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1 BEVEZETES

Az emberiség évszazadok oOta kutatja a hosszu élet titkat, a Kaukazusi népek életmodja és
étrendje remek perspektivat kinal ezen ,titok” felfedezéséhez. Az Abhazok a mai Grizia
teriiletén €16 autonom kozosségek, akik hosszu életli népeirdl hiresek. A kaukazusi emberek
¢letmodjanak tanulméanyozasa soran megallapithato, hogy egyik pozitiv tényezd az étrendjiikre
vezethetd vissza, ugyanis a friss z6ldségek és gylimolcsok fogyasztasa mellett mindennapi
italuk az erjesztett kecske-, tehén-, vagy birkatejbdl késziild matzoni. Az erjedési folyamatok
sordn az enzimes reakciok vezetnek a tej Osszetételének valtozasahoz. Ezen italok
elkészitésében a tejsavbaktériumok - féleg a Lactobacillus-ok - jatszanak szerepet.

Természeti népekkel ellentétben a modern tdrsadalomban elterjedtek a civilizacios betegségek,
melynek gyokere a mozgasszegény ¢Eletmddban és a helytelen taplalkozasban rejlik.
Napjainkban egyre tobb figyelem iranyul az élelmiszerek egészségre gyakorolt hatasaira, amely
az ¢lelmiszerkutatds egyik fontos teriilete, hiszen itt az élelmiszerek Osszetevdi mellett az
emberi szervezetre gyakorolt pozitiv és negativ hatédsai is kimutathatok.

A modern analitikai modszerek kulcsfontossagtiak az ¢élelmiszerek 0Osszetételének és
tulajdonsagainak meghatidrozasaban, ezaltal lehetdséglink van az élelmiszerek biologiai
hatdsainak megértésére és az egészségiigyl eldnydk pontosabb meghatdrozasara. Az
orvostudomany ¢és a tapladlkozastudomany egylittmiikodése azt a célt szolgalja, hogy
megismerjiik az élelmiszer Osszetevok egyiittes kdlcsOnhatésait, biologiai aktivitasukat,
valamint az egészségre gyakorolt hatdsait és azok kdvetkezményeit.

Az élelmiszer alapanyagok szamos olyan bioldgiailag aktiv dsszetevot tartalmaznak, amelyek
kiemelked6 fontossaggal birnak az emberi szervezet szdmara. Ezek koz¢ tartoznak az dsvanyi
anyagok, a prebiotikumok és az antioxiddnsok, amelyek kulcsszerepet jatszanak az egészség
megorzésében ¢és a betegségek megeldzésében. Az élelmiszerek megfeleld feldolgozasa és
tarolasa létfontossagu ahhoz, hogy megérizzék tapértékiiket, és ne veszitsék el biologiai
aktivitasukat. Az élelmiszerfeldolgozas feladata, nemcsak az izek és textirak kialakitasa,
hanem az aktiv bioldgiai hatdsu Osszetevok megdrzése is. Ez vezetett a funkciondlis
¢lelmiszerek létrehozdsdhoz, amelyeket kifejezetten az egészséget tamogatd célokra
fejlesztettek. A funkciondlis élelmiszerek olyan élelmiszerek, amelyeket kiilonbozo
vitaminokkal, 4svanyi anyagokkal, antioxidansokkal vagy probiotikumok hozzaaddséaval
dusitanak. Ezen élelmiszerek nem csupan taplaloak, hanem olyan bioldgiai hatdsokkal is

rendelkezhetnek, amelyek eldsegitik az egészséges allapot kialakitasat és fenntartasat.



Az élelmiszerek biologiailag aktiv dsszetevdinek kutatisa és hatdsmechanizmusaik megértése
fontos teriilet. Az egyik legaktudlisabb kutatési teriilet az igynevezett bioaktiv peptideinek
vizsgalata, amelyek bizonyitottan pozitiv hatast gyakorolnak az emberi szervezetre. A bioaktiv
peptidek olyan fehérje fragmensek, melyek biologiai aktivitdssal rendelkeznek. Az
¢lelmiszerekben taldlhatd peptidek egészségiigyi elényeik révén hozzajarulnak taplalékaink
funkcionalis tulajdonsadgaihoz. A tejsavbaktériumok fehérjebonté enzimrendszeriikk révén
katalizaljdk a fehérjék lebontasat. A proteolizis szerepet jatszik a fehérje hidrolizatumok
eléallitasdban is, amelyek soran bioaktiv peptidek keletkezhetnek. A megfeleld enzimek
alkalmazasa és kornyezeti feltételek biztositasa lehetdvé teszi a bioaktiv peptidek hatékony és
célzott eldallitasat, ami fontos a funkciondlis élelmiszerek fejlesztése szempontjabol. A
bioaktiv peptidek szamos egészségmegdrzdé - antioxiddns, immunmoduldlo, valamint
vérnyomas- ¢€s gyulladdscsokkenté — tulajdonsagokkal rendelkeznek. Az antioxidansok
segithetnek a szervezetben csokkenteni a szabad gyokok kéros hatasait, hozzajarulva az
oregedési folyamatok lelassitdsdhoz és a kronikus betegségek kockazatanak csokkenéséhez. Az
immunmodulalé peptidek erdsithetik az immunrendszert és segithetnek a fert6zések elleni
védekezésben.

A Lactobacillus fajok protedz aktivitdsanak tanulmanyozésa lehetdséget kinal a kiilonb6zd
funkcionalis élelmiszerek kifejlesztésére, amelyek bioaktiv OsszetevOik révén pozitivan
befolyasoljak az egészséget.

Ezek az ismeretek inspirdltak arra, hogy szakdolgozatom kisérletei soran probiotikus
Lactobacillus torzsek protedz aktivitasat tanulmanyozzam, valamint, hogy mélyebb ismereteket

szerezzek a protedz enzim szintézisét befolyasolo kornyezeti feltételekrdl.



2 CELKITUZES

A tejfehérjék hidrolizdtumai olyan funkciondlis Osszetevoket tartalmazhatnak, amelyek
pozitivan hatnak az egészségre. A bioaktiv peptidnek szdmos egészségiigyi elOnyt
tulajdonitanak, igy nagy jelentdséggel birnak az élelmiszeripari kutatdsok és fejlesztések
teriiletén. A bioaktiv peptidek eldallitasdban és kinyerésében részt vevd protedz enzimeknek
kulcsfontossagu szerepiik van, ezért a proteolitikus aktivitassal rendelkezé mikroorganizmusok
részletes tanulmanyozasa és az enzimes folyamatok optimaldsa elengedhetetlen feladat. A
kutatomunkam célja olyan Lactobacillus torzsek szelektalasa, melyek protedz aktivitassal
rendelkeznek ¢és enzimkészletik révén hozzdjarulhatnak a bioaktiv peptidek hatékony

eldallitasahoz. Ennek érdekében a kovetkezo részfeladatokat terveztem megvaldsitani:

1. Probiotikus Lactobacillus torzsek proteolitikus aktivitdsanak gyors screenelése
agardiffuziés modszerrel. Az eredmények alapjan egy igéretes torzs kivalasztasa
részletes vizsgalat céljabol.

2. Proteédz aktivitas meghatarozasra alkalmas modszer adaptélésa.

3. A kivélasztott torzs protedz aktivitdsanak vizsgalata szubmerz fermentaciok soran
kiilonb6z6 kornyezeti feltételek mellett.

4. A proteaz termelés szempontjabol igéretes Lactobacillus torzs kiillonbozd Osszetételln
tapkozegeken torténd szaporodasi tulajdonsdgainak vizsgéalata a kapott biomassza
hozamok alapjan.

5. Osszefiiggés keresése a kiilonbdzo tapkdzeg Osszetételek és a feltételezhetd protedz

aktivitasok kozott.



3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Atej

A tej az eml0s €161ények tejmirigyeinek a valadéka, amely bonyolult dsszetételli folyadék és az
utédok taplalasara szolgal. A tej alapvetd élelmiszer és a vildgon a legszélesebb korben
forgalmazott termék. A kiegyensulyozott étrend elengedhetetlen része, mivel szamos értékes
Osszetevot tartalmaz: kalciumot, D-vitamint (dusitott formdban), fehérjét, B-vitamint, A-
vitamint, riboflavint, és foszfort. Egészségiigyi elonyeit a benne taldlhatd fehérjéknek
tulajdonitjak, melyek nemcsak a tapértékiik, hanem biologiai tulajdonsagaik miatt is nagyon

fontosak.

3.1.1 A tej osszetétele és tejtermékek eloallitasa

A tej 87%-ban vizbol. 4%-ban lipidekbdl és 9%-ban vizben old6do vegyiiletekbdl (fehérje,

laktoz, 4svanyi anyagok és vitaminok) all. A tehéntej kémiai Osszetételét az 1. tdblazat mutatja.

1. tablazat A tehéntej kémiai 6sszetétele (Csap6 et al., 2014)

Osszetevék %
viz 87,5

tejcukor 4,6

zsirok 3,8

fehérjék 3.3
asvanyi anyagok 0,8
zsirmentes szarazanyag 8,8
szarazanyag 12,5

Kolloidkémiai értelemben a tej polidiszperz emulzid. Diszperzids fazisdban taldlhatdak a
fehérjék, melyek vizoldhatosdguk miatt konnyen szétvéalaszthatdak, kazeinre és tejsavod
fehérjékre. A diszperzids kozeg a viz, melyben oldott allapotban vannak az 4svanyi sok, a
vitaminok ¢€s a tejcukor. Durva diszperz rendszerét a zsirfazis alkotja. (Csapo et al., 2014)

A tej ¢és tejtermékek feldolgozdsa soran a tejfehérjékben fizikai-kémiai véaltozasok
kovetkezhetnek be. A pontos feldolgozasi koriilményektdl fiiggben a tejsavo és/vagy kazein
modosulasai magukban foglalhatjdk a denaturaciot, aggregaciot, glikaciot, oxidéaciot,

térhalosodast, racemizaciot és defoszforilaciot.



