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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az utobbi 30 évben jelentésen megndtt a mikrobidlis enzimek biotechnoldgiai felhasznalésa,
igy ennek a folyamatosan novekvd iparagnak a sziikségleteit kell kielégiteni gyorsan ndvekvo,
egyszeri genetikai 4lloméanyua, illetve alacsony protedz aktivitassal rendelkezo
mikroorganizmusokkal (Geciova, Bury & Jelen, 2002; Bury, Jelen & Kalab, 2001).

A tejsavbaktériumok (Lactic Acid Bacteria, LAB) ,,Generally Regarded As Safe” (GRAS) és
»Qualified Presumption Of Safety” (QPS) statusszal rendelkeznek, ami azt jelenti, hogy a
beldliik izolalt enzimeket - bonyolult tisztitasi 1épések nélkiil - biztonsagosan fel lehet hasznalni
az ¢lelmiszeriparban (Wright, 2005; Sharma & Singh, 2014).

A Lactobacillus nemzetség altal termelt B-galaktozidaz enzimet széles korben alkalmazzék az
¢lelmiszeripar tobb teriiletén, amelyek koziil kiemelendd a tejiparban bet6ltott szerepe (Chandel
& Sharma, 2020). A baktériumokbdl szarmazo galaktozidazokat gyakran alkalmazzak a laktoz
bontasara, mivel a fermentacidé egyszerli, az enzim aktivitasa magas ¢s stabilan mukodik
(Sharma & Singh, 2014).

Megfeleld koriilmények kozott a tejben 1évo tejcukor (laktdz) glikkdzza és galaktozza
hidrolizal6dik az enzim hatdsara, ami a laktoz tartalma termékek technologiai és érzékszervi
tulajdonsagainak javitdsara ad lehetdséget. A tejcukor lebontasa utdn az adott tejtermékek
emészthetobbé valnak a laktoz intoleransok szdmara anélkiil, hogy az intolerancia tiinetei
megjelennének. Laktdz felszivodasi problémaval rendelkezdk jelenleg a vilag népességének
kortlbeliil 70%-at teszik ki, Magyarorszagon a lakossag 30%-a szenved ebben a betegségben,
ezért elengedhetetlen a laktoz lebontasat végzo B-galaktozidaz vizsgalata (Malik & Panuganti,
2018; Czeizel, Czeizel & Flatz, 1983). A tejcukron kiviil a szerkezetileg rokon galaktozidok
hidrolizisét, valamint transzgalaktozidaz aktivitdsa révén galakto-oligoszacharidok (GOS)
szintézisét is katalizalja a B-galaktozidaz (Bhalla TC, 2015).

A legtobb baktérium nem képes a célfehérjék kivalasztdsara, azok a sejten beliil,
intracellularisan halmozodnak fel, ami megneheziti a termék kinyerését és tisztitasat, ezzel
rontja a kihozatalt és az egész technoldgia gazdasdgossagat. Ezenkivill az intracellularis
fehérjék izolalasara az iparban nagy mennyiségli vegyi anyagot hasznalnak fel, ami
hulladékként nagy mértékben terheli a kornyezetet (Pécs, 2012).

A Dbakteridlis eredetii p-galaktoziddz enzimnek is jelentds alkalmazasi korlatja, hogy
intracellularisan termelddik. Gazdasagos eldallitas érdekében elengedhetetlen a megfeleld
sejtfeltarasi modszer kivéalasztdsa és annak optimalizalasa gy, hogy a feltards soran

bekdvetkezd enzimaktivitas csokkenését minimalizaljuk (Anisha, 2017). Laboratoriumi €s ipari



1éptékii sejtfeltard modszerek tomegét dolgoztak ki az utdbbi években és hasznaljak dket mai
napig. Tobb 1) sejtfeltard késziiléket (szonikator, homogenizator), kémiai reagenst,
detergenseket fejlesztettek ki és vittek vilagpiacra kiilonb6z6 nagyvallalatok. E tertilet irant
folyamatos érdeklédés mutatkozik nemcsak a tudoményos, de a gazdasagi é¢letben is. A
sejtfeltaras globalis piacat 2016-ban 2,35 millidrd dollarra becsiilték és az elkdvetkezendd
évekre még nagyobb iiteml értékndvekedést josoltak (Islam, Aryasomayajula &
Selvaganapathy, 2017).

A Lactobacillusok ¢s az altaluk termelt B-galaktoziddz enzim széles korti alkalmazasi
lehetdségei indokolttd teszik a baktérium sejtek feltarasi modszereinek vizsgélatat az enzim
kinyerése végett.

A diplomamunkdm soran célul tiztem ki a Limosilactobacillus fermentum LFO8 baktérium
optimalis sejtfeltarasi modszerének kidolgozésat, amely nagy B-galaktozidaz enzim aktivitast
eredményez. Az idedlis sejtfeltardsi mdodszer megtalalasa Osszetett, hiszen az intracellularis
enzimnek mindvégig ellenallonak kell lennie a roncsolas soran hasznalt mechanikai erékkel és
kémiai vegyiiletekkel szemben. A kisérleti munkam soran célom volt az enzim eltavolitasa a
sejtfalrol a roncsolast kdvetden, tigy, hogy az enzimaktivitas csokkenést mindvégig optimalisan
alacsony szinten tartsam. A megfeleld sejtfeltarasi modszer optiméldsdhoz az alébbi

részfeladatok megvalositasat tliztem ki célul:

e Nagy mennyiségii sejttomeg eldallitasa a B-galaktozidaz enzim kinyeréséhez.
e Kiilonbozo sejtfeltarasi miiveletek 0sszehasonlitasa:
o French Press nagynyomast homogenizator
o Kémiai kezelés CTAB detergenssel
o Lizozim enzimes sejtfeltaras
o Kombinalt kémiai és enzimes kezelés
e Egyszerli, de megbizhato, jol reprodukalhato sejtfeltarasi modszer kidolgozasa a

lehetd legnagyobb enzimaktivitassal.

Az utébb emlitett folyamatok mindegyikét megfeleléen kell optimalizalni, hogy a kinyert
enzimet eredményesen lehessen felhasznalni késobbi tisztitasi miiveletekhez, illetve ipari

alkalmazasokhoz.



2.  SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. Tejsavbaktériumok

Tejsavbaktériumok alatt olyan baktériumcsoportokat értiink, amelyek kozds élettani és

anyagcsere tulajdonsagokkal rendelkeznek. Az ebbe a csoportba tartozd savtiird, spérat nem

képzd mikroorganizmusok altalanossdgban véve palca vagy gomb (kokkuszok) alaki Gram-

pozitiv baktériumok (Holzapfel et al., 2001). Az 1. abra bemutatja néhany tejsavbaktérium

pasztazd elektronmikroszkdpos képét, ahol jol lathaté az egyes 1-1,5 um nagysagu sejtek

palcika, illetve elnyujtott alakja (Kang et al., 2019).
M S

1. dbra: Kiilonbo6z6 tejsavbaktériumokrol pasztazo elektronmikroszkoppal késziilt képek
(Kang et al., 2019). (A) Lacticaseibacillus plantarum MG4221; (B) Limosilactobacillus.
fermentum MG4231; (C) Limosilactobacillus fermentum MG4261, (D) Lactiplantibacillus
plantarum MG4270

Ezeknek a baktériumoknak vastag peptidoglikdn rétegiik van a sejtfalukban, ami képes
megkotni a Gram-féle festési eljaras sordn a kristalyibolya jod-komplexét. Alkoholos mosas
utan is ezek a baktériumok kék vagy lila szint mutatnak, innen kaptdk a Gram-pozitiv
elnevezést. Anyagcseréjiiket tekintve heterotrofok, tehat a kémiai energia megtermeléséhez
szerves anyagokat (szénhidratokat, magasabb rendli alkoholokat) alakitanak at. Elsodleges
anyagcsereutjuk a homo- vagy heterofermentativ tejsavas erjedés, f6 végtermékként pedig
tejsavat termelnek. Areotolerans anaerobokként az oxigén jelenléte sem gatolja Oket a
novekedésben, szaporodasban, de teljes citromsav korrel nem rendelkeznek (Holzapfel et al.,

2001).



Hoémérséklet igényiik szerint megkiilonbdztetiink mezofil és termofil tejsavbaktériumokat. A
mezofil tejsavbaktériumok szaporodasi optimuma 25 — 30 °C kozotti, mig a termofileké 37-42
°C kozott van (Dedk, 2006).

A tejsavbaktériumok széleskorti felhasznalhatosdganak lehetdséget ad az a tulajdonsaguk, hogy
bizonyos torzsei GRAS és QPS statuszokkal egyarant rendelkeznek, tehat mind az Amerikai
Egyesiilt Allamokban, mind az Eurépai Uniéban elismerik biztonsagos élelmiszeripari

alkalmazasukat (Wright, 2005).
2.2. Tejsavbaktériumok szénhidrat anyagcseréje

A tejsavbaktériumok szénhidrat metabolizmusuk soran makromolekuldkat, emészthetetlen
poliszacharidokat, kellemetlen izt okoz6 anyagokat bontanak le tejsavas erjesztéssel és ekdzben
kiilonféle metabolitokat termelnek a tejsav mellett, mint példaul zsirsavakat, aminokat,
vitaminokat, jellegzetes izt kialakitva az élelmiszerekben. Az emlitett metabolikus jellemzok
lehetdvé teszik a tejsavbaktériumok széles korti felhaszndldsat a fermentacids iparban és az
¢lelmiszeripar kiilonbozo teriiletein (Wang et al., 2021).

A homofermentativ tejsavbaktériumok a gliikoz lebontésat glikolizis utjan végzik, amelyet jol
szemléltet a 2. abra. E folyamat sordan 1 mol glilkéz molekulabol 2 mol piruvat jon létre,
mikdzben 2 mol ATP szintetizalodik. A piruvatbol 2 mol NADH oxidacidja mellett egyetlen
végtermékként tejsav keletkezik, mikdzben az intracellularis redox egyensuly is helyreall. A
gliikoz a sejtek belsejébe specialis permedz fehérjék segitségével jut be, ahol gliik6z-kinaz
enzim foszforilladlja ATP ADP-vé valo atalakulasa kozben. Az egyéb hat szénatomos
monoszacharidok ebbe az ttvonalba a gliik6z-6-foszfat és fruktoz-6-foszfat pontokon Iéphetnek
be. A homofermentativ torzsek nagy része képes a pentdozok metabolizmusara a pent6z-foszfat
anyagcsereuton keresztiil, mely folyamat f6 végterméke szintén a tejsav (Génzle, 2015;
Kenneth, 2020).

Heterofermentativ utvonal esetén a gliikkdz (és a pentdzok) lebontdsa a pentdz-foszfat (PP)
utvonalon zajlik le (2.4bra). Ebben az esetben a gliik6z-6-foszfat dekarboxilez6dés és
dehidrogénezés hatasara pentdz-5-foszfatta alakul és szén-dioxid szabadul fel. Az igy kialakult
pentoz-5-foszfatot a foszfoketoldaz enzim hasitja, a hasitads terméke a glicerinaldehid-foszfat
mellett a két szénatombodl allo acetil-foszfat. A glicerinaldehid-foszfat piruvaton keresztiil
tejsavva alakul, azonban az acetil-foszfatbol acetil-koenzim-A és acetaldehid intermediereken
keresztiil etanol keletkezik. A folyamat f6 végtermékei: tejsav, etanol, acetat és szén-dioxid

(NAD'/NADH arany fliggvényében) (Ginzle, 2015; Kenneth, 2020).



A Lactobacillus fajok tobbsége homofermetativ, de példaul a Levilactobacillus brevis,

Limosilactobacillus fermentum, Lactobacillus viridescens fajok heterofermentativ anyagcserét

folytatnak (Deak, 2006).
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2. abra: Tejsavbaktériumok anyagcsere tutvonalai (Kim et al., 2022). A: homofermentativ
utvonal; B: heterofermentativ utvonal. P: foszfat; ADP: adenozin 5'-difoszfat; ATP: adenozin
5'-trifoszfat; NAD": nikotinamid adenin dinukleotid (oxidalt forma); NADH: nikotinamid
adenin dinukleotid (redukalt forma); E1: laktat-dehidrogendz; E2: alkohol-dehidrogenéz

2.3. Lactobacillus nemzetség

A nemzetség tobb tagja, mint példaul a Lacticaseibacillus casei és a Lactobacillus paracasei,
megtalalhatd a humén szervezetben, ahol részt vesznek a normal mikroflora fenttartasdsaban
(Marco et al., 2017). A szajiiregben 103-10* TKE/g, a csipdbélben 10°-107 TKE/g, mig a
vastagbélben 10*-10® TKE/g mennyiségben taldlhatak meg (Borriello et al., 2003).

