 szazalékos 1€hozamot érjiink el. A tdblazatbol is
kitlinik, hogy a leggazdasagosabb, ha a valasztasunk a Pektopol PT-400-ra esik. Az
Osszehasonlithatosag érdekében Ft-ban tiintettem fel az arakat.

A megfeleld enzimkészitmény kivalasztasakor a hatékonysag mellett még
meghatarozo tényez0 volt a konnyli beszerezhetdség ¢és a kedvezobb ar. Ezen
szempontokat figyelembe véve a Pektopol Pt-400 enzimkészitmény bizonyult a
legalkalmasabbnak a gyiimdlcspépek kezelésére, a tobbi gylimolcs kezelésénél ezt
hasznaltam.

A fekete ribizli pektin tartalma ~1,8 g/100 g friss gyiimolcs, ami magasabb a
piros ribizli pektin tartalmanal (0,8 g/100 g friss gylimolcs) [Hilz et al. 2005]. A két
gylimolcs szarazanyagra nézve kozel egyenld (~22%). Ezeket az informéciokat
figyelembe véve végeztem a méréseket.

A gyartd javaslata szerint kb. 10 pl enzim sziikséges 30 g fekete ribizli
kezeléséhez ahhoz, hogy megfeleld 1éhozamot érjiink el. A mérések sordn azonban ez a
mennyiség kevésnek bizonyult, a gyari koncentracié6 haromszorosa volt csak hatasos.
Mig 10 pl enzim/30 g fekete ribizli koncentracional 27,5%-os 1éhozamot értem el, addig
30 pl/30 g fekete ribizli koncentraciondl mar 61,5%-o0s 1€éhozamot kaptam.

Milna kezelésekor a leirat szerint kb. 40 ul enzimet sziikséges 30g gyiimolcshoz

a megfeleld I¢éhozam elérése érdekében, ez azonban szintén kevés volt, a gyari
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koncentraci6 6tszordse volt csak hatdsos. Amig 4 pl enzim/30 g malna koncentracional
19,3%-0s 1éhozamot értem el, addig 20 pl/30 g fekete ribizli koncentracional mar
69,6%-s 1éhozamot kaptam.

A szeder enzimes kezelésére nem ad informéciot a leirat. Eldszor
szobahOmérsékleten razattam a gylimolesot eltérd enzimkoncentraciok mellett. A
maximalis 1éhozam kb. 57-59% volt 25 °C-on 30 pl enzim/30 g gyiimdlcs illetve

40 °C-on 20 pul enzim/30 g gyiimolcs koncentraciok mellett.

4.1.4. Tablazat: 1 kg gyiimolcs feldolgozasahoz sziikséges enzim mennyisége és ara

25 °C 40 °C
Gyiimolesok | Enzim koncentracié Ar(Ft) Enzimkoncentracio Ar
(nl/’kg) (ul/kg) (Ft)
Piros ribizli 670 34 170 0,87
Fekete ribizli 1670 8,5 1000 5,1
Malna 1000 5,1 334 1,76
Szeder 1000 5,28 667 3,52

A 4.1.4.-es tablazatban a minimalis enzimmennyiségeket tlintettem fel, ami
ahhoz sziikséges, hogy legaldbb 60 szdzalékos 1éhozamot érjliink el. Az ar az egy
kilogramm gyiimdlcs kezeléséhez sziikséges enzim mennyiségére vonatkozik.

A tablazatbol jol kivehetd, hogy a legkevesebb enzimre piros ribizli kezeléséhez

van szlikség.
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4.2. Pektinkészitmények jellemzése

Az eldallitott pektineket tovabbi vizsgalatoknak vetettem ala, hogy a kiilonb6z6
forrdsokbdl szdrmaz6 pektineket jellemezni tudjam. A kinyert pektin szinét a CIE 1986-
os szabvany szerint mértem, a szinezettségért felelds antioxidans hatast vegyiileteket
fotometrids analitikai modszerekkel hataroztam meg. A pektinek észterezettségi

fokanak megallapitdsahoz titralasos ill. FT-IR médszert alkalmaztam.

4.2.1. A pektin porok, oldatok és gélek szinkoordinatainak értékelése

A bogyods gylimolcsokbol, torkolyokbol szarmazd pektineknek van egy eldnye a
tobbi hagyomanyosan elterjedt pektinnel szemben. Ahogy a fényképen is latszik
(4.2.1. abra), szines termékekrdl van sz6, amely akér elényt jelenthet a tobbi szintelen
termékekkel szemben. A felhasznéalas sordn, pl. zselé készitésekor elkeriilhetd a

mesterséges szinezd anyagok hasznalata.

4.2.1. abra: Por alaku alma, cukorrépa, piros és fekete ribizli pektinek

A szin az élelmiszeriparban felhasznalasra keriild termék egyik legfontosabb
érzékszervi jellemzdéje. A feldolgozasi folyamat sordn az adott termék szintartalma
sokat valtozhat, a termék elveszitheti szinét. Vizsgalataimban a kiindulasi pektinporok
és az abbol eldallitott oldatok és gélek szinmérését is elvégeztem, és a kapott
eredményeket a kovetkezokben foglaltam Ossze.

Az é4brékon kiilonbozd jelolések lathatdak. A C* vagyis a kroma érték a szin
telitettségrol nyujt informaciot. Az L* jelolés a szin vilagossagardl ad informéciot, amit
a szem retindjara esé sugarintenzitds hataroz meg, a hulldmhossztol fiiggetleniil

[Lasztity et al. 1987].
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A C* ¢értéken belill az a* és b* koordinatdk a piros illetve sarga szinek
részesedésérdl adnak informacidt, azaz a szinarnyalatot tiikkrozik [Voss 1992].
Az 4brakon hasznalt jelolések:

FR2 Fekete ribizli pektin (vizes feltaras)

FR Fekete ribizli pektin (mikrohullamu kezelés, Szeged)
B Bodza (pektin) Szeged

Sz Szeder pektin

M2 Malna pektin (vizes feltaras)

M Malna pektin (mikrohulldmu kezelés, Szeged)

PR Piros ribizli pektin

C Citrus pektin (kereskedelmi)

A Alma pektin (kereskedelmi)

Pektin porok szinkoordinatdinak elemzése:

Az L*-C* koordinidta rendszerben ébrazolt (4.2.2. é&bra) pontok
elhelyezkedésébdl 1athato, hogy a szegedi és veszprémi fekete ribizli és malna pektinek,
valamint a bodza ¢és szeder pektinek szinpontjai egy csoportot képeznek a kis
vilagossagl és alacsony kromajua, tehat sotét sziirke, sotét barnds tartomanyban. A piros
ribizli és a kontrollként hasznalt citrus pektin por nagy vilagossagi tényezdjii és mellette
alacsony kroméju. A szintén kontrollnak hasznalt alma pektin pora jelentdsen sotétebb a
citrusnal és szinezetdusabb is, ami egy jelentés b* sarga koordinata értékben
jelentkezett mérésnél.