A tejfeldolgozasi technologia soran homogenizalassal csékkentik a tejzsirgdmbok méretét, igy
egyenletesen oszlathat6 el a tejzsir a folyékony tejmatrixban. A pasztérozés célja a korokozok
elpusztitasa és az endogén enzimek inaktivalasa. A tej hokezelése soran a tejet 72 °C-ra
felmelegitik ¢s minimum 15 masodpercig hon tartjadk (HTST). A legtobb orszdgban azonban az
ultramagas hémérsékleten valé kezelést (UHT) alkalmazzak, amely soran a tejet 135-150 °C-
ra melegitik (2 s), igy a termék aszeptikus kortiilmények kozotti eltarthatosaga tovabb ndvelhetd.
Az erjesztett tejtermékeket tejsavbaktérium torzsekkel allitjak eld. A tejsavbaktériumok
tejsavat termelnek, amely csokkenti a pH-t és eldsegiti az alvadast, ezenkiviil a tejfehérjék is
hidrolizalédnak, igy tulajdonképpen a novekedésiikhoz elengedhetetlentil sziikséges

aminosavakat és peptideket szabaditanak fel. (Auestad & Laymand, 2021)

3.1.2 Tejfehérjék

A fehérjéket altalaban huszféle aminosav épiti fel, ami tartalmaz legalabb egy amino-, ¢és
karboxilcsoportot. A fehérjék elsddleges szerkezetét az aminosavak kapcsolddasi sorrendje
hatdrozza meg, a benniik létrejové amidkotés, a peptidkotés. A kialakult lanc egyik végén
amino- a masik oldalon karboxilcsoport taldlhatd, ezt N-, és C- terminalisnak is nevezik.
Masodlagos szerkezetiik a-hélix és B-redok altal 1étrehozott szerkezet, amelyet a peptidlanc
gerinc részének atomjai kozotti hidrogén hidak biztositanak. Nemcsak a gerinc kdzott, hanem
az oldallancok kozotti kapcsolatok adjak a harmadlagos szerkezetét a fehérjéknek. A
feltekeredett polipeptid lancok dsszekapcsolodnak, ez a komplex adja a fehérjék negyedleges
szerkezetét. (Szarka & Wunderlich, 2013)

A tehéntejben talalhato fehérjék koriilbeliil 80%-at a kazein, a maradék 20%-at tejsavo fehérje
teszi ki. A kazein, a latin caseus sz6bol szdrmazik, ami sajtot jelet. Foszfoproteinek csaladjaba
tartozo, hidrofob vegyiilet. A kazein frakcionalhato alfa-S1, alfa S2 kazeinre, béta kazeinre,
valamint kappa kazeinre. A tejsavofrakcidban taldlhatdo fehérjék koziil a legtobbet
tanulmanyozott az alfa-laktalbumin (a-Lac), a laktoferrin és a glikomakropeptid, melyek nagy
része bioaktiv tulajdonsaggal rendelkezik. (Auestad & Layman., 2021) A bioaktiv

tulajdonsaggal rendelkez6 tejkomponenseket az 1. dbra mutatja.
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1. abra: Bioaktiv tulajdonsaggal rendelkezd tejkomponensek (Murtaza et al., 2022 nyoman)

A bioaktivitassal rendelkez6 peptidek hozzdjarulnak az emésztérendszer, sziv- és érrendszer,

immunrendszer €s idegrendszer egészséges mikodéséhez.

3.2 Tejsavbaktériumok

Tejsavbaktériumok (Lactic Acid Bacteria, roviditve: LAB) Gram-pozitiv, nem spéra képzo,
palca vagy kokkoid alaku, aerotelerans vagy anaerob mikroorganizmusok. A LAB egy nagyon
heterogén csoportja a baktériumoknak, amely szdmos nemzetséget foglal magaba. Ezek k6zds
tulajdonsaga, hogy a cukrok lebontasakor tejsav keletkezik. A tehéntej tartalmazza az 6sszes
vitalis tapanyagot a tejsavbaktériumok szdmara, igy komplex tdpkdzegnek tekinthetd. A
tejiparban a tejsavbaktériumokat starter kultiraként szandékosan adjék a tejhez, igy szdmos
fermentalt tejtermék eldallitdsa valik lehetové, ezaltal novelhetd ezen élelmiszerek
eltarthatosdga, valamint elfogyasztdsuk hozzédjarulhat az emésztérendszer egészséges
miikodéséhez. A tejtermékek eldallitdsa mellett kiemelt szerepiik van kiilonb6z6 ndvényi alapa
erjesztett élelmiszerek pl. savanyt kaposzta és céklatermékek gyartdsaban is.

A tejsavbaktériumok energiatermelése a tejsavas erjedés utjan valosul meg, azaz a
szénhidratokat oxigén hidnyaban tejsavva bontjadk. A glikolizis soran pirosz6éldsav (C3H4O3)
keletkezik, amely egy oxokarbonsav, gy redukalodik, hogy az oxocsoport felvesz két hidrogén
atomot, a kettds kotése felszakadasa révén hidroxi csoport lesz beldle és ennek eredményeként

létrejon a tejsav (C3HeO3), azaz egy hidroxi-karbonsav. A tejsavbaktériumok esetében két



utvonalon torténhet a szénhidratok lebontasa. Az egyik a homofermentativ Gtvonal amikor is a
lebontas a glikolitikus uton valosul meg és a végtermék tejsav lesz. Heterofermentativ erjedés
a pentoz foszfat uton torténik. Ebben az esetben a sejtekbdl hidnyoznak az aldoldz és a
tridzfoszfat-izomeraz enzimek, de ugyanakkor foszfoketolaz enzimmel rendelkeznek. Ez az
erjedési mod gazképzddéssel jar. A keletkezett végtermékek (etanol, ecetsav és tejsav)
valtozdak lehetnek ¢€s kiilonb6zé mennyiségben fordulhatnak eld. A tejsavbaktériumok gliikoz

lebontasanak lehetséges anyagcsere utjait mutatja az 2. dbra. (Deak, 2006)
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2.abra: (A) homo, és (B) heterofermentativ erjedés folyamata (Deak, 2006)

Mivel a tejsavbaktériumok nem képesek az Osszes sziikséges aminosavat szintetizalni
novekedésiikhoz, ezért a LAB-nak az erjedési folyamat sordn le kell bontani a tejfehérjéket
peptidekké €és aminosavakka, mivel csak a szabad aminosavakat és a kis molekulatomegii
peptideket tudjak tapanyagforrasként hasznositani. A fermentacio soran keletkezd peptidek -
amelyeket a baktériumok nem hasznositanak - a fogyasztok kiilonbozé élettani funkciodit
tamogathatjadk. A metabolizmusuk proteolitikus utvonalak segitségével torténik, a fehérjében

kotott aminosavak hasznositasat a proteaz €s peptidaz enzimkomplex teszi lehetévé (3. abra).
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3.abra: Kazein lebontésa a tejben az aminosavak eléallitasdhoz (Pritchard & Coolbear, 1993)

3.3 Lactobacillus nemzetség

3.3.1 Lactobacillus nemzetség taxonomiaja

A Lactobacillus nemzetség a tejsavbaktériumok egyik kiemelkedd élettani és technologiai
jelentdségli csoportja, amely tobb mint 261 fajt és 29 alfajt foglal magéba, amelyek fenotipusuk,
okologiai és genotipusuk tekintetében rendkiviil valtozatosak. A ,,Lactobacillus” éltalanos
kifejezés minden olyan organizmus megjelolésére, amelyet Lactobacillak kozé soroltak 2020-
ig.

Tobbfazisu megkdzelités alapjan javasoljak a Lactobacillus nemzetség 25 nemzetségbe torténd
atsorolasat, beleértve a modositott Lactobacillus nemzetséget, amely magéaban foglalja a
gazdaszervezethez adaptalodott Lactobacillus delbrueckii és Paralactobacillus csoportot és 23
1) nemzetségként emlegetett szervezetet, amelyek a Holzapfelia, a Amylolactobacillus, a
Bombilactobacillus, a Companilactobacillus, a Lapidilactobacillus, a Agrilactobacillus, a
Schleiferilactobacillus, a Loigolactobacillus, a Lacticaseibacillus, a Latilactobacillus, a
Dellaglioa, a Liquorilactobacillus, a Ligilactobacillus, a Lactiplantibacillus, a
Furfurilactobacillus, a Paucilactobacillus, a Limosilactobacillus, a Fructilactobacillus, a
Acetilactobacillus, a Apilactobacillus, a Levilactobacillus, a Secundilactobacillus és a

Lentilactobacillus elnevezéseket tartalmazzak.



Javasoljak tovabba a Lactobacilaceae csalad leirdsanak modositdsat oly modon, hogy magéaba
foglalja az Osszes nemzetséget, amely kordbban a Lactobacilaceae és Leuconostocaceae
csaladba tartozott. (Zheng et al., 2020)

A dolgozatomban emlitett és felhasznalt torzseket a feldolgozott szakirodalomban fellehetd

elnevezésekkel hasznalom.

3.3.2 A Lactobacillus fajok elofordulasa és felhasznalasa

A Lactobacillus-ok feltételezhetéen novényi anyagokrol szarmaznak, azonban a kulcsgének
elvesztése és horizontdlis transzfer nagyban hozzjarult a kiilonbozé kornyezeti feltételekhez
valé alkalmazkodéasukhoz. A Lactobacillus fajok megtalalhatok az emberi és az allati
szervezetekben, eléfordulnak a bdrtakaron, a nyalkahartydkon, az emésztd-szervrendszerben,
¢s a nemiszervekben. Izolalhatok novények (zoldségek, gylimolesok, gabonafélék) feliiletérol,
valamint és fermentalt élelmiszerekbdl is. (Maske et al., 2021)

Fontos szerepiik van a szervezet egészséges mikodésében. Azokat a Lactobacillus torzseket,
amelyekrdl klinikai vizsgalatokkal bizonyitottdk, hogy jotékony hatast gyakorolnak az
egészség fenntartasara és a betegségek megel6zésére probiotikumoknak nevezziik. Ennek
céljabol széleskorli kutatdsokat végeznek a kiillonbozd probiotikumok élettani hatasanak
bizonyitasara. A probiotikus termékek széles korben elérhetdek a kereskedelmi forgalomban,
amelyek 0sszetevoi kozott szerepelnek Lactobacillus torzsek is. A probiotikus termékek kozott
megtaldlhatd szamos élelmiszer (tej-, hustermékek, savanyusagok, gyilimdlcs- ¢és

zo6ldségitalok), étrendkiegészitok és gyogyszerek is. (Mustafa et al., 2020)

3.3.3 A Lactobacillus fajok enzimei

A gazdaszervezethez adaptalodott és az emésztérendszerben honos laktobacilluszok képesek
az Osszetett, rezisztens - a szervezet altal nem lebonthatd molekuldkat - anyagcseréjiikkhoz
energiaforrasként hasznositani és jotékony hatast fejtenek ki az emberi szervezetre nézve.

Ezért az emésztd Lactobacillus apparatus:

@ javitja az ¢lelmiszerek emészthetdségét és a tdpanyagok biologiai hozzaférhetdségét
@ csokkenti a felszivodasi zavarokat ¢€s intolerancia mellékhatasait
@ jelenlétének koszonhetden olyan funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkezd bioaktiv

molekulak szabadulnak fel, amelyekhez az emberi anyagcsere egyébként nem férne
hozza.
Az enzimaktivitassal rendelkez6 laktobacilluszok a szervezetbe keriilésiik révén fokozzak az

asvanyi anyagok felszivodasat és a bél homeosztazist, modulaljak a bél mikrobiotat, csokkentik
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a szisztémas gyulladast és enyhitik a metabolikus szindromat. A Lactobacillus része az 6shonos
emberi mikrobiotanak ¢és széles korben elfogadott a biztonsdgos fogyasztasra és jelolt
probiotikumként torténd alkalmazasra (Maske et al., 2021).

A Lactobacillus fajok vizsgalata sordn szdmos enzim jelenlétét kimutattak, mint példaul a
galaktoziddzok, a fruktanazok, az amildzok, az epeso hidrolazok, az észterazok, valamint a
protedzok ¢és a peptiddzok (Maske et al., 2021). Ezeknek az enzimeknek aktivitisa
Osszefliggésbe hozhatd az emésztd szervrendszerben lejatszodd biokémia folyamatokkal

(4.4bra). A protedzokra a 3.4 Protedz Enzimek fejezetben térek ki.