Bizonyos tagjai zoldségekbdl, silozott takarmanyokbol vagy akar az éallati emésztérendszerbol
is izolalhatoak (Rossi et al, 2019). Az 1. tdbladzat az ¢lelmiszeriparban gyakran hasznalt

Lactobacillus fajok eléfordulasi helyét és 6 technoldgiai alkalmazasat mutatja be.



1. tablazat: Kiilonb6z6 Lactobacillus fajok el6fordulasa és élelmiszeripari felhasznalasa

(Rossi et al., 2019)

Lactobacillus fajok Eléfordulasa Fé technologiai alkalmazas
L. acidophilus Tejtermékek Probiotikum

L. brevis Fermentalt zoldségek Kovasz fermentacio

L. buchneri Emésztrdtraktus Szilazs fermentécio

L. casei Tejtermékek, emésztétraktus — Sajtgyartas

L. helveticus Tejtermékek Fermentalt tej és sajtgyartas
L. reuteri Bor és nyalkahartya Probiotikum

L. rhamnosus Tejtermékek, emésztotraktus  Probiotikum

A szénhidratok erjesztése soran (homo- ¢és heterofermentativ anyagcsere) elsddleges
termékként tejsavat termelnek €s alacsony pH optimumuk miatt kifejezetten szeretik az enyhén
savas kornyezetet (Rossi et al., 2019). Novekedésiikhoz sziikséges pH érték 3,0-8,0 kozotti,
mig az optimalis hémérséklet 30-40 °C kozotti tartomanyban talalhato. Az értékek jelentdsen

kiilonbozhetnek nemzetség, faj és torzs szinten is (Salvetti et al., 2012).
2.3.1. Lactobacillus nemzetség sejtfal felépitése

A sejtfal egyik legfontosabb funkcioja, hogy védi a baktériumsejtet a kornyezet mechanikai,
fizikai és kémiai hatdsaival szemben, ugyanakkor hatarfeliiletként kapcsolatot teremt a kiilvilag
¢s a sejt kozott. Fontos bioldgiai szerepe, hogy fenntartja a baktériumsejt integritasat, alakjat,
ellendll a belsd turgornyomasnak, ugyanakkor képes biztositani a sejtfal rugalmassagat az
osztodasi €s novekedési folyamatok soran (Chapot-Chartier & Kulakauskas, 2014).

A sejtfal Osszetétele €s szerkezete jelentésen fligg kiilonbozd genetikai €és kornyezeti
tényezOktdl, igy azok torzsenként, fajonként is nagy valtozatossdgot mutathatnak. F6 szerkezeti
tulajdonsdgai azonban egyes mikroorganizmus-csoportokon beliill hasonlonak mondhatoak
(Pécs, 2012).

A baktériumsejtek ellenalloképessége a sejtfeltarasi technikakkal szemben foként a sejtfalat
alkotd peptidoglikantol fiigg. A Gram-pozitiv baktériumok koz¢ tartozo Lactobacillus-ok 10-
80 nm vastagsagu sejtfala komplex makromolekuldkbol épiil fel, mint példaul a peptidoglikan
(PG). Ez a térhalos szerkezetii cukor amin két f6 tipusti molekulabol all: hosszu glikan (cukor)
lancokbol és az ezekhez kapcsolodd peptid (aminosav) lancokbol. A glikdn lancok N-

acetilgliikdzaminbdl (GIcNAc) és N-acetilmuramsavbol (MurNAc) épiilnek fel, amelyek 3-1,4-



glikozidos kotésekkel kapcsolédnak egymashoz. A PG felépitését a 3. dbra mutatja be. A
peptidoglikdn, mas néven murein, a Gram-pozitivoknal a sejtfal szarazanyaganak 40-90%-at
teszi ki, mig a Gram-negativoknal 5-20%-at Ez a poliszacharid a citoplazma membrant veszi
koriil €s hozzd kiilonbozd proteinek, savas poliszacharidok kapcsolodnak (teichoinsav és
lipoteichoinsav) (Chapot-Chartier & Kulakauskas, 2014).

A glikanhoz kapcsolddd peptid oldallancok aminosavsorrendje baktériumcsoportonként
valtozhat, tejsavbaktériumok esetén az aminosavsorrend: L-Ala-y -D-Glu-X-D-Ala. A
harmadik aminosav (X) altalaban egy diaminosav a Lactobacillus-ok esetén, ami tobbségében
L-lizinnek (Lactobacillus lactis) vagy L-ornitinnek (Limosilactobacillus fermentum) felel meg.

crer

diaminosav aminocsoportjat a masik szomszédos lanc negyedik pozicioban 1évé D-alaninjaval

(4-3 keresztkotés), kialakitva a kiilonboz6 keresztkotésekkel a térhalos szerkezetet (Chapot-

Chartier & Kulakauskas, 2014).

Glucosaminidase Muramidase

Amidase

Carboxypeptidases

/o

3. ébra: L. lactis peptidoglikanjanak sematikus felépitése (Chapot-Chartier & Kulakauskas,
2014). A peptidoglikan szerkezetének lehetséges modositasai, mint az O-acetilezés (O-Ac), N-
deacetilezés, amidalas (NH»), piros szinnel jeldlve. A kiilonb6z6 PG hidrolazok hasitasi

helyeit a nyilak jelolik



2.3.2. Lactobacillus fajok alkalmazasi teriiletei

Az emberiség tobb ezer évvel ezel6tt mar hasznositotta a Lactobacillus nemzetség tagjait
¢lelmiszerek mikrobioldgiai romlasanak megakadélyozasahoz, elényds beltartalmi értékek
eléréséhez. Felhaszndlasukkal mesterséges tartdsitoszerek nélkiil, kiméletes modon lehet
eldallitani fermentalt termékeket, illetve a megfeleld fermentacids technika alkalmazéasaval
jellegzetes szin- ¢s aroma anyagokat kialakitani (aminok, zsirsavak).

A tejsavbaktériumok szdmos makromolekula (emészthetetlen poliszacharidok, proteinek)
fokozzak annak biztonsagéat. A Lactobacillus baktériumok a fermentacids folyamatok soran
nagy mennyiségben képesek hidrolitikus enzimeket eldallitani (amilazt, dehidrogenazt,
dekarboxilazt, B-galaktozidazt), ezért széles kortien felhasznéljak az élelmiszeriparban
tejtermékek (joghurt, sajt) és sok mads erjesztett-savanyitott ¢lelmiszer (savanyu kaposzta,
kovaszos uborka) készités¢hez (Lu et al., 2022). Szamos olyan enzimet allitanak eld, amelyek
a baktérium novekedéséhez sziikséges fehérjéket hidrolizaljdk, konnyebben emészthetd
aminosavakka. A fehérjék lebontdsa megsziintetheti az ¢élelmiszerekben taldlhato
fehérjeallergéneket, példaul a tejtermékekben eléforduld kazein hidrolizisével csokkenthetd az
allergén hatas, tovabbd a keletkez6 aminosavak konnyebben felszivodnak az emberi
bélrendszerben (Wang et al., 2021). Néhany izolalt tejsavbaktérium képes a blizaban talalhato
albuminokat, globulinokat és gliadinokat hidrolizalni, aminek eredményeként fermentalt
gabona termékekhez lehet jutni (Lu et al., 2022).

Az emberi szervezetre is jotékony, egészségvédd hatassal vannak, ugyanis bizonyitott
probiotikumként hozzajarulnak az egészséges bélflora fenntartdsdhoz, segitik az emésztést €s
az immunrendszer megfeleld miikodését. Az imént felsoroltak is azt bizonyitjak, hogy ezzel a

nemzetséggel foglalkozo6 kutatdsok kiemelt jelentdséggel birnak (Zalan, 2008; Szekér, 2007).
2.3.3. Limosilactobacillus fermentum

A probiotikus tulajdonsaggal rendelkezd Limosilactobacillus fermentum toérzset 2009-ben
felvették az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosagnak (EFSA) a QPS listajara és 2013-ban
GRAS mindsitést is szerzett (Zhao et al., 2019). Probiotikus tulajdonsaga és biztonsagos
felhasznalhatosaga lehetové teszi, hogy széleskorlien alkalmazzdk egészségiigyi ¢&s
gyogyszerészeti célokra, valamint az ¢élelmiszeripar szamos teriiletén. Az emberi szervezetben
a Limosilactobacillus fermentum képes gatolni a szajpenészt, borgombat és egyéb fertdzést

okozo6 Candida albicans elszaporodasat, ezen tulajdonsagat kamatoztatjak a gydgyszeriparban
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kiilonboz6 fertézést megeldzd gyodgyszerek eldallitasaval. A Limosilactobacillus fermentum
hatékony lehet néi hugyti fertézések ismétlddésének csokkentésében is (Bhavini & Sudeepa,
2020). Egyes tanulmanyok szerint azonban tovabbra is az egyik legkevésbé vizsgalt
probiotikum, pedig szdmos egészségre gyakorolt pozitiv hatdsa miatt érdemes a
Limosilactobacillus fermentum baktériumok vizsgalata (Zhao et al., 2019; Benov & Al-
Ibraheem, 2002; Santiago-Lopez et al., 2018). A nevében talalhato ,,fermentum” pedig kiemeli
az ¢lelmiszeripar fermentacios technoldgidiban betoltott kiemelkedd szerepét. Olyan
tej, savanyu rozskenyér, kiilonb6z0 kasak, valamint a hagyomanyos kovaszos kulturdk (Bhavini
& Sudeepa, 2020). Az egyik legkedveltebb koreai étel, a kimchi, is nagy mennyiségben
tartalmaz Limosilactobacillus fermentum-ot (Kim et al., 2021).

Ezen baktériumok mérete torzsenként eltérd lehet, de altalanossagban véve 0,5-0,9 x 3,0um
méreti mozgasra képtelen palcak. Tenyésztési koriilményei torzsenként szintén eltérdek
lehetnek, de altalaban 41-42 °C-on és a novekedéséhez sziikséges komponensekkel kiegészitett
MRS taptalajon gyorsan szaporodnak. A Limosilactobacillus fermentum torzseknél gyakran
hasznalt MRS tapkozegben {6 fehérjeforrasként peptont, pH szabalyozasra natrium-acetatot,
illetve a baktérium szdmadara esszencialis Osszetevoket (vitaminok, fehérjék, nukleinsavak)
tartalmazd marha- és élesztokivonatot alkalmaznak. Az imént felsoroltokon kiviil még szamos
ionforrast (mangan, magnézium), illetve a baktériumok szdmdara energiat és szénforrast
biztosité gliikozt tartalmazhat a fermentacios téptalaj (Bhavini & Sudeepa, 2020). A
Limosilactobacillus fermentum torzs szénforrasként kivaloan képes alkalmazni még a laktozt
¢s galaktézt is, igy az MRS tapkozeget gyakran ezen cukrok 1%-os mennyiségével is
kiegészitik a gliikoz mellett (Pakroo et al., 2022). Az utdbbi idében egyes tudomanyos cikkek
beszamoltak arrol, hogy a Limosilactobacillus fermentum novekedése soran elonyben részesiti
a karbamidot, a peptont és az élesztOkivonatot. Ennek alapjan a tradiciondlisndl 64%-kal
magasabb baktériumhozamot értek el az alabbi tapkozeg Osszetétellel: 30g/1 kukorica szirup;
15g/1 gliikoz; 14,4g/1 pepton, 7g/1 (NH4)2SOs, 0,5 g/l karbamid, 3g/l natrium-acetat, 4g/l
natrium citrat (Bhavini & Sudeepa, 2020).

