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1. BEVEZETES

A mai vilagban egyre nagyobb hangsulyt fektetiink az egészséges életre, a legfrissebb
trendek igyekeznek felhivni a figyelmet a tudatos étkezésre az egészségiink megdrzése,
valamint az immunrendszeriink erdsitése érdekében. Napjainkban a funkcionalis
¢lelmiszerek irdnt megnott a kereslet, melyek valamilyen hozzaadott értéket képviselnek €s
kedvez6 hatdssal vannak a szervezetiinkre. Osszetevdi természetes alapanyagok és nem
tartalmaznak tartositoszert. Az aktiv él6 probiotikumokat, valamint prebiotikumokat
tartalmazo élelmiszerek is ebbe a csoportba tartoznak.

A bél mikrobiom 0Osszetétele biodiverzitdsa ¢és egészsége hatdssal van a tipanyag-,
anyagcsere- és energiafelhasznalasra. Egyes kutatdsok a mikrobiota egészségi allapotat a
fogyassal és az elhizéassal kapcsoljak Ossze, az utobbi olyan népegészségiigyi problémak
indikatora, mint a sziv és érrendszeri megbetegedések, valamint a cukorbetegség, melyek a
vezetd halalozasi okok kozé tartoznak (Lee et al., 2019; Parvez et al., 2006). Pro- és
prebiotikumok megvaltoztatjdk a hormon, neurotransztmitterek eloszlasat, melyek a
pszichikai éallapotra és a gyulladasi faktorokra vannak hatassal. A probiotikumok szerves
savakat termelnek, melyek savas pH-t eredményezve visszaszoritjak a mikrobiom karos
baktériumainak szaporodasat. Hasonld hatast valt ki a korokozokkal valé kiizdelem a
receptorkotohelyekért és a novekedési faktorként felhasznalt tdpanyagokért. Fogyasztasuk
serkenti a mikrobidlis egyensuly helyreallitasat a gazdaszervezet gyomor-bél traktusaban és
hozzajarul az immunrendszer megfelelé miikodéséhez (Dahiya & Nigam, 2022; Parvez et al.,
2006).

A fermentécios iparban, élelmiszerekben, orvosi kezelésekben, takarmanyozasban széles
korben alkalmazzak a Lactobacillus-okat konny(i hozzaférhet6ségiik, kedvezd aruk és
bizonyitott biztonsdgossaguknak kdszonhetden, melyet az elismert GRAS és QPS statuszuk
tiikroz (Dahiya and Nigam, 2022).

Az ¢élelmiszerekhez megfelelden szabdlyozott koriilmények kozott hozzdadva, a
probiotikumok hozzéjarulnak a termék izének és allaganak javitasdhoz, valamint a kedvezd
aromak megjelenéséhez. Ezen kedvezd hatasok a [B-galaktozidaz termelésiiknek is
koszonhetdk, mely enzim hidrolitikus tulajdonsagaval lebontja a tejcukrot, illetve
megakadalyozza annak kikristdlyosodasat, igy a laktozérzékenységben szenveddk szamara
is elérhetévé valnak ezen termékek.

A B-galaktoziddz enzim altal katalizalt folyamat a galakto-oligoszacharidok szintézise is,

melyek prebiotikus tulajdonsdggal ¢lelmiszer Osszetevokként szelektiven tamogatjak a



probiotikumok szaporodésat és aktivitasat a vastagbélben, ezzel jotékony hatast gyakorolva
a gazdaszervezet szdmara.

A probiotikus Lactobacillus ¢és az altaluk termelt [-galaktoziddz enzim széleskor
alkalmazasi lehetdségei Osztondztek az enzim termelés vizsgalatara és a technologia

optimalasara.



2. CELKITUZES

Probiotikumokat és prebiotikumot tartalmazo funkciondlis élelmiszerek fogyasztasaval
serkenthetd a mikrobidlis egyensuly helyreallitdsa a gazdaszervezet gyomor-bél traktusaban
¢s hozzajarulnak az immunrendszer megfelelé mitkodéséhez. A probiotikumok felveszik a
szelektiven serkentik a jotékony bélbaktériumok, példaul a Lactobacillus-ok ¢és a
Bifidobacterium-ok novekedését, fokozzak a tejsav, valamint a révid lanch zsirsavak
termelését. B-galaktoziddz enzimiik felhasznalhato a tej laktdz tartalmanak lebontasara, a
laktéz intolerancia okozta problémak és kellemetlenségek lekiizdésére. A B-galaktozidazok
transzglikozilacidos aktivitdsit a galakto-oligoszacharidok ipari szintézisében 1is
alkalmazhatjak, amelyek az emberi tej oligoszacharidjaihoz hasonldéan prebiotikumként

szolgalnak.

A szakdolgozatom célja, a probiotikus Lactobacillus fermentum laboratoriumi fermentacioja

soran a -galaktozidaz enzim termeléshez legkedvezObb koriilmények biztositasa.
Kutatasi céljaim megvalositasahoz a kovetkezd kisérleteket terveztem:

- Szénforras hatasanak vizsgélata a -galaktozidaz termelésre
- Szervetlen és szerves nitrogén forrasok hatasa a -galaktozidaz termelésre
- Inokulum szénforras tartalménak hatisa az enzimtermelésre
- Enzim stabilitdsanak vizsgélata
A kisérleteket a MATE, Elelmiszertudomanyi és Technologiai Intézet, Biomérnok és

Erjedésipari Technologia Tanszékének laboratdriumaiban végeztem.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Bélmikrobiota

A bélmikrobiota 0sszetétele nem statikus, tobb mikrobialis torzsbol all €s az olyan tényezok,
mint az életkor, a genetika, a kornyezet €s az étrend is befolyasolja. Kora gyermekkorban,
kiilondsen az elsd harom évben a bélben megtelepedett mikrobdk Osszetétele és funkcidja
folyamatosan valtozik, amig egy viszonylag stabil mikrobakdzosség 1étre nem jon (Han et
al., 2021). Bonyolult 6koszisztémat alkot, amely tobb billi6 6shonos és még patogén
mikroorganizmust is magaban foglal. A testiinkben talalhat6 dsszes egyedi génnek csak 1%-

rrrrr

az emberi mikrobiom a masodik genomunknak tekinthet6 (El-Sayed et al., 2021).

Létfontossagu szerepet jatszik az egészség megoOrzésében és a gazdaszervezet fertdzésre
adott immunolégiai valaszaban. Osszetételét és miikodését szamos tényezd befolyasolja,
mint példaul a kiegyensulyozatlan taplalkozas, az alultaplaltsag, a koérnyezeti tényezok, a
higiéniai szokasok, az immunhianyos egészségi allapot és az antibiotikumok révid vagy
hosszl tava alkalmazasa is (Dahiya és Nigam, 2022). Az antibiotikum megvaltoztatja a
gyomorban 1évé baktériumok sokasagat ¢€s szdmat, megzavarva a bélmikrobidta
Okoszisztémajat, enyhe és sulyos hasmenést is okozhatnak. A bélmikrobidtat alakitd tovabbi
tényezOk kozé tartozik a testmozgas, amely a szisztémds gyulladas csokkenésével és a
bélmikrobiota Osszetételének megvaltozasaval jar egyiitt, az alvasvesztés, amely a
Firmicutes baktériumok sejtszdm novekedésével fiiggdtt Gssze, €s a stressz, amely noveli a

bél permeabilitasat és a gyulladasos citokinok mennyiségét (Lee et al., 2020).

3.2. Probiotikumok
3.2.1. Torténete, meghatarozasa

Az 1900-as évek elején Metchnikoff orosz kutatd a kimagaslé élettartammal rendelkezd
bolgar parasztok étkezési szokasait figyelte meg, akik gyakran fermentalt élelmiszert, mint
joghurtot fogyasztottak. Tapasztalatai alapjan megfogalmazta, hogy a Lactobacillus-ok
képesek ellenstilyozni a gyomor-bélrendszer korokozo baktériumait, melyek elszaporodasa
kiilonboz6 betegségekkel és az dregedéssel hozhato dsszefliggésbe, valamint megallapitotta:
,»A tejsavbaktériumok minden bizonnyal megakadalyozzédk mas mikrobak szaporodasat, de

nem képesek elpusztitani azokat (Elie Metchnikoff, 1908; Gasbarrini et al., 2016).



Ebben az iddben Tissier bifidobaktériumok beadéasat javasolta a hasmenésben szenvedd
csecsemoOk szamara, ugyanis bélflorajuk az egészséges alanyoknal azokbdl joval kevesebbet
tartalmazott. Allitasa szerint a Bifidobacterium-ok képesek elnyomni a megbetegedést okozo

baktériumokat.

Az el6z6 munkassagok bar feltételezik a baktériumok probiotikus hatasat, eldszor azonban
a kifejezést 1954-ben Werner Kollath hasznalja, mint aktiv 0sszetevok melyek
esszencialisak az élet egészséges fejlodéséhez. A probiotikum ,,pro bios” kifejezés gorog
eredetli, jelentése ,.életért”, amely megkiilonbozteti Oket az antibiotikumoktdl, amelyek
jelentése az ,.€let ellen”(Guarner et al., 2005). Ezutan ez a kifejezés tobb szakcikkben is
megjelenik, ¢és szadmos torekvés indul annak konkretizalasara, behataroldsira és
pontositasara. A legmeghatarozobbak Lilly és Stillwell, Sperti, Parker, Fuller, Havennar és
Salmeinen nevéhez kapcsolodnak (Schrezenmeir és De Vrese, 2001). Az emberek
biztonsaga érdekében 2001-ben és 2002-ben a FAO és WHO szakértéi munkacsoportbdl allo
konzultacidt hivott 6ssze, ahol lényegében egy utmutatdt hoznak 1étre a probiotikumok
értékeléséhez: hivatalosan meghataroztidk, hogy a probiotikumok ,,¢16 mikroorganizmusok,
amelyek megfeleldé mennyiségben adagolva jelentds egészségiigyi elonyokkel jarnak a
gazdaszervezet szamara”. Ez a definici6 a tudosok korében is a leginkabb elfogadott €s
hasznalt, emellett 2014-ben a Probiotikumok és Prebiotikumok Nemzetk6zi Tudomanyos

Szovetsége (ISAPP) is jovahagyta €s javaslatot tett annak pontositasara (Net et al., 2014).

3.2.2. Kovetelmények

A probiotikus mikroorganizmusok életképessége kulcsfontossagl tényezd, mely hatéssal
van a tarolasi 1d0 lejarataig sziikséges mikroba mennyiségre. Emellett a probiotikumoknak
robusztusnak ¢és stabilnak kell lennilik, hogy az elfogyasztast kovetden tuléljek az
emésztOrendszer viszontagsagait, mint pl. a gyomorsav alacsony pH-jat, az epesok és a
kiilonboz6 emésztéenzimek hatasait, majd kelld mennyiségben eljussanak a bélbe, ahol
képesek legyenek megtelepedni, illetve anyagcserefolyamataik sordn termel6dd hasznos

metabolitok jotékony hatasaikat kifejteni (Bezkorovainy, 2001).