0 [-galaktozidazok

A B-galaktoziddz enzimek - mdas néven laktdzok - kiemelkedd jelentdséggel birnak, mivel
mitkddésiik sordn a tejben talalhato f6 szénhidratot, a laktozt hidrolizaljak annak monomerjeire.
A laktéz elsédleges energiaforrds minden Ujsziilott szdmara, mivel nélkiilézhetetlen
fejlodésiikhoz. A B-galaktozidazok eldsegitik a kalcium felszivodasat, tdmogatjdk a
bélmikrobiota aktivitasat, igy ndvelve a szervezet korokozokkal szembeni védekezését és a
sz€éklet megfeleld anyagmennyiségét. A laktoz hidrolizis termékei - a gliikoz és a galaktoz - a
bélhamsejteken keresztlil felszivodnak és véraramba szallitodnak. Az emberi szervezet
szliletéskor genetikailag meghatarozott mennyiségli B-galaktoziddz enzimmel rendelkezik,
amely a kornyezeti tényez6knek hatasara, illetve a kor elérehaladtaval kimertilhet és felléphet
egy enzimhianyos 4allapot, amelyet lakt6z intolerancidnak/érzékenységnek neveziink. A
tejcukor érzékenység az egyik leggyakoribb bélrendszeri felszivodasi zavar, amely sordn a
laktdz enzim csekély aktivitdsa miatt a szervezet a lakt6zt nem tudja lebontani. A laktéz a
természetben poliszacharidokhoz, glikoproteinekhez és glikolipidekhez kotott formaban fordul
eld, szabad alfa és béta formaban csak az emldsok tejében talalhato. A laktoz a patkobélbdl az
¢hbélbe jut, és ozmotikus hatds miatt hasmenést okoz. Tovabb haladva a csipdbélben és a

vastagbélben levd baktériumok okozzéak a puffadést és a bélgorcsoket. (Buzas, 2015)
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4.abra: Az emésztérendszerben honos laktobacilluszok enzimei és az altaluk
kibocsatott bioaktiv komponensek (Maske et al., 2021 nyoman)

o Amilazok
Altalaban a tejsavbaktériumok nem rendelkeznek amilolitikus aktivitassal, vagyis a keményitot
nem hidrolizaljak, azonban néhdny ujabb irodalom beszdmol amilolitikus aktivitassal
rendelkezé Lactobacillus torzsekrdl, amelyeket amilolitikus tejsavbaktériumokként is

emlegetnek. (Maske et al., 2021)

o Fruktanszacharazok, fruktoziltranszferdzok
A fruktoziltranszferdz enzimek egyarant rendelkeznek levan és inuloszacharaz aktivitassal,
amelynek révén a szachardz fruktdz molekulai polimerizalodnak. A fruktozidok esetében a lanc
végén szachardz talalhatd és ehhez B-(2, 6) vagy B-(2, 1) glikozidos kotésekkel kapcsolddnak a
frukt6z molekulak. (Maske ef al., 2021)
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o Fitazok

A fitazok szubsztratuma a fitat, mas néven mioinozitol-hexakrisfoszfat (InsP6), amely vegyiilet
a foszfor £ tarolasi form4ja a ndovényekben (gabonafélék és hiivelyesek). Ugyanakkor a fitat
antinutritiv vegyiilet, mert kelatokat képez az étrend altal bevitt esszencidlis 4svanyi anyagokkal
(példaul vas, kalcium, magnézium és cink) és fehérjékkel az emberi emésztérendszerben.

A fitazok defoszforildljak a fitinsavat, ezaltal javitjdk a taplalék biofelhasznalhatosagat,
emészthetdségét és szervesen kotott foszfort bocsatanak ki a bélben. Az extracellularis fitaz
noveli a kiillonb6zo kelattartalmu kationok bioldgiai hozzaférhetéségét, mint példaul a vas és a
kalcium. A Lactobacillus eredetii fitaz aktivitdsa daltaldban alacsony mas baktérium
nemzetségekhez képest, mint pl. a Bacillus és a Escherichia. A laktobacilluszok fitaz-pozitiv
torzsei fokozhatjak a végtermékek antioxiddns aktivitdsat. Ennek az oka még mindig nem
tisztdzott. Magyarazatként szolgalhat a felhasznalt szubsztratumok szabad fenoltartalma pl.
izoflavon a szdjatejben. Az antioxidansokban gazdag élelmiszerek rendkiviil jotékony hatast

gyakorolnak az emberi egészségre. (Maske et al., 2021)

3.4 Proteaz enzimek

A proteazok olyan enzimek, amelyek a fehérjékben és a peptidekben 1év6 peptid kotéseket
hidrolizaljak. Az egyik legnagyobb kereskedelmileg és iparilag alkalmazott enzimcsoport. A
proteazok megtaldlhatok az allatokban és a novényekben egyarant. Az emészté enzimek inaktiv
proenzim formdajaban termelddnek, és a tidpcsatorndban valnak aktivva, az aktivalodas
proteolitikus hasitds eredménye. A gyomor sejtjei termelik a pepszint pepszinogén forméban,
amely gasztrin hormon hatéséra iiriil a gyomorba, valamint sésavat is termelnek, igy a gyomor
kémhatésa savas lesz, alacsony pH kovetkeztében pedig 1étrejon az aktiv pepszin. Az endogén
proteazok két csoportra oszthatdéak. Az elsd csoport az extracellularis protedzok, melyek a
kotdszovetek atrendezésében vagy a fehérvérsejtek sejtek kozotti mozgasdnak segitésére
szolgalnak. Masik csoport az intracelluldris protedzok, melyek két utvonalon bontjak a
fehérjéket, az egyik tipus a lizoszoOmaba keriilt fehérjéket bontja, a masik tipus pedig a
proteoszoma komplexben bont. Az aminosavak ezutan kiilonféle atalakulasban vehetnek részt.
(Ludany, 2011)

Ugyanakkor a protedzok legfobb forrdsanak a mikroorganizmusokat tartjdk a biokémiai
diverzitasuknak és a lehetséges genetikai manipulacidjuknak, valamint a gazdasagi és technikai

elényoknek koszonhetden (Mustafa et al., 2020).
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3.4.1 A proteazok hatasmechanizmusuk alapjan torténo osztalyokba
sorolasa

A proteazok osztalyozhatdak szerkezetiik, Osszetevoik, katalizalt reakcidik tipusa, aktiv helytik

¢s kémiai tulajdonsagaik alapjan, ezt az osztalyozast a 5. dbra mutatja.

Exoprotedzok | \_
\l Aminopeptidaz

PROTEAZOK

pH szerinti
Endoproteazok | osztélyozas

Intakt -SH csoport az AC-ban

Aktiv hely
szerinti
osztalyozas

Szerin (-OH) csoport az AC-ban

Kétértékii fémion az AC-ban

AC: Aktiv centrum

Karboxil csoport az AC-ban

(i

5.4bra: Prote4dzok osztalyozasa (Ahangari ef al, 2021 nyoman)

A katalitikus helyiik alapjan két csoportot kiillonboztetiink meg. Az endopeptidazok az enzimek
azon csoportjat jelentik, amelyek a molekula belsejében 1év0 peptidktéseket hidrolizaljak, mig
az exopeptiddzok olyan protedzok, amelyek a lancvégi aminosavakat hasitjak le. Az
exopeptidazok esetében megkiilonboztetjiik a karboxipeptidazokat és az aminopeptidazokat. A
karboxipeptiddzok a polipeptid lanc szabad C-terminélis végén, mig az aminopeptidazok a
polipeptid szubsztratum szabad N-terminélis végén hasitanak.

Katalikus tulajdonsagaik alapjan a protedzokat harom csoportba sorolhatjuk: aszpartil/karboxil
protedzok, cisztein/tiol protedzok és metallo/szerin protedzok. A legtobb vizsgalt fajnal:
Lactobacillus  helveticus, Lactobacillus acidopilus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus
bulgaricus fajoknal kimutattdk az N-termindlis aminosav felszabaduldsat dipeptidekbdl,

tripeptidekbdl és polipeptidekbdl is. (Ahangari et al, 2021)
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e A fémprotedzok a legvaltozatosabb alcsoportja az endopeptiddzoknak és az
aktivitasukhoz sziikséges kétértékli fémion igényiik szerint osztdlyozzak oket. A
kiilonb6z6 metalloprotedz csalddhoz tartozd enzimek, mint a kollagendzok a
magasabbrendi szervezetekbdl szarmaznak, mig a termolizin baktérium eredetli (Lopez
& Monnet, 2011)

e A szerin protedzok aktiv centrumaban egy szerin csoport talalhato. A szerin proteazok
tulnyomod tobbsége mikroorganizmusokban - baktériumokban, gombakban és
virusokban - fordul elé. Ez is bizonyitja a létfontossagi szerepiiket a kiilonb6zo
mikroorganizmusok anyagcseréjében.

e A cisztein protedzok katalitikus aktivitdsa az aktiv cetrumban 1év0 cisztein €s hisztidin
molekulakhoz kothetd. A cisztein protedzok optimalis pH-ja a semleges tartomanyban
van. Mind az eukariéta, mind a prokaridta szervezetek szintetizalnak -cisztein
proteazokat, melyek négy f6 csoportba sorolhatéak: (I) papainszerti protedzok, (II)
tripszinszerii proteazok, (III) glutaminsav protedzok és (IV) egyéb cisztein protedzok
(Manohar et al., 2018).

Az enzimek csoportosithatdak az aktivitasuk optimalis pH-ja szerint is:

e Az alkalikus protedazok lugos (pH=8-12) tartomanyban aktivak, amelyeket alkalofil
mikroorganizmusok szintetizalnak. Ezen mikroorganizmusok megtalalhatoak a talajban
és a vizben is.

e A savas protedzok savas pH-an (3,8-5,6) aktivak €s az optimalis pH tartomanyuk 3 és 5
kozott taldlhatd. Az aszparagin protedzokat altalaban savas protedzokként azonositjak.
A mikroba eredetli aszparagin protedzokat két osztalyra osztjdk: pepszinszerli és
renninszerli enzimekre. Az Aspergillus niger, az Aspergillus oryzae, az Aspergillus
awamori, a Neurospora és a Rhizopus torzsek a pepszinszerii enzimek f6 termeldi, mig
a Mucor miehei, a M. pusillus és az Endothia parasitica fajok a renninszerii enzimeket
szintetizaljak (Kumar & Bahalla, 2005). A pepszin- €s a renninszer(i proteazokat foleg
a sajtgyartasban ¢és a fermentalt tejtermékek eldallitasanal alkalmazzak.

e A semleges proteazok semleges vagy gyengén savas/lugos pH értékeken aktivak és
stabilak. A cisztein protedzok, a metalloprotedzok és néhany szerin protedz a neutralis
proteazok csaladjaba sorolhatdak. A semleges proteazok termeld torzsei a Bacillus

nemzetségbdl keriilnek ki.
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3.4.2 A Lactobacillus nemzetség proteazai és alkalmazasi lehetoségei

A baktériumok proteolitikus rendszerei kulcsszerepet jatszanak az anyagcserefolyamataikban,

a virulenciaban, a fehérjeforgalomban, a szabalyozasi folyamatokban, valamint a fehérjék érése

soran.

A tejsavbaktériumok (LAB) koziil a Lactobacillus torzsek a ndvekedésiikhoz sziikséges legtobb

aminosavat nem tudjak szintetizani, vagyis auxotrofok.

A Lactobacillus torzsek proteolitikus rendszerének kialakulasa a tej Osszetételével hozhato

Osszefliggésbe, mivel ez a tapkdzeg aminosavakban szegény, igy a ndvekedés a protedzok

jelenléte nélkiil nem tarthato fent. (Lopez & Monnet, 2011)

A Lactobacillus-ok proteolitikus enzimrendszere proteazokbdl all, melyek a sejtfalhoz

kotddnek, ezek a tejfehérjéket, tobbek kozott a kazeint peptidekké, majd az intracellularis

peptidazok altal aminosavakra bontjak. A sejtfalhoz kotott €s az extracellularis proteindzok

fontosak a Lactobacillus szamara, hogy a kiils6 fehérjéket elérhetoveé tegyék a ndvekedésiikhoz.

