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1 BEVEZETES

A tejsavbaktériumok olyan prokariota mikroorganizmusok, melyeket az emberiség
évezredek oOta felhasznal élelmiszer fermentacid céljabol. Az Egyesiilt Allamok
Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (FDA) GRAS statuszt is adott ezeknek a
mikroorganizmusoknak, vagyis az ¢élelmiszeripari felhasznaldsuk veszélytelen.
Kiemelked6 mikroorganizmus csoport, mely p-galaktoziddz enzimaktivitassal is
rendelkezik.

Alegkiemelkeddbb B-galaktoziddz enzim termel6 baktérium csoport a Lactobacillus
nemzetség, melyek szamos biotechnologia eljardsban jelentds szereppel bir. Ilyen eljaras
lehet a lakt6éz hidrolizise, mellyel a lakt6z intolerancidban szenveddk tiinetei
enyhithetdek, hiszen képes elbontani a laktozt gliikdzza és galaktdzza, illetve a laktdz
alapt enzimes biokonverzid, amely sordn eldallithatok oligoszacharidok is. A
szénhidratokat, vagy tudomanyos neviikkon szacharidokat négy nagy csoportba
oszthatjuk be a molekulaméret, valamint a polimerizaltsdg alapjan, ezek a
monoszacharidok, diszacharidok, oligoszacharidok és a poliszacharidok. Koziiliikk az
oligoszacharidokat kedvezd fiziko-kémiai, fizioldgiai és technoldgiai tulajdonsagaik
miatt az élelmiszeriparban széleskoriien alkalmazzak.

A B-galaktozidaz enzim megfeleld koriilmények kozott hidrolaz aktivitas mellett
transzgalaktozidaz aktivitassal is rendelkezhet, igy szintetizdlja a prebiotikus hatast
galakto-oligoszacharidokat (GOS). A prebiotikumok olyan élelmiszerdsszetevok,
amelyeket a gyomor-bélrendszer fels¢ szakaszdban talalhatdo emésztéenzimek nem
képesek lebontani, igy valtozatlan formaban jutnak el a vastagbélig, ahol eldsegitik a
kedvez0 hatdsu baktériumok, vagyis a probiotikumok aktivitasat, szaporoddsat. A
probiotikumok egészségiigyi elonyokkel jarnak a gazdaszervet szamara, példaul gatoljak
a koérokoz6 mikroorganizmusok megtelepedését, szaporodasat, valamint megerdsitik a
szervezet védekezO mechanizmusat, az immunrendszert.

A fent leirtak motivaltak arra, hogy kutatasi t¢tmamnak valasszam egy probiotikus
hatasa Lactobacillus B-galaktoziddz enzimtermelésének vizsgéalatat, valamint a

képz6dott enzimmel torténd oligoszacharidok eldallitasat.



2 KISERLETI CELKITUZES

A tejsavbaktériumok, azokon beliil a Lactobacillus nemzetség egyes torzsei
probiotikus képességgel rendelkeznek, tovabba képesek a [-galaktozidaz enzim
eléallitdsara, melynek tulajdonséagait hasznositani tudjak a kiilonféle iparagak.

Az ¢élelmiszeripar a B-galaktoziddz hidrolitikus aktivitasat hasznalja fel arra, hogy a
tejtermékek laktoztartalmat csokkentsék, vagyis lebontsdk a tejben jelenlévd laktozt,
ezaltal az intoleranciaban szenvedOket tamogatjak. Mas iparagak, mint példaul a
gyogyszeripar az enzim transzglikozildz aktivitdsat hasznositja, mely sordn a
B-galaktoziddz olyan oligoszacharidokat szintetizal, melyeket a prebiotikus
tulajdonsagaik miatt eldszeretettel alkalmaznak. A prebiotikumok emészthetetlen
¢lelmiszer-Osszetevok, melyek javitjdk a szervezet immunitdsat, segitik az asvanyi
anyagok felszivodasat, valamint tdmogatjak a jotékony baktériumok szaporodasat és
aktivitasat.

Ezen gondolatok alapjan valasztottam célomnak a probiotikus tulajdonséagu,
Limosilactobacillus fermentum LF08 B-galaktoziddz enzim termelésének vizsgalatat,
valamint az enzimmel torténd oligoszacharidok szintézisének tanulmanyozasat
kiilonb6z6 modszerekkel.