A funkcionalis adag 1*10° telepképzé egység/adag, melyek 6sszhangban 4llnak kanadai és
az olasz szabalyozasi megkozelitésekkel (WHO, 2001-2002) melyek alkalmazasanak tobb
éves tapasztalata és hagyomanya van az élelmiszerekben és étrendkiegészitOkben. Az EFSA
altal jovahagyott, jol jellemzett torzsek fogadhatok el probiotikumként, amelyek elénydsek

a gazdaszervezet joléte szempontjabol. Probiotikus tdrzsek ne mitkddjenek az antibiotikum



rezisztencia gének potencialis forrdsaként, genetikai stabilitas jellemezze, amelyet pl az
evolucios genomidlis atrendezddések gyakorisagabol allapitanak meg. A torzs jotékony
hatasanak igazolasahoz figyelni kell az Iddbeli kapcsolatokat, dozisra adott valaszokat,
1smétlodo megallapitasok jelentdségét, az alternativ magyarazatok megfontolasat, ezekhez
jol megtervezett randomizalt kontrollalt vizsgalatok RCT és kivaldo mindségli metaanalizisek

sziikségesek, amennyiben Uj torzset azonositanak (Hill et al., 2014; WHO, 2001-2002).

3.3. Tejsavbaktériumok

A Lactobacillus-okat az emberi bélrendszer dominans mikroorganizmusaiként tartjak
szamon (Walter, 2008) és emellett a legelterjedtebb probiotikus torzsek kozé tartoznak.
a bélfertdzésekkel szembeni rezisztenciajara. A tejsavbaktériumok (Lactic Acid Bacteria)
neviiket az altaluk katalizalt folyamatban képzd6dd tejsavrol kaptdk, tehat a szénhidrat-

anyagcseréjiik egyetlen vagy fo végtermékérdl (Tannock, 2004).

3.3.1.Jellemzoik

2020 marciusi adatok alapjan a Lactobacillus nemzetség 261 fajt foglal magaban, amelyek
fenotipusos, 6kologiai és genotipusos szinten is rendkiviil valtozatosak (Zheng et al., 2020).
A nemzetség a Firmicutes torzsbe, Bacilli osztalyba, Lactobacillales rendbe és ezen beliil a
Lactobacillaceae csaladba tartozik, a legkdzelebbi hozzéatartozoi az azonos csaladba tartozo

Paralactobacillus és Pediococcus nemzetségek (Zheng et al., 2020).

Gram+ baktériumok, melyek nem képesek spordkat képezni. Nem mozgékonyak, alakjuk
palcika vagy kokkusz, melyek révidebb és hosszabb valtozatban fordulnak elé (Rafique et
al., 2022). Genomjuk GC 0sszetétele 50% alatti (Tannock, 2004). Katalaz negativak, még
akkor is, ha bizonyos torzsek képesek pszeudokataldz aktivitdsra és hem csoportot
tartalmaznak. Az oxigén igényliik szerint lehetnek anaerobok vagy aerotoleransak, emellett

hagysav, illetve savkedveldek.

Téaplalkozasi igényiik Osszetettebb, megfeleld ndovekedésiikhoz sziikségiik van peptidekre,
zsirsavakra, soOkra, nukleinsav szarmazékokra ¢és vitaminokra 1is. Szinte minden
kornyezetben fellelhetdek, ahol rendelkezésre allnak szénhidratok, élelmiszerekben, mint
példaul: tejtermékek (joghurt, kefir, sajt), fermentalt husok (szalami), kovasz, z6ldségek
(kifejezetten olivabogyo6 és savanyusag), gyiimolcsok és italok, emellett a 1éguti-, gyomor €s
bélrendszerben, emberi ¢és allati nemiszerveken, szennyvizben és novényi anyagokban is

(Fernandez et al., 2015; Zheng et al., 2020).



Két fobb tipusra kiilonithetok el, a fajok kozott talalkozhatunk homo-, illetve
heterofermentativ anyagcseretipussal. Abban az esetben, ha szénforrasként gliikkozt
alkalmazunk ¢és végtermékként 85%-ban tejsavat kapunk, akkor anyagcseréjiik
homofermentativ. A heterofermentativ katabolizmus soran a tejsav végtermék mellett

hasonl6 ardnyban szén-dioxid, etanol és ecetsav is termelddik (Tannock, 2004).

GLUKOZ PENTOZOK
! YRR,
glik6z-6-P === gliikonsav-6-P ribuléz-5-P
G-6-P GS-P
l dehidrogenaz dehidrogenaz 1
FRUKTOZ —® fruktoz-6-P xiluloz-5-P
l foszfo-
fruktéz-1,6-P ketolaz
aldolaz
dioxiaceton-P glicerinaldehid-P acetil-P
triozfoszfat- p NAD
izomeraz i NADH,,
ADP :
acetaldehid
glicerinsav-1,3-P ATP
l NADH2
NAD
piroszolosav
NADH,  ECETSAV ETILALKOHOL
NAD
TEJSAV
A B

1. abra A tejsavbaktériumok homo- (A), és heterofermentativ (B) anyagcsere utvonala (Internet I)

3.3.2. Alkalmazasuk és kedvezo hatasaik

FO szerepet toltenek be a fermentalt termékek eldallitdsdban, starter kultiraként vagy
masodlagos mikrobiotaként. A starter kultarak, magas sejt szdmu, egyetlen torzstipusbol
vagy tobb fajbol allo készitmények. Az €lelmiszeripari termékekben anyagcseretermékeik
hasznos metabolitjainak eldnyds tulajdonsdgait aknazzak ki, melyek meghatarozzdk a
termék savassagat, allagat, szinét és aromajat is. Alkalmazéasukkal igy kivant érzékszervi
tulajdonsagokkal rendelkezd termékeket alakitanak ki. Antimikrobas hatdsuk révén az
¢lelmiszer biztonsagot is javitjdk. A tejsavbaktériumok a nyers tej fermentacioja kozben
felszaporodhatnak ¢és proteolitikus (kazeinbdl), glikolitikus (lakt6zbdl) és lipolitikus
(zsirbol) atalakitasokat végezhetnek, melyek pl. a sajt érlelés folyamataiban szerepet
jatszanak. A kultardk elsédleges és masodlagos metabolitjaikkal, az élelmiszer matrixabol

bioaktiv vegylileteket szabaditanak fel. A konjugalt linolsav CLA a tejzsir nativ dsszetevoje,
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tartalmazza a tejben erjesztéssel novelhetd zsirsavakat linol és linolénsavakat, amelyek
gyulladds csokkentOk, antiheterogének és antioxidansok. 1-20 specifikus aminosav
szekvenciaval rendelkez6 bioaktiv peptidek a kazeinbdl, tejsavobol szabadulhatnak fel és pl
az angiotenzin-1_konvertald enzim gatlasaval képesek csokkenteni a vérnyomast, emellett
antimikrébas hatasaik is vannak. A gamma-aminovajsav (GABA) a glutaminsavbol
keletkezik és szintén csokkenti a vérnyomast. Hozzajarulnak a vitaminok termeléséhez pl.
B12 ¢s folsav. B-galaktozidazokat termelnek és pozitiv hatasuk van a mikrobiomra

(Fernandez et al., 2015; Rafique et al., 2022).

3.4. Prebiotikumok

A prebiotikumokat kezdetben nem emészthetd élelmiszerdsszetevokként hataroztdk meg,
amelyek jotékony hatassal vannak a gazdaszervezetre, azéltal, hogy szelektiven tdimogatjak
a novekedését és vagy aktivitdsat egy vastagbélben megtaldlhatd korlatozott szamban

jelenlévo baktériumnak (Gibson és Roberfroid, 1994)

Egy Ujabb meghatdrozas szerint a prebiotikumok szelektiven fermentalt Osszetevok,
amelyek specifikus valtozasokat tesznek lehetévé a gasztrointesztindlis mikrobiota
Osszetételében ¢€s aktivitasdban, amely kedvezd a gazdaszervezet egészsége és joléte

tekintetében (Scott et al., 2010).

Az altalanos prebiotikumok koz¢ tartoznak az inulinok, frukto-oligoszacharidok (FOS),
galakto-oligoszacharidok  (GOS), szoja-oligoszacharidok,  xilo-oligoszacharidok,
pirodextrinek, izomalto-oligoszacharidok ¢és a laktuloz. GOS-t laktozbol Aallitjak eld,
biokatalizatorként B-galaktozidazt haszndlva. A prebiotikumok por vagy szirup formajaban
is elkészithetdk, €s kiegészitoként forgalmazhatok, vagy élelmiszerekhez, leggyakrabban
édesipari termékekhez, joghurtokhoz ¢és kenyerekhez keverhetok (Charalampopoulos és

Rastall, 2012).

A prebiotikumoknak a hatékonysag érdekében (Davani-Davari et al., 2019)
e FEl kell jutniuk a vastagbélbe gy, hogy kémiai és szerkezeti tulajdonsagaik ne
valtozzanak meg
e Szerkezeti Osszetételiikbdl adoddan a bél felsé szakaszan végbemend emésztési
folyamatokat tal kell élnitik
e Ellen kell allniuk a hasnyalmirigy és kefeszegély altal termelt enzimek emésztd
hatasanak

e Szelektiv szubsztratumként kell szolgélnia a jotékony hatasu baktériumoknak
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3.5. p-Galaktozidaz enzim

Az elmult években a glikozidazok (EC 3.2.1) nagyobb figyelmet kaptak, mert kritikus
szerepet jatszanak a glikozidok hidrolizisében, az oligoszacharidok, poliszacharidok és
glikokonjugatumok eldallitdsdban (Movahedpour et al., 2022), ugyanis képesek
szénhidratokat szintetizalni olcsé kiinduldsi anyagokbol konnyen, hatékonyan ¢és

kornyezetbarat modon(Lu et al., 2020).

A P-galaktoziddz a galaktohidrolazok (EC.3.2.1.23) kozé tartozik, magasabb rendii
novényekben, allatokban ¢és mikroorganizmusokban tilnyomoé tobbségben eléforduld
hidrolitikus enzimek. A forrastol fliggden széles pH-tartomanyban aktivak, példaul a
gombdk [B-galaktoziddz enzimei pH 2,5-5,4 érték kozott, mig az élesztd és a bakteridlis
enzimek pH 6,0-7,0 -tartomanyban (Movahedpour et al., 2022). A szekvencia-hasonldsag
alapjan a [-galaktoziddzokat a glikozil- hidrolazok (GH) 1., 2., 35., 42., 59. és 147.
csaladjaba soroljak a CAZy adatbazisban, melyek egyiitt alkotjdk a Clan-A szupercsaladot.
Szerkezetiik (B/a)s henger, belsd oldalukat 8 parhuzamos B-redd alkotja, melyet a kiilsd

oldalon 8 a-hélix valt (Vera et al., 2020).

3.5.1. Hatasmechanizmusuk

A B-galaktozidazok kétféle enzimatikus aktivitassal rendelkeznek. Hidrolizaljak a laktoz
diszacharidot, az 1,4-galaktozidos kotéseik hasitasaval, melynek eredményeként 2
monoszacharidot a glikozt ¢€s a galaktozt kapjuk. Az enzimiink ezek mellett
transzgalaktozildz aktivitassal is rendelkezik, mely sordn egy akceptor cukor molekuldhoz a
laktoz bontasabol szarmazé galaktozil részeket kapcsolja, igy valtozatos polimerizacios foku

szénhidrat keverékek jonnek lére, ezek az ugynevezett galakto-oligoszacharidok (GOS).