Az intracellularis peptidazok pedig létfontossaguak a szabad aminosavak eléallitdsdhoz.

A tejsavbaktériumok proteolitikus rendszere a kdvetkezd fobb részekbdl all:

@ egy vagy tobb sejtfal-protedzbol, amelyek a tejfehérjéket 4-30 aminosavat tartalmazo
peptidekké hidrolizaljak

@ peptid szallitasi rendszerbdl, amely oligopeptidkotd fehérjét és két permedzt tartalmaz,
valamint két ATPazt, ami energiat szolgaltat a rendszernek

@ a lebontashoz sziikséges intracellularis peptidazokbodl. (Hafeez ef al., 2014)

Az aminopeptiddzok jelenlétét a legtobb vizsgalt Lactobacillus fajban, példaul Lactobacillus

helveticus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus bulgaricus,

Lactobacillus casei, Lactobacillus jugurti, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,

Lactobacillus  buchneri, Lactobacillus cellobiosus ¢és Lactobacillus fermentum fajban

kimutattak. A karboxipeptidazok katalizaljadk a polipeptidekbdl a C-terminélis aminosavak

felszabadulasat. A L. casei-ben kimutattak a karboxipeptidazok (peptidil aminosav hidrolazok,

EC 3.4.12) jelenlétét, amelyek katalizaljak a polipeptidekbdl a nem szubsztitualt C-terminalis

végek szabadda tételét.

A dipeptideket hidrolizalé dipeptiddzokat (EC 3.4.13) kimutattak a L. helveticus, a L.

acidophilus, a L. lactis, a L. bulgaricus. a L. casei, a L. jugurti és a L. plantarum fajokban.

A tripeptidaz (tripeptide aminopeptidase, EC 3.4.11.4) jelenlétérdl csupan a L. casei és a L.

plantarum esetében szamoltak be.
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A protedz szinonimdja a peptid hidrolaznak és alkalmazhat6 mind az exopeptidazokra, mind az
endopeptizadokra, amig proteindzt csak azon protedzok megnevezésére alkalmazzak, amelyek
endopeptidaz aktivitassal rendelkeznek. Endopeptidaz aktivitast mutattak ki a L. casei fajban,
amelyet a késébbiekben aril-peptidil amidaz (EC 3.5.1) aktivitassal is 0sszefiiggésbe hoztak. A
Lactobacillus intra- ¢és sejtfalhoz kototott proteinazait tanulvanyozva szamos prolinra
specifikus exopeptidazt mutattak ki. A prolil aminopeptiddz (EC 3.4.11.5) az N terminalis
végrdl prolintartalmt vegyiiletet hasit le Pro-X forméaban (X barmilyen aminosavat jelenthet).
Ez az enzim megtaldlhato a L. bulgaricus, a L. helveticus, a L. casei, és a L. plantarum fajokban
is. (Khalid & Marth, 1990)

A proteazok altal katalizalt reakciok és a végtermékként keletkezd aminosavakat a 6. abra

mutatja.
s R
Endopeptidazok Exopeptidizok I
\ S C
Fehérje . .
Polipeptidek
Aminosavak
6. abra: A protedzok altal katalizalt reakciok és a végtermékként keletkezé aminosavak
(Ahangari et al., 2021)

3.5 Bioaktiv peptipek

A bioaktiv peptidek az aminosavlancok azon fehérjefragmensei, melyek szabalyozzék az
¢lettani folyamatokat, valamint inaktiv formaban a fehérje lancban rogzitettek. (Davodii ef al,
2016). A fehérjék ¢lelmiszerekbdl is izolalhatdak, és kereskedelmi forgalomban 1évo
peptidazokkal hidrolizalhatéak, melyek nagy mennyiségli bioaktiv peptideket képesek
felszabaditani. Az eldallitott peptidek tovabb hidrolizalhatéak a gasztroenterdlis emésztés
sordn, ezeknek a peptideknek fel kell szivodniuk a bélgaton keresztiil, majd el kell jutniuk a
véraramba, hogy kifejtsék hatasukat. (Toldra, et al., 2018)

3.5.1 Bioaktiv peptidek élettani hatasai

A bioaktiv peptidek bevitele pozitivan hat az emésztdrendszerre, az idegrendszerre, az endokrin

rendszerre, az immunrendszerre és a sziv és érrendszerre, igy nagyban hozzajarulnak az
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egészség megdrzéséhez. Jelenleg a tejfehérjéket tekintik a bioaktiv peptidek f6 forrasanak. Ezen

peptidek megtaldlhatéak szamos fermentalt tejtermékben, mint példaul a joghurt, a savanyu tej
vagy a kefir. (Hafeez et al., 2014)
A bioaktiv peptidek jotékony hatdsai (Dos Santos Aguilar & Sato, 2018):

O

Antioxidans hatas

A talzott mennyiségili reaktiv gyok sejtkarosodast okozhat, ami szdmos betegséget indit
el. Az antioxidansok olyan anyagok, amelyeket e reaktiv anyagok eltdvolitasara és a
karos folyamatok gétlasara és/vagy csokkentésére hasznalnak.

Az antioxiddns tulajdonsdgu peptidek hatdsmechanizmusa nem teljesen ismert, de
feltételezhetd, hogy a lipid-peroxidacio gatldiként, a szabadgyokok megkdtdjeként
miikddhetnek, mint atmeneti fém kelatképzok vagy sejtvédd szerek. Az aminosavak,
mint a hisztidin, a prolin, a tirozin és a triptofan antioxidans hatassal rendelkeznek féleg
az N-terminalis pozicidban. A hisztidin erés gyokfogo képessége az imidazol gyliriinek
koszonhetd. Ezenkiviill a hidroféb aminosavakat tartalmazé peptidek antioxidans
aktivitdsa els6sorban az elektrontobblet miatt hasznalhaté fel a szabad gyokok
eltavolitasara vagy a fémkationok csokkentésére.

Vérnyomascsokkentd aktivitas

A vérnyomas szabalyozasanak f6 mechanizmusa az angiotenzin-konvertalé enzim
(ACE), amely katalizalja az angiotenzin I atalakuldsat angiotenzin II hormonnd, amely
serkenti az érsziikiiletet és noveli a vérnyomast. Az ACE-gétlok blokkoljdk ezt az
atalakitast és altalanos kezelési lehetdségként szolgalnak a magas vérnyoméasban
szenvedod betegek szamara (Auestad & Layman 2021).

Antimikrobas hatas

Az antimikrobds hatasu peptidek kis molekuldk, amelyek antibakterialis, gombadld,
parazita ellenes és antiviralis aktivitassal rendelkeznek. Ezek a peptidek a sejtmembran
karosodasat okozzak az elektrosztatikus er6knek kdszonhetden az aminosavak pozitiv
¢s sejtfelszin negativ toltései kozott.

A fehérje hidrolizatumok funkcionalis tulajdonsagai

A fehérjék funkcionalis aktivitasa kiemelt szerepet tolt be az élelmiszerek elkészitése,
feldolgozasa, tarolasa és fogyasztasa sordn. A fehérjék kiilonbozdé funkciondlis
jellemzdi hidrolizis utan modosulhatnak, mint példaul a viszkozitas, diszpergalhatosag,
oldhatosag, habzés, és emulgealhatosag, amelyek kedvezden hatnak a kiilonféle

termékek tulajdonsagara nézve.
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3.5.2 A bioaktiv peptidek fehérjékbdal torténo eloallitasi lehetéségei

A bioaktiv peptidek fehérjékbdl valo eldallitasara tobbféle modszert dolgoztak ki:

e A mikrobidlis fermentdcié hatékony és gazdasagos modszer a peptidek eldallitasara,

amelyet széles korben alkalmaznak a peptidek tejtermékekbdl torténd kinyerésére. A
Lactobacillus torzsek proteolitikus enzimrendszeriik segitségével a kazein és tejsavofehérje
hidrolizise soran kiilonb6zd bioaktiv peptideket szabaditanak fel, mivel elsddleges
forrasként a tejfehérjékbdl veszik fel az anyagceseréjiikhoz sziikséges esszencialis
aminosavakat. Altaliban a tejsavbaktériumok fermentacioja természetes és ellendrzott
koriilmények kozott torténik, ami javitja az élelmiszerek technologiai és taplalkozési
tulajdonsagait, és végsd soron kialakitja az élelmiszerek textarajat és izét.

o Enzimes hidrolizis

A bioaktiv peptidek eldallitisa megvalosulhat eldzetesen kinyert és tisztitott fehérjék
enzimes hidrolizise révén. Ezen enzimek lehetnek allati, ndvényi vagy mikroba eredetliek.
Az enzimes hidrolizis hatékonysdganak eredménye leginkdbb két tényez6tdl fiigg: a
kiinduldsi fehérje (szubsztratum) elsddleges szerkezetétdl és az alkalmazott enzim
specificitasatol. Az enzimes hidrolizisnek bizonyos hidnyossagai is vannak, mint példaul a
tiszta bioaktiv peptidek eldallitdsanak magasabb koltsége és a kazein koagulacidja, ezért
alkalmazas el6tt figyelembe kell venni az enzimes hidrolizis koriilményeinek
megvalasztasat.

e Szamos tanulmany kimutatta, hogy a tej feldolgozasa soran bizonyos el6kezelési modszerek
(ultrahangos, mikrohulldmu és nagy hidrosztatikai nyoméson torténd kezelés) ndvelhetik a
bioaktiv peptidek hozzaférhetdségét és kinyerését, azaltal, hogy fokozzak az enzimes

modszerek hatékonysagat. (Murtaza et al., 2022)

3.5.3 Lactobacillus torzsek szerepe a tejfehérje eredetii bioaktiv peptidek
képzésében

Az aktualis trend - a peptid kutatdsok teriiletén - olyan peptidek eldallitdsa, amelyek bioaktiv

¢és funkcionalis tulajdonsaggal rendelkeznek, valamint iparilag felhaszndlhatok (Dos Santos

Aguilar & Sato 2018).

A Lactobacillus helveticus egy homofermentativ, termofil starter baktérium, amelyet

tejtermékek eldallitdsanal hasznalnak. Részt vesz az aroma és az allomany kialakitasdban,

valamint a végtermék egészségligyi hatdsait is javitja. Szdmos olyan tulajdonsaggal

rendelkezik, amely megkiilonbdzteti az altaldnosan alkalmazott starterkultaratol, beleértve a

galaktdz metabolizmust, a jelentds erjesztési képességet és az erdteljes proteolitikus aktivitast.
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A L. helveticus fajjal erjesztett termékekben 1évd bioaktiv komponensek antimikrobas,
antioxidans, vérnyomascsokkentd, rakellenes, emésztést eldsegitd, pszichobiotikus és
immunstimuldlo hatassal rendelkeznek (Chelladhuraia et al., 2023).

A Lactobacillus helveticus torzsek és nyers proteaz kivonataik a tejfehérjékbdl az angiotenzin
konvertal6 enzim gatlo, antioxidans és immunmoduldlo peptidek képzddéséhez vezetett.