30

30

25 oA 25 *A

20 20
b151 esz fRam 15

oM
10 oFR opr*C w0l *°€ oM
*B * PR & M2
5 5 ®sz
B
0 ‘ : ; ; ; ®FR ® FR2
35 45 55 65 75 85 95 0 ‘
L 0 5 a 10 15

4.2.2. abra: A Kiilonb6zo6 pektin porok szinkoordinatainak abrazolasa
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1%- s pektin vizes oldatok szinkoordinatainak elemzése:

Az L*-C* 4bra (4.2.3. 4bra) alapjan lathat6, hogy a minték kozil a piros ribizli
¢és a kontroll citrus pektin oldat csaknem azonos értékii nagy vildgossagli minta, nagyon
alacsony kroémaval, tehat ebben a rétegvastagsagban, ebben a koncentracidban attetszo.

Az almapektin oldatanak vildgossdg mértéke hasonld a citrus pektinéhez, egy
kicsit nagyobb kréma mellett, amit itt is a sarga koordinata értékének nagysagabol ered.
A 6 sotét szinli pektin oldat ebben a koncentracioban ¢€s rétegvastagsagban szinesebb,

kisebb vilagossagu, tehat sotétebb.
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20 30 40 | 50 60 70 0 ° 10 I 20 % 30

4.2.3. abra: A Kkiilonb6z6 pektinoldatok szinkoordinatainak abrazolasa

A 4.2.4. 4dbran a kiilonbozd forrasokbdl eldallitott pektinek 1%-os oldatarol

készitett kép lathato.
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4.2.4. abra: Kiilonbozo6 pektinekbdl eldallitott 1%-os oldatok
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A kiilonbozo pektinekbol eldallitott gélek szinkoordinatainak elemzése:

A szegedi és veszprémi fekete ribizli, bodza, malna pektinek géljei sotétek €s
alacsony kromajuak (4.2.5. abra). Az alma gélje kevésbé sotét, jelentdsen nagyobb
szinezettel. A piros ribizli pektin gélje nagy vilagossagl, alacsony szinezetii.

A kontrollként mért citrus pektin gélje a legvildgosabb és hasonloan alacsony

szinezetdussagu, mint a piros ribizli pektinbdl készitett gél.
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4.2.5. abra: A kiilonb6z6 pektinekbdl eléallitott gélek szinkoordinatainak abrazolasa

A 20 egységnyi kromaju (C*) piros ribizli 10 egységgel nagyobb piros
koordinataval (a*) rendelkezik a hasonld szinezetdiissagu citrus pektin géljéhez képest.

Bér az L*-C* alapjan mindketté nagyon vildgos és attetsz6 1 cm rétegben fehér
hattérnél, de az a*- b* abra mégis kimutatja, hogy mig a citrus pektinbdl készitett gél
inkabb sarga (b*=20, a* csaknem nulla), addig a szintén attetsz0 kis szinezeterdsségi
piros ribizli pektin gél rozsaszin.

A 4.2.6. abran a pektinekbdl készitett gélek fotdja lathato. Kiilondsen a fekete

ribizli és bodza pektinbdl eldallitott gélek szinezete érdemel emlitést.
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4.2.6. abra: Kiilonb6z6 pektinekbdl eloallitott gélek

] | |

A szinjellemzés Osszefoglalasaként a 4.2.1-es téblazatba tiintettem fel a
kiilonboz6 pektin porok, gélek és oldatok szamitott szinezeti szog értékeit. A 0 fokos
szinezeti szognek a vords-lila, a 90 fokosnak a sarga, a 180 fokosnak a kékeszold

valamint a 270 fokosnak a kék szin felel meg.

4.2.1. Tablaza: A vizsgalt pektin porok, oldatok, és gélek szinezeti szog értékei

hab hab hab
por | oldat gél

pektin

Mikrohullamu kezelés:

Fekete ribizli 16,82 | 26,06 | 2,12
Bodza 36,54 | 21.96 | 27,95
Malna 60,79 | 65,48 | 51,56
Piros ribizli 49,7 | 51,28 | 62,62
Citrus 86,68 | 62,99 | 87,30
Alma 70,14 | 87,65 | 66,82
Vizes feltaras:

Fekekte ribizli 8,63 | 18,85 | 3,87
Malna 37,95 | 59,22 -
Szeder 23,04 | 41,04 -

Az adatok jol mutatjak, hogy a porok, oldatok és gélek szinezete a voros-lila és

sarga szindrnyalatok koz¢ esik, valamint a feketeribizli €s bodza pektinek szinezetét a
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voros-lila szindrnyalatokkal lehet jellemezni ellentétben a kereskedelemben kaphato
pektinek (alma, citrus) szinezetével, amelyek a sarga szinarnyalattal jellemezhetd.

Ez az eredmény, valamint az oldatokrdl és gélekrdl késziilt fotok mindenképpen
arra engednek kovetkeztetni, hogy egy esetleges élelmiszerben (pl. zselés cukor,
tortazsel¢) vald felhasznalasnal feleslegessé valhat a kiillonbozé (mesterséges)
szinezbanyagok hozzdadésa a termékhez, mivel azt - természetes modon - tartalmazza a

pektin.

4.2.2 Antioxidans aktivitas, osszes fenol és antocianin tartalom

A szines gylimolcstorkolyokbol kinyert pektinek szinezékei — feltételezésem
szerint — antioxidans aktivitdssal rendelkeznek, igy azon feliil, hogy természetes
szinezékek, eldnyds hatast lehet emberi fogyasztasuk is. Az ilyen irdnya kutatds
[International Berry Health Benefits Symposium 2007] nem uj keleti és szamos
tudoméanyos eredményt adtak mar kozre az antocianinok egészséget kedvezden
befolyasold  (rdkmegel6z6, oOregedést  késleltetd, gyulladéscsokkentd,  stb.)
tulajdonsagairol.