Céljaim megvalositasahoz az alabbi részfeladatokat terveztem elvégezni:

* Limosilactobacillus fermentum LF08 torzs p-galaktoziddz enzim termelésének
vizsgélata laktoz és gliikoz-galaktdz tartalmu tapkdzegen

* Kiilonb6z6 szubsztratumok hatasanak vizsgalata a P-galaktoziddz enzim
oligoszacharid szintézisére

* Szubsztratum koncentracid hatasanak vizsgalata a p-galaktoziddz enzim
oligoszacharid szintézisére

* Homérsékletek hatasanak vizsgalata B-galaktoziddz enzimmel torténd biokonverzid
soran

Méréseimet a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Biomérnok és Erjedésipari

Technologia Tanszékén hajtottam végre.



3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Probiotikumok

A ,,probiotikumok™ kifejezés, olyan mikroorganizmusokra utal, amelyeket megfeleld
mennyiségben fogyasztva egészségiligyi eldnyokkel jarnak a gazdaszervezetek szamadra
(Plaza-Diaz & munkatarsai, 2019).

A probiotikum kifejezést, mely a gérdg nyelvbol szarmazik, és amelynek jelentése ,,az
¢letért”, Lilly ¢és Stillwell hasznalta elészor 1965-ben. Munkdjukban egy olyan
mikroorganizmus altal kivalasztott anyagot irtak le, mely egy masik mikroorganizmus
novekedését serkenti, igy szembeallitottdk ezt az antibiotikum kifejezéssel. Ennek a
definicionak volt kdszonhetd, hogy ez a kifejezés nem sokkal késobb altalanosabb jelentést
kapott. 1971-ben Sperti hasznélta a probiotikum kifejezést olyan szovetkivonatokra, melyek
mikrobialis novekedés serkentd hatassal rendelkeztek. A mai értelemben vett probiotikumot,
mint kifejezést legeldészor Parker alkalmazta olyan mikroorganizmusokra és anyagokra,
amelyek a bélrendszer mikrobidlis egyensulyaért felelnek. Ezen allitast Fuller fejlesztette
tovabb, 1989-ben ,,¢160 mikrobialis takarméany-kiegészité”-nek nevezve a probiotikumokat,
melyek javitjak a bélrendszer egyensulyat. A definiciot tovabb bdvitette Havenaar harom
évvel késdbb, s a gazdaszervezet, valamint a mikroflora leléhely szempontjabol a
probiotikumokat olyan ¢életképes mikroorganizmusok mono- vagy vegyes kultirajanak
nevezte, melyek azéltal, hogy javitjadk az 6shonos mikroflorat, jotékony hatdssal vannak a
gazdaszervezetekre az alkalmazasukkor. Salminen és Schaafsma tovabb fejlesztették a
fogalmat azaltal, hogy mar nemcsak a bélmikrobiotara, hanem a gazdaszervezet egészére
vonatkoztattdk a a probiotikum jotékony hatasait. A mai értelemben vett ,probiotikum”
kifejezéshez legkdzelebb Havenaar és Huis In't Veld allt: életképes és elegendd szamu
mikrébat tartalmazoé készitményként definidlva, mely a gazdaszervezet bélmikroflorajat tigy
alakitja at, hogy jotékony hatast fejtsen ki ra (Schrezenmeir & de Verse, 2001).

Ahhoz, hogy valamely készitmény probiotikumnak mindsiiljon, meg kell felelnie néhany
kritériumnak: a probiotikumoknak mentesnek kell lennilik a patogenitdsi €s toxicitdsi
faktoroktdl, valamint azoktol a vektoroktol, melyek képesek az antibiotikumokkal szembeni
rezisztencia szallitasara. Tul kell élniiikk az emésztérendszerben uralkodo koriilményeket
(er6sen savas pH érték, epesok, enzimek stb.), antagonista viselkedést kell mutatniuk a
korokozokkal szemben, stimulalniuk kell elleniik az immunrendszert, valamint a

gazdaszervezetre jotékony hatést kell kifejteniiik (Plaza-Diaz & munkatarsai, 2019).



Hatasmechanizmus

A probiotikumok olyan mikroorganizmusok (leggyakrabban baktériumok), amelyek
kiilonféle mechanizmusokkal képesek kedvezd hatast kifejteni a bélmikrobidtara, valamint
az egész szervezet egészségére. Ezeket a mechanizmusokat az 1. abra mutatja be.