A katalizisben két glutamin- vagy aszparaginsav- maradék jatszik lényeges szerepet: az
egyik sav/bazis katalizatorként, a masik pedig nukleofilként. A katalitikus folyamat egy
kétlépéses kettds elmozduldsos mechanizmussal valosul meg. A kezdeti galaktozilezési
1épésben a nukleofil maradék megtdmadja a szubsztratot az anomer centrumnal, mig a sav-
bazis maradék savas segitséget nyujt a kilépd csoport tdvozasanak eldsegitése érdekében. Ha
laktozt hasznalnak szubsztratként, kovalens galaktozil-enzim intermedier képzddik, a
laktozbol torténd gliikoz felszabadulassal egyiitt. A degalaktozilacio kdvetkezd 1€pésében a
sav-bazis maradék altalanos bazisként szolgal, €és aktivalja az akceptor molekulat, amely

megtamadja a galaktozil-enzim intermediert az anomer centrumban, és igy olyan terméket
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hidrolizis megy végbe, és a galaktoz felszabadul az enzim koztitermékébdl. Ha azonban a
cukrok szolgalnak akceptorként, transzglikozilaci6 megy végbe (Lu et al., 2020). A
transzglikozilacids aktivitds, valamint a szubsztratspecifitds és a glikozidos kotés

preferencidja az enzimforrastol fliggden valtozik (Duan et al., 2022).

Sav/bazis OH
'K HO ° // /k
O ~o HO OH -0" N0
/ (! OH
| OH OH H OH Gliikoz /‘ OH OH o OH OH
| o onCa [ (o b, e (o
\"= HO OH ROH: H,0

\ HO OH HO
\‘ _(() o Laktoz \HO 0) o Galaktoz
e W o o

Nukleofil ikolizi
u 1 Transzglikolizis
ROH: Gliikoz ROH : Galakt6z ANHez
OH OH OH OH OH OH
e HO “° ,é:‘
OH

+ Egycb GOs
2. dbra A B-galaktozidaz katalitikus folyamatai (Lu et al., 2020 nyoman)

A tejsavbaktériumok laktdz hasznositasanak elsé 1épéseként a laktozt a baktérium sejtekbe
kell szallitani, ez torténhet laktdz-permeazok segitségével vagy a lakt6z/D-galaktdz reverz

transzporteren keresztiil (Xu et al., 2022).

OH OH

TranszglikozilaciGhe 50% / Laktoz Hidrolizis, -50%

OH OH
O, HOH OH
HO - (e} - o. - o
o H HO
HO
2 HO :

o
H “OH OH OH
Allolaktéz Galaktéz Szélécukor

[3 Lac Represszor allolaktézzal \_/ l

Lac Repressor a kezel6hoz kotve

Lac Operon indukcidja

3. ébra A laktoz bontasa -galaktozidaz enzimmel (Sedzro et al., 2018 nyoméan)
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A laktoz 6nmagéban nem képes indukalni a lac operont. A galaktozidaz enzimet kddolo

crer
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A gén promotere gyenge ¢€s irreverzibilisen kapcsolddik, ezért az operonrol mindig
termelddik kis mennyiségii -galaktoziddz enzim. Transzgalaktozilacids aktivitasa révén a
laktoz jelenlétében képes allolaktozt képezni, amely korepresszorként indukélja a lac operon
bekapcsolodasat. Az allolaktoz képes megvaltoztatni a represszor fehérje térszerkezetét,

amely igy mar nem lesz képes specifikusan kotddni az operator régidhoz.

A lac operon eldtt olyan regulacios régiok helyezkednek el, mint a katabolit gént aktivalo
fehérjék receptorai (CAP kotd hely). A CAP segiti a transzkripcidért felelds polimeraz
kapcsolodasat a o-faktorok stabil kotodése altal, de a fehérje oGnmagaban nem képes kdtddni
a receptorhoz csak cirkularis adenozin-monofoszfat (CAMP) jelenlétében, ha rendelkezésre
all gliikoz, intracellularis cAMP szintje alacsony, igy nem alakul ki a megfeleld kotés és nem
jon létre a fehérje-receptor komplex a gén atirddas stimuldldsdhoz. Alacsony gliikoz
koncentracio esetén cAMP ¢éhezést jelz6 molekulakként CAP-cAMP komplexként erds

induktorként fokozzék az operon atirodésat.

,DNS

a) Magas gliik6z Inaktivélja az adenilatot kots  \
ciklaz fehérje

ATP el DNS "Operator" Gén

(b) Alacsony gliik6z

Nincs inaktivalas

ATP wssssldp cAMP
(c) cAMP § g /O/V&
Y g /(d/ ) 2
AP + ¢ e CAP A by
s, -
| T S ]
Pro’"ote,— _-G-r
y CAMP
-~ RNS
CAP\{_V} polimeraz
By A

4. dbra Katabolit gént aktivalo fehérjék szerepe (internet II; I11)
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3.5.2. B-Galaktozidaz hatasai és ipari alkalmazasa

Mikroorganizmussal vagy kiilonb6z6 enzimekkel kombindlva a [-galaktozidazokat a
tejsavoban 1€vo laktdz lebontasaban jatszanak szerepet, melyet laktatta, acetatta, bioetanolla,
butilén-glikolla és tagat6zza alakitanak. A B-galaktozidazok transzglikozildcids aktivitasat a
galakto-oligoszachidok (GOS) ipari szintézisében is alkalmazhatjak, amelyek az emberi tej
oligoszacharidjaihoz hasonloan prebiotikumként szolgalnak és hozzajarulnak az egészséges
bélmikrobiom fenntartasahoz. A GOS szelektiven serkenti a jotékony bélbaktériumok,
példaul a Lactobacillus-ok ¢€s a Bifidobacterium-ok novekedését, amelyek novelik a rovid
lancu zsirsavak (SCFA) termelését. A GOS hidratdlja az ¢élelmiszer-osszetevoket,

megakadalyozva az élelmiszer-feldolgozas soran a kiszaradast (Duan et al., 2022).

A B-galaktoziddz élelmiszeripari alkalmazésai az alabbiak lehetnek:

(1) laktézmentes termékek eldallitasa;

(2) csokkentett kaloriatartalmu ételek eléallitasa

(3) a fagylaltok ¢€s a stritett tej kristalyosodasanak csokkentése;

(4) kedvezdbb fermentacids koriilmények biztositasa
Mas cukrokhoz (gliik6z, galaktéz, fruktoz és szachardz) képest a laktdoz oldhatdsaga és
édessége kisebb, tehat a laktoz hidrolizise megoldhatja az oldodés problémajat €s ndvelheti
az édesitd hatast. A laktoz hidrolizise tehat csokkenti a tovabbi édesitdszerek hozzdadasanak
sziikségességét, és ennek kovetkeztében redukalja a termékek kaloriaértékét. A laktoz
hidrolizis termékei (gliikoz és galaktoz) konnyebben erjeszthetd szénhidratok, ezaltal
csokkenthetd a megfeleld pH elérésének ideje a kiilonb6zo élelmiszerek, mint a joghurtok
és a taré elballitisa soran. fgy a laktoz hidrolizise fontos klinikai, technologiai és

kornyezetvédelmi szempontbol (Movahedpour et al., 2022).
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3.6. Probiotikumok és prebiotikumok bioaktivitasa, szervezetre gyakorolt hatasa

A kutatok megerdsitették, hogy a bélmikrobiota javithato prebiotikus kiegészitok bevitelével
¢és probiotikumokat tartalmazé funkcionalis €lelmiszerek fogyasztasaval (Dahiya és Nigam,

2022). A probiotikumok felveszik a versenyt a korokozdkkal azaltal, hogy modulaljak a bél

rrrrr

crcr

bélnyalkahartydhoz, antimikrobas anyagokat termelnek amiatt akar az antibiotikumok
alternativaiva is valhatnak. A gasztrointesztinalis megbetegedések esetén is hasznosnak
bizonyulnak, megelézik a fertdzéses ¢€s az antibiotikumokkal, utazék hasmenéses
megbetegedéseit, gyulladdsos bélszindroma és urogentdlis fertdzések, valamint
gyomorkefeszegély kezelésére is alkalmazzdk. Az ételallergia, az elhizas, cukorbetegség
enyhitésével 1is kapcsolatba hozzdk, hiperkoleszterinémids hatasuk is van. A
rakosmegbetegedések kezelése kapcsan is felmeriil alkalmazasuk. Rovid szénlanct
zsirsavakat szintetizalnak. A szdj egészségét is szabalyozzak, a fogszuvasodas

visszaszoritasaval (Das et al., 2022; Hill et al., 2014).

crer

kezelés utan a receptor kompeticid, a tapanyag-kompeticio, a koérokozd ham- és
nyalkahartydhoz valo-tapadasanak gatlasaval. Szerves savak termelése révén csokkentik a
vastagbélben a pH-t, mely a koérokozo fajok novekedésének akadalyozasahoz vezet,
serkentik az immunitadst vagy az antimikrobidlis anyagok termelését. Antioxidans és
gyulladasgatlo tulajdonsagokkal, valamint sebgyogyitd tulajdonsagokkal rendelkeznek (Das
et al., 2022).

3.6.1.Immunmodulacio

A pre- és probiotikumok kombindcidja segit megdrizni a bélgat megfelelé funkciojat.
szabalyozzék az immunrendszert a karos baktériumok elleni antagonista hatas kifejtésével,
fokozzak a virusokkal szembeni adherenciat. Eltavolitjak a bakterialis receptor helyeket,
sztérikus gatlas altal, szelektiv metabolitokat valasztanak ki, versengés alakul ki a
tdpanyagokért és egyéb erdforrdsokért, amely a mikroorganizmusok altal felhasznalhato
potencialis tapanyagok csokkenését eredményezi. A probiotikumok képesek moduldlni a
bélhamot, kiilonb6zd metabolitok termelésével, mint szerves savak példaul a tejsav €s
ecetsav szekretalt fehérjék, indolok, bakteriocinek. A szerves sav nem disszocialt formajaban

belép a baktérium sejtjébe, és disszocial annak citoplazméjaban. A korokozo elpusztul, ha a
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sejt pH-értéke tul savassa valik, vagy ha az ionizalt szerves savbol tul sok halmozodik fel a
sejtben. A nizin komplexet képez a sejtfal lipidjével, majd aggregaldodik, ezzel porusokat

képez a sejtfalon, ezzel az iontranszport is mddosul a sejtek lizise is bekovetkezhet.