Ahhoz, hogy megbizonyosodjak az 1j pektinkészitményekben talalhato
szinanyagok tényleg antioxidast hatassal rendelkeznek, egy méréssorozatot végeztem.
Az antioxidans aktivitds meghatarozasahoz az Un. FRAP modszert alkalmaztam, s
emellett mértem az egyes mintdk Osszes fenol és antocianin tartalmat is. A
meghatarozasokat a szines pektin mintdkon kiviil — 0Gsszehasonlitas céljabol —
elvégeztem a kiindulasi gyiimolcsokre is. Az eredményeket a 4.2.2. tablazat 6sszegzi. A
tablazatban feltiintettem néhdny szakirodalmi adatot is, amelyek a gylimolcsokre, ill

gylimolcslevekre vonatkoznak.
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4.2.2.tablazat: Antioxidans (FRAP), fenol és antocianin tartalomra vonatkozé adatok

Minta FRAP Osszes fenol Antocianin
Fekete ribizli 1€
21,76 mmol AS/1 2,5 g GAE/ 1,79 g/1)
(Banvolgyi, 2009)
6,2 mmol (1,1 g) AS/1
Fekete ribizli 1€ 0,7 g GAE/ 1,38 g/l
Fekete ribizli 1,5 mg/g
(Buchert, 2005) gyimolcs
Pektin fekete
o 32 mg AS/g 35 mg GAE/g 0,4 mg/g
ribizli torkolybol
Piros ribizli 60,2-63,3 umol AS/g 1,1-1,2 g GAE/100g 7,5 mg/ 100 g
(Pantelidis, 2007) széaraz anyag szaraz anyag gyiimolcs
Piros ribizli & 1,3 mmol (240 mg) AS/I 0,67 g GAE/ 430 mg/1
Pektin piros ribizli
90 mg AS/g 80 mg GAE/g 0,4 mg/g

torkolybsl

A téblazatban szerepld adatokat igen nehéz Osszevetni, hiszen az eldkezelési

eljarast nem mindeniitt irjak le a szerzdk kelld alapossaggal rdaadasul a koncentracio

adatok vonatkoztatasi alapja sem mindeniitt egyértelmii. A fekete ribizlire vonatkozo

antioxidans (FRAP) és Osszes fenol tartalomra minddssze egyetlen adatot talaltam,

ehhez hasonlitva az altalam a fekete ribizli lére meghatarozott értékek joval

alacsonyabbak. Az antocianin tartalom viszont jo egyezést mutat. A piros ribizli esetén

még bizonytalanabb irodalmi értékekkel talalkoztam.

A fekete és piros ribizli torkolybdl kinyert pektinekben is meghatarozhato volt

mindharom érték, ami azt jelenti, hogy feltevésiink beigazolodott: a pektinben jelenlevd

szinanyagok nagy része antioxidans tulajdonsagu, s a fenol illetve antocianin tipusu

vegyliletek k6z¢ sorolhato.
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4.2.3. Az észterezettségi fok meghatarozasa

Ahhoz, hogy a pektint az iparban, mint zselésitd, slritd anyag fel lehessen
hasznalni, nélkiilozhetetlen az adott pektin észterezettségi fokanak ismerete.

Amint kordbban mar leirtam, a pektinek feltarasa magas hdéfokon rovid ideig
tortént, illetve a feltdrads sordn nem alkalmaztam sem savas, sem lugos koriilményeket.
Ez azért is fontos informdcid, mivel a magas hOmérséklet és alacsony pH
[Yapo et al. 2007] nagymértékben befolyasolja a feltart pektin mindségét. Kutatok
[Levigne et al. 2002] azt tapasztaltdk, hogy savas illetve lugos koriilmények mellett a
pektin molekuldhoz kapcsol6dd metanol és ecetsav csoportok hidrolizalhatnak, igy
csokkentve a feltart pektin észterezettségi fokat.

Az észterezettségi fok meghatdrozasdhoz a kutatd munkam soran kétfajta
modszert valasztottam. Az egyik egy egyszerli, szinte barmelyik laboratoriumban
elvégezhetd titralasos modszer, a masik pedig egy nagymiiszeres FT-IR spektrometrias

uton torténd meghatarozas.

Absorbance Units
0.15 020 025 0.30
| |
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4.2.8. abra: Malnatorkolybdl nyert pektin teljes IR-spektruma
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4.2.9. abra: A kiilonboz6 pektinek FT-IR spektruma az 1800-800 cm™'-es tartomanyban
A 4.2.8-as abran malna torkolybdl nyert pektin teljes IR spektruma lathatd. A

429-es 4bran a vizsgalt pektinek 1800-800 cm™ tartoméanyban kapott FT-IR
spektrumai lathatoak kinagyitva és egymas fol¢ tolva. A sziirke szinnel jeliilt 1730-1760
hulldmszam® tartomanyban talalhatd adszorpcios savért az észterezett karbonil
csoportok a felelések, ugyanakkor a lila szinnel jelolt, 1630-1600 hulldamszamnal
lathato savot a karboxilat ion rezgése okozza.

A 4.2.3. tdblazatban adtam meg a kiilonbozd pektinek észterezettségi allapotat.
Ahol a két mddszerrel nyert eredményeket egymas mellett tiintettem fel. A szézalé¢kos

értékek a teljes poliszacharid molekulara vonatkoznak.

4.2.3. tablazat: A Kkiilonb6z6 pektinek észterezettségi foka

Pektin forras (Elrk:[‘E;/ﬁ]) (ﬁﬂgé)s])
Piros ribizli (torkoly) 75,8 65
Piros ribizli 85,7 85
Fekete ribizli (torkoly) 73,8 68
Fekete ribizli 83,5 77
Szeder (torkoly) 81,7 81
Malna (torkoly) 78,8 75
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A két moddszerrel nyert eredményeket Osszehasonlitva kijelenthetd, hogy az
FT-IR spektrometerrel mért értékek a magasabbak, valamint ez az eltérés torkolybol
nyert pektinek esetében kisebb, illetve nem szamottevo.

Az enzimes elOkezelés hatassal volt a pektin észterezettségi fokara is. Az adatok
fekete ribizli valamint piros ribizli pektin esetében is azt mutatjak, hogy kb. 10%-kal
csokkent a feltart pektin észterezettségi foka abban az esetben, ha a feltaras torkolybol
tortént, de még ezek a pektinek is magas észterezettségi fokunak tekinthetok.

Mind a piros ¢és fekete ribizli valamint a malna és szeder pektinek is nagy
észterezettségi fokunak tekinthetdek, 50%-os érték felett vannak, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy nem sziikséges sok, pl. kdlcium ion jelenléte a gélesedési

folyamathoz.
Az észterezettségi fok hatdsa az enzimes lebonthatosdagra:

A kovetkezd 1épésként megvizsgaltam az észterezettségi fok hatdsat az enzimes
lebonthatdségra.