5. Rendszerszintd jelzés
\ idegrendszeren keresztul

\ /(szerotomn dopamin, GABA) ))'/*‘

Probxot:kumok
2. Anti-mikrobialis
anyagok termelése
(SCFA, bakteriocinok,

H202) 4. fmmunmodulécié

3. Epithelidlis gat
funkcidinak javitasa
1. versenyszerd (nyalka képzés,
kizaras tight junction
fehérjék)

Tight junction
Nyalka fehérjék
~ ) :

3/ Dendritikus
T-sejtek  « A cejtek

1. abra: A probiotikumok hatasmechanizmusa (Latif & munkatérsai, 2023) nyoman

Az 1. abra értelmezése:

e A probiotikumok versengenek a korokozokkal a tadpanyagokért, valamint
versengenek a kotddesért felelds receptorokért is, melyekkel a bélnyalkahartyan
képesek megtapadni.

e Antimikrobidlis anyagokat termelnek (rovid lanct zsirsavakat, szerves savakat,
hidrogén-peroxidot (H20>), valamint bakteriocint) a kérokozok novekedésének
gatlasara.

e A probiotikumok fokozzdk a bélnyalkahartya nyélkatermelését, ezzel
megakadalyozzak, hogy megtelepedjenek a korokozok, valamint a tight junction
fehérjék expressziojat, igy a korokozok nem képesek atjutni a bélbdl a vérbe.

e Szabdlyozzak a gazdaszervezet immunitasat az immunsejtek (dendritikus sejtek
¢és T-sejtek) aktivitasanak novelésével.

e Neurotranszmitterekként is képesek viselkedni azéltal, hogy a szerotonin és a

dopamin termelést szabalyozzak.



3.2 Tejsavbaktériumok

A tejsavbaktériumok (Lactic Acid Bacteria, LAB,) Gram-pozitiv, nem sporaképzo
baktériumok, melyek coccus (gomb) vagy bacillus (péalca) alakuak lehetnek, esetleg
coccobacillus-ok. Mivel alapvetden aerotolerans anaerob ¢letmddot folytatnak, vagyis
oxigén jelenlétében is képesek ndvekedni, igy erjesztésre képesek. Elsdsorban gliikkdzt, mint
szénhidratot fermentéalnak tejsavva (Todar, 2020).

A LAB-ok természetes modon el6fordulhatnak talajban, vizben, tragyaban, valamint az
élélényekben is. ElSlényekben torténé megjelenésiiket foleg az emberek és az allatok
nyalkahartyain valé megtelepedésként érthetjiik, igy a belek, a szajnyilas, a bor és a nemi
szervek mikrobiota részét képezik, s ezaltal jotékony hatast fejtenek ki az ott 1évo
Okoszisztémakra (Harzallah & Belhajd, 2013).

Felhasznalasukat tekintve a tejsavbaktériumok segitségével eldallithatoak fermentalt
¢lelmiszerek, példaul husok, zoldségek, italok és tejtermékek. Ezek a tejsavbaktériumok
GRAS statusszal rendelkeznek, vagyis artalmatlanok a fogyasztéora nézve. Amiota
felfedezték pozitiv tulajdonsagaikat, azdta jelentdsen megndtt a hasznélatuk a kiilonb6zd
¢lelmiszer-tartositasi eljarasokban, féleg a biotartdsitasban. Ezenkiviil a LAB-okat
eldszeretettel alkalmazzak starterkulturaként is a fermentacios folyamatok (€lelmiszer- és
takarmanyfermentdcid) soran, tovabba van néhany olyan tejsavbaktérium toérzs, melyek
hivatalosan is megkapta a gyogyszerészeti készitmény statuszt (Harzallah & Belhajd, 2013).

Annak ellenére, hogy tejsavat rengeteg baktérium nemzetség termel, mint f6 vagy
masodlagos erjedési végtermék, a ,tejsavbaktérium” kifejezés alapvetden a Lactobacillales
rendbe tartozd nemzetségekre korlatozodik. Ide tartoznak a Lactobacillus, a Leuconostoc, a
Pediococcus, a Lactococcus ¢€s a Streptococcus, valamint a Carnobacterium, az
Enterococcus, az Oenococcus és a Tetragenococcus nemzetségek (Todar, 2020). Az 1.
tablazat osszefoglalja a leggyakoribb probiotikumként alkalmazott mikroorganizmusokat.
A Lactobacillus-ok és a Bifidobacterium-ok mellett a Bacillus subtilis, az E. coli vagy az E.
faecalis bizonyos tdrzsei is probiotikumok, tovabba ide sorolhatok a Saccharomyces

boulardii élesztdgomba is.