Testiink bélhamfeliilete hatalmas 200m>-nyi teriiletet 6lel fel, a bor tovabbi 2m>-t, ezen
felszini szovetek hatalmas feladattal birkoznak meg. Fenntartjdk a homeosztazist és az
Oshonos mikroorganizmusok bdséges organikus kozdsségét. Meggatoljak a baktériumok,
idegen antigének €s méreganyagok szervezetbe jutasat, ezzel latva el védelmi funkcidjukat.
Valamint csokkentik a viz €s tdpanyagveszteségét a szervezetnek (El-Sayed et al., 2021). A
kefeszegély elvesztése €s a tapanyagfelvételre képtelen bolyhok megrovidiilése az E. coli
fertdzések mellett novelik a tapanyagok felszivodasat, melyek bélelégtelenség és a rossz
emésztés kovetkeztében alakulnak ki (Das et al., 2022). A hamfeliiletek aktiv antimikrobas
védelmének fenntartasaért az 6shonos mikroorganizmusok feleldsek. Vastag nyalkaréteget
hoznak létre a ham felszinén. Hat4ssal vannak a citokinekre, melyek 0sszefiiggésbe hozhatok
a bélpermeabilitassal. Antimikrobidlis fehérjéket termelnek (AMP), ezek a katelicidinek,
defenzinek, C-tipusu lektinek €s ribonukelazok, melyeket a bélham 3 sejtvonala valaszt ki,
ezek az enterocitdk, a paneth sejtek €s a serleg sejtek. A fehérjék expresszidja tovabba szoros

Osszefiiggésben van a mikrobiom diverzitasaval.

Antimikrobialis
anyagok
mint REG3y Nyalkahartya

o0
o

Enterocitak

Serlegsejtek

Antimikrobialis
fehérjék mint
a-defenzin
ANG4, REG3y

Pancth sejtek

5. dbra Bélham altal kivalasztott antimikrobidlis fehérjék (Gallo és Hooper, 2012 nyoman)
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A defenzinek kis peptidek/fehérjék melyeket probiotikus torzsek képesek kivalasztani,
antibakterialis, antifungalis és antiviralis tulajdonsagokkal birnak. Negativ t6ltésii
foszfolipid csoportjaik elektrosztatikus kdlcsonhatasok révén, defenzin porusokat hoz létre
a bakteridlis sejtfalon, igy kivaltva annak lizisét. A katelicidinek kationos, a-helikalis
peptidek, melyek megszakitjak a bakteridlis membran beépitését. Ezt 3 féle modon érhetik
el a sejt tipusatol és allapotatol fliggden, az AMP-k ndvekedési faktorokat szabadithatnak fel
melyek hozzdjarulnak a transzlaciohoz vagy megkotik és kozvetleniil aktivalhatjak a
receptorokat, emellett inaktivalhatjak a receptorokat a mikrodomainek megbontasaval.

C tipusu lektinek (REG3a), a Gram-pozitiv baktériumok specifikus kapcsolodasat
biztositjdk a ham felszinhez, mivel a peptidoglikan oldallancaival képesek kapcsolatot
1étesiteni, amely a bakteridlis sejtfal épitdeleme.

A probiotikumok elfogyasztist kdvetden kolcsonhatasba lépnek az enterocitakkal és a
dendritikus sejtekkel, a Thl-vel, Th2-vel és a szabalyozé T-sejtekkel (Treg) a bélben.
Indukaljék gyulladasgatlo vagy pro-inflammatorikus citokinek termelését, melyek a késébbi
immun jelatviteli itvonalakat nyithatnak meg(Kwok et al., 2022).

A Toll-like receptorok (TLR) jelatvitel gatlasaval vagy fokozdsaval, immunszabalyozd
szerepet toltenek be. A baktériumok altal termelt lipopoliszacharidok, flagellinek
jelatviteleket indithatnak el, melyek csokkenthetik vagy novelhetik egyes citokinek szdmat.
A serlegsejtek mucint valasztanak ki, amelyek sszeallnak, és vastag nyélkaréteget képeznek
a ham felett. A mucinok glikoproteinek, melyek lipidek, fehérjék, immunglobulinok és sok
keverékei. A nyalkarétegnek dontd szerepe van a szekretalt AMP-k hamfelszin kézelében
torténd koncentralasdban. A mucinok folytonos gélmatrixot szerkezeti alapot biztositanak a
nyalkahartya rétegnek, megvédik a beleket a korokozoktdl, enzimektdl, toxinoktdl, a
kiszaradastol és a kopastol. Ugyanakkor a bélnyalkahartyaban exogén tdpanyagok, példaul
vitaminok és asvanyi anyagok vannak jelen, amelyek ndvekedési eldnyt biztositanak a
bélnyalkahartydban megtelepedett baktériumok szaméara (Han et al.,, 2021). Az
extracellularis fehérjék (mint a glikoproteinek) részt vesznek a mikrobiom és baktériumok
adhézios kotddésének megvaldosuldsaban, melyet a probiotikum kolonizécid kritikus
1épésének tekintenek (Han et al., 2021; Sanchez et al., 2011). A bakterialis sejtfal adhezint
tartalmaz, amely més mikroorganizmusok bélfalhoz valo tapadésat meggatolja.

A bélham sériilése esetén az antimikrobds fehérjék mennyiségének abnormalis ndvekedése
gyulladésokat okozhat, melyek hamkarosodast idézhetnek eld, ezzel megbontva a
bélintegritdsat és potencidlis lehetéséget biztositanak a bél koérokozokkal szembeni

kitettségének. Ezek a folyamatok, mind bélrendszeri gyulladasos betegségek, mind az
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emberi bor gyakori rendellenességeinek kialakulasahoz vezetnek. Az irritabilis
bélszindroma esetén is a gazdaszervezet ¢s a mikrobiom kapcsolata sériil, n6 a ham
feltilethez kapcsolodo baktériumok szama, melyek csokkentik az immunmechanizmusokat,
genetikai valtozasokat idéznek el6. Az AMP szabalyozo gének befolyasolasaval, azok talzott
expresszidjat valtjak ki, itt Iényegében a paneth-sejtek és serlegsejtekben képzddik miikodési
zavar. Az emberi borbetegségek, mint az atopias dermatitisz, vagy a pikkelysdmor is részben
ennek koszonhetd.

Az exopoliszachariok (EPS), egyedi reologiai tulajdonsagainak és magas vizmegkotd
képességiick. AZ EPS-t a baktériumsejtek termelik, hogy képesek legyenek tulélni az olyan
zord kortiilményeket, mint a ho, kiszaradas, ozmotikus hatas €s savas stressz. Javithatjak a
baktériumtorzsek adhézidjat vagy serkenthetik a bélsejtek adhézios fehérjéinek
expressziojat. Megvédik a termeld baktériumsejteket egyes antibiotikumok, toxikus
vegyiiletek (kén-dioxid, etanol és mérgezé fémionok) hatdsatol, valamint a gazdaszervezet
immunrendszerének fagocitozisatol. A biofilmben az EPS létfontossagl szerepet jatszik az
esszencidlis  kationok  megkdtésében, a  sejtfelismerésben, a  gazda-patogén
kolesonhatasokban (Daba et al., 2021). A Lactobacillus-ok felszinén, javithatja a
kommunikécidt a bakteridlis sejtek ¢s a bélham kozott a bélben vald megtelepedéshez
sziikséges probiotikus sejtek adhézioja réven, azaltal, hogy fokozza a baktérium sejtek Caco-

2 sejtekhez val6 tapadéasat (Dahiya és Nigam, 2022).

3.6.2.Elhizas és cukorbetegségre gyakorolt hatas

Az ¢étrend Osszetétele és forrdsa a mikrobiota vitalitasat és Osszetételét befolyasold {6
tényezOok. Az édességek, tiditditalok és gyorsételek fogyasztasanak vilagszerte tapasztalhato
novekedése a magas szénhidrattartalmu, alacsony aminosavtartalmu étrend fogyasztasa
megzavarja a Firmicutes-Bacteroidetes aranyt. A korlatozott fehérjebevitel a maj
génexpresszios mintazatara van hatassal, csokkenti a mdj farnezoid X receptor FXR-FGF15
jelatvitelét. A rostszegény, magas vords his tartalmu étrend daganatképzdédést indukélhat

(El-Sayed et al., 2021).

A probiotikumok hatékonyan alkalmazhatok az elhizas ellen is. Rovid lanct zsirsavakat
(SCFA) termelhetnek, amelyek 2-6 szénatomosak lehetnek. Fokozodik a fermentacio soran
hasznosithatd rostok mennyisége, zsir- ¢és glilkdzmetabolizmuson keresztiil az SCFA-k
csOkkentik a zsirsejtek méretét €s a zsirsavak oxidacidja révén mérseklik a zsir
felhalmozodasat. Kozéjliik tartozik az acetdt, a butirat a laktdit és a propionat.

Prebiotikumként a bélrendszeren tulra is képesek eljutni (Das et al., 2022).
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Kozvetlen vagy kozvetett modon segitik a koleszterinszint csokkenését, de novo szintézis
gatlasaval kozvetlen mechanizmussal csokkentik az étrendbdl szdrmazd koleszterin
asszimilaciojat a bélben. Szabalyozzdk az epesd hidrolaz géneket. Az enzim felelds az
epesav hidroliziséért, ezaltal kevésbé oldodik, a széklettel kiiiriil a szervezetbol és csokken
az epeszterolok mennyisége. A koleszterin-reduktdzon keresztiil a koleszterint bélsar
szterolokka alakitjak. A szérum koleszterinszint csokkenésével, a de novo epesav termelése
nd, amely feliiletaktiv anyagként hozzéa segiti a koleszterin felszivasat a baktériumsejt

membranjéba.

Kozvetleniil modosithatjak a gazdaszervezet idegi aktivitasat, de serkentik a bélhormonok,
példéaul a glukagonszerli peptid 1 (GLP-1) és a tirozin tirozin peptid (PYY) felszabadulasat
is, amelyek szabalyozzék a gazdaszervezet étvagyat és jollakottsagat (Sarkar et al., 2018).
GLP-1 egy endogén bélhormon, amelyet L-sejtek valasztanak ki, ¢s az enteroglukagon-

hatason keresztiil kritikus fontosségﬁ az inzulinszekréciod elc’isegitésében. Serkenti a
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Gyermekkori elhizas kialakuladséban a leptin a hipotalamuszra hat, és anorexias hatést fejt ki
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a sulycsokkentés érdekében. A probiotikumok a leptinszint ndvelésével és az energiabevitel

visszaszoritasaval is kezelhetik a gyermekkori elhizast.

Az oxidativ stresszt karositja a hasnyalmirigy B sejtjeit és az inzulin atviteli utakat. A
probiotikumok szuperoxid-diszmutdz enzimiikkel lebontjak a reaktiv oxigénvegytileteket,
ezzel fejtve ki antioxidans hatdsukat. A Lactobacillus-ok egyes metabolitjai (glutation,
butirat ¢s folat) novelhetik az antioxidans enzimek aktivitasat. Csokkenthetik a reaktiv
oxigénfajtadkhoz kapcsolodd enzimek (pl. citokrom P450 enzimek és NADPH-oxidaz)
aktivitasat. A mitokondrialis egészség javitasaval helyreallitja a zsirsavak -oxidacigjat, igy
csoOkkenti a zsirsavak felhalmozodéasat a majban és javitja a gliikoz anyagcserét az egész

szervezetben (Li et al., 2022).

Az FXR jelatvitel egyik tja, amelyen keresztiil az epesavak és a bélmikrobidta hozzajarul
a gazdaszervezet anyagcseréjéhez. Az epesavakat primer és szekunder epesavakka
metabolizalja, melyek FXR receptorokhoz kétddve serkentik a bélbdl szarmazd hormonok,
szintézist, valamint a lipid- és gliikkdoz metabolizmust. A megndvekedett epesavszintézis
hozzajarul a megnovekedett energiafelhasznalashoz a gazdaszervezetben azaltal, hogy
stimulalja a barna zsirszovetet és a vdzizomzatot a TGR5-6n, egy membranhoz kotott G-
fehérjéhez kapcsolddo epesavreceptoron keresztiil, s noveli a pajzsmirigyhormonok szintjét

a 2-es tipusu dejodinaz aktivalasaval (Lee et al., 2020).