A L. helveticus 1188 torzs nyers protedz kivonata altal képzett peptidek szignifikansan nagyobb
antioxidans kapacitast mutattak, mint a tobbi torzsbdl szarmazéd peptidek. Ezek a peptidek
differencialtan stimulaltak a humén periférias vér mononukledris sejtjeit, amelyek a legnagyobb
interleukin-10 termelést indukaljak, mig a L. helveticus 474 torzs proteaz kivonata jelentds
interferon-y indukciot eredményezd peptideket képez. Ezek a tdrzsek potencialisan
felhasznalhatéak kiilonb6z0 funkciondlis fermentalt ¢élelmiszertermékek fejlesztéséhez.
(Elfahri et al., 2014)

A tejfehérje kicsapasat, illetve emésztését, a gyomor altal termelt rennin enzim segiti. A
tejiparban a tej alvadasat segitik a tejoltok, melyek fehérjebontd enzimeket tartalmaznak. A
rennin vagy a kimozin az oltdban talalhato proteaz, melyet kér6dzdk oltogyomra allit el6. Ezen
enzimek eldsegitik, hogy a tej mindaddig a gyomorban maradjon amig a bontas végbemegy.
Tejoltd hatasara a kazein kicsapddik, igy a tej megalszik, kemény tarét és savot kapunk. Ez a
tejoltd draga, ezért gazdasagosabb, kiilonbdzd forrdsbol szarmazé oltdopotlokra van sziikség.
Egyes mikroorganizmusok képesek olyan proteazt termelni, melyek hasonl6 tulajdonsaggal
rendelkeznek, mint a rennin. A renninszer( protedz (Rennin-Like Protease-RLP), masik nevén
tejalvaszto enzim (Milk Clotting Enzyme-MCE) helyettesit6ként is alkalmazhatd (Putranto &
Suhartono, 2020). Bakasambol izolalt Lactobacillus plantarum segitségével nagy fajlagos
aktivitasu extracellularis renninszerli protedz allithato eld.

A tripszin (EC 3.4.21.4) a legfontosabb szerin protedzok kozé tartozik. Ez az enzim szamos
gerinces emésztdrendszerében megtalalhatd, amelyet a hasnyalmirigy allit eld, a nyombélbe
valasztodik ki és a fehérjéket az emésztési folyamat soran peptidekké hidrolizalja. Mas élettani
funkcidkban is fontos szerepet jatszik, mint példaul a jelatvitelben és az immunvalaszban. A
tripszint szdmos egyéb célra is hasznaljak, beleértve az ¢élelmiszer-feldolgozast, a
gyogyszereket, a diagnosztikai és biokémiai vizsgalatokat.

A tripszin kiilondsen nagy figyelmet kapott a dipeptidil-peptidaz-inhibitorok azonositasdban a
természetes fehérjeforrasok hidrolizisén keresztiil.

A tripszinnel azonos funkcidkat ellatd protedz enzimek a tripszinszerii (trypsin-like — TLP)
proteazok. A TLP egyik lehetséges forrasdnak tekintik a tejsavbaktériumokat. A mikrobak e
csoportja GRAS statusszal rendelkezik, ami azt jelenti, hogy biztonsaggal hasznalhato
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¢lelmiszerek eldallitasanal. Néhany tanulmany beszamol a L. plantarum subsp. plantarum
PTCC 1896 probiotikus torzs TLP termelésérdl.

Kétségkiviil a tejfehérjék hidrolizise kiilonb6zd peptidek 1étrejottéhez vezet. A tejfehérjékbol
eléallitott 0j bioaktiv peptidek megismerése és azok hatasainak feltardsa egyre boviild
ismeretanyaghoz vezet. Ez kiinduld pontja lehet 0j funkciondlis élelmiszerek fejlesztésének,
amelyek hozzédjarulnak bizonyos betegségek kialakulasanak megakadalyozasahoz ¢és
kezeléséhez, ugy, mint a magas vérnyomas, a kettes tipust cukorbetegség, az elhizas és a tagabb

értelemben vett metabolikus szindromak. (Hafeez et al., 2014)
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Felhasznalt torzsek

Kisérleteimben tizenhét probiotikus Lactobacillus térzset hasznaltam, amelyet a 2. tdblazatban

mutatok be.
2.tablazat: Felhasznalt torzsek
Fajnév
2020 elotti megnevezés 2020 utani besorolasa Torzs jelolése
(Zheng et al., 2020)
%k
Lactobacillus acidophilus Lactobacillus acidophilus ]ljlo() 5
Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis HA 112**
Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei 01*
Lactobacillus crispatus HRCO1***
aelbeeis i T Lelerel 7
actobacillus fermentum imosilactobacillus fermentum LFO8***
1 sksk

Lactobacillus helveticus Lactobacillus helveticus ]I;E_lgtzlhlo
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum 2L

P P P HA-119%*
Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri HA-188**

CG ATCC 53103 ***
Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus HA-111**
Rosell-11**
Lactobacillus salivarius Ligilactobacillus salivarius CRL 1328**
Beszerzési helyek: *Christian Hansen ** Lallemand Health Solutions *** Probiotical S.p.A.

4.2 Felhasznalt tapkozegek

MRS (de Man, Rogosa és Sharpe) tapleves
A tdrzsek felszaporitasdhoz és fenntartdsdhoz MRS taplevest hasznaltam. Osszetételét a 3.
tablazat tartalmazza.

3. tablazat: MRS 0Osszetétele

Osszetevok Mennyiség
Tryptone 10g
Huskivonat 8g
Elesztokivonat 4¢g
Gliikoz 20g
Natrium-acetat S5¢g
Triammonium-citrat 2g
MgSOg4 02¢g
K2HPO4 lg
MnSOg4 0,05 ¢g
Tween 80 lg
Desztillalt viz ad 1000 ml
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Modositott Bushnell Haas (BHM) és a tejporos tapagarok osszetételei
A proteolitikus aktivitas jelenlétének kimutatasara BHM (4. tdblazat) és tejporos (5. tablazat)
tapagart alkalmaztam.

4. tablazat: A BHM ¢és tapagar Osszetétele

Osszetevék Mennyiségek

gliikoz 5g
kazein lg
¢élesztékivonat 3g
pepton 5¢g
agar-agar 20g
desztillalt viz ad 1000 ml

Sterilezés 121°C-on 20 percig

5. tablazat: Tejporos tapagar Gsszetétele

Osszetevék Mennyiségek

tejpor 10g
agar-agar 13 ¢
desztillalt viz ad 1000 ml

Sterilezés 121°C-on 20 percig

4.3 Alkalmazott modszerek

4.3.1 Proteolitikus aktivitas kimutatasa agardiffuzios modszerrel

A felolvasztott tapagart steril koriilmények kozott Petri csészébe oOntdttem, és a
megszilardulasat kovetéen 8 mm atmérdjii lyukakat furtam a lemezekbe, majd 50 pl elézetesen
felszaporitott folyadéktenyészetet pipettdztam a lyukakba. Ezt kovetden a Petri csészéket
37 °C- on, 24 oran keresztiil inkubaltam. A proteolitikus aktivitast a telepek koriil megjelend

feltisztulasi zondk jelezték.

4.3.2 Proteaz aktivitas meghatarozasi modszer

Az enzimaktivitas mérést Jellouli és munkatarsai (2009) altal leirtak szerint valositottam meg.
A meghatarozashoz szubsztratumként 1 (m/v) %-os kazein oldatot hasznaltam, melyet Na-
foszfat pufferben (pH 5,8) oldottam fel. Az aktivitds mérése sordn a 6. tablazatban szerepld
mennyiségeket (a minta kivételével) kémcsovekbe mértem, majd a kémcsdveket 5 percre,
55°C-ra el0melegitett vizfiirdébe helyeztem. Az eldinkubalast kovetden a reakciot 2 ml

sejtmentes feliiliszd (enzim) hozzaadasaval inditottam, majd 5 perces reakci6ido elteltével az
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enzimes reakcid leallitasara az elegyhez 2 ml 20 %e-os triklér-ecetsavat (TCA) adtam. Ezt
kovetden a mintakat 15 percig szobahémérsékleten allni hagytam, majd a csapadék elvalasztasa
végett lecentrifugaltam (10000 rpm, 15 perc). Ezutdin a miiszervakra nullazott

spektrofotométerrel 280 nm-en megmértem a reakciodelegyek abszorbancidjat.

A kalibracio felallitdsdhoz 1,1 mM L-tirozin torzsoldatot hasznaltam. A torzsoldat higitasat
desztillalt vizzel végeztem, majd 280 nm-en mértem a sorozat abszorbanciajat (7. dbra). A

kalibraciot harom ismétléssel hataroztam meg.

Egy egységnyi az az enzim mennyiség, amely 1 pg tirozint szabadit fel 1 perc alatt a mérés

koriilményei kozott.

6. tablazat: Reakcidelegy Osszetétele

Szubsztratum Desztillalt viz TCA

Miiszervak
Szubsztratvak
Minta
Mintavak

Az enzimaktivitas kiszamitdsdhoz a kdvetkezo képletet hasznaltam:

(minta atlag—enzimvak—szubsztratvak)*Vr+h

Aktivitas (U/ml) =

Vmsxt+meredekség

Vr: a reakcidelegy térfogata (ml)

h: higitas

t: reakcid idOtartama (perc)

meredekség: a felszabaditott termék (L-tirozin) kalibracids egyenesének meredeksége
Vm: a minta (enzimoldat) térfogata (ml)
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4.3.3 A Lactobacillus torzsek szaporodasi tulajdonsagainak vizsgalata

A tenyésztést meghatarozott tapkodzeg dsszetételeket alkalmazva termosztalhatdo Multiskan Sky
1.00.58 késziilékben valositottam meg. A vizsgalt Lactobacillus torzs szaporitasat 96 lyuka
plate lemezeken vizsgaltam. Az meghatarozott Osszetételii tapoldatokbol 200-200 pl-t
mikroplate lemezre pipettdztam, majd a tapoldatokat 1%-nyi 24 6ras inokulum tenyészettel
beoltottam. A sejtek szaporitasat 37 °C-on 24 6ras idotartamig végeztem és 15 percenként 600
nm torténd optikai denzitds méréssel kdvettem. A kapott eredményeket Skanlt Software RE

6.1.1.7 szoftver segitségével dolgoztam fel.

4.3.4 pH mérés

A mérést Mettler Toledo pH mérdvel végeztem, melyet pH= 4 és pH=9 puffer oldatokkal

naponta kalibraltam.

4.3.5 Fajlagos szaporodas sebesség meghatarozasa

A fajlagos szaporodasi sebesség (n) értékeit a logaritmizalt OD értékek altal meghatarozott
szaporodasi gorbék exponencialis szakaszara a legkisebb négyzetek moddszerével illesztett
egyenesek meredeksége adja. A szaporodasi gorbe exponencidlis szakaszara vonatkozd
generacids idO (teen) a fajlagos szaporodasi sebesség ismeretében a teen=In2/p Osszefiiggés

alkalmazasaval kiszamithato.
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5 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Proteolitikus aktivitas kimutatasanak eredményei szilard tapkozegen

A proteolitikus aktivitas kimutatasat agar diffuzios modszerrel vizsgaltam. El6szor Oladejo és
munkatarsai (2020) altal kozolt eljarast kdvettem. Ebben az esetben a vizsgalt probiotikumok
jelentds novekedést mutattak, ugyanakkor nem tapasztaltam kimutathat6 kazein bontést, amely
jelezte volna a proteolitikus aktivitas jelenlétét. Ennek magyardzatat abban latom, hogy az
alkalmazott BHM tapkdzeg - a kazein mellett - gazdag szerves nitrogén-tartalmu sszetevokben
(élesztokivonat, pepton), amelyek konnyen felvehetd nitrogénforrast biztositanak a
novekedéshez. Ezen tapasztalat arra inditott, hogy olyan kornyezetet hozzak Iétre, ahol a
torzsek novekedéséhez sziikséges a tejfehérje bontas. Ezért a kdvetkezd kisérletben csupan
tejport tartalmazd agaron vizsgaltam a Lactobacillus torzsek aktivitasat. A kapott eredményeket

a 7. tablazat 6sszegeztem ¢€s a 8. abran szemléltetem.