1. tablazat: Probiotikumként alkalmazott organizmusok (Furrie, 2005) nyoman

Lactobacillus Bifidobacterium Egyéb fajok

L. acidophilus B. adolescentis Bacillus subtilis

L. casei B. animalis Enterococcus faecalis

L. crispatus B. bifidum Enterococcus faecium

L. delbrueckii B. breve Escherichia coli

L. gallinarum B. infantis Lactococcus lactis

L. gasseri B. lactis Leucnostoc mesenteroides
L. johnsonii B. longum Pediococcus acidilactici
L. paracasei Pediococcus pentosaceus
L. plantarum Saccharomyces boulardii
L. reuteri Sporolactobacillus inulinus
[. rhamosus Streptococcus thermophilis

3.2.1 Szénhidrat metabolizmus

A tejsavbaktériumok lebont6 anyagceseréjének legfontosabb jellemzdje, hogy képesek a
kiilonb6zd szénhidratok fermentalasara, mely szorosan 0ssze van kapcsolva a szubsztrat-
szintll foszforilacié folyamatdval. A metabolizacid sordn képz6dé ATP-t (adenozin-
trifoszfatot) a késdbbiekben bioszintézisre hasznaljdk fel a baktériumok. Bar a fermentacio
végterméke altalaban tejsav, a LAB-ok alkalmazkodnak a kornyezetiikhoz, és ezaltal
eltéréek lehetnek az anyagcseretermékek.

A LAB-ok szénhidrat metabolizmusanak alapvetden két tipusa van: homofermentativ
¢és heterofermentativ.

Az elsé tipus, vagyis a homofermentativ lebontas soran — melyet a 2. abra mutat be —,
a mikroorganizmusok az Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ttvonalat hasznaljak a gliikoz
metabolizaldsara. Ezen Gtvonalon 1 mol gliikkdzbdl 2 mol piruvat képzodik. A keletkezett
piruvatbol oxidacid soran NAD jon létre, mely fenntartja az intracellularis redox egyensulyt.
Végtermékként alapvetden tejsav képzddik, azonban mellette NAD is keletkezik. Ezen
folyamat soran minden lebontott gliikdoz molekuldbol 2 moél ATP-t keletkezik. A
leggyakoribb homofermentativ tejsavbaktériumok a Lactobacillus, a Lactococcus, az

Enterococcus, a Streptococcus, valamint a Pediococcus fajok (Todar, 2020).
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2. abra: A homolaktikus erjedés utja a tejsavbaktériumokban (Todar, 2020)

A masik tipus a heterofermentativ fermentécio, amely a pentdz-foszfat Gtvonalat koveti
a szénhidratok lebontasdhoz. Ezt a 3. dbra mutatja be. A folyamat kezdetekor a gliikoz-6-
foszfat dehidrogenizalodik, igy 6-foszfogliitkonat keletkezik. A kovetkezd 1épésben a 6-
foszfogliikonat dekarboxilezddik, mely soran 1 mol CO», valamint pentdz-5-foszfat is
keletkezik, melyet a foszfoketoldz enzim kettéhasit. A bontds eredménye 1 mol
gliceraldehid-foszfat (GAP) és 1 mdl acetil-foszfat. A GAP a homofermentativ fermentacio
folyamatanak megfeleléen bomlik tovabb, mig végiil tejsavat nem kapunk végtermékként,
ezzel szemben az acetil-foszfat az acetil-CoA és az acetaldehid koztitermékeken at etanolla
alakul. A heterofermentativ LAB-ok kozé tartozik a Leuconostoc, az Oenococcus, a

Weissella, valamint néhany Lactobacillus is (Todar, 2020).
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3. abra: A heterolaktikus erjedés tutja a tejsavbaktériumokban (Todar, 2020)

3.2.2 Lactobacillus nemzetség

A Lactobacillus nemzetség taxonoOmiailag a Firmicutes torzsbe, a Bacillus-ok
osztalydba, a Lactobacillales rendjébe, valamint Lactobacillaceae csalddjaba tartozik. A
nemzetség ismert fajainak szdma folyamatosan ndvekszik, jelenleg tobb mint 120 fajt foglal
magaban ezek koziil a cikk megirasakor sikertiilt valamivel tobb, mint 20 fajt szekvendlniuk
a kutatoknak (Wells, 2011). A Lactobacillus egy igen valtozatos nemzetség, amely sokféle
fajt foglal magaban mind fenotipus tekintetében, mind biokémiai ¢és fiziologiai
tulajdonsagok tekintetében. Bar a tobbségiik a homofermentativ fajok koz¢é tartozik, akadnak
heterofermentativ fajok is (Todar, 2020).

A nemzetség tagjai igen nagy energiaigénytiek, melyet sz€nhidratok, mint energiaforras
hasznositasaval, vagyis erjesztésével tudnak kielégiteni. Akéar aerob, akar anaerob

koriilmények kozott képesek az erjesztésre, hiszen aerotolerans baktériumok. Az erjesztés



eredménye maga a tejsav. Hogy életképesek tudjanak maradni, valamint, hogy képesek
legyenek tovabb szaporodni a tipanyagigényiiknek megfeleld tapanyagokat kell
elfogyasztaniuk. Ezek bizonyos aminosavak, vitaminok és nukleotidok. Ebbdl kdvetkezden
minimal taptalajon, amely nem tartalmaz mast csak gliikozt €s kiilonféle szervetlen sokat
nem képesek szaporodni (Dedk & munkatérsai, 2006).