Ahhoz, hogy a mérési eredményeket hitelesen 0Ossze tudjam hasonlitani,
megvizsgaltam a natur, tehat nem észtermentesitett pektinek enzimes lebonthatdsagat is
teljesen hasonld reakcid koriilmények mellett, majd a kapott eredményeket

Osszehasonlitottam. A vizsgalt pektinek minden esetben torkolybdl szarmaztak.
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torkolyokbol szarmazo pektinek esetén a poligalakturondz enzim joval lassabban bontja
a nem kezelt, tehat nagyobb észterezettségi fokt pektint, a kezdeti reakcidsebesség

sokkal lassabb. A kisebb észterezettségi foku citrus pektin esetében viszont az észter-
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4.2.10. abra: Esztermentesitett és natir pektinek enzim Kkatalitikus lebontasa
2,17 g/1, 0,02 g PG enzim

A diagramokbol is (4.2.10. &bra) jol kivehetd, hogy bogyds gyiimolcs-

mentesitésnek nincs jelentds hatasa a reakcio lefutasara.
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4.3. A pektin enzimes lebonthatésaganak vizsgalata

A pektint bonté enzimeket évtizedek oOta sikeresen alkalmazzak az iparban. A
pektindz enzimekrdl kinetikai viselkedésiik szempontbdl azonban még csak nagyon
kevés informacio 4ll rendelkezésiinkre. A cukorrépa pektin lebontasat komplex
enzimkészitménnyel mar vizsgaltdk kutatok [Baciu et al. 2004], és arra az eredményre
jutottak, hogy termékinhibicid 1ép fel a reakcid soran. A termékinhibicié kiméréséhez
galakturonsavat adtak a kiinduldsi reakcidelegyhez, €s szintén megvizsgaltak a reakcid
lefutasat. Arra azonban nem adtak valaszt, hogy az enzimkészitményben 1évo
kiilonbozé enzimek (pektin-lidz, poligalakturonaz, pektin-észterdz, hemicellulaz ¢és
celluldz) koziil pontosan melyiket gatolhatja a keletkezd termék. A pektinek
lebontasdban a poligalakturondzoknak nagy szerep jut, mivel ezek képesek a
galakturonsav egységeket Osszetartd glikozidos kotések hasitdsara. A vizsgalataim soran

a hangsulyt ennek az enzimfajtanak a vizsgélatara helyeztem.

4.3.1. A razatott lombikos kisérletek értékelése

A pektin enzimes hidrolizise vizes koOzegli, egy szubsztratos reakcionak
tekinthet6. A viz végtelen feleslegben van jelen. A méréseknél alkalmazott enzim
tisztitott endo-poligalakturondz volt. Ez az enzimtipus a pektinlanc barmely szakaszan
képes kotéseket hasitani, igy el6fordulhat, hogy a keletkezett termék nem
galakturonsav, hanem oligo-galakturonat lesz. Ezt mindenképpen érdemes figyelembe
venni. A reakciok nyomonkovetése redukald cukor tartalom méréssel tortént, ami
magaban foglalja annak a lehetdségét, hogy a mért redukald vég nem egy molekuldhoz
tartozik, hanem oligo-galakturonsavhoz.

Els6 1épésben citrus pektin, mint modell pektin lebonthatdsagat vizsgaltam meg,
amit piros ¢€s fekete ribizlitorkolybdl feltart pektinek hidrolizisének tanulmanyozasa
kovetett.

A reakciokinetikai vizsgalatokat mind modell pektin (citrus) mind a sajat piros
¢s fekete ribizli torkolybdl feltart pektinek esetében is hasonld mérési koriilmények
mellett végeztem el. A bogyds gylimdlesokbdl feltart pektineket észterezett é&s
észtermentesitett formaban is vizsgaltam. A kisérletek bemutatasahoz a piros ribizli

pektin hidrolizisekor kapott eredményeket hasznalom fel.
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A rézatott lombikos mérések eredményei alapjan lefutasi gorbéket vettem fel. A

crer

redukalo6 cukor tartalmat (galakturonsav) az 1d6 fliggvényében (4.3.1. ébra).

1,6
1,4 1

1,2 1

redukald cukor koncentracio (g/l)
(=]
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0,6 1
0,4 -
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4.3.1. abra: A piros ribizlitorkoly pektin hidrolizis lefutasi gorbéi, eltéré kezdeti
szubsztrat koncentracié mellett
(50 °C, 150 rpm, 1,5 éra reakciéidd, 0,001g/1 enzim koncentracio)

Minden egyes pektin lebontdsa soran nagyobb kezdeti szubsztrat
koncentracional nagyobb reakcié sebességet és nagyobb hozamot figyeltem meg,
ugyanakkor azt vettem észre, hogy a kapcsolat a reakcid sebesség €s a szubsztrat
koncentracio kozott nem linedris. Novelve a kezdeti szubsztrat koncentraciot a kapott
hozamok értéke azzal nem nétt ardnyosan. 100%-o0s konverziot egyik pektin esetében
sem lehet elérni, mivel a pektineket nem csak galakturonsav egységek épitik fel.

A piros ribizlitorkoly pektin péld4janal maradva 1 g/l —es kezdeti pektin
koncentracional kozel 65%-os konverzidt értem el, mig 4 g/l —es kezdeti szubsztrat
koncentracional ez az érték lecsokkent kozel a felére, azaz 34,7%-ra. Ez a tendencia
minden altalam vizsgalt pektin esetében elmondhato. Ezen eredmények is arra engednek
kovetkeztetni, hogy nagy valdszintiséggel inhibicio 1€p fel a reakcid soran, igy tovabbi

kisérleteket végeztem.
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4.3.2. A termékinhibicio és a kinetikai paraméterek meghatarozasa

A kovetkez6 1épésben tehat inhibicios mérések kovetkeztek. A vizsgalat célja az
volt, hogy megbizonyosodjak arrdl, valoban termékinhibicio 1ép-e fel a reakcid sordn és
annak mekkora a mértéke.

Az inhibici6 kiméréshez kiillonboz0 mennyiségli galakturonsavat adtam a

crer

1id6beni lefutasat.
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4.3.2. abra: A termékinhibicié tanulmanyozasa
(1 g/l piros ribizlitorkély pektin, 50 °C, 150 rpm, 1,5 6ra reakcidéidé, 0,001g/1 enzim koncentracio)

A 4.3.2 4bran jol lathato, hogy a galakturonsavnak jelentds inhibicios hatasa van
a reakcidra. Minél tobb terméket adunk a reakcidelegyhez, annal lassabban jatszodik le
a reakcid, tehat a poligalakturondz altal végzett pektin hidrolizis soran termék inhibicid
1ép fel.

A 4.3.1. tdbladzatban a kiilonb6zd kezdeti pektin és hozzaadott galakturonsav
koncentracio mellett elért konverzidkat tlintettem fel. A tablazatbol is jol kivehetd, hogy
novelve a kezdeti szubsztrat, illetve a hozzaadott kiindulasi galakturonsav

koncentraciot, az elért konverzio jelentdsen csokkent.
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4.3.1. tablazat: A mért konverzio értékek piros ribizlitorkoly pektin enzimes lebontasa soran
(50 °C, 150 rpm, 1,5 éra reakci6idé, 0,001 g/l enzim koncentracid)

Pektin Hozzaadott galakturonsav [g/l]
koncentracio

0 0,5 1 2
/1]
1 64,4% 63,5% 46,3% 39,1%
2 46,3% 36,7% 27,7% 22,2%
4 34,7% 21,37% 14,23% 9,8%

A kisérleti adatokbol (lefutasi gorbék) kiszdmoltam a kezdeti reakciod
sebességeket (4.3.3. abra), és a Lineweaver-Burk transzformaciot alkalmazva a kapott

adatokat dbrazoltam (4.3.4. dbra).
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szubsztrat (g/l)