2.4. p-galaktozidaz enzim

A B-galaktozidaz, (enzimszdm: EC 3.2.1.23) mas néven laktaz (hétkéznapi név), a glikozid-
hidroldzok enzimcsalddjaba tartozik. A laktaz enzim elnevezés valojaban gylijtonév, a 3-

galaktozidazok egyik alosztalyat értjiik alatta. Ebbe a csaladba tartoz6 enzimek nagy része a
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laktéz diszacharid lebontasaért felelések, de kiilonbozd galakto-oligoszacharidok (GOS)

képzddését is katalizalhatjak.
2.4.1. Elofordulas

Az enzim igen elterjedt a természetben, szamos mikroorganizmusbol (baktériumok, gombak,
¢lesztok) és novénybdl izolaltdk mar, illetve egyre elterjedtebbek a rekombinans fajtai a
biotechnologiaban (Saqib et al., 2017). Ipari enzimként gyakran hasznositjak az Aspergillus,
Kluyveromyces, Escherichia és Lactobacillus kiillonb6z0 fajainak biokatalizatorait (Husain,
2010). Ezen fajok laktdz enzimjének tulajdonsagait, optimalis miikddési koriilményeit mutatja

be a 2. tablazat.

2. tablazat: Kiilonb6z6 mikroorganizmus fajok enzimtermelési tulajdonsagai, optimalis

koriilményei (Mlichova & Rosenberg, 2006)

Enzim pH optimum T optimum
Mikroorganizmus termelés [°C]
i j 3,0-4,0 -
Penész AR e extracellularis PR
Aspergillus oryzae 5,0 50-55
, ] 6,5-7,0 -
Eleszto Kiuyveromyces lactis intracellularis 30-35
Kluyveromyces fragilis 6,6 30-35
. . . 7’2
Baktérium Escherichia coli intracellularis 40
Lactobacillus 6,2 55
thermophilus

A gombadk altal termelt B-galaktozidaz 2,5-5,4 kozotti savas pH-optimummal rendelkezik, ezért
kivaléan alkalmas a tejsavoban 1éve lakt6éz hidrolizisére. Hostabil tulajdonsaguk szintén
kiemelkedd, viszont érzékenyek a galaktoz altal okozott termékinhibiciora (Husain, 2010). A
gomba eredetli laktazt eldszeretettel hasznaljak kiilonboz6 fermentacios technologidknal, mert
extracellularisan nagy mennyiségli, olcsd6 enzimet képesek termelni. Az extracellularis
enzimtermelés esetén a mikrobasejteket konnyebb a fermentlétdl elvalasztani, ami csokkenti a
feldolgozasi koltségeit is. Hatranyuk, hogy baktériumokndl hosszabb fermentacids iddvel
rendelkeznek és tenyésztésiik nehezebben reprodukalhato. Alacsony pH optimum miatt tejben
nem alkalmazhato6 a fonalas gombak altal termelt B-galaktozidaz (Pécs, 2012).

A bakterialis laktazt széles kortien alkalmazzak a fermentacios iparban (tejipar), ugyanis a
baktériumok gyors szaporodasdhoz elegendd egy gombakhoz képest egyszerlibb tapoldat is. A

megfeleld tapkodzeg kivalasztdsdval jol reprodukalhatéak a tenyésztések, illetve az altaluk
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termelt laktdz is stabil, magas enzimaktivitdst mutat semleges pH értékeknél (Pécs, 2012;
Husain, 2010). Tejsavbaktériumok koziil érdemes kiemelni a probiotikus hatdssal rendelkezd
Lactobacillus nemzetséget.

Az ¢€lesztdk is intracellularisan képesek termelni a B-galaktozidazt, amely pH 6,0—7,0 k6zotti
kornyezetben képesek magas hidrolitikus aktivitasra (Husain, 2010). A Kluyveromyces lactis,
mint az egyik legtobbet tanulmanyozott modellorganizmus, illetve a Kluyveromyces marxianus
(més néven Kluyveromyces fragilis) laktazait érdemes kiemelni, amelyek 30-35°C kozott
képesek a laktoz bontasara. Manapsag kiemelten alkalmazzak a Kluyveromyces lactis torzset
az eredetileg borjugyomorban talalhaté rennin elééllitasara is, de els6sorban a tejben 1évo laktoz

koltséghatékony lebontasara alkalmazhatd, kdzel semleges pH optimumuk miatt (Pécs, 2012).

2.4.2. Szerkezete

A B-galaktozidéz enzimek funkcionalitdsuk szempontjabdl a glikozid-hidrolazok (GH) GH-1,
GH-2, GH-35 ¢és GH-42. csaladjaba tartoznak. Az Escherichia coli, Bacillus megatherium ¢és
Sulfolobus solfataricus a GH-2 csoporthoz tartoznak, ami az egyik leggyakrabban
tanulmanyozott glikozid-hidroldz csalad a magas hidrolitikus (els6sorban lakt6zzal szemben)
enzimaktivitdsa miatt (Lee, 2008; Zhu et al., 2020). A GH2 csalad tagjai jellegzetesen sziik
szubsztratspecifitassal rendelkeznek, csak laktézzal és B-1,3, valamint B-1,6 galaktozidokkal
1épnek reakcidba (Cantarel et al., 2009).

A tejsavbaktériumok (Bifidobacterium, Lactobacillus) bizonyos kutatasi eredmények szerint a
GH-42 és GH-2 csoportba sorolhatéak (Lee, 2008).

Az enzim négy polipeptid lancbol all, amelyek tetramer szerkezetet alakitanak ki. Minden egyes
monomert 1023 aminosav és 5 domén alkot. A domének koziil a harmadik, k6zEépsé domén egy
trioz-foszfat izomeraz “TIM barell”. Ez a szerkezet 8 a-hélixbdl €és ezzel parhuzamos 8 3-
red6bdl all. Az enzim aktiv helye a domén C-terminalis vége felé helyezkedik el. Az enzim
miikodéséhez sziikségesek Na* vagy K+ és Mg?" ionok, igy azok kotdhelyei is megtalalhatoak
szerkezetén (Matthews, 2005).

Az Escherichia coli eredetii B-galaktozidaz enzim térbeli szerkezetét mutatja a 4. abra.
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4. dbra: Escherichia coli eredetii -galaktozidaz térbeli szerkezete (Matthews, 2005)
Domén 1: kék; Domén 2: z6ld; Domén 3: sarga; Domén 4: vilagoskék; Domén 5: piros;

Na': z6ld gomb; Mg?*: kék gomb; Kiegészité peptidek: narancssarga

Az enzim tulajdonségai jelentds eltérést mutatnak kiilonb6zé mikroorganizmus forras szerint.

Ezek a tulajdonsagok kiterjednek az enzim szerkezetére, molekulatomegére, aminosav

crer

Chen, 2001).
2.4.3. Hatasmechanizmusa

A béta-galaktozidaz leggyakoribb szubsztratja a laktéz, amelyben egy galaktoz- és egy
gliikézmolekula kapcsolodik egymashoz 1'4' glikozidos kotéssel. A laktoz hidrolizisének
mechanizmusat el6szor Wallenfel irta le, amely szerint az enzim cisztin és hisztidin molekulai
protondonorként és nukleofil helyként viselkednek az enzimatikus hidrolizis soran. A
kiilonb6z6 mikrobialis eredetii béta-galaktoziddzoknak katalitikus része a glutaminsav (Glu482
¢s Glu551), amelyek proton donorként és nukleofil/bazisként vannak jelen a reakcidé soran
(Zhou & Chen, 2001).

Elsé 1épés az enzim-galaktozil komplex forma kialakuldsa, és az ezzel egyidejii gliikkdz-
felszabadulas. Masodik 1épésben egy hidroxil csoportot tartalmazo akceptor transzferalodik az
enzim-galaktozil komplexre. Az akceptor (R-OH) pl. viz, hidrolizis sordn felszabaditja a

galaktdzt (Zhou & Chen, 2001). Az enzimatikus hidrolizis folyamatat mutatja be az 5. 4bra.
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5. abra: Laktéz hidrolizise B-galaktozidaz enzim altal (Zhou & Chen, 2001).
Elsé 1épés: kialakul az enzim-galaktozil komplex, oxigénatom kapcsolddik a 482-es
aminosavhoz. Masodik 1€pés: a szubsztrat szétvalik egy kisebb szénhidrat-molekuléra és egy

akceptor molekulara (R jeloléssel)
2.4.4. Enzimmiikodést befolyasolo paraméterek

A B-galaktozidaz miikddését tobb tényezo is befolyasolja, amelyek Osszetett modon hatnak
egyliitt, meghatarozva a béta-galaktozidaz aktivitasat és hatékonysagat kiilonb6zo koriilmények
kozott. Ilyen befolydsold tényezd a pH, a hémérséklet, a szubsztrat koncentracio, illetve
kiilonb6z6 inhibitorok, aktivatorok, ionok jelenléte is hatassal lehet az enzimes folyamatok
miikédésére (Anisha, 2017).

A B-galaktoziddz miikodésének optimalis pH-ja nagy valtozatossagot mutat mind nemzetség,
mind faj és torzs szinten is. Megkiilonboztetiink savas €s semleges pH-ju B-galaktozidadzokat,
amelyek koziil az utobbi altalaban bakterialis eredetil, illetve szarmazhat élesztokbdl is. A savas
pH-n mutatott magas -galaktozidaz enzimaktivitas a gombakra jellemz0 tulajdonsag (Carevi¢
etal., 2015).

Hung és Lee (2002) a mikrobidlis eredetli béta-galaktozidaz enzim optimalis pH értékét 3,0 —
7,2 kozott hatarozta meg. A Limosilactobacillus fermentum és mas Lactobacillus torzs esetén
6,5 pH értéknél mérték a legnagyobb enzimaktivitasokat tobb tudomanyos kutatas soran (Liu
et al., 2011; Khusniati et al., 2015; Nguyen et al., 2012). Ett6l az értéktdl eltér a Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus sakei Lb790 torzsek béta-galaktozidazanak pH optimuma, viszont
itt is a semlegeshez kozeli tartomanyban mérték a magasabb enzimaktivitdsokat (Ruiz-Ramirez

& Jiménez-Flores, 2023; Nguyen et al., 2012; Igbal et al., 2011).

15



Lactobacillus delbrueckii, Limosilactobacillus reuteri esetén a B-galaktoziddz enzim pH 7,0
értéknél mutatott maximalis aktivitast, mig pH 5,0 és 6,0 értéknél jelentds csokkenés
kovetkezett be (Gomaa, 2018).

A B-galaktozidaz eredetétdl fiiggden hasonléoan nagy valtozatossagot mutat az enzim
mikodésének optimalis homérséklete. Bizonyos termofil Lactobacillus torzsek béta-
galaktozidaz enzime 55-60 °C kozott mutatja a legnagyobb aktivitast, mig Gomaa (2018) a
Lactobacillus  delbrueckii és Limosilactobacillus reuteri torzseknél nagy mértékli
enzimaktivitas csokkenést tapasztalt 50 °C felett (Gomaa, 2018; Premi et al.,, 1972).
Osszeségében elmondhat6, hogy az eukariota eredetii béta-galaktozidaz enzimeknek 30-65 °C
kozotti tartomanyban talalhaté a hdmérséklet optimumuk (Havas, 2014).

A béta-galaktozidazok aktivitasa szintén fligg bizonyos ionok jelenlététdl, amelyek gatolhatjak
vagy elosegithetik az enzim miikddését. Liu €s munkatarsai (2021) vizsgaltdk kiilonbozo
kationok és reagensek hatdsit a Limosilactobacillus fermentum K4 B-galaktozidaz enzim
miikddésére. A kutatdsok soran azt tapasztaltak, hogy a vas (II), mangan és cink ionok gatoltdk
az enzim mikdédését, mig a réz €s a vas (III) kationok deaktivaltdk az enzimet. A natrium,
magnézium ¢s kalium ionok kofaktorként novelték az enzimaktivitast. Igbal és munkatarsai

(2010) szintén hasonld eredményekrdl szamoltak be.
2.5. Sejtfeltaras

A mikroorganizmusok, kiilondsen a baktériumok sejtszerkezetének €s sejtfeltarasanak kutatasa
fontos szerepet jatszik a biotechnologiai és biokémiai kutatdsokban, valamint az ipari
felhasznalasokban. A sejtfeltaras alapvetd célja a sejten beliili értékes biomolekuldk, példaul
fehérjék, nukleinsavak ¢és mas biologiai hatdanyagok kinyerése. Az optimalis sejtfeltarasi
modszer kivalasztasa soran tobb faktort is figyelembe kell venni, mint példaul a termék sejten
beliili helyzete, denaturacios érzékenysége, illetve a folyamat soran a termék visszanyerésének
mértéke, mindsége (Ustok, 2007). A sejtfeltaras soran kulcsfontossagli tényezének szamit a
sejtet kornyezeti hatasoktol védo sejtfal osszetétele €s szerkezete (Choonia et al, 2013).

