Probiotikus Lactobacillus torzsek szelektalasa proteaz enzim aktivitasra
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Tartalmi kivonat
Napjainkban kiemelt kutatdsi teriilet a bioaktiv peptidek elddllitdsa és alkalmazasa.
Hasznositasuk tulmutat a funkcionalis élelmiszerek l1étrehozdsan, mivel egyre inkabb teret hodit
gyogyaszati felhasznalasuk. A megfeleld enzimek alkalmazédsa és a kornyezeti feltételek
biztositasa lehet6vé teszi a bioaktiv peptidek hatékony és célzott eldallitasat. A bioaktiv
peptidek szamos egészségmegdrzd - antioxidans, immunmodulaldé, vérnyomas- ¢és
gyulladascsokkentd- tulajdonsaggal rendelkeznek. A tejfehérje alapu peptidek, melyeket
mikroorganizmusok allitanak elé6 mindennapi élelmiszereink Osszetevéi. A Lactobacillus
torzsek proteolitikus enzimeik segitségével bontjak a tejfehérjéket és bioaktiv peptideket
hoznak 1étre. Az ¢lelmiszerek bioldgiai értékének a novelése hozzajarul az egészség
fenntartasahoz. Ezek az ismeretek inspiraltak, hogy szakdolgozatom kisérletei sordn a
Lactobacillus torzsek proteaz aktivitasat tanulmanyozzam és mélyebb ismereteket szerezzek a

proteaz enzim szintézisét befolyasolo kornyezeti feltételekrol.

A proteolitikus aktivitas kimutatasat agardiffuziés modszerrel Oladejo és munkatarsai (2020)
altal leirtak alapjan valdsitottam meg. A vizsgalt probiotikumok ndvekedtek, de aktivitast nem
tudtam kimutatni. Ennek az ismeretében, csak tejport tartalmaz6 tapkozeget alakitottam ki, ahol
szlikséges a tejfehérje bontasa a sejtek ndovekedéshez. A tejporos kozegben végzett kisérletek
meghoztak a vart eredményt, hiszen a tizenhét Lactobacillus térzsbol csupan csak haromnal
nem detektaltam aktivitast, a tobbinél feltisztulasi zonat és novekedést 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 protealitikus aktivitast mutato, de
lassu szaporodasu Lactobacillus fermentum HA-179 torzset valasztottam. Ezt kdvetden

kiilonbozd kornyezeti feltételek mellett szubmerz fermentdcidk soran kivantam a protedz



aktivitast meghatarozni. A HA-179 torzs protedz termelése sok tényez6tdl fiigg, ezért pontos
képet szerettem volna kapni, hogy melyek azok a feltételek, ahol hatékonyan miikédik a
proteolizis. Igy gliikézt és tejport tartalmazé tapkozegekben is végeztem vizsgalatokat, 30 és
37 °C-on, légkori és anaerob kornyezetben egyarant. Novelt tejpor tartalmu tapkdzegben eltérd
mértékben, de minden esetben sikeriilt enzimaktivitast kimutatnom. Legjobb protedz aktivitast
a légkori kortilmények kozott 30 °C-on gliikoz mentes, tejport tartalmazoé tapkézegben mértem,
amely 18 U/ml értéknek adddott. Ezutan rekonstrudlt tejkdzegben vizsgaltam a protedz
aktivitast. A kiindulasi kozeg kémhatdsa pH=6,7 volt. 24 6rds id6tartamu fermentaciot
vezettem, melynek soran a 6. és 24. oOrdban vettem mintdkat. A fermentacid soran pH
csokkenést nem tapasztaltam, de csekély mértékli protedz aktivitdst tudtam mérni.
Eredményeim arra utalnak, hogy meghatdroz6 lehet az enzimaktivitdsok szempontjabol, hogy
a baktérium sejtek mely szaporoddsi fazisban vannak. Az ellentmondéasos eredmények
feloldasara a HA-179 torzs szaporodasi tulajdonsagait kiilonbozd osszetételli tapkozegeken
vizsgaltam. Mindegyik tapkozeg tartalmazott gliikdzt, a protedz enzim indukalasara 0,1%-ban
kazeint és kiegészitésként esetenként tejport, élesztokivonatot és/vagy peptont hasznaltam. A
biomassza hozamokbol és a szaporodasi gorbékbdl megallapitottam, hogy a tapkozeg
Osszetételek jelentds hatast gyakorolnak a torzs szaporodasi tulajdonsagaira. Eredményeimbdl
azt a kovetkeztetést vontam le, hogy ha a torzs protedz termelését kivanom vizsgalni akkor
felesleges az élesztokivonat és a pepton kiegészités alkalmazasa, ugyanakkor fontos a tejpor
mennyiségének optimaldsa, valamint a kedvezd kornyezeti feltételek meghatdrozasa. A
szaporodasi gdrbékbdl, valamint az exponencialis szaporodasi fazisban meghatarozott fajlagos
szaporodasi sebesség értékekbdl lathatd, hogy a tapkozegekhez az élesztékivonat hozzdadasa
nemcsak a lag és a gyorsuld szaporodasi szakasz hosszat roviditi le, hanem a fajlagos
szaporodasi sebességet is noveli. Tovabba megallapithat6 az is, hogy a tejpor mennyiségének
jelentés megemelésével novelhetd a fajlagos szaporodési sebesség és ezaltal csokkenthetd a
generacios ido is.

Elért kezdeti eredményeim igéretesek ¢és alapot adnak a kutatdbmunka folytatdsahoz.
A L. fermentum HA 179-t0rzs tovabbi vizsgéalatdval, a protedz enzim aktivitdsanak iddbeli
kovetésével lehetdségiink van megérteni az enzim szintézis dinamikajat. A folyamat
optimaldsat kdvetden kinyerhetd a protedz enzim és informacidkat kaphatunk az enzim
aktivitasarol, valamint tulajdonsagairol. Ez lehetdvé teszi, hogy megértsiik az enzim mitkodését
¢s feltarjuk az alkalmazasi lehetdségeit. Ezéltal célirdnyosan hasznaljuk fel a fehérjék

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