7. tablazat: Lactobacillus torzsek ndvekedési és proteolitikus aktivitasra utald feltisztulasi

zOnai
Feltisztulasi gyiiri  Novekedési zona
szélessége atméraje

[cm] [em]
1 Lactobacillus brevis HA 112 0,2 2,05
2 Lactobacillus fermentum HA-179 1,1 -
3 Lactobacillus helveticus Lafti L10 - -
4 Lactobacillus helveticus R-52 0,2 2,10
5 Lactobacillus plantarum HA-119 0,2 2,10
6 Lactobacillus reuteri HA-188 0,1 1,05
7 Lactobacillus rhamnosus HA-111 0,2 2,05
8 Lactobacillus rhamnosus Rosell-11 - 1,70
9 Lactobacillus salivarius HA-118 - 1,80
10 Lactobacillus crispatus HRCO1 0,2 1,40
11 Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 0,2 1,65
12 Lactobacillus salivarius CRL 1328 0,1 1,90
13 Lactobacillus fermentum LF08 0,1 2,60
14 Lactobacillus plantarum 299v 0,1 1,65
15 Lactobacillus casei 01 0,2 1,65
16 Lactobacillus acidophilus La-05 0,1 1,50
17 Lactobacillus acidophilus 150 0,1 1,30

A tablazatban szerepld értétek két parhuzamos vizsgalatbol szarmazo mérések atlagai
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8. abra: A Lactobacillus torzsek ndvekedési zonainak €s a koriilvevd feltisztulasi gytiriik
szemléltetése tejporos agaron

A vizsgalatokba bevont Lactobacillus torzsek faj szerinti megoszlasa a kovetkezd volt: harom
L. rhamnosus torzs, két-két L. fermentum, L. helveticus, L. plantarum, L. salivarius és L
acidophilus torzs, valamint egy-egy L. brevis, L. reuteri, L. casei és L. crispatus torzs. Az L.
rhamnosus torzsek aktivitasa kozott jelentds kiilonbséget tapasztaltam, a Rosell-11 és a GG
jelzési torzsek hasonld novekedést mutattak, ugyanakkor a Rosell-11 torzsnél feltisztulasi
gyliriit nem tapasztaltam. A HA-111 és a GG torzsek esetében azonos méretli feltisztulasi
gytiriiket detektaltam, de a HA-111 torzs jobb szaporodo képességgel rendelkezett. A két L.
fermentum torzs szaporodo képessége ellentmondéasosan alakult, mig az LFOS8 torzs az dsszes
vizsgalt torzs koziil a legnagyobb novekedést mutatta és a kialakult telepet feltisztulasi gytira
vette koriil, addig a HA-179 jelzésii torzsnél novekedési zona nem jelent meg, de a legnagyobb
feltisztulasi zonat itt tapasztaltam. A két L. helveticus torzs szaporodd képességében is jelentds
eltérés mutatkozott. A Lafti L10 torzs a tejporos tapkdzegen nem szaporodott, ami arra utal,
hogy e tapkdzeg nem biztositott elegendd tdpanyagot a torzs szamara. Ezzel szemben az R-52
torzs jo szaporodo képességgel és proteolitikus aktivitdssal rendelkezett. A két L. plantarum
torzs hasonld aktivitdst mutatott, ugyanakkor a HA-119 torzs jobb szaporodd képességgel
rendelkezett. A két L. salivarius torzs hasonld méretli telepeket hozott 1étre. A két L.
acidophilus torzs hasonl6 tulajdonsdgokat mutatott, amely azzal magyarazhatd, hogy mindkét

torzset fermentalt tejtermékekben hasznaljak starterkultaraként.
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A vizsgalt Lactobacillus torzsek aktivitdsdban tapasztalt jelentds kiilonbségek azok eltérd
tapanyagigényeivel és eloéletiikkel magyarazhat6. A tovabbi kisérletekhez a lassan szaporodo,

de jo proteolitikus aktivitast mutatd Lactobacillus fermentum HA-179 torzset valasztottam.

5.2 Proteaz aktivitas meghatarozas eredményei szubmerz fermentacioknal

A protedz aktivitds meghatarozasadhoz a 4.3.2. pontban ismertetett és Jellouli és munkatérsai

(2009) altal kozolt modszer adaptaltam és alkalmaztam.

5.2.1 Kiilonboz6 kornyezeti feltételek hatasai a proteaz enzim szintézisére

A kornyezeti feltételek hatdsat vizsgaltam a L. fermentum HA-179 torzs protedz termelésére
nézve, beleértve a tapkozeg Osszetételét. Ehhez a 8. tablazatban bemutatott tapkozegeket

terveztem.

8. tablazat: A L. fermentum HA-179 trzs protedz aktivitdsdnak kimutatasara alkalmazott
tapkozegek
Jelolés Gliikozos Tejporos

Gliikéz

Kazein

Tejpor

Elesztékivonat

Pepton
Desztillalt viz 1000 ml

A proteaz enzim indukalasara mindkét vizsgalt tapleves kazeint tartalmazott, valamint azonos
mennyiségben tartalmaztak élesztokivonatot és peptont. A tejporos tapkozeg 0,5 % tejport
tartalmazott a fent emlitett dsszetevok mellett, mig a gliikkézos tapkdzegben 0,5 % gliikoz
mellett 0,1% tejpor volt jelen. A fermentacidokat MRS taplevesben felszaporitott inokulum 1 tf
%-nyi mennyiségével inditottam. A 24 6rés fermentacidkat 30 és 37 °C-on, 1égkdri nyomason,

valamint anaerob kornyezetben vezettem. A kapott eredményeket 9. dbra szemlélteti.
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9. abra: Protedz aktivitas 24 6ras fermentacioban kiilonbozo kdrnyezeti feltételek mellett
A: tejporos tapleves  B: gliik6zos tapleves

A 9. dbran lathato eredmények alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a tenyésztési koriilmények
jelentés hatassal vannak a torzs enzimaktivitdsdnak alakulasara, ugyanis a gliik6zos
tapkozegben 30°C-on végzett aerob tenyésztés, illetve a 37°C-on végzett anaerob tenyésztés
esetén sem tapasztaltam aktivitast, viszont 30°C-on anaerob koriilmények kozott jelentOs
mértékil protedz aktivitast (19 U/ml) sikeriilt elérni.

A gliikdz mentes, novelt tejpor tartalmu tejporos tapkdzegben eltéré mértékben ugyan, de
minden esetben sikeriilt enzimaktivitast kimutatni. A legnagyobb mértékli aktivitast aerob
koriilmények kozott, 30°C-on (18 U/ml) és 37°C-on (14 U/ml) végzett tenyésztés soran sikeriilt
elérni. Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy meghatarozé lehet az enzimaktivitdsok
szempontjabol, hogy a baktérium sejtek mely szaporodasi fazisban vannak. Tovabba az is
megallapithatd, hogy a tejporos tapkodzeg alkalmazdsa esetében felesleges anaerob
koriilmények biztositasa. Sajnos ezeket az eredményeket ismételt kisérletek soran, ahol az
enzimszintézis idébeni valtozasat kivantam feltarni nem sikeriilt megerdsiteni. Ennek
feltehetden az volt az oka, hogy a fehérjében és peptidekben gazdag tapkozegben problémat
okozhatott az aktivitds 280 nm-en valé meghatarozasa.

Sun ¢és munkatarsai (2020) Lactobacillus fermentum R6 torzs proteaz termelését MRS
tapkozegben vizsgalva hasonld nagysagrendl aktivitast értek el, amely 37°C-on a fermentacid

48. orajaban 26,4 U/ml volt. A szerzdk is kiemelték a kornyezeti feltételek optimalasanak
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fontossagat a megfeleld protedz szintézis biztositdsahoz. Ezek kozil a tenyésztési

hémérsékletet és az indulasi pH érték szerepét hangsulyoztak.

Ennek figyelembevételével két utat jeloltem ki a kutatomunka tovabbfejlesztésére:

- Modell kisérletek végzése rekonstrualt tejkozegben, mivel a tavlati cél a tejfehérjékbol
szdrmazo bioaktiv peptidek eldallitasa.

- Tépkozeg kisérleteket tervezése, ahol gliikkoz mellett a fehérje eredetli Osszetevok

c sy

torzs szaporodd képességére.

5.2.2 Proteaz aktivitas meghatarozas eredményei rekonstrualt tejkozegben

Irodalmi adatok alapjan 12,5 %-o0s szarazanyag-tartalmi kdzeget készitettem sovanytejporbol,
amelyet sterilezést ¢és 37°C-ra torténd lehiitést kovetéen kozvetleniil oltottam be
starterkultirabol. A kiindulasi tejkdzeg kémhatasa pH=6,7 volt. 24 O6ras iddtartamu
fermentaciot vezettem, melynek soran a 6. és 24. d6raban vettem mintdkat. A kisérleti

eredményeket a 9. tdblazatban dsszegzem.

9. tablazat: A L. fermentum HA-179 torzs metabolikus aktivitasa rekonstrualt tejben
Fermentacids ido Proteaz aktivitas
[ora] [U/ml]

0 6,7 n.a*

6 6,7 4,58

24 6,7 6,44

A fermentacid soran pH csokkenést nem tapasztaltam. Ez aldtdmasztani latszik a gyors
szkrinelés sordn kapott eredményt, ahol is a torzs esetében szaporodéast nem tapasztaltam, de
proteaz aktivitast ki tudtam mutatni. Esetlegesen a fermentacios id6t megndvelve a protedz
aktivitas tovabb emelkedhetett volna. Megjegyezném, hogy ezek az aktivitdsok elmaradnak a
tapanyagban gazdag kozegekben elért eredményekt6l. A tovabbiakban olyan tapkozeg
Osszetétel kialakitasra torekedtem, amely elegendd tdpanyagot szolgaltat a torzs

szaporoddséhoz, valamint kedvez0 lehet proteaz szintézisre nézve is.

5.3 Tapkozeg osszetételek hatasa a L. fermentum HA-179 torzs

szaporodasara

A kialakitand6 tapkozegeknél a protedz enzim szintézisének indukdlasdhoz minden esetben
kazeint alkalmaztam. Jelentdsen csokkentettem a gliikoz mennyiségét és részletes vizsgalat
targyava tettem az élesztokivonat és pepton csokkentésének hatasat a szaporoddsra. Valaszt
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kerestem arra, hogy melyik az az §sszetétel, ahol torzsek még zavartalanul novekednek, de
nincs feleslegben jelen sem az éleszt6kivonat, sem a pepton. A kisérleti 9sszeallitasomban
szerepeltek tejporral gazdagitott tapkozegek és olyanok is, amelyekben nem volt tejpor.