4.3.3. abra: A kezdeti reakcidsebesség eltéré GS koncentraciéo mellett (piros ribizlitorkoly pektin)

Az 4.3.4.-es abran lathato, hogy az 1/v egyenesek kozel azonos pontban metszik

az ordinata tengelyt, tehat nagy valdszintiséggel kompetitiv termékinhibiciordl van szo.
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4.3.4. abra: Lineweaver-Burk linearizalas (piros ribizlitorkoly pektin)

A Michaelis-Menten modellt kompetitiv termék inhibiciéval kiegészitve a

kovetkezo egyenletet kapjuk:

\% max(S )
Vi =
Ki+ (1
Ko KD gy
I

2 reakciosebesség
S szubsztrat koncentracio
I inhibitor (termék) koncentracid

Vimax maximalis reakciosebesség
K Michaelis-Menten konstans

K; inhibicids konstans

A Lineweaver-Burk linearizdlast haszndlva meghataroztam a paramétereket,

amelyeket a tdblazatban (4.3.2. tablazat) foglaltam Gssze.
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4.3.1. tablazat: A kapott kinetikai paraméterek

Pektin K [g/1] | Vmax [g/1¥min] | K [g/]
Citrus 8,3 1,06 3,13
Citrus* 3.5 0,23 1,05
Piros ribizlitorkoly 0,48 0,19 0,88
Piros ribizlitorkoly

(észtermentesitett) 0,48 0.47 0,93
Fekete ribizlitorkoly 0,79 0,31 0,94
Fekete ribizlitorkoly

(észtermentesitett) 0,95 0,82 1,04

A kapott értékeket szerettem volna irodalmi adatokkal is Osszehasonlitani,
azonban ezzel az enzimkészitménnyel ez idaig nem végeztek kinetikai méréseket. A
csillaggal jelolt citrus pektinhez tartoz6 értékek irodalmi adatok, azonban az alkalmazott
enzim a pektines 100L komplex enzimkészitmény volt, amire mar kordbban utaltam. Az
azonban mindenképpen jol lathatd, hogy az altalam ¢és az irodalomban megtalalhato
adatok egy nagysagrendbe esnek. A két kiilonbozd enzimkészitménnyel végzett
mérésbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a termékinhibicid az irodalomban kozolt
mérések esetében is nagy valoszinliséggel a poligalakturondz enzim mikodése kézben
1épett fel.

Lathato, hogy a kiilonféle forrasbol szarmazo pektineknél a kapott kinetikai
paraméterek értéke eltérd, az észtrmentesités hatasa elsdsorban a maximalis
reakciosebességnél szignifikdns. A tovabbi eltéréseket a pektinek kozott 1évo

strukturalis differencidk okozhatjak.
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4.4. Pektin enzimes hidrolizisének vizsgalata membran
reaktorban

Koréabban [Bélafi-Bako et al. 2002] mar sikeresen alkalmaztunk lap-membrén és
kapillaris membran modulokat poliszacharidok enzimes hidrolizisére. Mivel pektin
hidrolizise soran erds termékinhibici6 1ép fel, ezért kézenfekvd megoldasnak tlint

megvizsgalni a reakciot membran bioreaktorban.

4.4 .1 Citrus pektin hidrolizis vizsgalata membran reaktorban

El6szor citrus pektin, mint modell pektin hidrolizisét vizsgaltam meg.

A folyamatos miikddtetés megvaldsitasa érdekében a 4.4.1. &bra szerinti.
termosztalt siklapmembran modult alkalmaztam. A reaktorban a szubsztratoldat
mennyiségét egalizatorral szabalyoztam. A fluxussal ardnyos szubsztrat rataplalassal
ugyanis lényegesen megnovelheté a rendszer hatékonysaga. A mérési koriilmények
teljesen megegyeztek a razatott lombikban végzett kisérletekkel. 2 g/l kezdeti szubsztrat
koncentracioji citrus pektin oldatot keringettem a 0,01 m’ membranfeliiletii

lapmembran bioreaktorban, a kovetkezds paraméterek mellett: 4,1 pH értékii citrat

puffer, 50 °C hémérséklet, szubsztrat-enzim arany 20.
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4.4.1. abra: A membran bioreaktor berendezés egalizatorral
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A terméket tartalmaz6 reakcid elegyet cirkuldltattam a termosztalt lapmembran
primer oldaldln és a galakturonsav oldatot a membran szekunder oldalan gytjtottem
0ssze. A transzmembran nyomads, vagyis a membran két oldala kozt 1évo

nyomaskiilonbség 100 mbar volt.
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4.4.2. abra: A fluxus valtozasa citrus pektin hidrolizisekor membran reaktorban
(4,1 pH, 150 rpm, 50 °C, 0,01g enzim, 2g/l szubsztrat koncentracio)
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4.4.3. abra: A reakcié alatt képzodott galakturonsav mennyisége az id6 fiiggvényében
(4,1 pH, 150 rpm, 50 °C, 0,01 g enzim, 2g/l szubsztrat koncentracié)

Az adott id6 alatt képzdodott galakturonsav mennyiségét és a fluxust, amit a
permeatum mennyiségébdl szamoltam ki a a 4.4.2. és 4.4.3. dbran abrazoltam. Lathato,
hogy 50 o6ra reakcio6 id6 alatt is megbizhatéan miikddtethetd a berendezés, az enzim jo

stabilitast mutatott.
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A galakturonsav termék (mint vizes oldat) fokozatosan gyiilt 6ssze a permeatum
oldalon, és az egész folyamat alatt tobb mint 2,5 1 permeatumot gytijtdttem Ossze. A
folyamatos hidrolizis kézben a fluxus lathatéan csokkent, de komoly eltomddést nem
tapasztaltam a hosszi miikodés alatt.

A produktivitasi adatokat a szakaszos €és folyamatos miikodés soran képzodott
galakturonsav mennyiségbdl szdmoltam ki. A rdzatott lombikban végzett kisérleteknél
6,9 Zrermek/h Zenzim, @ membran bioreaktoros kisérleteknél 9,7 giermek/h Zenzim €rtékeket
kaptam, ami 40,6 szézalékkal nagyobb, mint az elsd esetben. A térfogati produktivitasi
értékek is hasonld aranyt mutattak ki, hiszen a reaktortérfogat és az enzim mennyiség is

ugyanannyi volt a rdzatott lombikos €s a membran bioreaktoros kisérleteknél.

4.4.2 Vakuum alkalmazasa pektin membran reaktorban térténé hidrolizise
soran

4.4.2.1. A vakuum hatasa a fluxusra

A termék elvételi sebesség novelése ¢és az esetleges eltomddés (fouling)
esélyének csokkentése lehetséges a membran feliilet/reaktor térfogat aranyanak
novelésével illetve a transzmembran nyomas (TMP) emelésével.