Az intracellularis enzimek - B-galaktozidaz - vizsgalatara is altalaban csak a sejtfeltarasi eljaras
utan nyilik lehetdség, amelynél {6 kihivast jelent a sejtfal roncsolasa. A bakterialis sejtfal lizisét
jelentdsen befolyésolja a baktérium fajtaja, ezért altalanos modszerleirasok helyett kiillonb6z6
beallitasi mechanikai, fizikai, kémiai ¢és bioldgiai (enzimatikus) moddszer taldlhaté a

szakirodalmakban (Kang et al., 2019; Ustiin-Aytekin et al., 2016).
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A sejtfeltdrasi modszerek koziil megkiilonbdztetiink mechanikus és nem mechanikus

miuveleteket, amit a 6. abra is mutat.

Sejtfeltaras

maédszerei

Nem
mechanikai

)

Nyiras
folyadékban

Nyiras szilard

fazisban Szaritas

D E—
| 1 1

A A
u Ultrahang M::C::z:a' u
-

Atnyomas
folytason
(French Press)

Al Al
u Orlés ’ u Nyomas ’

[

Fizikai

Kémiai

\
u Bioldgiai ’

6. abra: Sejtfeltarasi modszerek csoportositasa (Pécs, 2012)
2.5.1. Mechanikus sejtfeltarasi modszerek

A mechanikus sejtfeltarasi modszerek tovabb csoportosithatéak annak alapjan, hogy a nyiras
szilard vagy folyékony fazisban torténik. Koziililk érdemes kiemelni a Lactobacillus torzsek
esetén gyakran alkalmazott ultrahangos technikdkat és a nagynyomasi homogenizatorokkal
(French Press) végezett feltarasokat (Ustok, 2007; Havas, 2014).

A French Press az egyik leggyakrabban hasznalt berendezés ipari 1éptékli mikrobialis
sejtfeltarasra, azonban laboratoriumi kozegben is nagy hatékonysadgot mutat. Garro ¢és
kutatocsoportja (1973) nagynyomdsu homogenizatort hasznaltak a Limosilactobacillus
fermentum torzs sejtjeinek feltarashoz. Az eljaras sordn a tapkozegben 1évo sejteket magas
nyomdson kényszeritik at egy szlikitésen, amelynek hatdsara a sejt Osszepréselddik, majd
kidramlaskor kitagul. A nyomdasvaltozas hatasara a sejt roncsolddik. Hatranya, hogy a feltaras
okozhatja. Szintén problémat jelent ennél a mddszernél, hogy egyszerre csak kis mennyiségii
minta vizsgalhat6 (Islam et al., 2017; Orban & Patterson, 2000).

Az ultrahangos kezelés is szintén gyakori laboratériumi 1éptékii sejtfeltaras modszer, amelynek
soran a sejtek karosodasat kavitacidos hatasok okozzék. A hoéfejlédés miatt a szonikéatorokat

rendszeresen le kell allitani a tilmelegedés elkeriilése érdekében, ami megszakitja a folyamatot
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¢és csokkenti a hatékonysagot. Tovabbi hatranya, hogy az ultrahangos rezgések hot termelnek,

ami kérosithatja az érzékeny enzimeket (Islam et al., 2017).
2.5.2. Nem mechanikus sejtfeltarasi modszerek

A nem mechanikus médszerek kozott megkiilonboztetiink liziseket (ozmotikus sokk, hdsokk,
kémiai reagensek, enzimek), valamint kiilonb6z0 szaritasi miiveleteket (Havas, 2014). A fizikai,
kémiai €s enzimatikus mddszerek sokkal kiméletesebbnek, specifikusabbnak tekinthetéek az
enzimek izoldldsahoz a tobbi feltarasi modhoz képest (Geciova et al., 2002).

Egyre gyakrabban alkalmazott kémiai sejtfeltarasi modszer a sejtmembran permeabilitdsanak
ndvelése kiillonbozo detergensekkel, amellyel példaul a citoplazmaban 1év6 enzimek valhatnak
hozzaférhetové a szubsztratjuk szamara (Geciova et al., 2002). Ennek a modszernek jelentds
korlatot szab a bakterialis sejtfal gyenge ateresztOképessége enzimmolekulakkal szemben,
azonban szamos kutatasban beszamoltak kiilonb6zo szerves olddszerek (toluol, kloroform,
etanol) okozta permeabilitds novekedésrdl (Anisha, 2017; Geciova et al., 2002). Mahadevaiah
¢s munkatarsai (2020) a Limosilactobacillus fermentum torzs sejtjeit toluol, aceton-toluol és
natrium-dodecil-szulfat (SDS)-kloroform kezelésnek vetették ala, amelyek koziil a kloroformos
feltaras kovetkeztében mérték a legnagyobb enzimaktivitast (Mahadevaiah et al., 2020). A
toluollal végzett sejtfeltarasok soran nehézséget jelent, hogy a toloult nehéz elvalasztani a
terméktol és toxicitasi problémakat is okozhat (Havas, 2014).

Orban ¢és Patterson (2000) kutatasaikkal bizonyitottak, hogy a cetil-trimetil-ammodnium-bromid
(CTAB) kationos detergens sikeresen alkalmazhaté a bifidobaktériumok sejtfalanak
megbontasara. Ezen kutatasuk célja volt egy modositott foszfoketolaz teszt 1étrehozasa, amihez
az optimalis sejtfeltarasi modszer megtalalasa volt az els6 kulcsfontossagu 1€épés. Vizsgalataik
soran a sejteket foszfat pufferrel (pH = 6,5) mostak (15 perc, 10000 rpm, 4°C), majd 1 ml
pufferbe visszaszuszpendaltak Oket. A baktérium sejtekhez 450 pg/ml CTAB oldatot adtak
kiilonb6z6 mennyiségekben (0 ml; 0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml; 0,6 ml; 0,7 ml), hogy
megallapitsak a feltarashoz sziikséges detergens mennyiséget. Mérési eredményeik alapjan a

0,4 ml hozzaadott CTAB mennyiség bizonyult a legmegfeleldbbnek, amelyet a 7. dbra is mutat.
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7. bra: Bifidobaktérium torzsek optikai siiriisége (OD) 450 ug/ml CTAB oldat
15704 m, B. breve A, B. adolescentis 15703 %, B. infantis *, B. longum e, Lacticaseibacillus
casei 4646 o

Az ébra alapjan a B. adolescentis 15704 torzs optikai striisége 0,4 ml hozzaadott CTAB-nal
mutatta a legnagyobb értéket, majd a detergens mennyiségének ndvelésével drasztikusan nott
az OD ¢értéke. A diagram szintén jol szemlélteti, hogy a sejtfeltarashoz sziikséges CTAB
mennyisége jelentdsen kiilonbozhet akar egy nemzetségen belill is. A B. adolescentis 15703 és
a B. bifidum sejtek megfeleld6 mértekli sejtfeltarasdhoz 0,5 ml sziikséges a 450 pg/ml
koncentracioji CTAB oldatbol.

Az organikus oldoszerek permeabilitasra gyakorolt hatékonysaga jelentésen fiigg az inkubacios
1d6t6l, homérséklettdl és az alkalmazott olddszerek koncentracidjatol. Ezen paraméterek
optimalis megvalasztasa is elengedhetetlen a megfeleld sejtfeltarasi modszer kidolgozasdhoz
(Anisha, 2017).

A biologiai sejtfeltdrdé modszerek koziil az enzimes moddszer is szdmos elénnyel rendelkezik,
mint példaul a nagyfoku specifikussaga, illetve az enzimes folyamatok, pH és hémérséklet
paramétereinek konnyebb szabalyozhatosiga (Ustok, 2007). Goulas és kutatocsoportja (2003)
a kereskedelmileg is elérhetd lizozim enzimet valasztottak a Limosilactobacillus reuteri torzs
sejtjeinek feltarasara, amivel hatékony eredményeket értek el. A peptidoglikan alaplancéanak
glikozid-kotéseit bontd enzim altaldban 35°C-on és pH 6-7 kozott mutatja a legnagyobb
aktivitast (Islam et al., 2017; Nettmann et al., 2008).

19



Tobb tanulmany is bizonyitja, hogy a lizozim enzimmel torténd sejtfeltards nagy mértékben
fiigg a lizal6 enzim koncentraciojatol, az inkubacié 1d6tdl és a hdmérséklettdl (Choonia et al.,
2013; Islam et al., 2017).

A Lactobacillus-ok sejtfala - Gram-pozitiv baktériumokra jellemzden - vastag peptidoglikan
réteggel rendelkezik, ezért az enzimatikus kezeléseket gyakran kombindljak kémiai
modszerekkel (Liu et al,, 2021). Erre jo példa, hogy Alimolaei és Golchin (2016) a
Lacticaseibacillus casei sejtek lizozimes roncsolasat etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA) ¢és
Triton X-100 kémiai reagensek hasznalataval egészitették ki. A Triton X-100 detergens segit
felbontani a sejtfal lipidjeit és membranjait, lehetdvé téve a lizozim szamara, hogy konnyebben
hozzaférjen a peptidoglikdn réteghez, kiillondsen Gram-pozitiv baktériumok esetében. Az
EDTA pedig egy hatékony kelatképzd aminosav, amely képes megkdtni a sejtfalak
szerkezetében taldlhatd kationokat, mint példaul a kalcium (Ca*") és a magnézium (Mg>")
ionokat (Alimolaei & Golchin, 2016). Enzimatikus és kémiai modszerek sikeres kombinalasa
fizédik Chen és munkatarsai (2015) nevéhez. Tudoményos cikkiikben a parosujju patasok
rendjébe tartozd jak benddjének mikroorganizmusait vizsgaltak. A mikrobak DNS-ének
kivonasi modszereit hasonlitottak dssze, ahol eredményesnek bizonyult a 4% (w/v) CTAB és
0,3 mg/ml lizozimmel torténd sejtfeltaras. Tobb CTAB-val kiegészitett sejtfeltaras soran magas
termékkihozatalt sikeriilt elérniiik, ami bizonyitja a vegyiilet sejtfeltardsban betdltott

kiemelkedd szerepét (Chen et al., 2015).
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3. ALKALMAZOTT ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Alkalmazott torzs

Limosilactobacillus fermentum LF08 baktérium izoldtum (Probiotical S.p.A.).
3.2. Alkalmazott tapkozeg

3.2.1. MRS 2% laktézzal

A baktérium sejtek felszaporitdsdhoz 2% laktozt tartalmazd6 MRS tapkozeget hasznaltam. A
tapkozeg Osszetételét a 3. tablazat tartalmazza. A taptalajt az elkészitést kovetéen 121 °C-on 15

percig sterileztem.