Hogy ezen igényeket ki tudjak elégiteni, olyan éléhelyre van sziikségiik, ahol ezek a
komponensek elegendé mennyiségben eléfordulnak. Ezzel szemben a nemzetség fellelhetd
sok kiilonbozo helyen, koztiik a tejben, novények feliiletén, tovabba az emberi és allati

bélrendszerben (Wells, 2011).

3.3 Prebiotikumok

A prebiotikumokra kiilonféle definiciok 1éteznek a tudomanyos kéztudatban, azonban a
legjobban megfogalmazott definicid szerint a prebiotikumok, olyan nem-emészthetd
¢lelmiszer-0sszetevok, melyek szelektiven tamogatjak a jétékony baktériumok szaporodasat
¢s aktivitasat a vastagbélben, ezaltal elsegitik az emberi szervezet egészségének megdrzését
(Turati & munkatarsai, 2023).

Hogy prebiotikumnak nevezhessiink egy adott anyagot, meg kell felelnie néhany
kritériumnak:

e Ellen kell, hogy éalljon a gyomorban uralkod6 savas pH-ji kornyezetnek,
valamint a belekben 1év0 epesoknak és hidrolizalé enzimeknek is.

e El kell jutnia a belekhez, vagyis nem szabad, hogy felszivddjon a felsé gyomor-
bél traktusban.

e Konnyen fermentalhatonak kell lennie a bél jotékony hatasti mikrofloraja éltal

(Pandey & munkatarsai, 2015)

Az emberi szervezetben a prebiotikumok kiilonb6zé mechanizmusok révén fejtik ki a

jotékony hatasukat, melyek a kdvetkezdek lehetnek:

e Novelhetik a rovid lancu zsirsavak kivalasztasat, vagy megvaltoztathatjak az
Osszetételiiket

e Megnovelik a keletkezo széklet tomegét, valamint kiss¢ lecsokkentik a vastagbél
pH-jat.

e A szénhidrat fermentald baktériumok ndvekedését stimuldlja azaltal, hogy a

bélrendszer savas pH-jat tovabb savanyitja, illetve modulélja a bélflorat.



e C(Csokkenti azon enzimek szdmat, amelyek a prokarcinogén anyagokbol
karcinogéneket allitanak eld, illetve a toxikus, mutagén, genotoxikus és mas
egy¢éb bakteridlis metabolitok mennyiségét.

e (Csokkenti a reduktiv enzimek, tovabba a nitrogén tartalmi végtermékek
mennyiségét.

e Noveli a bélham regeneralodasat azaltal, hogy a vajsavtermelést fokozza.

e Fokozza az asvanyi anyagok felszivodasahoz elengedhetetlen kotéfehérjék
expresszidjat.

e Fokozza az immunitdst a mucin termelés modulalasaval (Watson & Preedy,
2016.).

A prebiotikumok sok forrdsbol szarmazhatnak, példaul az anyatejbdl, kiilonféle
gabondkbol, mint a zab, buza, arpa, ezek a nem-emészthetd oligoszacharidok. A
legkiemelkedébb emészthetetlen szénhidrat forrasok az inulin hidrolizisének kovetkeztében
kialakul6 termékek, vagyis a frukto-oligoszacharidok (FOS), valamint a galakto-

oligoszacharidok (GOS) (Pandey & munkatarsai, 2015).
3.4 Oligoszacharidok

Az oligoszacharidok kis molekulatomegli polimerek, melyek alapvetden 2-20
monoszacharidbdl tevédnek 6ssze, amelyeket glikozidkotések kapcsolnak egymashoz.

Hatasmechanizmusukat tekintve két tipusba sorolhatjuk Oket: az altalanos
oligoszacharidokba, illetve a funkciondlis oligoszacharidokba (Liu & munkatarsai, 2023).
Az altalanos oligoszacharidok jellemzdje, hogy a bélrendszerbe torténd bekeriilés utan
megemésztddnek, majd felszivodnak, ezzel biztositva energiat a szervezet szamara. Ide
sorolhatjuk a szachardzt €s a maltozt. A masik tipus a funkcionalis oligoszacharidok, melyek
rendelkeznek kiilonb6zd, hasznos bioldgiai funkcioval is. Ilyen példaul az a képesség, hogy
javitjak a szervezet immunitasat, fenntartjak a bélflora szerkezeti homeosztazisat, segitik a
bekeriild asvanyi anyagok felszivodasat, valamint lecsokkentik a belekben uralkoddé pH
értékét (Liu & munkatarsai, 2023).