Egyes citokinek, mint példaul T-sejtek altal szekretalt interleukin-6 serkenti a C-reaktiv

fehérje és a diszglikémidval osszefliggd makrofagok termelddését (Li et al., 2022).

Az étrend altal kivaltott elhizas és a cukorbetegség modelljeit a keringd lipopoliszacharidok
(LPS) megnovekedett szintje jellemezte. A vér LPS kismértékii (azaz az alapszint feletti 2-
4-szeres) novekedése kulcsfontossagu tényezOnek bizonyult, amely kivaltja az alacsony
fokt gyulladast és végiil az inzulinrezisztenciat az elhizds ¢€és a kapcsolodo

kardiometabolikus rendellenességek soran (Wieérs et al., 2019).

3.6.3.Laktozintolerancia

Manapsag a laktoz intolerancia egy globalis méretet 6ltd betegség, a fold népességének
mintegy 75%-at érinti. Féként az azsiai, dél-afrikai és afrikai rasszoknal jelentds, a laktoz
(tejcukor) lebontasdnak képtelensége. A P-galaktozidaz (laktdz) enzim aktivitasa
csecsemokorban a legintenzivebb és az 1d0 eldrehaladtaval ennek mértéke csokken. Az

embereknél 20-40 éves kor kornyékén jelentkeznek a tiinetek, melyek a kovetkezok
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lehetnek: gasztrointesztinalis jellegliek (hasi fajdalom, hasmenés, hanyinger és puffadés). Az
emésztetlen laktoz ozmotikus hatdsa révén elektrolit és folyadék szekrécidhoz vezet,
valamint a vastagbél baktériumai rovid szénlancu zsirsavakra, szén-dioxidra €s hidrogénre
bontjak, melyek a panaszok kivaltdé okaul szolgalnak. A tej fogyasztdsa azonban fontos,
hiszen ez a fo kalcium forrasunk és vitaminokat tartalmaz (A, B1, B2, Bi2, D, E, K), nem
megfeleld mennyiségili bevitele csontritkulashoz vezet, amelynek kovetkezménye csonttorés

is lehet (Juhasz, 2005).

A laktozintoleranciaban szenveddk fogyaszthatnak olyan fermentalt tejtermékeket, amelyek
nagyon kevés vagy egyaltalan nem tartalmaznak laktézt. A kiilonbozd forrasokbol
(baktériumokbol, gombakbol stb.) kivont B-galaktoziddzok felhasznalhatok a tej laktoz
tartalmanak lebontdsdra, a laktéz intolerancia okozta problémdk és kellemetlenségek

lekiizdésére (Movahedpour et al., 2022).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Alkalmazott torzs

A kutatadsom sordn a probiotikus Lactobacillus fermentum LF08 torzset hasznaltam fel,

amelyet a Probiotical S.p.A. forgalmaz.

4.2. Alkalmazott tapkozegek

A liofilizalt baktérium torzsek revitalizalasahoz, fenntartasdhoz, valamint az enzim

fermentacidhoz kiilonbozo Gsszetételi MRS tapkdzeget allitottam Sssze.

1. tablazat MRS (de Man Rogosa Sharpe) tapkozeg

Osszetevo Mennyiség
Gliikoz 20g
Protedz-pepton 10g
Huskivonat 8g
Eleszt6kivonat 4¢g
Natrium-acetat 5¢g
Triammonium-citrat 2g
Dikalium-hidrogén-foszfat 2g
Tween 80 lg
Magnézium-szulfat 02¢g
Mangan-szulfat 0,05¢g
Desztillalt viz 1000 ml

2. tablazat 2%/4% laktdz tartalmu MRS tapkozeg

Osszetevo Mennyiség
Laktoz 20 g/40 g/
Protedz-pepton 10g
Huskivonat 8g
Eleszt6kivonat 4¢g
Nétrium-acetat S5¢g
Triammonium-citrat 2g
Dikalium-hidrogén-foszfat 2g
Tween 80 lg
Magnézium-szulfat 02¢g
Mangén-szulfat 0,05¢
Desztillalt viz 1000 ml
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e  MRS+Szerves nitrogénforras
Szerves nitrogénforras szelekcidhoz, nitrogén mentes 4% laktoz tartalmu MRS
tapkozeget készitettem, melyet kiilon-kiilon egészitettem ki 10 g protedz-peptonnal, 8 g

huskivonattal és 4 g élesztOkivonattal.

e  MRS+szervetlen nitrogénforras
Szervetlen nitrogénforras szelekcidhoz, nitrogén mentes 4% laktoz tartalmtt MRS
tapkozeget készitettem, melyet kiilon-kiilon kiegészitettem 20-20-20g ammoOnium, -

nitrattal, -szulfattal és -kloriddal.

e  MRS+szénforras/ok

A szénforras szelekcidhoz, szénforrasmentes MRS tapkozeget készitettem. Az egyéni
hatasok vizsgalatara 10-10-10 g galaktozt, glikdzt és laktdézt adtam az elkészitett
tapkozeghez. Az egyiittes hatasok megfigyelésére 1% szénforras tartalma MRS
kozegeket allitottam 6ssze, melyek szénforras dsszetétele: 0,5-0,5 g galaktdz-gliikkdz, 0,5-

0,5 g galaktoz-laktoz, és 0,5-0,5 g gliikkoz-laktoz

Az adott kisérleteknek megfeleld mennyiségli és dsszetétell tapleveseknél, a legfontosabb
tényezd, hogy sterilek és kontaminacié mentesek legyenek, hogy csak az adott torzset
specifikusan tudjuk vizsgélni. E célbdl a sterilezendd tapkozegeket tartalmazo kémesoveket

¢s lombikokat autoklavba helyeztem 15 percre 121°C hdmérsékleten.

4.3. Alkalmazott puffer és reagensek
Mcllvaine puffer (pH=6,5):

e 0,1 M citromsav oldat (21,008g/1)

e 0,2 M Na,HPO4 x 2H>0 (35,63g/1)
Az oldatok megfeleld ardnyt Osszemérésével készitem el a puffert magneses keverd és pH
mérd segitségével. pH 6,5 esetén 71% 0,2 M-os Na,HPO4 x 2H>0 oldatra és 29% 0,1M
citromsav oldatra lesz sziikség, az esetleges korrekcidt a megfeleld torzsoldat adagolasaval

végeztem.
Cetil-trimetil-ammonium-bromid (CTAB)

o 0,45g szilard CTAB
e 1 liter desztillalt viz
Analitikai mérlegen f6z6poharba kimértem a sziikséges anyagmennyiséget, majd desztillalt

vizzel jelre toltottem.
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4.4. Enzim aktivitas méréséhez sziikséges reakcioelegyek
Szubsztratum
e 0,01125g szilard p-nitrofenil-B-D galaktopiranozid
e 25 ml desztillalt viz
A szilard szubsztratum kimérése analitikai mérlegen tortént egy f6zOpoharba, amelyet kevés
desztillalt vizben feloldottam magneses keverdvel, majd mérélombikba toltdttem és az

anyagveszteség elkeriilés érdekében tobbszor is atmostam. Végezetiil jelre toltottem.

4.5. Alkalmazott modszerek
4.5.1. Lactobacillus fementum torzs fenntartasa

A Lactobacillus fermentum LF08 torzs kultura liofilizalt formaban allt rendelkezésemre,
ezért elsé 1épésként a baktérium sejtek revitalizalasat kellett elvégeznem, amelyhez standard
MRS tépkozeget készitettem 10 ml-es kémcsdbe. A steril tapoldatot tartalmazd kémcesdbe
steril koriilmények kozott adtam egy jo késhegynyit a liofilizalt, szaritott forméban 1évo
kultarambol. A beoltott tenyészetet 24 drara 37°C-os termosztatba helyeztem. A nagyobb
sejthozam és a kedvezébb aktivitas eléréséért, kiillonboz6 Osszetételi inokulum
tenyészeteket is készitettem. A parhuzamos kisérletek szamatdl, az optimalizalando
paraméterektdl fliggden ezeket 10 ml, illetve 20 ml-es kémcsovekbe ontdttem, amelyekbe
0,5-1 ml baktérium tenyészetet oltottam be. A torzsfenntartas ebben az esetben is 37°C

homérsékleten 24 oran at tartott.

4.5.2. Lactobacillus fermentum torzs enzimfermentacioja

A fermentacids tapkozegnek szintén biztositania kell a Lactobacillus térzsem szamara
megfeleld koriilményeket. A kisérleti beallitasnak megfeleléen 50 és 100 ml-es Erlenmeyer
lombikokban készitettem el a fermentacios tdpleveseket, melyekhez az eldzetesen elkészitett
inokulumokbol 5 térfogat%-nyi mennyiséget pipettaztam. A fermentacidé 37°C-on zajlott.
Kiilonbozo idointervallumokban 16, 24 és 48 ora elteltével elszivo fiilke alatt automata
pipetta segitségével centrifugacsovekbe 25 ml mintat vettem, és eldkészitettem az enzim

aktivitas méréshez.

4.5.3.Sejtfeltaras

Az altalam vizsgalt B-galakdozidaz intracellularisan termelddik, az enzimhez valo
hozzaféréshez a sejtek lizise sziikséges, mely soran a sejtmembran szerkezete megbomlik és
a sejt tartalma a taplevesbe keriil. E10sz0r a centrifuga csovekbe gyljtott mintakat 10 percig

10.000 rpm-en ¢és 4°C-on centrifugaltam, mely sordn koncentraltam és Osszegyijtdttem a
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sejteket. A feliiluszot elontottem, majd a centrifuga csdvek aljan 6sszegytilt sejtekre 5 ml
Mcllvaine puffert mértem, visszaszuszpendaltam, majd vortexeltem. Ezt a folyamatot 2x
ismételtem. A folyamat soran kinyert sejteket végezetiil 2 ml Mcllvaine pufferben vortex
segitségével homogenizaltam, és ehhez pipettaztam hozza az 1 ml cetil-trimetil-ammodnium-
bromid (CTAB) oldatot. A CTAB egy kationos feliiletaktiv anyag, mely antimikrobas és
bakteriosztatikus hatassal rendelkezik, a membran szerkezetet roncsolja, emellett a
poliszacharid szennyezddéseket is képes eltavolitani. A megfeleld hatas eléréséért 10 percig

hagytam hatni a detergenst, és az aktivitas mérése elott még egy vortex 1épést is beiktattam.

4.5.4.B-Galaktozidaz enzim aktivitasanak meghatarozasa

Az aktivitds méréséhez, p-nitrofenil-f-D-galaktopiranozid szubsztratumot alkalmaztam,
amely egy mesterségesen eldallitott kromogén szubsztrat. A B-galaktozidaz B-D kotéseinél
hasitja, igy az enzim mennyiségével aranyosan p-nitrofenol szabadul fel, amely sarga
szinreakcidt ad. A reakcid sordn megjelend szinintenzitdssal, az enzim aktivitds mértéke
spektrofotometrias méréssel nyomon kdvethetd. Az egységnyi enzim pedig az az enzim
mennyiség, amely 1 uM p-nitrofenolt szabadit fel egy perc alatt a reakciokoriillményeken. A
reakcidelegy Osszedllitdsdhoz sziikséges reagenseket 6. tablazat szerint készitettem el.