A szaporitasi kisérletek megvaldsitasahoz a 10. tablazatban bemutatott tapkozeg Gsszetételeket
alkalmaztam.

Egyes tapkozegekben a szaporodast két parhuzamosban vizsgaltam és eredményként ezek
atlagait tiintettem fel, valamint a tapoldatok sterilitdsanak ellendrzésére beoltas nélkiili kontroll
vizsgalatok is torténtek.

Az eredmények attekinthetd szemléltetése miatt a 24 o6ras OD értékeket csokkend sorrendben
abrazoltam és ennek megfelelden igyekeztem a tdpkomponensek hatasait értékelni. Ezeket az
adatokat szemléltetem a 10. abran. A fermentéacio 24 6rdjaban detektalt biomassza értékeket

(OD24 ra) csoportokba sorolva kivantam értékelni.

14202 3 6 1 5 911 7 8101716242725 4 15121926 133121 2332222818 3029
Tapkozegek jelolése

OD;4 41, [600 nm]
e e - -
[\S] EN [o)} o) —_ [\S] EN [o)}

(=}

10. abra: Biomassza hozamok alakulasa 24 6ras fermentaciot kovetden killonb6z6
Osszetételll tapkozegekben
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10. tablazat: L. fermentum HA-179 torzs szaporodas vizsgélatanak kisérleti terve €s
a tenyésztés 24. 6rajaban meghatarozott optikai denzitas (OD) értékek
Tapkomponens Gliikoz Kazein Tejpor Eleszto- Pepton OD24 6ra

kivonat ~ [600 nm]
Tapkozegek Koncentracio [g/1]
jelolése
| 5 1 1 3 5 1,391
2 5 1 0 1,5 2,5 1,444
3 4 1 0 1,5 2,5 1,438
4 2,5 1 0 1,5 2,5 1,088
5 2,5 1 0 1 2,5 1,389
6 2,5 1 0 0,5 2,5 1,397
7 2,5 1 0 0 2,5 1,334
8 2,5 1 0 1,5 2 1,316
9 2,5 1 0 1 2 1,381
2,5 1 0 0,5 2 1,314
2,5 1 0 0 2 1,357
2,5 1 0 1,5 1 1,069
2,5 1 0 1 1 0,989
2,5 1 0 0,5 1 1,582
2,5 1 0 0 1 1,080
2,5 1 0 1,5 0,5 1,176
2,5 1 0 1 0,5 1,181
2,5 1 0 0,5 0,5 0,240
2,5 1 0 0 0,5 1,069
2,5 1 0 1,5 0 1,574
2,5 1 0 1 0 0,960
2,5 1 0 0,5 0 0,852
2,5 1 0 0 0 0,934
2,5 1 1 1,5 0 1,148
2,5 1 1 1 0 1,126
2,5 1 1 0,5 0 1,048
2,5 1 1 0 0 1,139
2,5 1 0,5 1,5 0 0,624
2,5 1 0,5 1 0 0,151
2,5 1 0,5 0,5 0 0,228
2,5 1 0,5 0 0 0,986
2,5 1 5 0,5 0,5 0,909

A kapott adatok alapjan 6t csoportot kiilonitettem el. Az elsé csoportba soroltam azokat a
tapkozegeket (14, 20), amelyek esetében a végsd OD érték megkozelitette az 1,6 értéket. A
masodik csoportba taldlhatdéak azok a tapkozegek (1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9,10 és 11), amelynél a
végso OD értékek 1,45 és 1,3 kozott alakultak. A harmadik csoportot azon tapkozegek képezik
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(4, 12, 15, 16, 17, 19, 24, 25, 26 és 27), ahol a végso optikai denzitasok 1,15 és 1,00 kozotti
értékek voltak. A negyedik csoportban vannak azok a tapkozegek (13, 21, 22, 23, 28, 31, 32),
ahol fermentécio végén mért OD értékek 1,00 alattiak voltak, de meghaladtak a 0,5 értéket. Az
otodik csoportba 1évé tapkozegek (18, 29, 30) esetében minimdlis szaporodds volt
tapasztalhatd. Az elsd csoportba sorolt tapkozegek Osszetételiiket tekintve megegyeztek,
mindkét tapkdzeg, 0,25 % gliikozt, valamint egytittesen 0,15 % peptont és az élesztokivonatot
tartalmazott. A masodik csoportban 1évé tapkdzegek Osszetételénél azt tapasztaltam, hogy
fiiggetleniil az alkalmazott glilkéz mennyiségétdl a pepton és az élesztOkivonat egyiittes
mennyisége altaldban jelentésen meghaladta a 0,2 %-os értéket. Csupéan a 11-es tapkdzegnél
volt ez az érték 0,2 %. A harmadik csoport tapkdzegeinél lathatd, hogy minden esetben az
alkalmazott glilkéz mennyisége 0,25 % volt és a fehérje eredetli komponensek (tejpor,
¢lesztOkivonat, pepton) mennyisége dsszeségében 0,4 és 0,05 %-os tartomanyban volt. Azon
tapkozegek, ahol a pepton kivaltasara 0,1 %-ban tejport alkalmaztam is ebben a csoportban
talalhatoak. Figyelemre mélto, hogy a gliikdz mellett csupan kazeint és tejport tartalmazod
tapkozegben (27) az elért ODsoonm €érték 1,14 volt. A negyedik csoportban szerepld
tapkozegekben 0,25 %-ban volt jelen a gliikoz, és egyéb komponensek tekintetében jelentdsen
kiilonboztek, a biomassza hozamok szinte azonos szinten mozogtak, kivéve a 28. tapkdzeg,
amelyben 0,05% tejpor mellett 0,15% ¢élesztokivonat volt jelen. Ebben az esetben végsé OD
érték: 0,624 volt.

A kapott eredmények alapjan egyértelmli, hogy a tdpkozegek mindségi és mennyiségi
Osszetétele meghatarozo a tdrzs szaporodasara nézve.

A tovabbi kisérletek tervezése szempontjabodl fontos eredménynek értékelem, hogy a gliikoz
mellett csupan kazeint tartalmazé tapkozegben (23) hasonldan jo eredményeket tapasztaltam,
mint azon tapkdzegekben, ahol a kazein mellett 0,1%-ban élesztdkivonat és pepton is szerepelt,
illetve ahol 0,1%-ban élesztokivonatot adtam a tapkdzeghez. Ezt a tapkozeg Osszetételt
igéretesnek tartom a proteolitikus aktivitds vizsgalata szempontjabol. A 31. tapkdzeg
Osszetételénél fény deriilt arra, hogy biomassza hozamok tekintetében felesleges az
¢lesztokivonat €és a pepton kiegészités. Megfigyelhetd azonban, hogy a tejpor mennyiségének
jelentds megnovelése (32. tapkdzeg) fokozta a biomassza mennyiségét Osszevetve az 6todik
csoportban szerepld tapkozeg (18) hozamaval. Szintén az 6tddik csoportban szerepld 29. és 30.
tapkozegekben - ahol a kazein mellett 0,05%-ban tejpor is jelen volt - az élesztdkivonat
kiegészités csokkentette a biomassza hozamot. Ezt tdmasztja ala a 28. tapkodzegen kapott

eredmény is.
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A proteolitikus aktivitas indukaldsa szempontjabol igéretes tapkozegek esetében a szaporodasi

gorbék alakulasat részletes vizsgalat targyava tettem. Ezen vizsgéalatokban szerepld tapkdzegek

0,25% gliikozt és 0,1%-ban kazeint tartalmaztak, tovabba kiegésziiltek kiillonb6zé mennyiségii

sovany tejporral, élesztékivonattal és peptonnal is.
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Szaporodas (OD 600 nm)

tapkozeg 23
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11. abra: HA-179 torzs szaporodasi gorbéje 0,25 % gliikoz és 0,1 % kazein tartalmt

tapkozegben

A vizsgalt torzs az adott koriilmények kozott viszonylag rovid lag szakaszt kovetden gyorsuld

szaporodasi szakaszba Iépett és 570. percben érte el az exponencialis novekedési fazist.

A kovetkezdben azokban a kozegekben kapott szaporodési gorbéket kivanom szemléltetni,

amelyek 0,25 % gliikozt, 0,1 % kazeint és 0,1 % tejport tartalmaztak tovabbi kiegészités nélkiil,

illetve kiilonb6zé mennyiségl élesztokivonattal kiegésziilve (12. abra).

Szaporodas (OD 600 nm)
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12. abra: A L. fermentum HA-179 torzs szaporodasi gorbéje 0,1 % tejport tartalmazéd

tapkozegekben
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A tejpor mellett 0,15% ¢élesztékivonatot tartalmazo tapkdzegben a torzs 405 percet kdvetden, a
0,1 % ¢lesztokivonatot tartalmazé tapkdzegben 360 percet kdvetden, 0,05 % élesztdkivonatot
tartalmaz6 tapkozegben 340 percet kovetden 1épett az exponencialis szaporodasi fazisba. Ebben
az esetben egy diauxids ndvekedésre utald képlet is lathaté a gorbén, ami a ndvekedési
szubsztratum valtasra utalhat. Az €lesztOkivonatot nem tartalmazé tapkozeg esetében a torzs
novekedése az 510. percet kovetden érte el az exponencialis szaporodasi fazist. Osszeségében
megallapithatd, hogy az élesztdkivonat kiegészités lerdviditi azt az idétartamot, amig a sejtek
az exponencialis szaporodasi fazisba 1épnek. Ugyanakkor, ha proteolizis folyamatat kivanjuk
kovetni, akkor kedvezobb az elhuz6édd gyorsulé szaporodasi fazis, ahol az intenziv

enzimszintézis torténik.

1,2
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13. abra A L. fermentum HA-179 torzs szaporodasi gorbéje 0,05 % tejport tartalmazo
tapkozegekben

A 13. dbran szemléltetett eredményekbdl arra kovetkeztettem, hogy amikor 1% kazein mellett
0,05%-ban volt jelen tejpor és kiilonb6zd koncentracidban élesztokivonat kiegészités jelentdsen
gatolta a szaporodast (tapkozeg 28, 29 ¢és 30). A legjobb szaporodast a kazeint €s tejpor

kiegészitést tartalmazoé tapkdzeg (31) biztositotta.
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14. abra A L. fermentum HA-179 torzs szaporodasi gorbéje 0,5 % tejport tartalmazé
tapkozegben 0,05-0,05% élesztOkivonat €s pepton jelenlétében

A tejpor mennyiségének jelentds megndvelése csokkenti azt az idétartamot, amig a sejtek elérik
az exponencialis szaporodasi fazist (14. dbra) Ebben az esetben a sejtek 345 percet kdvetden
Iéptek az exponencidlis szaporodasi fazisba. Ez a kisérlet nem ad informéciot arrdl, hogy
hogyan alakultak volna az értékek ¢lesztOkivonat €s pepton kiegészités nélkiil.

Tovabbi informacid szerzés céljabol a kazein és a tejpor tartalmu tapkozegekben torténd
szaporitdsokndl az exponencialis fazisban meghataroztam a fajlagos szaporodasi sebességeket
¢s az ebbdl szarmaztathatd generacios idoket. A kapott eredményeket a 11. tablazatban

0sszegeztem.