3. tablazat: 2% laktozt tartalmazé MRS tapkozeg osszetétele

Komponens Mennyiség
Laktoz 20¢g
Protedz-pepton 10
Huskivonat 8¢
Elesztkivonat 4¢g
Natrium-acetat 5¢
TriammoOnium-citrat 2g
Dikélium-hidrogén-fosztat 2g
Tween 80 lg
Magnézium-szulfat 02¢g
Mangén-szulfat 0,05¢g
Desztillalt viz 1000 ml

3.2.2. MRS tapkozeg 4% laktozzal

Az enzimfermentdcidhoz 4% laktdzt tartalmaz6 MRS tapkozeget hasznaltam. A tapkozeg
Osszetételét a 4. tablazat tartalmazza. A taptalajt az elkészitést kovetden 121 °C-on 15 percig

sterileztem.
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4. tablazat: 4% laktozt tartalmazé MRS tapkozeg Gsszetétele

Komponens Mennyiség
Laktéz 40 ¢g
Prote6z-pepton 10g
Huskivonat 8¢g
Elesztékivonat 4g
Natrium-acetat 5¢g
Triammonium-citrat 2g
Dikalium-hidrogén-fosztat 2g
Tween 80 lg
Magnézium-szulfat 02¢g
Mangén-szulfat 0,05¢g
Desztillalt viz 1000 ml

3.3. Alkalmazott oldatok, reagensek

e Sorensen puffer (pH = 6,5)

KH>PO4 (9,0178 g/I) és NaoHPO4 * 12 H,O (23.876g/1) oldatok megfeleld aranyu
Osszemérésével allitottam be a kivant pH-t. 63,1 ml NaHPO4 * 12 H>O és 936,9 ml KH>PO4

oldatbol készitettem el 1 liter 6,5 pH-ju Sorensen puffert.
e Cetil-trimetil-ammonium-bromid oldat (CTAB)

A lizishez hasznalt oldat elkészitése soran 0,45 g szilard CTAB-t oldottam fel egy liter

desztillalt vizben.
e p-nitrofenil- f-D-galaktopiranozid szubsztratum (PNPG)

A szubsztratum elOkészitéséhez 0,0225 g p-nitrofenil B-D-galaktopiranozidot hasznaltam,
amit 50 ml desztillalt vizben oldottam fel. A szubsztratumot 4°C-on hiitében taroltam a

tovabbi hasznalatig.
e Natrium-karbonat (Na2CO3)

0,1 N (5,13 g/1) NaxCOs-ot hasznaltam az enzimreakcio leéllitasahoz.
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3.4. Lactobacillus torzs fenntartasa

A Lactobacillus torzs fenntartasa céljabol 10 g/l glikozt tartalmaz6 MRS tépoldatot
készitettem, ezt 10 ml térfogatonként kémcsdvekbe pipettdztam. A tapoldatot tartalmazéd
kémcesoveket sterilezés céljabol autoklavba helyeztem (15 perc, 121 °C). A steril taplevesbe 0,5
ml baktérium tenyészetet pipettdztam, az atoltast 24 oranként ismételtem. A torzsfenntartas 37

°C hémérsékleten tortént.
3.5. Lactobacillus nemzetség enzimfermentacioja

Az enzimfermentacidhoz 1 liter 4% lakt6éz tartalmi MRS tapkozeget alkalmaztam. A
fermentécio inditasdhoz a felszaporitott 5 v/v%-o0s inokulum sejt szuszpenziot beleoltottam a
tapkozegbe. Az enzimfermentacio 37 °C-on zajlott 16 6ran keresztiil. Fermentaciot kdvetden a
sejttomeget tartalmazd oldatot 10 percig 10000 rpm-en, 4°C-on centrifugaltam, a fermentlé és
a biomassza szétvalasztasa c€ljabol. A centrifugalassal dsszegytijtott sejteket 15 ml 6,5 pH-ju

Sorensen pufferrel mostam kétszer és végiil 80 ml pufferbe visszaszuszpendaltam a sejteket.
3.6. Sejtfeltaras

Mivel a B-galaktoziddz enzim intracellularisan termelddik, ezért 3 sejtfeltarasi modszert
(French Press, CTAB, lizozim enzim), illetve azok kombinacioit alkalmaztam kiilonb6zo
beallitasokkal az enzim kinyerésére. Ezen mddszereket, mérési beallitasokat

Osszehasonlitottam egymassal, illetve vizsgaltam kiilonb6zo faktorok valtoztatdsanak hatasat.
3.6.1. French Press

A mechanikai eljarasok koziil French Press nagynyomdst homogenizatort alkalmaztam. A
centrifugalassal 6sszegylijtott baktériumsejtekbodl harom parhuzamos beéllitassal végeztem el a
sejtfeltarast, a nagy mintamennyiség miatt harom részletben, 800 Psi nyomas mellett. A
sejtfeltaras utan kapott sejttormelékes szuszpenziobodl két parhuzamos mintat vettem, majd ezt
kdvetden 10 percig 10000 rpm-en, 4 °C-on centrifugaltam. Az igy kapott feliiluszobol, illetve
a centrifugdlas nélkiili sejttormelékbdl két parhuzamos méréssel meghataroztam az enzim

aktivitasat.
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3.6.2. Kémiai eljaras

Az 6sszegylijtott baktériumsejtekhez két parhuzamosban, 1:0,5; 1:1 és 1:2 aranyban 0,45 mg/ml
CTAB oldatot adtam, majd vortex segitségével alaposan homogenizaltam. A kisérletek soran
kiilonb6z6 idétartamokig (10, 20, 30, 60 és 120 perc) szobahdmérsékleten inkubaltam a 1izald
oldatot tartalmaz6 mintakat.

A sejtfeltaras soran keletkezett sejttormelékes szuszpenziobol két parhuzamos mintavételt
végeztem. Ezt kovetden a szuszpenziot 10 percig 10000 rpm-en, 4 °C-on centrifugaltam ¢és a
kapott feliiluszobdl két parhuzamos enzimaktivitas mértem a 3.7. fejezetben foglalt modszer

szerint.
3.6.3. Lizozim enzim

Az enzimes kezelés soran a Serva cég altal gyartott lizozim enzimet hasznéltam, amelynek 37
°C-on talalhatd a mukodéséhez optimalis homérséklete. A sejtfeltaras sordn keletkezett
sejttormelékes szuszpenzidt 10 percig 10000 rpm-en, 4 °C-on centrifugaltam és a kapott

feliiliszobol két parhuzamos enzimaktivitas mértem a 3.7. fejezetben foglalt modszer szerint.
3.7. PB-galaktozidaz enzim aktivitasanak meghatarozasa

A feltart sejtekbdl az intracellularis B-galaktoziddz enzim aktivitdsa megallapithato. Az
enzimaktivitds meghatarozasanak elve, hogy a [B-galaktoziddz enzim a p-nitrofenil-pB-D-
galaktopiranozid szubsztratum B-D kotéseit felhasitva p-nitrofenolt szabadit fel, amelynek
mennyisége spektrofotometrids méréssel 405 nm-en meghatarozhat6. Az enzimaktivitas

méréshez Osszeallitott reakcioelegyek €s a vak mintdk dsszetételét az 5. tablazat foglalja 6ssze.

5. tablazat: Enzimaktivitas mérés reakcidelegyeinek és vak mintdainak osszetétele

Puffer Desztillalt viz | Szubsztratum Minta
Miuszervak 0,3 ml 0,7 ml - -
Szubsztratvak 0,3 ml 0,2 ml 0,5 ml -
Enzimvak 0,3 ml 0,5 ml - 0,2 ml
Reakcid6 elegy 0,3 ml - 0,5 ml 0,2 ml
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Az elkészitett oldatokat eldinkubalas céljabol eldmelegitett vizfiirdobe helyeztem (5 perc, 50
°C) ¢és a reakciot a megfeleléen higitott minta 0,2 ml térfogatdnak hozzdadagolasaval
inditottam. Az 5 perces reakcidido leteltével a reakciot 5 ml 0,1 N-os NaxCOs oldattal allitottam
le, majd a miiszervakra nullazott spektrofotométerrel 405 nm hulldmhosszon mértem a mintak
abszorbanciajat.

A felszabadult para-nitrofenol mennyiség meghatarozasdhoz standard sort készitettem és a
kapott kalibraciés pontokra illesztett egyenes meredekségét hasznaltam fel az aktivitas

kiszamitasahoz (8. abra).

Kalibracids egyenes
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8. abra Para-nitrofenol mennyiségi meghatarozasara szolgalo kalibracios egyenes

A kapott abszorbancia értékekbdl a kovetkezd egyenlettel szamoltam ki az enzimaktivitas

értékeket:

(Aminta— Aenzimvak— Aszubsztratvak) * B *VR
Vm *t % 3,2979

Enzimaktivitas (U) =

Ahol:
A - mért abszorbancia érték (minta; enzimvak; szubsztratvak)
h - enzimoldat higitasa
V&R - reakcio térfogat [ml]
VM — minta térfogat [ml]

t — reakcio 1d6 [perc]
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3.8. Kozponti elrendezési kisérlettervezés

A Lactobacillus sejtek enzimes sejtfeltarasanal az optimalis inkubdcios 1dét €s a lizozim
koncentraciot (két faktor) kdzponti elrendezésii kisérlettervezéssel (central composite design)
hatdroztam meg. Ezzel a mddszerrel minimalis a kisérleti beallitdsok szdma a fohatasok és a
kvadratikus hatasok becslésére, igy kevesebb kisérletet igényel. Kozponti elrendezésu
kisérlettervezés esetén minden faktornak 6t szintje van (extra magas, magas, kdzpont, alacsony,
extra alacsony), igy a megfeleld lizozim koncentracio és inkubacios idé6 meghatarozasahoz a

pontjaimat a 9. dbra szerinti kétdimenzios koordinata rendszerben helyeztem el.
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9. dbra: Kozponti elrendezésii kisérlettervezés pontjai kétdimenzios koordinata

rendszerben

Osszesen 13 mérési beallitast hataroztam meg, amelyek koziil 5 bedllitas a kdozponti pontnak
felel meg. Az elrendezés kdzponti pontja az 50 mg/ml-es lizozim enzimes kezelés 150 perces
inkubacios iddvel. A magas, illetve alacsony szinteket a kozépponttél meghatarozott 1éptékre
1év6 négyzet pontok (-1, +1) jelolik, mig az extra magas és extra alacsony értékeket, azaz a

vizsgalat szélsé értékeit az ugynevezett csillagpontok (V2,—V2) mutatjak.

A vélasztott faktorok értékeit az alabbi képlettel hatarozhatjuk meg:

Lizozim koncentracié = K6zéppont, — (Lépték-x1)
illetve,

Inkubécios id6 = Kozéppont, — (Lépték-x2)
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ahol: X = a pontok abszcican felvett értékei

X> = a pontok ordinatan felvett értékei

A kisérlet elrendezési szintjeit a 6.tablazat mutatja be.

6. tablazat: Kisérlet elrendezési szintjei

X1 X2
Lizozim koncentracio Inkubacios ido
[mg/ml] [perc]

\2 7,6 22
1 20,0 60
0 50,0 150
-1 80,0 240
2 92,4 277

Két faktor esetén az alabbi modell irhato fel a fiiggd valtozd és a fiiggetlen transzformalt

faktorok jellemzésére:
Y =bo+ biXi + baXo+ b3Xi? + baXo? + bsX1Xa

Ahol: Y: fliggd valtozo, B-galaktozidaz enzimaktivitas [U/ml]
Xi: fuggetlen valtozo, lizozim koncentracio [mg/ml]
Xo: fuggetlen valtozo, inkubacids 1d6 [perc]
bi-bs: fiiggetlen valtozokhoz tartozo koefficiensek és a tengelymetszet (bo)
bo: fliggetlen valtozokhoz tartozé tengelymetszet

Az adatok statisztikai elemzését a MiniTab statisztikai és adatelemz6 szoftver felhasznalasaval

hajtottam végre.