3. tablazat Reakcidelegyek tartalma

Mcllvaine puffer
Desztillalt viz | Szubsztratum Minta
(pH 6,5)
Miiszervak 0,3 ml 0,7 ml - -
Szubsztratumvak 0,3 ml 0,2 ml 0,5 ml -
Enzimvak 0,3 ml 0,5 ml - 0,2 ml
Reakcio elegy 0,3 ml - 0,5 ml 0,2 ml

A reakcioelegyeket a mintha hozzdadasa nélkiil készitettem el, amelyeket 40-50°C
hémérsékletli vizflirddbe helyeztem eldinkubécios célzattal. A reakciot a megfeleléen
higitott mintak hozzaadéasaval inditottam, melynek ideje 5 perc volt. Az iddleteltével Sml
0,1M-o0s Na,COs allitottam le a folyamatot. A mintakat Eppendorf csovekbe toltottem és
10.000 rpm-en 5 percig centrifugaltam, hogy a mérés soran a megmaradt sejttdrmelék ne
befolyasolja a kapott eredményeket. Az abszorbanciat 405 nm-en mértem a miszervakra
nullazott sepktrofotométer segitségével. Az enzimaktivitdst a kovetkezd egyenlet

segitségével hataroztam meg:
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Aktivits NE] (Aminta — AEV — ASZV) x h x Vr
RS Tl T Vm =t = 2,559

A: mért abszorbancia érték (minta, enzimvak ¢és a szubsztratum)
h: enzim oldat higitasa

Vr: a reakci6 térfogata [ml]

Vm: a bemért enzim oldat térfogata [ml]

t: reakcio 1d6 [min]

2,559: p-nitrofenol kalibracios egyenesének meredeksége
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Kutatomunkam soran a probiotikus Lactobacillus fermentum LFO8 torzs B-galaktozidaz
enzim termelésének optimalasat céloztam meg, mely a Biomérndk ¢és Erjedésipari
Technolodgia Tanszéken foly6 kutatdsok eredményeként keriilt kivalasztasra, mint a legjobb
B-galaktoziddz termeld torzs (Toth, 2019). A vizsgalt probiotikum [-galaktoziddz enzim
termelésének fokozasat tapkozeg optimalasi kisérletekkel terveztem megvalositani, kiilonos

tekintettel a tapkozeg nitrogén és szénforrasdnak mindségi €s mennyiségi Osszetételére.

5.1. Szerves nitrogén forrasok hatasa a laktaz aktivitasra

A szerves nitrogén forradsok vizsgalatdhoz egy modositott Osszetételi MRS tapkozeget
alkalmaztam. Vasudha és Gayathri (2023) kutatdsi eredményei alapjan a fermenticios
tapkozeg 4% koriili laktdz tartalma pozitivan hatott az altalam valasztott torzs B-galaktoziddz
aktivitasara, igy én is ezt a bedllitast alkalmaztam. Ezen feliil a MRS-ben 1év0 nitrogén
forrasok hasznositasaval kapcsolatban szerettem volna informaciot szerezni, melyik hatésa
kedvezébb a p-galaktoziddz aktivitdsara. Gomaa (2018) megallapitotta, hogy a L.
delbrueckii és a L. reuteri bioszintéziséhez szerves dsszetevokre van sziikség, s altalaban a
tejsavbaktériumokra jellemzd az dsszetett tapanyagigény. A mikroorganizmusok a nitrogén
forrasokat aminosavak, illetve fehérjék, lipidek €s rostok felépitésére hasznalja fel, emellett
fontosak a sejt membranok szintéziséhez, mivel ezek a sejtfal esszencialis elemei. A
tapanyagok specifikus vizsgéalatara nitrogén forras mentes MRS tapkozeget allitottam Ossze,
melyhez az egyéni hatdsok érdekében kiilon-kiilon adtam nitrogén tartalmi komponenseket,
protedz peptont, €lesztokivonatot €s huskivonatot. A liofilizalt sejtek revitalizacidjdhoz
gliikoz tartalmt MRS tapkozeget alkalmaztam. A tapkozegben talalhato gliikoz hozzajarul a
tejsavbaktérium sejtek gyors novekedéséhez az elsd 24 ordban, mint energia és szénforras.
A folyamatot a tejsav koncentracio novekedése és a gliikoz csokkenése jellemzi, melyet Park
¢s Oh (2010) kisérlete is jol reprezental. A legtobb tejsavbaktérium szamara az idedlis
fermentacids homérséklet 37°C-ra tehetd, melyet szamos eredmény igazol (Alazzeh és tarsai
2009, Carevi¢ és tarsai 2017, Gomaa 2018, Liu és tarsai 2011, Kim és Rajagopal 2000,
Vasudha és Gayathri 2023). A fermentacios 1d6 kivalasztasaban Havas (2014) altal vizsgalt
L. acidophilus La-5 torzs 24 O6rds fermentaciot kovetd kiemelkedd B-galaktozidaz
enzimaktivitasa 0sztonzott. Az enzimaktivitds mérés megkezdése eldtt, a tenyészetem
¢letképességének ellendrzését végeztem el, a laktdoz tartalmu tapleves kémhatasanak
mérésével. A tejsavbaktériumok anyagcserefolyamataik kovetkeztében a tapleves pH-jat

savas iranyba toljak, az altaluk termelt tejsavnak kdszonhetden. A heterofermentativ torzsek
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masodlagos metabolitként tovabbi savakat is termelhetnek. A kisérleti eredményeket a 7.

abran mutatom be

pH
= N w SN ol

protedz pepton huskivonat élesztokivonat

7. abra Kiilonb6z0 nitrogén tartalmia MRS tapkozeg pH értékei
L. fermentum LF08 torzzsel megvaldsitott 24 o6ras fermentaciot kvetden

A mintak enzim aktivitas mérését 40°C és 50°C-os vizfiirdoben mértem, mert Liu és tarsai
(2011) altal vizsgalt Lactobacillus fermentum K4 B-galaktozidaz enzimének optimalis
miikodési homérséklete 40 °C volt transzgalaktozilacios aktivitds és 50°C koriili a
laktézhidrolizis esetén. A 24 o6rds fermentacidot kovetéen mért kémhatds a tapkozeg
kiindulasi pH 6,8-as értékéhez képest minden esetben csokkent, legkisebb mértékben a
huskivonatot tartalmazo tapkozeg értéke valtozott, pH 5,15-re. Az élesztokivonat (pH 3,8)
¢és a protedz pepton (pH 3,6) jelenlétében intenzivebb savtermelést tapasztaltam, amely arra
engedett kovetkeztetni, hogy ezen tapkozegeken a sejtek jobban novekedtek. Bar Gomaa
(2018) feljegyzett pH értékei, melyeket modositott MRS tapkdzegben 24 6ras inokulum és
72 o6ra fermentaciot kovetden kiilon-kiilon élesztékivonat, pepton ¢&s huskivonat
kiegészitésével kapott, az altalam mérteknél nagyobbak, mégis az éltala leirt enzimtermelés
jobbnak bizonyult. Azok a kornyezeti koriilmények, amelyek kedveznek a tenyészetek
szaporodasanak, ¢és nagy sejthozamot produkalnak, nem biztos, hogy az enzim
tevékenységére nézve is igéretesek. A Lactobacillus fermentum LF08 torzs, a prote6z pepton
¢s a huskivonat tartalom mellett 40°C-on mutat magasabb aktivitast, de a legmagasabb
értéket 50°C-on az élesztOkivonat produkalta, ezért az eredményeim nem tamasztjak ala
biztosan az 50°C-os optimum értéket. Toth (2019) és Nagy (2019) azonos torzson végzett

kisérletei, azonban megerdsitenek abban, hogy a tovabbiakban, vizsgélataimat 50°C-on
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végezzem. A szerves nitrogén forrasok koziil, az élesztékivonat hasznositasa esetén érte el a
legmagasabb szintet a B-galaktozidaz aktivitasa. 37°C-os hdmérsékleten mérve, Alazzeh és
tarsai (2009) szintén az ¢€lesztOkivonatot talaltdk a leghatékonyabbnak a fehérjeforrasok
koziil Lactobacillus reuteri torzsekkel termelt B-galaktozidaz esetén, 40°C-on Gomaa
(2018) azonos torzsnél a peptont, L. delbrueckii torzsnél azonban mar a huskivonatot
tapasztalta. A torzseken beliili eltérd hasznositas is érzékelteti a tapkozeg optimalas
fontossagat. Pavithra (2018) emlitést tesz arra, hogy a Bifidobacterium torzsek
tenyészeteinél az élesztdkivonat bizonyult alkalmasabbnak a B-galaktozidaz termeléséhez,
melyet Gomaa (2018) is emlit a Bifidobacterium animalis esetén. A Lactiplantibacillus
plantarum (Vasudha és Gayathri, 2023) esetén alacsonyabb hdmérsékleten a huskivonatot
tartalmaz6 taplevesben nagyobb enzimaktivitast tapasztaltak, mely tendencia az altalam
kapott eredményeknél is fellelhetd. Annak ellenére, hogy a protedz pepton tapanyag
Osszetevé mellett a pH igen alacsonynak bizonyult, az enzimaktivitas mind a két vizsgalt
hémérséklet esetén a legkisebb értéket mutatta, vagyis a kivalasztott enzimek hatékonysagat
a tilzottan savas kozeg negativan befolyéasolhatja. Kevésbé savas pH-n Gomaa (2018) 4ltal
vizsgalt torzsek pepton hasznositasa jobbnak bizonyult, azonban ezek az eredmények a torzs
preferenci4jabol is fakadhatnak. Osszességében elmondhatd, hogy a B-galaktozidaz 4%
laktoz tartalma MRS tapkozegben, kiillonbozd szerves nitrogén forrasok jelenlétében is
termelddott, melyek koziil legsikeresebbnek az élesztokivonat mutatkozott. A Lactobacillus
fermentum LFO08 torzs optimalis homérséklete termofil karakterisztikat mutat, a legjobb

hatasfok elérése érdekében, a tovabbi méréseket 50°C mellett végeztem.
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8. abra Lactobacillus fermentum LFO08 torzs -galakoziddz enzimaktivitdsa szerves nitrogén
tartalmu tapkozegekben
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5.2. Az inokulum tapkozeg hatasa a B-galaktozidaz termelésre

Az el6z6 kisérlet soran a liofilizalt sejtek hidrataldsahoz gliikkdz tartalmtt MRS tapkozeget
alkalmaztam, mely pozitivan hatott a sejtek €letképességére. Az enzimek alacsonyabb szintii
termelése viszont tovabbi valtoztatasokat kivant meg. A megoldas a torzsek fenntartd
kozegének optimaldsaban rejlett, ugyanis a Lactobacillus fermentum tdrzsek magas laktoz
preferencidval rendelkeznek, igy az inokulum tapkozegeket gliikoz helyett laktdzzal
készitettem. A laktdz a B-galaktozidaz kodold gének expresszidjaban jatszik fontos szerepet.
A tovabbiakban megfigyeltem az enzimek aktivitdsanak alakulasat, melyet a 9. &bran
mutatok be. Az dsszehasonlitashoz 2% laktozos és 2%-os gliikdzos tapkozeget allitottam
Ossze. A liofilizatumbol szdrmazd baktérium tenyészeteket tovabbra is glikozos MRS
tapkozegben revitalizdltam, melybdl a kiilonbozd szénforrds tartalmu inokulum
tapkozegekbe oltottam steril koriilmények kozott. A liofilizatumbol atoltas nélkiil inditott