11. tablazat A L. fermentum HA-179 torzs fajlagos szaporodasi sebesség €s generacios ido
értékei kazein és tejpor tartalmu tapkozegeken

Komponens Gliikoz Kazein Tejpor Elesztékivonat Pepton
Tapkozeg (%) (o) (o) (o) (“o)

- 0,25 0,01 - - -

1=0,264 h*! | toen— 2,6 h
0,25 0,1 0,1 0,15 -

24
1=0,384 h' | teen=1,8 h

- 0,25 0,1 01 0,1 | -
1=0,594 h™' | ten=1,2 h

- 0,25 0,1 | 01 | 0,05 | -
1=0,594 h*! | teen =1,2 h

. 0,25 0,1 01 - | -
1=0,264 h™' | teen =2,6 h

- 0,25 0,1 0,05 - | -
p=0,27 h! | toen =2,6 h

- 025 0,1 05 0,05 0,05
p=0,57 h’! | teen=1,2 h
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Az exponencidlis szaporoddsi fazisban meghatarozott kinetikai adatokbodl lathatd, hogy a
tapkozegekhez az élesztOkivonat hozzaaddsa nemcsak a lag €és a gyorsuld szaporodasi szakasz
hosszat roviditi le, hanem a fajlagos szaporodasi sebességet is noveli. Ezaltal a generacios 1d6
is csokken. A tejpor mennyiségének jelentés megemelésével ndvelhetd a fajlagos szaporodasi

sebesség és ezaltal csokkenthetd a generacios ido is.

5.4 A Kkisérleti eredményekbol levont kovetkeztetések

A tejporos tapkozeg lehetévé teszi a Lactobacillus torzsek szdmara, hogy a tejfehérjéket
hasznositsak tapanyagként és ezaltal aktivaljak a fehérjék bontdsdhoz sziikséges proteolitikus
enzimeket. Igy a tejport tartalmazé tapagaron sikeresen kimutathat6 a torzsek novekedése és az
aktivitasra utald feltisztuldsi zondk. Agardiffuziés modszerrel végzett screenelés soran
megallapitottam, hogy a tizenhét probiotikus Lactobacillus torzs kozil - harom torzs
kivételével - killonbozé mértékben mind mutatott proteolizist. Erdekesnek taldltam, hogy a
torzsek eltérd szaporodast mutattak és proteolitikus aktivitassal rendelkeztek ugyanabban a
kornyezetben. Ezek az eltérések a génexpresszioban vagy a mikroorganizmus anyagcsere
képességében keresenddk. Legnagyobb proteolitikus aktivitast a Lactobacillus fermentum HA
-179 térzse mutatta, igy ezt valasztottam a tovabbi kisérletekhez.

A kisérletek soran sikeresen adaptaltam és alkalmaztam a kivalasztott protedz aktivitas
meghatdrozasi modszert. A szubmerz fermentaciok soran a Lactobacillus fermentum HA-179
torzs protedz szintézisét - kiillonbozd kornyezeti feltételek mellett - sikeriilt kimutatnom.
Tekintettel arra, hogy az aktivitas értékek jelentOs eltérést mutattak, a kovetkezd 1épésben
szaporodasi vizsgalatokat terveztem. A kiilonbozd Osszetételli tapkdzegeken megvalositott
szaporodasi kisérletek eredményeibdl azt a kdvetkeztetést vontam le, hogy abban az esetben,
ha a torzs protedz termelését kivanom vizsgalni felesleges az élesztdkivonat, illetve a pepton
kiegészités alkalmazasa. Ugyanakkor fontosnak itélem a tejpor mennyiségének optimalasat a
tapkozegben. Emellett a kornyezeti feltételeknek meghatdrozdsa és optimalasa is

kulcsfontossagu a hatékony protedz termelés megvalositas céljabol.

5.5 Javaslatok a kutatomunka tovabbi folytatasara

e Elért eredményeim alapjan fontosnak tartom a Lactobacillus fermentum HA-179 torzs
tovabbi vizsgalatat, a tapkozeg optimalasat kdvetden pedig a protedz aktivitas idébeli

valtozasanak kovetését.
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e Sikeres optimalasi kisérleteket kovetden lehetdvé valik a protedz enzim kinyerése és a
nyers proteaz enzimkészitmény jellemzése, valamint fehérjebontasra valé alkalmazasa.
o Kisérleti eredményeimet Osszevetve az irodalmi adatokkal, ahol a Lactobacillus
helveticus fajt jo proteaz termeldként irjak le javasolndm a L. helveticus R-52 torzs
behatobb tanulmanyozasat is. Ezt alatamasztja az én kisérletem is, ahol a torzs a

screenelés soran jelentds aktivitast és jo szaporodo képességet mutatott.

37



6 OSSZEFOGLALAS

Napjainkban kiemelt kutatési teriilet a bioaktiv peptidek eldallitasa és alkalmazasa. A bioaktiv
peptidek hasznositdsa tilmutat a funkciondlis élelmiszerek l1étrehozasan, mivel egyre inkabb
teret hodit gydgyaszati felhasznalasuk is. A megfeleld enzimek alkalmazasa és a kornyezeti
feltételek biztositasa lehetdvé teszi a bioaktiv peptidek hatékony és célzott eldallitasat. A
bioaktiv peptidek szdmos egészségmegdrzd - antioxidans, immunmoduldld, vérnyomads- és
gyulladascsokkentd- tulajdonsadggal rendelkeznek. A bioaktiv peptidek olyan fehérje
fragmensek, melyek bioldgiai aktivitassal birnak, ezéltal pozitivan befolyasolhatjak az
egészséget. A tejfehérje alapt peptidek - melyeket mikroorganizmusok allitanak el - a
mindennapi élelmiszereink 6sszetevOi. A Lactobacillus torzsek proteolitikus enzimrendszeriik
segitségével képesek protedz enzimeket eldallitani, melyek a tejfehérjéket bontjak és tejfehérje
alapu peptideket termelnek. Az élelmiszerek biologiai értékének ndvelése eldsegiti az egészség
fenntartasat. Ezek az ismeretek inspiraltak arra, hogy szakdolgozatom kisérlete soran a
Lactobacillus torzsek protedz aktivitdsat tanulmdnyozzam, valamint mélyebb ismereteket
szerezzek a protedz enzim szintézisét befolyasolo kornyezeti feltételekrdl.

Célom proteolitikus aktivitassal rendelkezd Lactobacillus torzsek szelektalasa volt. El6szor
proteolitikus aktivitds kimutatdsat terveztem megvalodsitani, Oladejo és munkatarsai (2020)
altal leirtak alapjan agardiffizidés modszerrel. A vizsgélt probiotikumok ndvekedtek, de
aktivitast nem tudtam kimutatni, ennek az az oka, hogy BHM téptalaj élesztokivonatot és
peptont is tartalmazott, melyek segitik novekedést, de kevésbé timogatjak a proteaz szintézist.
Ennek az ismeretében, csak tejport tartalmazé tapkozeget alakitottam ki, ahol sziikséges a
tejfehérje bontés a sejtek novekedéshez. A tejporos kdzegben végzett kisérletek meghozték a
vart eredményt, hiszen a tizenhét Lactobacillus torzsbdl csupan csak haromnal nem
tapasztaltam aktivitdst, a tobbinél feltisztulasi zonat ¢és nodvekedést is tapasztaltam.
Megallapitottam, hogy a torzsek kozott is jelentds eltérések vannak, szaporodasukban és a
proteolitikus aktivitdsukban is, ezeknek az eltéréseknek az okai a génexpresszidban és a
mikroorganizmusok anyagcseréjében keresendd. Az is bebizonyosodott, hogy a tejpor a
proteolitikus aktivitds kimutatasara jo valasztas, hiszen a tejfehérje kitlind tdpanyagot jelent a
Lactobacillus torzsek szamara.

Tovabbi vizsgalataimhoz a jo proteolitikus aktivitdst mutatd, de lassu szaporodasu
Lactobacillus fermentum HA-179 torzset valasztottam.

Ezt kdvetden kiilonbozo kornyezeti feltételek mellett szubmerz fermentaciok soran kivantam a

proteaz aktivitast meghatarozni. A HA-179 torzs protedz termelése sok tényezotdl fligghet,
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ezért pontos képet szerettem volna kapni arrdl, hogy melyek azok a feltételek, ahol hatékonyan
miikodik a proteolizis. Igy gliikdzt és tejport tartalmazé tapkozegekben is végeztem
vizsgalatokat, 30 és 37 °C-on, légkori és anaerob kdrnyezetben egyarant. Novelt tejpor tartalmt
tapkozegben eltéré mértékben, de minden esetben sikeriilt enzimaktivitast kimutatnom.
Legjobb eredményt a légkori kortiilmények kozott 30 °C-on glitkdz mentes, tejport tartalmazo
tapkozegben értem el. Ebben az esetben 18 U/ml protedz aktivitast tapasztaltam. Ezutan sovany
tejport tartalmazo tapkozegben vizsgéaltam a protedz aktivitast. A kiindulasi tejkdzeg kémhatasa
pH=6,7 volt. 24 6ras id6tartamu fermentacidt vezettem, melynek sordn 6 oras és 24 6ras kdrben
vettem mintakat. A fermentacio soran pH csokkenést nem tapasztaltam, de csekély mértéki
proteaz aktivitast ki tudtam mutatni. Az eredmények arra utalnak, hogy meghatdroz6 lehet az
enzimaktivitasok szempontjabol, hogy a baktérium sejtek mely szaporodasi fazisban vannak.
Az ellentmondasos eredmények feloldasara a HA-179 torzs szaporoddsi tulajdonsagait
kiilonbozo Osszetételli tapkozegeken vizsgaltam. Mindegyik tapkozeg tartalmazott gliikozt, a
proteaz enzim indukélasara 0,1%-ban kazeint és kiegészitésként tartalmazhattak tejport,
¢lelsztOkivonatot és/vagy peptont. A biomassza hozamokbdl és a szaporodasi gorbékbol
megallapitottam, hogy a tapkozeg Osszetételek jelentds hatast gyakorolnak a torzs szaporodasi
tulajdonsagaira. Eredményeimbdl azt a kovetkeztetést vontam le, hogy ha a torzs proteaz
termelését kivanom vizsgalni akkor felesleges az élesztOkivonat és a pepton kiegészités
alkalmazésa, ugyanakkor fontos a tejpor mennyiségének optimalasa, valamint a kedvezd
kornyezeti feltételek meghatarozasa. A szaporodasi gorbékbdl, valamint az exponencialis
szaporodasi fazisban meghatarozott fajlagos szaporodasi sebesség értékekbdl lathatd, hogy a
tapkozegekhez az élesztOkivonat hozzaadasa nemcsak a lag €és a gyorsulo szaporodasi szakasz
hosszat roviditi le, hanem a fajlagos szaporodasi sebességet is noveli. Tovabba megéllapithato
az is, hogy a tejpor mennyiségének jelentds megemelésével novelhetd a fajlagos szaporodasi
sebesség és ezaltal csokkenthetd a generacios ido is.

Elért kezdeti eredményeim igéretes alapot jelentenek a kutatdomunka folytatasahoz, a torzs
proteaz enzim aktivitasanak id6beli kdvetésével lehetdségiink van megérteni az enzim szintézis
dinamik4jat. A folyamat optimalasat kdvetden kinyerhetd a protedz enzim és informaciokat
nyerhetiink az enzim aktivitasarol, valamint tulajdonsagairdl. Ez lehetdvé teszi, hogy megértsiik
az enzim mikodését és alkalmazasi lehetdségeit, hogy céliranyosan hasznaljuk fel a fehérjék

lebontdsara, ami hasznos lehet szamos ipari és biotechnoldgiai alkalmazasi teriileten.
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