Hogy kihasznaljak a funkcionalis oligoszacharidok jotékony hatasu funkcioit, elkezdték
Oket alkalmazni takarméany-adalékanyagként is sok gazdasagban. Hatasukra javult az allatok
teljesitménye, a betegségekkel szembeni ellenallasa, a bélrendszeriik egészsége, vagyis
alapvetden lecsokkent a mortalitas az allatok kozt. A funkcionalis oligoszacharidok kozé

lehet sorolni a frukto-oligoszacharidokat (FOS), a galakto-oligoszacharidokat (GOS), a
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szojaliszt oligoszacharidokat (SMO), valamint a mannan oligoszacharidokat (MOS) is

(Patel, 2011.).

3.4.1 Oligoszacharid szintézis

Mivel a funkciondlis oligoszacharidok utani érdeklddés jelentdsen megndétt az utdbbi
idoben, mind az ¢élelmiszer-, mind a takarmany-, mind a gydgyszeriparban, ezért
elkeriilhetetlenné valt az ipari 1éptékben torténd eldallitasuk. Az oligoszacharidok
eldallitasara tobb fajta eljarast fejlesztettek ki, koztik a természetes forrasbol torténd
kivonast, vagy a fizikai, kémiai, illetve enzimatikus modszerekkel torténd szintézist.
Azonban a leginkdbb alkalmazott technika a poliszacharidok hidrolizise, vagy a diszacharid
szubsztratumokbdl torténd szintézis, melyet végrehajthatnak enzimatikusan vagy kémiai
kezeléssel (Patel, 2011.).

A fizikai modszerrel torténd oligoszacharid képzésre tokéletes példa Miyazawa és
Funazukuri (2006) kisérlete, mely soran guargumit bontottak le hidrolitikusan, katalizator
nélkiil, szakaszos reaktorban, igy végeredménynek vizoldhaté mono- €s oligoszacharidokat
kaptak. A guargumi egy természetesen képzO6dO, manndzbol és galaktézbol alld
heteropoliszacharid, melyet eldszeretettel alkalmaznak kiilonb6zé  ipardgakban
-¢lelmiszeripar, gyogyszeripar, kozmetikai-, textil-, vagy papirgyartds- strit6ként,
stabilizatorként. A bomlas hidrotermikus koriilmények mellett zajlott le 180 és 240°C kozotti
homérseklet tartomanyban, a reakcioidd pedig 3 és 60 perc kozotti volt. A guargumi
alapvetden konnyen hidrolizalodott. A keletkezd termékek féleg oligoszacharidok voltak,
legnagyobb mennyiségben, 94,4%-ban a hetedik percben 200°C-on képzddtek. Az
oligoszacharidok hozama azonban a reakci6ido elorehaladtaval csokkeni kezdett, és ennek
megfelelden a monoszacharidok hozama indult novekedésnek. A 60. percben érték el a
legnagyobb értékiiket a 34,5%-ot, melynek 11,7%-a galaktoz és 22,8%-a manndz volt.

A kémiai oligoszacharid szintézis modszereinek egyikére jo példa lehet Majumder és
munkatarsainak (2009) kisérlete, akik Leuconostoc mesenteroides NRRL B-742
tejsavbaktérium alkalmazasaval allitottak el a-(1-6) kotésekbdl allo glikkant, amelybdl
miutan mikrohulldmu siitdbe helyezték és sosavval (HCl) hidrolizaltak, végeredménynek
gliiko-oligoszacharidokat kaptak. Mikrohullamtu siit6t mér tobbszor alkalmaztak
laboratoriumi kisérletek soran (ide kellenének hivatkozasok, hogy kik hasznaltak), példaul
szamos kémiai manipuldcidoban, ndvényi poliszacharidok metilalasara, szerves és szervetlen

szintézisekben stb., de ennél a kisérletnél a hidrolizis folyamatanak felgyorsitasara
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hasznaltak. A glilkanbdl eldallitott oligoszacharidok hozama 2,5%-os volt a hidrolizis
masodik percében, mely igen gyors képzddésnek mindsiil.