3.9. Felhasznalt berendezések és eszkozok

e Analitikai mérleg (Sartorius CP225D)

e Téramérleg (Sartorius ED3202S-CW)

e Laboratoriumi magneses keveré (FALC-F06)
e Autoklav

e Laminaris box (BV 1200)
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Vortex keverd

Termosztat

Laboratoriumi centrifuga (Sigma 1-15)

pH méré (Mettler Toledo GmbH)

Vizfiirdé (Julabo F34)

Stopper 6ra

Spektrofotométer (UNICAM, Helios Alpha)

French Press homogenizator (Thermo Electron Corporation)

Altalanos laboratoriumi eszkozok (fézdpoharak, pipettak, Erlenmeyer-lombikok,

méréhengerek, kémcsovek, kémcsdallvanyok, Eppendorf csovek)
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Kisérleti munkam soran a probiotikus tulajdonsaggal rendelkezd Limosilactobacillus
fermentum LFO08 baktérium sejtfeltarasanak optimaldsara Gsszpontositottam, -galaktozidaz
enzimének kinyerése céljabol. Az idedlis feltardsi modszer kidolgozasakor mindvégig
torekedtem az intracellularis B-galaktozidaz enzim aktivitasaban minimalis cskkenést okozni.
A kereskedelmi forgalomban kaphatd béta-galaktozidaz altaldban Escherichia coli vagy
Aspergillus niger eredetli, azonban a Lactobacillus forrasok probiotikus tulajdonsaguk miatt is
egyre nagyobb figyelmet kapnak az élelmiszeripar tobb teriiletén. A sejtfeltardsi modszerek
optimalasa eldtt elsé 1épésként enzimfermentacidt végeztem, majd a meghatarozott
paraméterek bedllitdsa mellett végeztem el az adott sejtfeltarasi technikat. Az alkalmazott
sejtfeltarasi modszereket egymaéshoz képest Osszehasonlitottam ¢€s valasztottam ki a f-
galaktozidadz kinyeréséhez legmegfelelébbet. A sejtfeltard technikdk kidolgozéasakor tobb
ponton is enzimaktivitdst mértem ¢és a kapott eredményeket Osszehasonlitottam a

szakirodalmakban fellelhet6 adatokkal.
4.1. Enzimfermentacio

Az enzimfermentacid koriilményeinek beallitasat mar meglévd kisérleti eredményekre
alapozva végeztem el, Toth (2019) altal a Limosilactobacillus fermentum LFO8 [3-
galaktoziddzanak termeléséhez sziikséges optimalis koriilményeket alkalmazva. A maximalis
enzimaktivitast 16 6ras fermentacioval érte el 37 °C-on, MRS tapkdzegben, amely 4% laktozt
tartalmazott (Toth, 2019). Az emlitett feltételek mellett 1000 ml fermentlevet allitottam eld. A
Limosilactobacillus fermentum J20 és J28 torzsek béta-galaktozidazanak maximalis aktivitasat
szintén 16 oras fermentacid utan hataroztdk meg Santiago-Lopez és munkatdrsai (2018).
Cikkiikben 37 °C-os inkubacids homérsékletrél és MRS tapkozegrol szamoltak be. Tobb
tanulmany is a Limosilactobacillus fermentum baktériumok esetén 6,0-6,5 pH tartomanyt
hataroz meg az enzimtermelés szempontjabol optimalisnak (Zhang et al., 2011; Wattana et al.,
2012). Devi ¢és munkatarsai (2011) arrdl szdmoltak be, hogy a laktéz tartalmt tapkodzeg
ndvelheti a béta-galaktozidaz termelddését. Megallapitasaik szerint egészen 7% -ig. Carevic és
kutatocsoportja (2015) pedig tudomanyosan bizonyitottdk, hogy a laktéz egyediili
szénforrasként hatékonyabban eldsegiti a B-galaktozidaz termelddését, mint amikor galakt6zzal

vagy gliikozzal egyiitt alkalmaztak.
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4.2. Mechanikai sejtfeltaras eredménye

1épése a sejtek feltarasa. Ennek megvalositasahoz elsd 1épésként centrifugaléassal elvalasztottam
a Lactobacillus sejteket (10000 rpm, 10 perc, 4 °C-on). French Press feltards utan
elkiilonitettem a sejttormeléket és a feliiliszot, annak a megallapitasara, hogy az enzim
sejtfalhoz  kototten nyerhet6-e ki. Harom parhuzamos mintavételt végeztem és
mintavételenként kettdé parhuzamos mérést hajtottam végre, amelyeket atlagoltam. A
feliiliszoban ¢és a sejtes mintakban mért enzimaktivitas értékek, illetve a harom kiilonb6zo

mintavétel atlagait a 10. abra mutatja be.
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10. abra: French Press utin mért enzimaktivitasok a sejttormelékes szuszpenziéban és

felillaszéban

Az oszlopdiagram jol szemlélteti, hogy a feliiluszoban a sejtfeltarasi miivelet utan alacsony
enzimaktivitas volt mérhetd, mig a sejtet tartalmaz6 minték esetén joval magasabb 10,29; 17,50
¢s 19,90 U/ml, atlagban 15,9 U/ml enzimaktivitdsokat mértem.

Benov ¢és munkatarsai (2002) szintén nagynyomasu homogenizatort hasznaltak az Escherichia
coli baktérium sejtfeltardsahoz 900 psi nyomason. Kutatdsaik soran tobb mechanikai modszert
is 0sszehasonlitottak a French Press miivelettel és mérték a sejtfeltarast kovetden kiilonbdzo
enzimek (példaul: fumaraz, glicerin-kinaz, 3-dehidrokinat szintaz) aktivitasat. Megallapitottak,
hogy a French Press kevésbé volt alkalmas magas fehérje kihozatal elérésre, illetve a miivelet
soran az érzékeny molekuldk, mint példaul a fehérjék, enzimek is konnyen denaturalddtak.

Szintén nagynyomdsu homogenizatort hasznaltak Bury és munkatarsai (2001) a L. delbrueckii
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ssp. bulgaricus 11842 béta-galaktozidazanak kinyeréséhez, azonban 0,25°C/MPa hémérséklet
emelkedést tapasztaltak a feltarasi lépések soran. A sejtszuszpenziot a feltarasi ciklusok végén
hiutésnek vetették ald, de igy sem sikeriilt a [B-galaktozidaz hdé altali denaturdlodasat
megakadalyozni. A fentiekben emlitett, ho altali enzimaktivitas csokkenés kovetkezhetett be az
altalam végzett French Press modszer sordn is, ami magyarazza az alacsony aktivitas érté¢keket.
A modszer nem képes a sejtfal-enzim komplex megbontasara sem, igy ez is hozzdjarulhatott a
feliiliszoban tapasztalt alacsony enzimaktivitasokhoz. A tovabbiakban olyan modszer
kivalasztasa sziikséges, ami megbontja a sejtfal ¢és [P-galaktoziddz enzim kozotti erds

kolcsonhatést.
4.3. Kémiai sejtfeltaras eredményei

Orban ¢és Patterson (2000) kutatasaikkal igazoltak, hogy a 0,45 mg/ml CTAB hatékonyan
hasznalhato a bifidobaktériumok sejtfalanak megbontasara, ezért a szintén Gram-pozitiv
Limosilactobacillus fermentum torzs esetén is ezt a sejtfeltarasi modszert vizsgaltam.

A feliiletaktiv, hosszu alkil-lancot és kvaterner amonium iont tartalmazé CTAB a sejtekhez valo
kapcsolodaskor csokkenti a sejtek negativ  toltését, eldsegitve ezzel kicsapodasi
hajlandosagukat. Az N-alkil csoportot tartalmazd hidrofob farki részével képes bejutni a
baktérium belsejébe, megvaltoztatva ezzel a sejtmembran lipid kettOsrétegét. A sejtmembran
szerkezetében bekovetkezd valtozéas hatdsara a sejten beliili fluidumok kiszivaroghatnak az
intracellularis térbol, ami a sejt halalat okozhatja (Albadran et al., 2018). Megfelel6 mennyiségii
CTAB hozziadasaval tehat a sejtek membranja roncsolddik, ami eldsegiti a hidrofob,
intracellularis komponensek, koztiik az enzimek sejten kiviilre jutasat (Lai et al., 2018).
Annak érdekében, hogy megaéllapitsam a hatékony sejtfeltarashoz sziikséges CTAB
mennyiséget 1:0,5, 1:1 és 1:2 ardnyban adtam a sejtekhez a 0,45 mg/ml CTAB-t. A sejtfeltaras
optimalis inkubdcids idejét ugy allapitottam meg, hogy 10, 20, 30, 60 és 120 perc utan két
parhuzamos mintat vettem, majd mértem a sejttdrmelékes szuszpenzid €s a centrifugalas utan
kapott feliiluszo B-galaktozidaz aktivitasat. A sejtfeltaras soran cél volt, hogy a B-galaktozidaz
enzim a kémiai kezelést kovetden a feliiluszoba keriiljon. A sejttormelékes szuszpenzid esetén

kapott eredményeket a 11. dbra, mig a feliilliszoban mért aktivitdsokat a 12. abra mutatja be.
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A 11. abra azt mutatja, hogy a sejtfeltarasi utani sejttormelékes szuszpenziok esetén a
legnagyobb enzimaktivitdsok 30-60 perc kozott voltak mérhetéek 1:1 aranya CTAB
hasznalatakor. Ennél az ardnynal azonban 120 perc inkubacios idonél a -galaktozidaz aktivitas
jelentdsen lecsokkent 14,03 U/ml-re a sejttormelékes szuszpenzidban, mig a feliiliszoban
fokozott enzimaktivitds volt ekkor megfigyelhetd (0,095 U/ml). Az 1:1 aranyt CTAB-s feltaras
feliiluszojaban 30 percél 0,063 U/ml, 60 percél 0,071 U/ml enzimaktivitast mértem, ami
jelentdsen elmarad a 120 perc inkubécids idénél mértektl. A sejtekhez adagolt CTAB
mennyiségének csokkentésével (1:0,5 CTAB) jelentdsen nagyobb enzimaktivitast értékeket
kaptam a feliiluszokban, illetve 120 perc eltelte utdn az 1:1 aranynal hasonl6 B-galaktozidaz
aktivitast mértem (0,090 U/ml). Orban és Patterson (2000) kutatasaikkal igazoltdk, hogy
kiilonbozd bifidobaktériumok sejtfeltarasa 0,45 mg/ml CTAB mennyiségének novelésével
hatékonyabba tehetd, ezért a Limosilactobacillus fermentum sejteknél 1:2 CTAB aranyu
kezelést is végeztem. A sejttormelékes szuszpenzidban szignifikdnsan nagyobb (17,38 U/ml)
enzimaktivités értékeket kaptam a tobbi CTAB ardnynal mértekhez képest, 120 perc inkubacids
1do elteltével. A sejtekhez 1:2 ardnyban hozzaadott CTAB kezelés esetén csak 2 oOra eltelte utan
mértem a feliiluszobol enzimaktivitast, hiszen az el6z6 méréseknél is ebben az idépontban
tapasztaltam a legnagyobb [-galaktozidaz aktivitasokat. 1:2 ardnyt CTAB kezelés 120 perces
inkubécios idével 0,10 U/ml enzimaktivitast eredményezett a feliiliszéban, ami az &sszes
modszer koziil a leghatékonyabbnak bizonyult, de jelentdsen kisebb a sejttormeléket is

tartalmazo mintakhoz képest.

A sejttormelékes szuszpenzidban nagy enzimaktivitas értékek mérhetdek az 6sszes alkalmazott
detergens arany esetén 2 oras inkubacids idonél, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a pusztan
CTAB-val torténd feltards nem képes a sejttormelékekhez, sejtfal részekhez kotott -
galaktoziddzok mennyiségét csokkenteni. Ezen kotések felbontdsara a tovabbiakban lizozim
enzimet hasznaltam, ami a sejtfalat alkotd vastag peptidoglikan réteget képes roncsolni
(Alimolaei & Golchin, 2016). A tovabbiakban 1:2 aranyban adagoltam 0,45 mg/ml CTAB

reagenst a kémiai kezeléseknél és 2 oran keresztiil végeztem az inkubéciot.

