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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 intracelluldrisan
termelddik, igy ennek az enzimnek a vizsgélatara csak kiilonb6z6 mechanikai, illetve nem
mechanikai sejtfeltaras utjan nyilik lehetdség.

Diplomamunkdm koézponti célkitlizése a Limosilactobacillus fermentum LF08 baktérium
optimalis sejtfeltarasi eljardsanak 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. Téth (2019)
altal a Limosilactobacillus fermentum LF08 [-galaktoziddzanak 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 feltarads 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 kotdtten maradt. Benov és munkatarsai (2002) a French Press
soran tobb enzim hdé altali denaturalodasat 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. Kiilonb6z6 idépontokban (10 — 120 perc kdzott) mértem a -
galaktozidéaz aktivitast a feliiluszoban, illetve a sejttormelékes mintdban, hogy megallapitsam a
sejtfeltarashoz idedlis kezelési id6t. A hatékony sejtfeltarashoz sziikséges CTAB mennyiségnek
az 1:2 arany adodott, illetve a legmagasabb enzimaktivitasokat minden esetben 120 perc eltelte
utdn mértem a feliiliszoban. A sejttérmelékes szuszpenzidban nagy enzimaktivitasi értékeket
mértem minden alkalmazott detergens arany esetén 2 6ras inkubécios id6 utan. Ez azt jelzi,
hogy a CTAB egyediili hasznalata nem elegendd ahhoz, hogy a sejttormelékekhez és a sejtfal
részeihez kotott B-galaktozidazok mennyisége csokkenjen.

Sejtfal-enzim komplex felbontdsara a tovabbiakban lizozim enzimet hasznaltam, ami a sejtfalat

alkoté vastag peptidoglikdn réteget képes megbontani. A kapott eredmények alapjan



megallapithatd, hogy a 6 mg/ml-es lizozim koncentracid valtotta ki a legnagyobb ndvekedést a
feliiliszoban 1évé enzimaktivitasban (1,064 U/ml), igy a tovabbi enzimes kezeléseknél ezt a
koncentraciot alkalmaztam. A 2 mg/ml enzim hozzdadasa jelentdésen alacsonyabb [3-
galaktozidadz aktivitast eredményezett (0,147 U/ml), azonban ez is magasabbnak tekinthetd az
1:2 aranyu 2 oras CTAB kezeléshez képest (0,100 U/ml).

A kémiai és enzimes sejtfeltards kombindldsa esetén az enzimaktivitds értékek szamottevd
novekedését tapasztaltam a feliiluszoban. A sejteket 1:2 aranyban CTAB-val inkubaltam 2 6ran
keresztiil, ezt kovette 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 inkubéltam a
sejteket 2 oran keresztiil 37 °C-on. A sejttormelékes szuszpenzié (3,81 U/ml) és a feliiluszo
(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 kombindlt enzimes és kémiai sejtfeltarasanak
optimalizédsara két faktoros kozponti elrendezésti kisérlettervezést hajtottam végre, amely soran
a lizozim koncentraciot és az inkubacids idot valasztottam fliggetlen valtozoknak. A kisérlet
soran kilenc kiilonb6zd mérési beallitasnal vizsgaltam a sejtfeltaras utani enzimaktivitast a
feliiliszoban, illetve megerdsitésként a kdzponti ponton 6t ismétld mérést is végeztem. 7,5
mg/ml volt a legalacsonyabb ¢és 92,4 mg/ml pedig a legnagyobb alkalmazott lizozim
koncentracio, mig az inkubacios 1d6 tartomanya 22-277 perc kozott alakult. A kapott
eredményekbdl MiniTab program segitségével meghatiroztam a Limosilactobacillus
fermentum LFO08 varhaté [-galaktozidaz aktivitdsat kiilonbozé lizozim koncentracid ¢és
inkubacids 1d6 mellett. Megallapitottam, hogy az enzimaktivitdsra a legnagyobb hatast az
inkubacios 1d6 fejti ki, mig az 6sszes faktor koziil a koncentracid gyakorolja a legkisebb hatést
a sejtfeltaras soran. Varianciaanalizist is végeztem, 95%-o0s konfidencia intervallum mellett,
amely alapjan szintén megallapithatd, hogy csak a sejtfeltaras linedris inkubacios idejének van
szamottevd hatésa a B-galaktozidaz aktivitasra.

A diplomamunkam {6 célkitlizését elértem, ugyanis sikeriilt egy megbizhato sejtfeltarasi
modszert kidolgozni a 2 6ras 1:2 aranytu CTAB feltarassal, majd az azt koveto 2 6rds 6 mg/ml-
es lizozimes kezeléssel. Ugyanakkor a kdzponti elrendezésti kisérlettervezés bizonyitotta, hogy
az enzimaktivitasra legjelentdsebb hatassal az inkubacids id6 van, igy a jovOben sziikséges ezen
faktor figyelembevételével tobb mérési beallitast is végezni. A kisérleti munka folytatasa soran
torekedni kell nagy enzimaktivitassal rendelkezd B-galaktoziddz kinyerésére, ami dontd

szerepet jatszhat késObbi enzimtisztitasi Iépésekben.