Enzimes technoldgiaval valdsitottak meg oligoszacharid szintézist Rabelo ¢€s
munkatarsai (2009). Kisérletiikben kesudio almalevet hasznaltak az oligoszacharid szintézis
soran, mint alternativ szubsztratum, mely olcs6 valasztasnak bizonyult. Eredményeik azt
mutattak, hogy a kesudid almalé kitling forrasa a redukald cukroknak, illetve jol hasznalhato
szubsztratként Leuconostoc citreum B-742 baktériummal torténd dextran-szachardz enzim
eldallitasara. Az eldallitott enzim segitségével pedig oligoszacharidok szintetizalhatok. A
dextran-szacharaz alapvetden egy olyan enzim, mely a gliikoziltranszferdzok csoportjaba
tartozik, extracellularisan termelddik a Leuconostoc nemzetség torzsei altal, valamint a
dextran szintézist is segiti, ezenfeliil a prebiotikus olgoszacharidok keletkezésében is részt
vesz. Az enzim a termeltetésére kesudio almalé alapu tapkdzeget alkalmaztak, melybe
élesztOkivonatot, ammonium-szulfatot, K;HPOs-t, késébb foszfatoldatokat is (Oket kiilon
sterilezték), valamint szachardzt raktak. Az utobbi igen fontos, mivel magat az enzimet
indukalni kell és az egyetlen ismert induktor a szachar6z. Az enzimfermentaciot a kutatok
orbitalis razogépben végezték el 100 ml taptalajokkal, 30 °C-on 150 rpm fordulatszdmon. A
keverést akkor allitottak le, amikor a tapkozeg pH-ja a kiindulasi 6,5-r61 5,5-re ért le, mivel
a dextran-szachardz enzim képes denaturalodni a pH 5,0 alatti -értékeken. Az oligoszacharid

szintézisére az erjesztett kesudio almalében jelenlévd nyers enzimet alkalmaztak.

3.4.2 Galakto-oligoszacharidok

A galakto-oligoszacharidok (GOS) olyan prebiotikus hatdsu, funkcionalis
oligoszacharidok, melyek felépitésiiket tekintve 2-10 galaktdz, illetve 1 termindlis gliikkéz
molekuldbol allnak (Macfarlane & munkatarsai, 2008). A GOS-szintézis alapvetden egy
olyan kinetikailag szabalyozott reakcio, amelynek mechanizmusa két egymast kovetd 1épést
foglal magaban. Az elsé 1épésben egy laktéz molekula, mint szubsztratum kotédik a B-
galaktoziddz enzim aktiv helyéhez, és vele enzim-galaktozil komplexet képez. E 1épés
kozben felszabadul egy molekula gliikoz.

A masodik 1épésben a keletkezett koztitermék reakcioba 1ép egy masik
szubsztratummal, amely lehet Ujbol laktéoz molekula vagy viz molekula is. Ha laktéz
molekula, vagyis cukor molekula az akceptor, akkor a transzglikolizis folyamata zajlik le,
amely sordn 2 galaktozbol és 1 gliikozbol all6 triszacharid (GOS-3) képzddik, amely szintén
képes akceptorként viselkedni az Gjonnan létrejovo enzim-galaktozil komplexnek, vele 3

galaktozbol és 1 gliikdzbol allo tetraszacharidot (GOS-4) képezve, és igy tovabb. A szintézis
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gyakori célja, hogy minél nagyobb szamu galaktézegységgel rendelkezd galakto-
oligoszacharid keletkezzen.

Azonban, ha viz molekula a reakci6 akceptora, akkor hidrolizis torténik, vagyis az
enzim-galaktozil komplex megsziinik, hisz galaktéz szabadul fel a folyamat soran.

Végeredménynek itt gliikozt és galaktozt kaphatunk (Vera & munkatarsai, 2016).
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4. abra: A GOS-szintézis mechanizmusanak sematikus abrazolasa
B-galaktozidazokkal torténé transzgalaktozilacio révén (Vera & munkatarsai, 2016)
nyoman

3.5 Béta-galaktozidaz enzim

A B-galaktozidaz egy nagy csoportnak, a hidrolaz enzimeknek a tagja, amelyekrdl
ismert, hogy képesek a hidrolizis és a transzglikozilacids reakciokat is katalizalni. Mig a
hidrolitikus aktivitasukat f6leg a tejipar alkalmazza arra, hogy a tejtermékek laktoztartalmat
csokkentsék, addig transzglikozildz aktivitdsuk GOS-szintézisre hasznéalhat6 (Ruiz-Ramirez
& Jiménez-Flores, 2023).