4.4. Enzimes feltaras

Hristovski (2020) vizsgalta a Limosilactobacillus fermentum LF08 baktérium sejtfeltarasdhoz
sziikséges lizozim koncentracidt, melynek soran 40 mg/ml-nél mérte a legnagyobb [-
galaktoziddz aktivitast. Ennek alapjan az enzimes kezeléshez 40 mg/ml koncentracids értéket

¢és 2 6ras 37 °C-on torténd inkubalast alkalmaztam.
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A 2 ml lizdtum mintdkhoz el6szdr 100, 200 és 300 pl (2, 4 és 6 mg/ml) mennyiségben adagoltam
40 mg/ml enzimet, annak érdekében, hogy megallapitsam a feltdrashoz sziikséges lizozim
mennyiségét. A CTAB-s kezeléshez hasonloan, ebben az esetben is a 2 oOra eltelte utan
centrifugaldssal elvalasztott feliiliszobol mértem a béta-galaktozidaz enzim aktivitdsat. A

kapott eredményeket a 13. abra mutatja.
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0,2

, 1R

2 4 6

Lizozim koncentracié [mg/mil]

13. 4bra: Kiilonbo6zo lizozim koncentraciéknal mért a -galaktozidaz enzimaktivitasok

A mért adatok alapjan megallapithatd, hogy a 6 mg/ml-es lizozim koncentracié valtott ki
legnagyobb novekedést (1,064 U/ml) az enzimaktivitasban, igy a tovabbi enzimes kezeléseknél
ezt a koncentraciot alkalmaztam. 4 mg/ml lizozim esetén 0,672 U/ml enzimaktivitas értéket
mértem, mig 2 mg/ml enzim hozzdadéasa jelentésen alacsonyabb [B-galaktozidaz aktivitast
eredményezett 0,147 U/ml értékkel, azonban ez az enzimaktivitds is nagyobb, mint a

leghatékonyabbnak bizonyult 1:2 arany CTAB-s feltarasnal mért.
4.5. Kémiai és enzimes sejtfeltaras kombinalasa

Choonia ¢és munkatarsai (2013) a sejtfeltarast kovetd enzim lokalizaci6 meghatarozasi
modszeriiknél azt allapitottdk meg, hogy a B-galaktoziddz legnagyobb koncentracidja a
citoplazmaban (49%), mig 29,3%-a sejtmembranhoz kotott frakcioban volt. A maradék 20,6%-
os enzim koncentraciot pedig a periplazmatikus részben mérték. Az imént leirt tényekre
tamaszkodva a kémiai modszeres feltarast (0,45 mg/ml CTAB) kombinaltam lizozimes
kezeléssel, megcélozva ezaltal a sejtfalhoz kotott B-galaktozidaz mennyiségének csokkentését.

A CTAB kationos detergensként hozzajarul a sejtfal lipopoliszacharidjainak és fehérjéinek
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denaturalashoz, mig a lizozim enzim a peptidoglikan gerincét alkotd N-acetil-gliikdzamin és
N-acetilmuramsav kozotti B(1,4)-glikozid kotést képes hidrolizalni, eldidézve ezzel a Gram-
pozitiv baktériumok lizisét. Az enzimes reakcid soran a GLU-35 savmaradék protonokat ad a
glikozid kotéshez, igy savként viselkedik. A protondlodas oxoniumiont eredményez, amely
stabil kovalens kotéssel kapcsolodik az Asp-52 maradékhoz. Egy vizmolekula hatisara a
hidrolizis végbemegy ¢és a Glu-35 Ujra protonalodik, ujrateremtve az eredeti reakcioképes
allapotot (Primo et al., 2018).

A 6 mg/ml-es lizozim enzimes kezelés és a kombinalt feltdrasi modszerek két beallitdsa soran

kapott eredményeket a 7. tablazat szemlélteti.

7. tablazat: Kombinalt sejtfeltarasi médszerek p-galaktozidaz enzim kinyerésére

Médszer | CTAB Lizozim | Inkubaciosido | p .0 oy divitds [U/ml]
[mg/ml] [mg/ml] [perc]
SEIBIEE G | s
szuszpenzio
Lizozim - 6 120 - 1,06
CTAB és
lizozim 0,45 6 120 3,11 0,31
kezelés egy
idében
CTAB 120 perc CTAB
utan majd
lizozim 0.45 6 120 perc 3,81 2,14
kezelés lizozim

A tablazat alapjan elmondhat6, hogy csak a lizozimmal térténd sejtfeltdras nem eredményezett
elegendden magas enzimaktivitas értékeket a feliiluszoban (1,06 U/ml). Alimolaei és Golchin
(2015) a Lacticaseibacillus casei baktérium DNS-ének izoldlasa soran szintén arra a
megallapitasra jutott, hogy a lizozimes kezeléseket kiilonb6zd kémiai komponensekkel
sziikséges kiegésziteni a magasabb DNS kihozatal érdekében. A lizozimes kezelést EDTA ¢és
Triton X-100 kémiai vegyiiletekkel egészitették ki és értek el hatékony sejtfeltarast a szintén
tejsavbaktériumok kozé tartozo Lacticaseibacillus casei baktérium esetén. Hristovski (2020)
bizonyitotta, hogy a Limosilactobacillus fermentum LF08 torzs enzimes sejtfeltardsa 2 mM
EDTA-val, 20 mM Tris-HCI oldattal, illetve Triton X 100 kémiai reagenssel nem eredményez
nagy B-galaktoziddz aktivitast a feliiliszoban. Szintén kisérletekkel alatamasztotta azt a tényt,
hogy a pusztan kémiai kezelés nem elegendd a Limosilactobacillus fermentum sejtek
feltarasahoz, ugyanis 5 mM EDTA-val és 5 M litium-kloriddal végzett kezelésnél sem tapasztalt

béta-galaktozidaz aktivitast a feliiliszoban (Hristovski, 2020). A 6 mg/ml-es lizozimes
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sejtfeltarast a Limosilactobacillus fermentum FO8 torzs esetén az imént, illetve 4.3 fejezetben
kifejtett okok miatt 1:2 aranyG CTAB kezeléssel egészitettem ki. A kombinalt feltarasi
modszerek koziil a baktérium sejteket CTAB detergenssel és lizozim enzimmel egyiitt
inkubaltam 2 oran at 37 °C-on. A sejtfeltaras kovetden centrifugaldssal elvalasztottam a
sejttormeléket és a mintak feliilisz6jabol meghataroztam az enzimaktivitast. Masodik esetben
pedig 2 6ra CTAB-val (szobahémérsékleten) torténd feltarast kdvette a 6 mg/ml-es lizozimes

kezelés. Az enzimes roncsolas szintén 2 oran keresztiil tortént 37 °C homérsékleten.

A sejttormelékes szuszpenzio (3,81 U/ml) é€s a feliiluszo (2,14 U/ml) esetén is a legnagyobb [3-
galaktozidaz aktivitasokat a 2 6rds CTAB-val, majd az azt kdvetd 2 oras lizozimes kezelésnél
mértem. Ezzel szemben a feliiliszoban csak 0,31 U/ml enzimaktivitast mutattam ki akkor,
amikor a mintékat egyszerre kezeltem CTAB-val és lizozim enzimmel. A tovabbiakban ezen
modszer mérési beallitasait optimaltam ugy, hogy vizsgaltam az enzimes sejtfeltaras esetén a

koncentracid és az inkubacios 1d6 hatasat.

4.5.1. Koncentracio és inkubacios ido hatasa

A Limosilactobacillus fermentum LF08 torzs kombinalt enzimes és kémiai sejtfeltarasanak
optimalizdsara két faktoros kozponti elrendezésti kisérlettervezést végeztem. Ezt a fajta
kisérlettervezést jellemzi, hogy minimalis a kisérletek szdma a féhatasok és a kvadratikus hatés
becslésére, tehat kevesebb kisérletet igényel. Az altalam valasztott fliggetlen valtozok a lizozim
enzim koncentracidja (mg/ml) és az inkubaciés 1d6 (perc) volt, amelyek fiiggvényében
vizsgaltam a B-galaktozidaz aktivitast (U/ml). Léptéktényezének 30 mg/ml-t valasztottam az
enzim mennyisége esetén, mig az inkubacios idénél 90 percet. A kisérlet soran kilenc kiilonb6z6
beallitast vizsgaltam, megerdsitésként a kozponti ponton 5 enzimaktivitas mérést is végeztem.
A kisérleti elrendezés kozponti pontja az 50 mg/ml lizozim koncentracié és a 150 perc
inkubacids id6 volt. A meghatarozott tartomanyokon beliil, a 8. tablazat szerinti beallitdsoknak

megfelelden végeztem el a kisérletet és mértem az egyes pontok B-galaktozidaz aktivitasat.
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8. tablazat: Kozponti elrendezésii kisérlet mérési beallitasai

Meérés LiZOZiIEl 3 LiZOZiIEl 3 Il‘lk,l,lbi’l‘ci(’)s Inkl‘lbflci()s Enzimaktivitas
sorszima koncel‘ltracw koncentracié | idé szint idé [U/ml]
szint [mg/ml] [perc]
L 0 50,0 -\2 277 533
2. ! 20,0 -1 240 4,56
3. 0 50,0 2 22 0,08
4. 0 50,0 0 150 1,83
s 0 50,0 0 150 2,53
6. -1 80,0 -1 240 3,77
7. 0 50,0 0 150 2.40
8- ! 20,0 1 60 0,85
9. 0 50,0 0 150 2,87
10. A2 92.4 0 150 1.96
11. 0 50,0 0 150 2.58
12. -1 80,0 1 60 124
13. \2 7,5 0 150 1.92

13 db mérést végeztem, amelynek soran 7,5 mg/ml volt a legalacsonyabb és 92,4 mg/ml pedig

a legnagyobb alkalmazott lizozim koncentraci6. Az inkubécios id6 tartoménya 22-277 perc

kozott alakult. A hdmérsékletet minden egyes mérési bedllitdsnal konstans 37 °C-on tartottam

¢s az enzimaktivitasokat a sejtfeltaras utan a sejttormelékmentes feliiluszobol mértem.

A mérés soran kapott aktivitds eredmények alapjdn a MiniTab program segitségével

meghatarozhat6 a Limosilactobacillus fermentum LF08 vérhat6 B-galaktozidaz aktivitasa

kiilonboz6 lizozim koncentracioji és inkubacios idejli sejtfeltarasi beallitasoknal, ezt mutatja

be a 14. abra.

A varhato aktivitas értékek becslése a program alapjan az alabbi egyenlettel irhato le:

Y =-1,132 +0,0359X; + 0,01717 X3 — 0,000204X? + 0,000025X3 — 0,000112X;X>

Ahol:

Y = B-galaktozidaz enzimaktivitas [U/ml]

Xi = lizozim koncentracié [mg/ml]

X> = inkubécios id0 [perc]
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Az R? érték 96,31%-nak adédott, ami azt mutatja, hogy az alkalmazott modell jol illeszkedett

a tényleges adatokhoz.

Enzimaktivitas (U/ml)

B -0
Wo-1
|- 2
m2-13
W3-
Ba-5
m -5

Inkubacios idé (perc)

Koncentracio (mg/ml)

14. abra: Kontur diagram az enzimaktivitas alakulasarol [x tengely: lizozim koncentracio

(mg/ml); y tengely: inkubacios idé (perc)]

Az 4bran a konturvonalak segitségével lehet latni, hogy hogyan valtozik az enzimaktivitas az
inkubacios 1d6 és a koncentracio fiiggvényében.

Ennek alapjan megallapithato, hogy a legnagyobb enzimaktivitas 277 percnél mérhetd és az
enzim mennyiségének nincs igazan hatdsa a -galaktoziddz aktivitdsara. 10 mg/ml ugyanolyan
aktivitas értéket ad 277 percél, mint 50 mg/ml lizozim koncentraci6. 240 percnél 4-5 U/ml
értékeket mértem. 150 perc eltelte utan 2-3 U/ml enzimaktivitast tapasztaltam 7,5 és 92,4 mg/ml
kozotti lizozim koncentraciok mellett. 150 perc inkubacios i1d6 alatt csak nagyon csekély
mennyiségli B-galaktoziddz aktivitds volt tapasztalhatd, azonban az 1:2 ardnyu CTAB-s
feltarashoz képest mar 50-szeres enzimaktivitas ndvekedést értem el a feliiliszoban.

A kapott enzimaktivitds értékek hasonld tendenciat mutatnak korabban végrehajtott
vizsgalatokkal, ahol 30 percrél 120 percre ndvelve az inkubacios idot megnégyszerezddtek az

enzimaktivitas értékek (Hristovski, 2020).

A MiniTab szoftverrel varianciaanalizist is végeztem, 95%-o0s konfidencia intervallum mellett.
A 9. tdblazatban bemutatott eredmények alapjan lathato, hogy csak a sejtfeltaras linearis

inkubacios idejének van szamottevo hatasa a -galaktozidaz aktivitasra.