Jelen esetben a masodik megoldast valasztottam. A TMP novelése kétféle uton
is lehetséges. Lehet a retentditum oldalon talnyomast alkalmazni, illetve a permeatum
oldalon vakuumot kialakitani. A permeatum oldalon torténd vakuum kialakitas
energetikai ¢és gazdasagi szempontbol is eldnydsebb. Ha példaul a membran primer
oldalan 500 mbar talnyomast hozunk létre, akkor a szekunder oldalon 1évé nyoméashoz
képest 1,5 szer nagyobb nyomadst tudunk kialakitani. A szekunder oldalon ugyanekkora
vakuum létrehozéasaval 2 szer nagyobb nyomaskiilonbséget lehet kialakitani a membran
két oldala kozott.

Ezen okbol a permeatum oldalon enyhe vakuum alkalmazéasa mellett dontottem,

hogy a fluxust €s vele egylitt a produktivitast is megnoveljem.
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4.4.4. abra: A desztillalt viz és pektin oldat fluxus értékeinek valtozasa a transzmembran nyomas
valtozas fiiggvényében

Desztillalt vizet, majd pektin oldatot (2 g/l fekete ribizlitorkoly) cirkulaltattunk a
membran primer oldalan és a kapott fluxus értékeket abrazoltunk a transzmembran
nyomas fliggvényében (4.4.4. dbra). A desztillalt viz esetében a vakuum ndvelésével
aranyosan nétt a fluxus értéke. A kapott egyenes meredekségébdl meghataroztam a
hidraulikus membran ateresztési értéket, ami 7,4 1/m?*bar*min-nak adédott.

A pektin oldat esetében 250 mbar nyomas értékig aranyosan valtozott a fluxus,
azonban ennél nagyobb vakuumnal egyensuly allt be. A tovabbi méréseket ekkora TMP

mellett hajtottam végre.

0,8
0,7 -
= 0,6 - m vakuum
E 05 - alkalmazéasaval
£o04-
4
x 0,3 1 0O vakuum
=02 alkalmazasa
' nélkdil
0,1
0 il
4 12 24 32
id6 [h]

4.4.5. abra: A fluxus valtozasa az idé fiiggvényében
(4,1 pH, 150 rpm, 50 °C, 0,01 g enzim, 2g/l szubsztrat koncentracio)
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A 4.4.5. dbran a mért fluxus értékeket hasonlitottam 6ssze vakuum alkalmazasa
nyert pektin oldatot keringettem. Jol lathat6, hogy vakuum alkalmazasakor hétszer
nagyobb fluxus értékeket értem el. A fluxus nagysaga a kétnapos mikddtetés alatt
vakuum alkalmazéasa nélkiil lecsokkent a kezdeti érték 62 szazalékara, mig 250 mbar
permeatum oldali vadkuum mellett kevesebb, mint 10 szazalékos csokkenést

tapasztaltam.

4.4.2.2. Folyamatos pektinbontas membran reaktorban vaikuum alkalmazasa
mellett

A citrus pektin membran reaktorban torténd hidrolizis tapasztalatait felhasznalva
az altalam eldallitott pektinek (piros és fekete ribizlitorkdly) enzimes lebonthatosagat is
megvizsgaltam. A most alkalmazott berendezés (4.4.6. ¢s 4.4.7 abra) a kordbban
alkalmazott rendszerrel szinten teljesen megegyezett. A permeatum oldalon azonban

vakuumot hoztam létre vakuum szivattyl segitségével.

»
»
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betaplald
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—

A 4 Y
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4.4.6. abra: Membran bioreaktor berendezés egalizatorral és vikuummal
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4.4.7. abra: A membran reaktor miikodés kozben

A Kkisérleteket elsének 2 g/l-es koncentracidju fekete ribizlitorkoly pektin
oldattal végeztem. Harom eltéré miikddési koriilmény mellett vizsgaltam meg a reakcio

lefutasat a membran reaktorban. A kapott fluxus értékeket a 4.4.1. tdblazat tartalmazza:

4.4.1. tablazat: A maximalis fluxus értékek eltéré miikodési koriilmények mellett (TMP: 250 mbar)

Folyamatos vakuum alkalmazasakor elért maximalis fluxus: | 0,7 dm’/min m*

Vakuum szakaszos alkalmazasakor az atlag fluxus: 0,27 dm’/min m”

Vakuum nélkiil elért legnagyobb fluxus: 0,11 dm’/min m”

Folyamatos vakuum alkalmazéasakor tobb mint 20 1 permeatumot gytijtottem
0ssze 50 6ra miikodési ido alatt, azonban a galakturonsav képzddés sebessége nem volt
aranyban a termeék elvétel sebességével. Ezért a vdkuum szakaszos alkalmazasa mellett
dontottem. Minden fél oraban 10 percig volt vakuum alatt a rendszer. Ily mdédon a
galakturonsav képzddés sebessége kozel azonos volt a galakturonsav elvétel
sebességével. Ebben az esetben 7,8 1 permeatum gytilt 6ssze.

Az utobbi miikddési feltételek mellett megvizsgaltam a piros ribizli és fekete
ribizlitorkoly pektin valamint a citrus pektin enzimes lebontasat is membran reaktorban,

majd megallapitottam a produktivitasi értékeket.

4.4.8. abra: A reakcié alatt képzodott galakturonsav mennyisége az id6 fiiggvényében
(4,1 pH, 150 rpm, 50 °C, 0,01 g enzim, 2 g/l szubsztrat koncentracio)
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A 4.4.8. abran a kiilonboz6é pektinek lebontasa soran képzodott galakturonsav
mennyisége redukald cukorban kifejezve lathatdo az id6 fliggvényében. Az értékeket
minden esetben a korabban mért adatokhoz adtam hozzd (kumuldlt adatok) és azt
abrazoltam az 1d6 fiiggvényében. Jol lathatd, hogy a mitkddtetés elsd 10 orajaban kozel
linearisan nétt a redukalo cukor tartalom a permeatumban, késébb a novekedés mértéke

lassult, de kisebb mértékben.

4.4.2 tablazat: A kapott produktivitasi értékek
(4,1 pH, 150 rpm, 50 °C, 0,01 g enzim, 2 g/l szubsztrat koncentracio)

Pektinek produktivitas [eermek /N*enzim]
Citrus pektin (razatott lombik) 6,9
Citrus pektin MBR (véakuum nélkiil) 9,7
Citrus pektin MBR (vakuum) 25,8
Fekete ribizli pektin MBR (vakuum) 24,3
Piros ribizli pektin MBR (vakuum) 19,4

A kapott produktivitasi adatokat a 4.4.2. tdblazat foglalja 0Ossze; vakuum
alkalmazésa mellett 2-2,5 nagyobb produktivitsi értékeket értem el, dsszehasonlitva a
kapott adatokat, mint vakuum nélkiil. Ezek a magas produktivitdsi adatok —

véleményem szerint — nem csak a megnovelt traszmembran nyomdsnak koszonhetok,
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hanem valdszintileg a vakuum szakaszos mitkddése (ki/be kapcsolasa) is kedvezd hatast
gyakorolt a rendszerre. Ugyanis a vdkuum alatti miikddés soran a membran primer
oldalan felépiilé plussz ellenallast jelentd réteg (gélréteg) a vakuum kikapcsolasakor
fellazulhat, a rlszecskék visszajuthatnak a fotomegbe, s igy a membranszeparacio
hatékonyabba valhat.