MRS tapkozeget kontrollként hasznaltam fel.
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9. abra Kiilonb6z6 szénforras tartalmt inokulum tapkozegek hatasa a L. fermentum LF08
B-galaktozidaz aktivitasara

A lakt6z szénforrés esetén az enzim aktivitasok (22,5 NE/100 ml) a kontroll (23 NE/100 ml)
mintdhoz viszonyitva, nem mutattak nagy eltérést, ezért megallapithato, ha gliikdz tartamu
tapkozegrol atvissziik a sejteket laktozos tapkozegre, akkor az enzim hatékonysagara gatld
hatast nem fejt ki. A szembetlind valtozas azonban a 9. abran a gliikoz szénforrasok esetén

figyelhet6 meg. Az enzim aktivitasa tobb mint 50%-kal csokkent, a kontroll mintaénak
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csupan csak 39,57%-a. Ennek fényében a laktoz jelenlétében bekdvetkezd pozitiv hatés
beigazolodik, ellentétben a gliikkozzal. Az eleve gliikozos tapanyagban felszaporitott
tenyészet, gliikozos kozegbe valé atvitele katabolit represszidt valt ki, mellyel a csokkent 3-
galaktoziddz termelés magyarazhatd. A katabolit represszié hatdsa a [-galaktozidazok
kifejezddésért felelds operonra gyakorolt hatdsaban rejlik. A gliikkdz lebontédsa a prokariota
szervezetek altal, egyszerii és gyors, kedvezd a mikrobdk szaporodasanak. A laktdz
diszacharid hasznosuldshoz azonban el0szor B-galaktozidaz enzimet kell szintetizalniuk,
mely glikézzad ¢és galaktdézza hidrolizalja a laktdzt. A represszios folyamat hatdsa a
Lactobacillus fermentum LF08-as torzs esetén is tapasztalhato, ennek fényében a szervetlen
nitrogénforrasok befolyasat a B-galaktozidaz enzim termelésére mar 2%-os laktoz tartalmu

inokulum alkalmazésaval végeztem.

5.3. Szervetlen nitrogén forrasok hatasa a B-galaktozidaz termelésre

A kiilonb6z6é nitrogén tartalmu tapkozegek enzim termelésre gyakorolt hatasanak
feltérképezéséhez, az inokulum optimalizdlds soran B-galaktozidaz termeléshez ideélisnak
talalt 2% laktdztartalmu tapleves szolgalt torzsoldatként, az 0j inokulum elkészitésé¢hez. A
tartalmi  MRS-t haszndltam, melyet ammonium-szulfattal, ammonium-nitrattal és
ammonium-kloriddal egészitettem ki. A pozitiv kontroll tartalmazta az MRS tapkozegben

eldirt dsszes nitrogén forrast, igy az el6z0 kisérlet ellendrzésére is felhasznalhato.
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Enzim aktivitas [NE/100 ml]

10. abra Szervetlen nitrogén forrasok hatasa az L. fermentum LFO08 (-galaktoziddz enzim
termelddésére 4% laktoz tartalmu MRS levesben
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A kontroll, szerves nitrogén forrast tartalmaz6 mintahoz képest (27,64 NE/100 ml), 60%-ot
meghaladé csokkenést mutatott a legjobb eredményt eléré6 ammonium-klorid tartalmu
tapleves (10,66 NE/100 ml). Az enzimaktivitas sorrendje szerint a kovetkezo helyet elfoglalo
ammonium-nitrat (4,52NE/100 ml) ismételten 50%-os csokkenést hozott. A Lactobacillus
fermentum LFO08 torzs a tobbi szervetlen nitrogén forras viszonylatdban az ammoénium-
kloridot preferalta leginkdbb, legkevésbé pedig az ammonium-szulfatot. Gomaa (2018),
valamint Vasudha és Gayathri (2023) altal vizsgalt tejsavbaktériumok esetén épp ellentétes
hatas jellemzd, ugyanis az ammonium-szulfat nemcsak a szervetlen nitrogén forrasok, de az
Osszes vizsgalt nitrogén forras koziil a kedvezébbnek bizonyultaz egyik Lactiplantibacillus
torzs [B-galaktoziddzok szintézisére. A Gomaa (2018) altal megfogalmazott gondolat,
miszerint ,,a kiilonbozd térzsek més tdpanyagokat kovetelnek meg genetikajukbol adoddan”

esetemben is beigazoldodott.

Szénforras hatasanak vizsgalata az enzim aktivitasra

3 kiilonbozd 0Osszetételii szénforrds [B-galaktoziddzra gyakorolt hatasanak vizsgalatara
szeparadltan egy-egy szénforrds mentes MRS tapkdzeget egészitettem ki 1-1%-nyi
galaktozzal, glilkozzal és laktozzal. A 24 6ras fermentacio alatt 0,5%-0,5% galaktoz-gliikoz,
galaktoz-laktoz és gliikoz-laktéz kombindciokat is megfigyeltem, amelyet a 12. 4bra is
szemléltet. Az idedlis bedllitdsok alapjan 2% laktéz tartalmi inokulum tapkdzeget

készitettem, melyet laktozos tapkozegben fenntartott tenyészetbdl oltottam be.

Az egyediili szénforrasok eredményeire ratekintve lathatjuk, hogy a legmagasabb aktivitas
1% galaktoz (21,27 NE/100 ml) jelenlétében detektalhato, ezt koveti a laktoz (14,18 NE/100
ml) és végiil a gliikdz (3,49 NE/100 ml). A kordbban feltételezett gliikoz katabolit represszios
hatdsa szintén érvényesiil, a galaktozhoz képest az aktivitasban tobb mint 80%-os eltérés
jelenik meg. A mért B-galaktoziddz aktivitasok tobb kisérleti eredménnyel is szemben allnak,
melyek legjobb induktorként a laktozt emlitik (Hsu és tarsai, 2005; Gomaa, 2018; Carevic
¢s tarsai, 2017; Sriphannam ¢és tarsai, 2012). A galakt6zhoz képest a lakt6z is tobb mint 30%-
kal kisebb értéket mutat. Kim és Rajagopal (2000) Lactobacillus crispatus torzsnél vizsgalta
a kiilonb6zd szénforrasok egyéni és egymasra gyakorolt hatasat, mellyel eredményeim és az
altalam alkalmazott modszerek is magas szintli egyezést mutatnak. Amennyiben galaktéz
tartalmu MRS tapkozeget alkalmaztak, magas enzimaktivitdsok mutatkoztak. Az aktivitasi
eredmények novekvd tendenciat kovettek, ha a tapkozeg gliikdz mellett laktdézt vagy
galaktdzt is tartalmazott, ekkor a galaktoz jelenléte hatékonyabban novelte a szintézist, mint

a lakt6éz¢é. Amennyiben az inokulum tapkdzeg laktozt tartalmazott, a gliikozt tartalmazo
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fermentacids tapkozegbe vald atvitelével, a gliikoz represszalta az aktivitast, a galaktoz
pedig novelte. Az Aaltaluk feltételezett laktoz inhibicidés hatds, eredményeimnél nem
allapithatdo meg egyértelmiien. Liu és tarsai (2011) génklonozassal és szekvenciaanalizissel
vizsgaltak a Lactobacillus fermentum K4 torzset, melyben megallapitottak, hogy a torzs altal
termelt B-galaktoziddz a GH2 csaldd tagjaira hasonlit. A csalddot operonszerkezetiik szerint
a lacLM tipusba soroljak, mely az E.coli-ban megtalalhat6 és az évek soran jol jellemzett
lacZ tipustol eltér. A sav/bazis és nukleofil aminosavak terén viszont feltinden nagy
azonossagot mutattak. Zhensang és tarsai (2022) a lacLM szerkezetét figyelte meg a
Lactiplantibacillus plantarum torzsben és a gén kilitése utan a baktérium novekedési
képtelenséget mutatott laktozos tapkozegben, ebbdl latszik a laktoz hidrolizisében betdltott
fo szerepe. Tovabba megfigyelték a laktéz hasznositdsban részt vevd egyéb gén
architektiirdkat, mint a laktdz transzport fehérjék, transzkripcids szabalyzo fehérjek és
cukortranszport fehérjék, majd kijelentették, hogy sorrendjiik a kiillonboz6 torzseknél
ellentmonddasos. A vizsgalt torzs azonban az operonon kiviil, tartalmazott laktoz jelenlétében
felszabalyozott transzkripcios szinttel rendelkezé galaktozt hasznositdé 1okuszokat.
Véleményem szerint a Lactobacillus fermentum LFO8 torzs esetében elképzelhetd, hogy a
galaktéz hasznosulasért felelés gének a lac operon kozelében helyezkednek el és
transzkripcid szabalyozasaban toltenek be fontos szerepet. Osszeségében elmondhatd, hogy

a szénforrasok kiegészitésével, a gliikkdz kivételével az enzim megfeleld aktivitast mutatott.
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11. &bra A kiilonbozd szénforrast tartalmazo fermentacios tapkdzegek hatésa
a B-galaktozidaz aktivitasra
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5.4. A kiilonbo6z6 szénforrast tartalmazo inokulum tapkozegek hatasa az enzim
aktivitasra