38



9. tablazat: Varianciaanalizis eredményei

Faktorok SS df MS F P
Linearis 23,4665 2 11,7332 87,67 0,00
Lizozim koncentracio 0,0134 1 0,0134 0,10 0,761
Inkubacios ido 23,4530 1 23,4530 175,25 0,00
Négyzetes 0,5944 2 0,2972 2,22 0,179
Koncentracio *koncentrdcio 0,2340 1 0,2340 1,75 0,228

Inkubacios ido*inkubdcios

s 0,2831 1 0,2831 2,12 0,189
Interakcio 0,3677 1 0,3677 2,75 0,141

Hiba 0,9368 7 0,1338 - -

Teljes SS 25,3653 12 - - -

MiniTab szoftverrel készitettem Pareto diagramot, annak érdekében, hogy a koncentracio,
inkubécios 1d6 és azok kiilonboz6 interakcidinak hatdsat vizsgaljam az enzimaktivitasra. Ezt a

diagramot mutatja be a 15. abra.

Faktor
A Koncentracio
B Inkubdcios ido

AB

0 2 s 6 8 10 12 4
Standardizalt hatas
15. abra: Enzimaktivitas standardizalt hatasainak elemzése (A: koncentracio; B:
inkubacios id6)
Vizsgalataim alapjan a lizozim koncentracioja tekinthetd a legkevésbé befolyasold tényezonek,

ami megegyezik Chassy ¢és Giuffrida (1980) altal publikaltakkal. Kutatasuk soran kiilonb6zo

mikroorganizmusok, koztiikk Lactobacillus torzsek lizozim enzimes kezelését tanulméanyoztak,
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amely szerint a lizozim koncentracionak elhanyagolhaté hatdsa van mas mérési faktorokhoz
képest. Szamos egyéb lizozim miikddését befolydsolod tényezdt hataroztak meg, mint példaul a
tenyésztési tapkozegek kiegészitése kiilonbozd aminosavakkal. Ilyen aminosavak lehetnek az
L-treonin és az L-lizin. A treonin hatasa magyarazhat6 azzal, hogy a sejtfal keresztkotéseivel
képes kolcsonhatdsba 1épni, amelyek elengedhetetlenek a baktériumsejt integritdsanak
fenntartasahoz és stabilizaldsdhoz. Ezen aminosav kapcsolddasa a sejtfal szerkezetének
gyengiiléséhez és instabilitasahoz vezet, eldsegitve ezzel a lizisét (Chassy & Giuffrida, 1980).
Osszeségében elmondhato, hogy az enzimaktivitasra a legnagyobb hatast az inkubacios id6 fejti
ki, mig az Osszes interakcio, faktor koziil a koncentracio gyakorolja a legkisebb hatast a f3-

galaktoziddz enzim aktivitasara a sejtfeltaras soran.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A kutatdsi munkdm a kereskedelmi forgalomban kaphatd, probiotikus Limosilactobacillus
fermentum LFO08 baktérium sejtek feltardsara fokuszalt, hogy ezt kovetéen nagy
enzimaktivitassal lehessen beldlikk kinyerni az intracellularis [B-galaktozidaz enzimet. A

munkam soran kapott eredményeim alapjan az aldbbi kovetkeztetések vonhatok le:

- A French Press nagynyomasti homogenizatorral végrehajtott mechanikai feltaras nem
eredményezte az enzim-sejtfal komplex megbontasat, igy ez a modszer nem hasznélhatd

ezen Lactobacillus sejtek hatékony feltarasara.

- A pusztan kémiai feltaras (1:0,5; 1:1; 1:2 sejt:CTAB arany) sem eredményezett a
centrifugalassal elvalasztott feliilliszoban jelentésen megnovekedett enzimaktivitast,
nem bontotta fel a sejtfal rész és a P-galaktozidaz enzim kozotti erds kdlcsonhatést.
Ennek alapjan a tovabbiakban érdemes a CTAB-s feltarast kiegésziteni a f(1,4)-glikozid

kotést hidrolizald, kereskedelmileg is kaphato lizozim enzimmel.

- A kisérleti munkam elején kitlizott célomat elértem azzal, hogy a B-galaktozidazt
eltavolitottam a lizozim enzimmel a sejtfalrol ugy, hogy az enzimaktivitas csokkenést

optimalisan alacsony szinten tartottam.

- Osszeségében sikeriilt egy megbizhatod sejtfeltarasi modszert kidolgozni a lehetd
legnagyobb enzimaktivitassal. A sejtekhez 1:2 aranyban hozzaadott 0,45 mg/ml CTAB
detergens, majd az azt kovetd 6 mg/ml lizozimes feltaras kulcsfontossagi miivelet lehet
az enzim tisztitasi folyamatok elott.

- A lizozim enzimes feltards inkubécids ideje, mint az enzimaktivitast legjobban
befolyasold tényezO, tovabbi optimalasra, tanulmanyozasra szorul, akér tobb
Lactobacillus torzson elvégezve kiillonb6zo mérési beallitasokat. Ezen az uton haladva
lehetdség nyilhat nagy enzimaktivitassal rendelkezd B-galaktoziddz kinyerésére, ami

kulcsfontossagu lehet a gyakran aktivitas vesztéssel jard enzimtisztitasi 1épésekhez.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az elmult évtizedekben a biokatalizatorokkal, enzimekkel kapcsolatos kutatdsok egyre
nagyobb hangsulyt kaptak mind a tudoményos életben, mind ipari vonatkozasban. Ilyen
¢lelmiszeriparban is kiemelt szerepet jatszo biokatalizator a B-galaktoziddz enzim, amely a
tejben 1évo laktozt képes hidrolizalni. A bakterialis eredetli béta-galaktoziddz intracellularisan
termelddik, igy ennek az enzimnek a vizsgélatara csak kiilonb6z6 mechanikai, illetve nem
mechanikai sejtfeltaras utjan nyilik lehetdség.

Diplomamunkdm koézponti célkitlizése a Limosilactobacillus fermentum LFO08 baktérium
optimalis sejtfeltarasi eljarasanak kidolgozasa volt, amely mddszer utan az intracellularisan
termelddd [-galaktozidaz enzim a sejttdrmeléktdl elvalasztva is nagy enzimaktivitassal
rendelkezik.

Az enzimfermentaciot mar meglévo kisérleti eredményekre alapozva végeztem el. Toth (2019)
altal a Limosilactobacillus fermentum LFO08 [-galaktoziddzdnak termeléséhez sziikséges
optimalis koriilményeket alkalmaztam, ami 16 6raig tartd fermentaciot jelent, 37 °C-on, 4%
laktéz tartalmu MRS tapkozegen.

A mechanikai sejtfeltdrds megvalositasdhoz nagynyomasu homogenizatort, French Press
késziiléket hasznaltam. A feliiliszobol €s a sejttormelékbdl is B-galaktozidaz aktivitdst mértem
a feltards utan, annak megallapitdsara, hogy az enzim sejtfalhoz kotdtten nyerheté-e ki. A
feliiliszoban alacsony enzimaktivitds volt mérhetd, mig ennek OtszOrdsét tapasztaltam a
sejttormelékeket tartalmazo minték esetén. A feliilluszoban mért alacsony enzimaktivitasok arra
engednek kovetkeztetni, hogy a modszer nem alkalmas a sejtfal-enzim komplex megbontasara,
az enzim nagy része sejtfalhoz kototten maradt. Benov és munkatérsai (2002) a French Press
soran tobb enzim hd altali denaturalodéasat allapitottdk meg, ami szintén magyarazhatja az
alacsony enzimaktivitas értékeket.

A kémiai sejtfeltarasi miivelet kidolgozasa soran 0,45 mg/ml CTAB detergenst adagoltam 1:0,5;
1:1 és 1:2 aranyban a sejtekhez. Kiilonb6zo idépontokban (10 — 120 perc kozott) mértem a 3-
galaktozidaz aktivitast a feliiluszoban, illetve a sejttormelékes mintdban, hogy megallapitsam a
sejtfeltarashoz idedlis kezelési id6t. A hatékony sejtfeltarashoz sziikséges CTAB mennyiségnek
az 1:2 arany adddott, illetve a legmagasabb enzimaktivitasokat minden esetben 120 perc 1d6
eltelte utan mértem a feliiliszoban. A sejttormelékes szuszpenzidoban nagy enzimaktivitasi
értekeket mértem minden alkalmazott detergens ardny esetén 2 6ras inkubécios id6 utan. Ez azt
jelzi, hogy a CTAB egyediili hasznélata nem elegendd ahhoz, hogy a sejttormelékekhez és a

sejtfal részeihez kotott B-galaktoziddzok mennyisége csokkenjen.
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Sejtfal-enzim komplex felbontasara a tovabbiakban lizozim enzimet hasznaltam, ami a sejtfalat
alkoté vastag peptidoglikdn réteget képes megbontani. A kapott eredmények alapjan
megallapithat6, hogy a 6 mg/ml-es lizozim koncentracié valtotta ki a legnagyobb novekedést a
feliiliszoban 1évo enzimaktivitasban (1,064 U/ml), igy a tovabbi enzimes kezeléseknél ezt a
koncentraciot alkalmaztam. A 2 mg/ml enzim hozzdadasa jelentésen alacsonyabb [-
galaktozidaz aktivitast eredményezett (0,147 U/ml), azonban ez is magasabbnak tekinthetd az
1:2 ardanyu 2 o6ras CTAB kezeléshez képest (0,100 U/ml).

A kémiai és enzimes sejtfeltdras kombinalasa esetén az enzimaktivitas értékek szdmottevd
novekedését tapasztaltam a feliiliszoban. A sejteket 1:2 aranyban CTAB-val inkubéltam 2 6ran
keresztiil, ezt kdvette a 6 mg/ml lizozim enzimes kezelés 37 °C-on 2 6ran keresztiil. Szintén
tanulmanyoztam azt az esetet, amikor a CTAB-val ¢és a lizozim enzimmel egyiitt inkubaltam a
sejteket 2 oran keresztiil 37 °C-on. A sejttormelékes szuszpenzid (3,81 U/ml) és a feliiliszo
(2,14 U/ml) esetén is a legnagyobb B-galaktozidaz aktivitasokat a 2 6ras 1:2 CTAB-val, majd
az azt kovetd 2 oras lizozimes kezelést kovetden mértem.

A Limosilactobacillus fermentum LF08 torzs kombinalt enzimes és kémiai sejtfeltarasanak
optimalizasara két faktoros kdzponti elrendezésti kisérlettervezést hajtottam végre, amely sordn
a lizozim koncentraciét és az inkubécios id6t valasztottam fliggetlen véaltozoknak. A kisérlet
soran kilenc kiilonb6zé mérési bedllitdsnal vizsgaltam a sejtfeltards utdni enzimaktivitast a
feliiliszoban, illetve megerdsitésként a kozponti ponton 6t ismétld mérést is végeztem. 7,5
mg/ml volt a legalacsonyabb és 92,4 mg/ml pedig a legnagyobb alkalmazott lizozim
koncentracid, mig az inkubacids id6 tartomanya 22-277 perc kozott alakult. A kapott
eredményekbdl MiniTab program segitségével meghataroztam a Limosilactobacillus
fermentum LFO08 varhato B-galaktozidaz aktivitasat kiilonb6zd lizozim koncentracid és
inkubacios 1d6 mellett. Megallapitottam, hogy a B-galaktozidaz aktivitasra legnagyobb hatast
az inkubacios 1d6 fejti ki, mig az Osszes faktor koziil a koncentraciéo gyakorolja a legkisebb
hatast a sejtfeltaras soran. Varianciaanalizist is végeztem, 95%-o0s konfidencia intervallum
mellett, amely alapjan szintén megallapithatd, hogy csak a sejtfeltaras linedris inkubacios
idejének van szamottevo hatasa a -galaktozidaz aktivitasra.

A diplomamunkam f6 célkitlizését elértem, ugyanis sikeriilt egy megbizhato sejtfeltarasi
modszert kidolgozni a 2 6ras 1:2 aranyt CTAB feltarassal, majd az azt kovetd 2 6ras 6 mg/ml-
es lizozimes kezeléssel. Ugyanakkor a kozponti elrendezésii kisérlettervezés bizonyitotta, hogy
az enzimaktivitasra legjelentdsebb hatassal az inkubacios id6 van, igy a jovOben szilikséges ezen

faktor figyelembevételével tobb mérési beallitast is végezni. A kisérleti munka folytatdsa soran
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torekedni kell nagy enzimaktivitassal rendelkezd P-galaktoziddz kinyerésére, ami dontd

szerepet jatszhat késdbbi enzimtisztitasi 1épésekben.
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