Az eredményekbdl egyértelmiien arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy érdemes
membran rektorban pektint hidrolizalni, mivel igy sokkal nagyobb produktivitas érhetd

el és a termék inhibicio is kivédheto.
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5. Osszefoglalas

Ebben a doktori munkaban a bogyods gyiimolcsok (piros és fekete ribizli, malna,
szeder, bodza) feldolgozéasanal keletkezé melléktermékek hasznositasa volt a cél, s ezen
beliil is a pektin tartalmuk kinyerése és annak jellemzése. E hulladékhasznositasi 1épés
beiktatasaval a rendkiviil értékes gylimolcsok feldolgozasa kornyezetvédelmi
szempontbol is eldnydsebbé tehetd (kevesebb hulladék képzddik), valamint a pektin,
mint termék — lehetdség szerint kornyezetbarat, veszélyes hulladékképzddés nélkiil —
eldallitasa hozzéjarul a gyliimolcs feldolgozas gazdasagossaganak javitasahoz.

Elsé 1épésként a savas, lugos és vizes feltarasi modszereket hasonlitottam Ossze,
majd a kiilonbozd forrasokbol szarmazd pektinek extrakcidos hozamat és tisztasagat
vetettem Ossze. A leghatékonyabbnak a savas feltards mutatkozott, de nem sokban
maradt el téle a semleges pH-n végzett feltards. A kornyezeti és gazdasagossagi
szempontbol is legeldnydsebb vizes feltards esetén azonban gliikéz igen csekély
mennyiségben van jelen az oldatban. Ezen okbdl a vizes feltaras mellett dontottem.

Az eldallitott pektineket tovabbi vizsgalatoknak vetettem ala, hogy a kiilonb6z6
forrasokbol szarmazo pektineket jellemezni tudjam.

A kinyert pektinek szinét a CIE 1986-os szabvany szerint mértem, a
szinezettségért felelés antioxidans hatdsu vegyiileteket fotometrids analitikai
modszerekkel hatdroztam meg ¢és megallapitottam, hogy antioxiddns hatéssal
rendelkeznek.

A pektinek észterezettségi fokanak megallapitdsdhoz titralasos ill. FT-IR
modszert alkalmaztam. Mindkét moddszerrel arra az eredményte jutottam, hogy az
altalam vizsgalt gyiimolestorkolyokbdl magas érszterzettségi foki (EF> 50%) pektinek
allithatok eld, illetve a torkolybdl feltart pektinek észterezettségi foka alacsonyabb.

A pektint bont6 enzimeket évtizedek Ota sikeresen alkalmazzak az iparban. A
pektindz enzimekrdl kinetikai viselkedésiik szempontjabol azonban még csak nagyon
kevés  informéci6  all  rendelkezésiinkre. =~ A pektinek lebontdsdban a
poligalakturonazoknak kulcsszerep jut, mivel ezek képesek az egységeket Osszetartd
glikozidos kotések elhasitasdra. A vizsgéalataim sordn a hangsulyt ennek az
enzimfajtanak a vizsgalatara helyeztem.

Els6 1épésben citrus pektin, mint modell pektin lebonthatdsagat vizsgaltam meg

tisztitott poligalakturonaz enzimmel. Ezt kovette a piros és fekete ribizli torkolybol
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kinyert pektinek, valamint e pektinek észtermentesét kovetd hidrolizisének
tanulmanyozéasa €és a kinetikai, valamint az inhibicios paraméterek meghatarozasa. A
kiilonféle forrasbol szarmazo pektineknél a kapott kinetikai paraméterek értéke eltérd,
amelyet valdsziniileg a gyiimolcs pektinek kozott 1évo strukturalis eltérés okoz.

Korabban mar sikeresen alkalmaztunk a Miiszaki Kémiai Kutat6 Intézetben lap-
membran ¢és kapillaris membran modulokat poliszacharidok enzimes hidrolizisére.
Mivel pektin hidrolizise soran erds termékinhibicio 1ép fel, ezért kézenfekvd
megoldasnak tlint megvizsgalnom a reakciot membran bioreaktorban.

Az enzimes pektin hidrolizist 0,01 m® felilletéi siklap tipusi termosztalt
bioreaktorban valdsitottam meg, szabad poligalakturondz enzimmel. A membran képes
volt az enzimet visszatartani, viszont az alacsony molekulatomegii anyagok, mint a
galakturonsav konnyen atjuthattak rajta. A kevert reaktorban levd szubsztrat oldat
szintjét mechanikus kiegyenlitével szabdlyoztam. A membran szekunder oldalan enyhe
vakuumot (0,25 bar) alkalmaztam szakaszos lizemeltetéssel.

Osszehasonlitva a kapott adatokat vakuum alkalmazasa mellett 2-2,5 nagyobb
produktivitasi értékeket értem el, mint vakuum nélkiil. A kapott produktivitas értékek:
25,8; 24,3; valamint 19,4 giermex/h*Zenzim citrus, fekete ribizli és piros ribizlitorkoly
pektin hidrolizis esetén.

A kutatomunka 0Osszefoglaldsaként elmondhatd, hogy sikeriilt a gylimolcslé
gyartas folyamatat egy melléktermék hasznositd 1épéssel kombinalni, mely soran uj,
szines készitményeket allitottam eld, valamint e készitmények enzimes lebontasaval egy

értékes terméket, a galakturonsavat nyertem.
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Tézisek
Pektinek kinyerése és enzimes hidrolizise

1. Teézis

Uj pektinkészitményeket allitottam elé piros (Ribes rubrum) és fekete (Ribes
nigrum) ribizli, malna (Rubus ideaus) €s szeder (Rubus fruticosus) feldolgozasa soran
keletkezett torkolyokbol forrd vizes extrakcidval (100 °C, 0,5 h). A kinyert szines
pektinek galakturonsav tartalma 37,4 és 49,7 tomegszazalék kozott volt, mig semleges
monoszacharid dsszetételiiket tekintve ramnoz, arabindz, manndz, gliikoéz és galaktéz

tartalom volt a jellemzd. [4,9]

2. Tezis

Az eléallitott 1j pektinkészitményeket szinezettség alapjan jellemeztem,
valamint a teljes fenol €s antocianin tartalmukat meghataroztam, és bebizonyitottam,
hogy antioxidans aktivitassal (FRAP modszer) rendelkeznek. Megallapitottam a
kiilonbozd pektinkészitmények észterezettségi fokat FT-IR spektroszkopidval valamint
hagyomanyos titralasos modszer segitségével. A mérések soran kapott értékek 65 % és

85,7 % kozé estek.