Az enzimek kiilonb6zd kornyezeti feltételek mellett eltérd aktivitdst mutathatnak, ezért

vizsgaltam a kiilonb6z6 szénforras tartalmt inokulum tapkozegek hatasat az optimalt 1%

crer

tapkozegben megvaldsuld enzimtermelésre. A torzsek felszaporitasa 2% gliikoz, galaktdz és
laktoz tartalmt MRS tapkozegekben tortént. Mindemellett a fermentacids idé hatasat is
vizsgaltam az enzimtermelésre. A szakirodalmi forrdsok alapjan az enzimtermelés optimalis
ideje nagy szorast mutat, el6fordul 16-24 6ras, de ennél hosszabb, akar 72 6ras inkubacios
1d6 is (Gomaa, 2018; Hsu és tarsai, 2005; Liu és tarsai, 2011). Kutatomunkdm soran 2 napon
keresztiil tart6 fermentaciot terveztem, mely sordn a 16., 24. és 48. 6raban is mintat vettem,

melynek eredményei a 13. abran lathatok.
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12. abra Kiilonb6z6 szénforras tartalmui inokulum tapkdzeg hatasa
a L. fermentum LFO08 torzs B-galaktozidaz aktivitasara
A legjobb aktivitasi eredményeket 24 6ra utdn mértem a galaktozt tartalmazé (42,19 NE/100
ml) inokulummal inditott fermentacio esetén, de az egyéni maximum gliikoz (28,94 NE/100
ml) és lakt6z (39,09 NE/100 ml) esetén is ebben az idépontban mutatkozott. Havas (2014) a

legtobb esetben szintén 22-24 6ra elteltével mért maximalis B-galaktozidaz aktivitas értéket
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az altala vizsgalt tejsavbaktériumokndl. Toth (2019) 16 6rds maximumdnal magasabb,
azonban Nagy (2019) 48 o6rat meghalad¢ extracellularis enzim termelés optimumanal kisebb
idedlis tenyésztési idot tapasztaltam, annak ellenére, hogy a torzs ugyanaz volt, amely jol
tiikkrozi a kiilonbozo kornyezeti koriilmények altal eldidézett optimum valtozasokat. 48 ora
elérésekor a laktoz tartalmu inokulummal inditott fermentacid sordn az enzim szintézise
drasztikusan csokkent, a 24 o6ras értékhez képest 75%-0s csOkkenést tapasztaltam. A
fermentacio 16. orajaban mig a gliikoz és a laktoz tartalmu inokulumok esetén hasonld
enzimaktivitast mértem, az ¢érték a 24. 6rara jelentésen megnovekedett az utdbbi kozeg
esetén. 24 ora elteltével, a fermentacio elérehaladtaval a tdpanyag utanpotlas kimeriilhetett,
amely az enzim szintézisére is negativan hatott. A L. crispatus névekedése Kim és Rajagopal
(2000) eredményei alapjan 16 ora utan a gliikozos tapkdzegen elérte a stacioner fazist, mas
szénforrdsok esetén, mint a lakt6z és a maltdz, ez tobb iddt vett igénybe. A gliikoz tartalmua
tapkozegben felszaporitott inokulum tenyészet esetén, miutan galaktoz és gliikoz tartalmu
fermentacios tapkozegre keriilt nem volt megfigyelhetd erds repressziv hatas. A laktoz és
galaktoz tartalmu tdpkozegen termelt enzim aktivitdsa kozott a kiilonbség a 24 6ra elérésekor
csupan 7,3%. Hosszabb fermenticio esetén, viszont érdemesebb galaktoz tartalmi
tapkozeget alkalmazni, mivel az enzim aktivitdsa meég 48 Ora utdn is magasnak bizonyult. A
Lactobacillus fermentum LF08 torzs eredeti -galaktozidaz termelése esetén egy rovidebb,
24 oras fermentécio a legkedvezObb, amely ipari felhaszndlas szempontjabdl is elényds, hisz
rovidebb 1d6 alatt tobb enzim szintetizdlhaté és forgalmazhatd. A kisérletsorozatbol

megallapithato, hogy a vizsgalt torzsnél a galakt6z induktora a B-galaktozidaz szintézisének.
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5.5. A B-galaktozidaz enzim stabilitasanak vizsgalata

Ahhoz, hogy a B-galaktozidaz enzim a hatdsmechanizmusanak megfeleléen miikodjon, nagy
stabilitassal kell rendelkeznie. A sejtfeltarassal nyert intracellularis B-galaktoziddz enzim
stabilitasat 4°C-on valo tarolas soran vizsgaltam. A kisérlethez a laktdz és a galaktdz tartalmu
inokulummal inditott 1%-ban galaktdzt és gliikozt tartalmazé fermentacios tapkozegben 24
ora alatt termelt B-galaktozidaz enzimet hasznaltam. Az aktivitds mérést kovetden a maradék
sejtlizatumot, 5 napra hitott koriilmények kozé helyeztem, s az idé leteltével ismét

megmértem az enzim aktivitasat.
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13. abra B-galaktoziddz aktivitas valtozasa hiitott koriilmények kozott
A 14. abra szemlélteti az 5 nap leteltével is meglévo enzim aktivitasokat, mely alapjan
lathato, hogy az enzim stabil maradt, aktivitdsa nem csokkent. A Lactobacillus fermentum
LF8 torzs altal termelt B-galaktozidaz a K4-es torzs eredetii enzimnél stabilabbnak bizonyult.
Liu ¢és tarsai (2011) vizsgalatai szerint a L. fermentum K4 torzs f-galaktozidaz enzime pH 8
mellett 4°C-on 3 napig maradt stabil, az enzim 55°C-os inkubaci6 utan 20 percen beliil

inaktivva valt.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Lactobacillus nemzetség probiotikus tulajdonsagt tagjai és az altaluk eldallitott -
galaktoziddz enzim egyarant széleskorii felhasznalasi IlehetOségekkel rendelkezik.
Alkalmazzék a fermentacids iparban, fermentalt ételek is italok eldallitasara, részt vesz a
tejcukor hidrolizisében, ndvelve a laktozérzékenyek szdmara fogyaszthatd termékek szamat.
Ezenkiviil  prebiotikus  galakto-oligoszacharidok  eldallitdsa is  megvaldsithatéd
alkalmazasukkal. Kutatomunkam soran a probiotikus Lactobacillus fermentum LF08 torzs
B-galaktoziddz enzimét vizsgaltam. A fermentacido paramétereinek, kiilonos tekintettel a
tapkozeg szén és nitrogén forrasanak optimalasaval a célom az enzim termelésének fokozasa
volt. A torzsek tapanyag igénye eltérd, a torzsspecifikus tapigényekrol a laboratoriumban
végzett fermentacidval informacidkat szerezhetiink.

A szerves nitrogén forrasok specifikus hatdsat nitrogén forrds mentes 4% laktdz tartalmu
MRS tapkozegekben vizsgaltam, melyhez kiilon adtam hozza a protedz-peptont, a
huskivonatot és az élesztokivonatot a tapkozeg leirdsanak megfeleld mennyiségben. A
tapkozeg fermentacié utdni kémhatasa a sejtek életképességét tikkrozi a termelt szerves savak
mennyiségén keresztiil. A mért savas pH a sejtek megfeleld novekedését bizonyitotta. Az
enzim aktivitdsokban kezdetben nem értem el kimagaslo értékeket, de megallapitottam,
hogy az ¢lesztékivonat 50°C-on a legmagasabb aktivitasi értéket hozta. A hémérsékleti
optimumot illetden a protedz-pepton és a huskivonat 40°C kedvezdbb hatast gyakorolt a -
galaktoziddz aktivitasara. Toth (2019) irdnymutatd, eredményeivel egylitt elmondhato, hogy
a Lactobacillus fermentum LF08 B-galaktoziddz termelése magasabb hémérsékleten tobb
esetben is jobb.

Az enzimaktivitas fokozasa érdekében, optimaltam az inokulum tapkozeget. Amennyiben a
torzsfenntartds sordn a gliikozt tartalmazo tapkozeget szintén egy glikoz tartalmu
tapkozegbe oltottam, alacsony aktivitast mértem, a kontroll mintahoz képest. A gliikoz
tartalmu tapkozeg aktivitasa 9,1 NE/100 ml, mig a kontroll mintaé 23,04 NE/100 ml. A gatlo
hatas a tobb mint 50% aktivitas csokkenésben mutatkozik meg. Laktozos tapkozegbe valod
atvitel esetén, a repressziv hatds nem jelent meg, mivel a kontroll minta és a 2 %lakt6zos
MRS tapkozeg kozott 2%-os eltérés volt, az aktivitds 22,50 NE/100 ml. A kdvetkezd
kisérletben az inokulum szdmara torzsszuszpenzidként az inokulum optimalasnal készitett
2%-o0s laktézos MRS-ben fenntartott sejteket alkalmaztam, amely aktivitasi értéke
27,64NE/100 ml, amely az el6z6 kontrollnal 15%-kal magasabb volt.

A 2% koncentracidban alkalmazott szervetlen nitrogén forrds enzimtermelésre valo

hatasanak vizsgalatat 4% laktozos MRS taplevesben végeztem. Az aktivitasok alakulasa
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csokkenési sorrendben ammonium-klorid 10,66 NE/100 ml, ammoénium-nitrat 4,51 NE/100
ml, ammoénium-szulfat 1,90 NE/100 ml. A legjobb teljesitményt az ammoénium-klorid
biztositotta, de még ez is tobb mint 60%-o0s teljesitmény csokkenést jelent a kontrollhoz
képest. A nitrogén forrasok kapcsan elmondhat6, hogy a B-galaktozidaz termeléséhez a
szerves nitrogén forrasok koziil az élesztdkivonat, a szervetlen nitrogén forrasok esetén az
ammonium-klorid javasolhato.

A szénforras egyéni vizsgalata soran kimagaslott a galakt6z tartalmi MRS taplevesben mért
B-galaktozidaz 21,27 NE/100 ml-es aktivitasa, a legkedvezdtlenebb koriilményeket az 1%
gliikézt tartalmazé MRS tapkozegben tapasztaltam, 3,49 NE/100 ml-es értékével, kozottiik
a laktoz 14,18 NE/100 ml aktivitdsa talalhatd. A gliikkdz gatl6 hatasa csokkent, ha a tapkozeg
tartalmazott laktozt vagy galaktozt. A galaktoz a laktdz jelenlétében, az egyéni értékiikhoz
képest csokkentette az enzim aktivitds mértékét. A galaktdz a gliikozra, viszont kedvezd
indukalo hatast fejtett ki, elérve a legjobb teljesitményt az egylittesen alkalmazott
szénforrasok tekintetében is, amely 23,04 NE/100 ml. Az 1%-os 1:1 aranyu-galaktoz és
glikéz tartalmu fermentacids tapkozegnél vizsgaltam, hogy kiillonboz6 szénforrast
tartalmazo inokulum befolyasolja-e az idedlis koriilményeket, sziikkség van-e hosszabb
fermentéacids idore.

A PB-galaktozidaz tovabbra is 24 Oras fermentacid utan érte el a szénforrasok egyéni
vizsgalatanal a maximalis €rtékeket. A gliikoz gyors felhasznalésa a tapkozeg kimeriilésében
jatszhat szerepet, melyet a fellépd aktivitas csokkenés mutat. A hosszabb fermentacioknal a
laktoz és a galaktdz lassabb felhasznéldsa kedvezébb lehet. A galaktdz tartalmu inokulum
24 O6ra utan érte el a legmagasabb értéket (42,19 NE/100 ml) és 48 ora elteltével sem
csOkkent drasztikusan. Galaktoz és laktoz tartalmt tapkozegeknél végezetiil, az enzim
eltarthatosagat is megvizsgaltam. Az enzim mind két szénforras mellett képes volt megdrizni
aktivitasat 5 nap hiitott kortilmények kozott is.

Osszegezve a Lactobacillus fermentum torzsek kedvezd B-galaktozidaz termelése elérhetd
2% laktozos MRS tapkozegben felszaporitott inokulum tenyészet készitésével, melyet 1%
galaktdzt és gliikozt 1:1 aranyban tartalmazé fermentacios MRS tapkozegben inkubalunk. A
torzsek galaktdz és laktdz hasznositasa, alkalmassa teszi dket tejipari alkalmazasra, mivel
ezeknek a szénhidratoknak édessége €s vizoldhatdsaga is kedvezdtlenebb a gliikozénal.
Kedvezdé fermentécios idejiik, és magas szintli életképességiik a termékbe épithetdség
szempontjabol is hasznosnak bizonyulnak. Véleményem szerint sikeriilt informativ és
hasznos eredményeket kinyernem a kisérleteim soran, melyek jo alapot biztositanak az

esetleges nagyobb mennyiségli ipari termelés megtervezéséhez.
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