3. Tezis

Megvizsgaltam az 10j pektinkészitmények enzimes lebonthatosagat Aspergillus
nigerbdl szarmazd tisztitott poligalakturonaz enzimmel (50 °C, 0,001g/l enzim) és
megallapitottam, hogy a pektin enzimes hidrolizise egy szubsztratos reakcionak
tekinthetd, valamint a reakci6 soran kompetitiv termékinhibicio 1ép fel. Ezen
ismereteimet felhasznalva meghatdroztam a kinetikai allandok (Ky,, vmax, Ki) értékeit:
[1,2,3,4,7]

Ko [g/1] Vmax [&//min] K [g/1]

Citrus 8,3 1,06 3,13
Piros ribizlitorkoly 0,48 0,19 0,88
Piros ribizlitorkoly (észtermentesitett)  0.48 0,47 0,93
Fekete ribizlitorkoly 0,79 0,31 0,94
Fekete ribizlitorkoly (észtermentesitett) 0,95 0,82 1,04
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4. Tezis

A pektin folyamatos hidrolizisét 0,01 m® feliiletii siklap tipusu ultrasziir§
membranbdl dsszeallitott termosztalt membran reaktorban valositottam meg, mely soran
sikeriilt a fellépd termékinhibicidt visszaszoritani €s igy az enzimre vonatkoztatott
produktivitast 40,6 szdzalékkal sikeriilt megndvelnem a razatott lombikos mérésekhez
képest citrus pektinnél. A citrus pektin mellett piros és fekete ribizli pektin hidrolizisét
1s megvalositottam a membran reaktorban. A fluxus és vele a produktivitas tovabbi
novelésének érdekében a membran szekunder oldalan szakaszosan vakuumot
alkalmaztam. Ily médon miikodtetve a membranreaktort még magasabb értékeket
kaptam: 25,8, 24.3 és 19,4 g termék /h g enzim citrus, fekete és piros ribizlitorkolybol
kinyert pektin hidrolizise esetén. [1, 2, 3, 7]
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Theses
Extraction and enzymatic hydrolysis of pectin
1. Thesis
New pectin substrates were extracted from the press residues of red (Ribes
rubrum) and black currant (Ribes nigrum), raspberry (Rubus ideaus) and black berry
(Rubus fruticosus) by boiling water (100 °C, 0.5 h). The galacturonic acid content of the
pectins is in the range of 37.4 and 49.7 w/w %, and it contains other monosaccharides

like, rhamnose, arabinose, mannose, glucose and galactose, as well.

2. Thesis

Novel pectin substates were characterised by colour, total phenolic (FRAP
method) and antocianin content. I have concluded that the pectins have antioxidant
activity. Degree of esterification (DE) of the pectins was determined by titirimetric
method and Fourier transformed infrared (FT-IR) spectroscopy respectively. The DE

values of the pectins have been found to be in the range of 65 and 85.7 %.

3. Thesis

I have investigated the hydrolysis of the pectin substrates by purified
polygalacturonase from Aspergillus niger (50 °C, 0.001g/1 enzyme). It was found that
enzymatic reaction could be described by the quasi one substrate Michaelis-Menten
kinetic model completed with product inhibition. The reaction kinetic parameters (K,
Vmax» K1) were determined as follows:

K [g/l] Vimax [g/l/mln] Ky [g/l]

Citrus 8.3 1.06 3.13
Red currant 0.48 0.19 0.88
Red currant (deesterified) 0.48 0.47 0.93
Black currant 0.79 0.31 0.94
Black currant (deesterified) 0.95 0.82 1.04
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4. Thesis

I have carried out the continuous pectin hydrolyses in a flat-sheet enzyme-
membrane bioreactor (0.01 m” active surface area) to eliminate product inhibition. The
efficiency of the continuous pectin hydrolysis in case of citrus pectin was found 40.6%
higher than of the batch reaction. The hydrolysis of pectin substrate from red and black
current were investigated in the same set up. To enhance flux and productivity vacuum
was used in the secondary side of the membrane. I have found out the values of the
specific productivity: 25.8, 24.3, 19.4 product /h g enzyme for citrus, black and red

current pectins, respectively.
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Fiiggelek

R mondatok:

11: Ttzveszélyes.

20: Bel¢legezve artalmas

22: Lenyelve artalmas.

31: Savval érintkezve mérgez6 gazok képzédnek

34: Egési sériilést okoz.

35: Sulyos égési sériilést okoz.

36: Szemizgato hatasu

38: Borizgato hatasu.

40: A rakkelté hatas korlatozott mértékben bizonyitott.

23/24: Belélegezve és borrel érintkezve mérgezd

23/24/25: Belélegezve, borrel éréintkezve és lenyelve mérgezd

24/25: Borrel érintkezve €s lenyelve mérgezo

25: lenyelve mérgezd (toxikus)

36/37/38: Szem- és borizgato hatasu, izgatja a 1égutakat.

36/38: Szem- és borizgato hatasu.

37/38: Borizgato hatasu, izgatja a 1égutakat

39/23/24/25:Belélegezve, borrel érintkezve és lenyelve mérgez6: nagyon stlyos maradandé
egészségkarosodas okozhat

41: Sulyos szemkarosodast okozhat

50/53: Nagyon mérgez6 a vizi szervezetekre, a vizi kornyezetben hosszan tartd karosodast okozhat.
52/53: Artalmas a vizi szervezetekre, a vizi kdrnyezetben hosszantarté karosodast okozhat

S mondatok:

1/2: Elzarva és gyermekek szamara hozzaférhetetlen helyen tartando

2: Gyermekek kezébe nem kertilhet

6: . .. alatt tartand6 (az inert gazt a gyart6 hatarozza meg)

7: Az edényzet hermetikusan lezarva tartando

9: Az edényzet jol szelldztethetd helyen tartando

16: Gyujtoforrastdl tavol tartando. Tilos a dohanyzas

22: Az anyag porat nem szabad belélegezni

24/25: Keriilni kell a borrel vald érintkezés és szembejutast

26: Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni

27: A szennyezett ruhat azonnal le kell vetni/venni

28: Ha az anyag a bérre kertil, . . . -val/vel bdven azonnal le kell mosni (az anyagot a gyarto hatarozza
meg)

36: Megfeleld védooltozetet kell viselni

36/37: Megfeleld védooltozetet és véddkesztytit kell viselni

37/39: Megfelel6 védokesztytit €s szem-/arcvédot kell viselni

39:Szem, arcvédot kell viselni

45: Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvoshoz kell fordulni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell
mutatni.

60: Az anyagot és/vagy edényzetét veszélyes hulladékként kell artalmatlanitani.

61: Kertilni kell az anyag kornyezetbe jutasat. Lasd a kiilon hasznalati utasitast/biztonsagi adatlapot