A B-galaktoziddz enzim egy olyan tetramer, mely négy polipeptidlancbdl épiil fel. Ezen
lancok mindegyike Osszesen 1023 aminosavbol all. A monomerek, vagyis a polipeptid
lancok 6t domént alakitottak ki magukbol, amelyek segitik egymast abban, hogy aktiv
helyeket hozzanak létre. A godor forméaju aktiv hely, , a monomer kiilonb6z6 szegmenseibdl
all 6ssze. Példaul a harmadik domén szerkezeti sajatossagai (hurkok) az els6 €s az 6todik
domén segitségével késziiltek el, ott aktiv helyet alakitottak ki igy. A P-galaktozidaz
szerkezetét az 5. abra mutatja be (Matthews, 2005).
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Aktivalo felulet

Hosszu felulet

5. abra: A B-galaktozidaz tetramer szerkezete (Matthews, 2005) nyoman

Az eltérd szinek kiillonb6z6 doméneket jeldlnek: 1. domén = kék; 2. domén = z61d; 3. domén
= citromsarga; 4. domén = cidn kék; 5. domén = piros

A B-galaktozidazok kiilonféle forrasokbol szarmazhatnak. Lehet mikrobidlis, ndvényi és
akar allati eredetli is, de az esetek nagy részében a mikroorganizmusokbdl (baktériumok,
penészek, élesztok) szarmazo enzimek jobb termelékenységet mutatnak. Ebbol kdvetkezoen
pedig nagyobb irantuk az érdeklddés is, mivel igy koltséghatékonyabbak, mint a mas
forrasbol szdrmazd példanyok. Természetesen a mikrobidlis eredetli enzimek termelési és
felhasznalasi koriilményei is kiilonbozdek, példaul a bakteridlis forrasbol szarmazd enzim
pH optimuma 2,5-5,4 kozotti, mig az élesztokbdl szarmazd enzimeké 6,0-7,0 kozott
talalhato. A leggyakoribb B-galaktoziddz enzimet termelé mikroorganizmusokat és az
optimalis kdrnyezeti paramétereiket a 2. tablazat mutatja be (Saqib & munkatarsai, 2017).

A B-galaktoziddz enzimet kiilonféle ipardgakban hasznositjdk, szamos elonyos
tulajdonsaga miatt. Leginkabb az ¢lelmiszeripar alkalmazza, mivel az egyik legjelentdsebb
képessége, hogy a laktozt gliikkdzza és galaktdzza hidrolizélja. A tejtermékekben talalhatod
laktéznak alapveté funkcidja, hogy a vékonybélben megtelepedd, probiotikus hatdsu

baktériumok novekedését serkenti.
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2. tablazat: Mikrobialis p-galaktozidizok tulajdonsagai (Saqib & munkatérsai, 2017)

nyoman
Enzim termelédés Hoémérséklet pH
Mikroorganizmusok
helye optimum (°C) | optimum
Baktériumok
Escherichia coli intracellularis 40 7,2
Lactobacillus thermophilus intracellularis 55 6,2
Bacillus circulans intracellularis 56 6,5
Leuconostoc citrovorum intracellularis 56 6,0
Eleszték
Kluyveromyces lactis intracellularis 30-35 6,5-7,0
Kluyveromyces fragilis intracellularis 30-35 6,0
Penészek
Aspergillus niger ismeretlen 55 3,5-4,5
Aspergillus foetidus extracellularis 66-67 3,5-4,0

Miutan az emberek elfogyasztjdk a tejtermékeket, €s igy veliik egytitt a laktozt is,

annak fel kell szivodnia, hogy hasznosulni tudjon a szervezeten beliil, valamint, hogy ne

alakuljon ki puffadds, hasmenés, illetve gorcsok a talzott emésztetlen laktoztol. A

felszivodasban a laktaz enzim segitene, azonban a vilag feln6tt lakossaganak nagy része

enzimhianyos, amelyet mas néven laktdz intolerancianak hivnak. A betegségnek tobb

tipusa is 1étezik: elsddleges, méasodlagos és velesziiletett.

Az elsddleges tipus kialakulasara jellemz06, hogy a vékonybél kefeszegélye mentén

lecsokken a B-galaktoziddz enzim szintézise. A masodlagos tipus akkor alakulhat ki, ha

a gyomor-bél traktust mar korabban érintette az alapbetegség. A velesziiletett enzimhidny

pedig egy genetikai rendellenesség hatdsara alakul ki.
Azonban, ha a tejtermékeket

eléhidrolizaljak oket, akkor lecsokkenthetd benniik a laktézkoncentracio,

B-galaktozidaz enzimmel

kezelik,

vagyis

igy

fogyaszthatova valik az intolerancidban szenveddknek. Ennél a miiveletnél a kutatok

leginkabb a bakteridlis €s a penész eredetli enzimeket alkalmaztidk (hivatkozas). Egy

masik modszer, hogy ha az intolerans személyek a tejtermékek -elfogyasztasat

megel6zden B-galaktozidazt tartalmazd gyogyszereket vesznek be. Ezek a készitmények

penész eredetli enzimet tartalmaznak.
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Ezeken feliil az enzimet alkalmazhatjak mas teriileteken is az élelmiszeriparban, példaul
anagy laktozkoncentracid hatasara bekovetkezd kikristalyosodas csokkentésére is, mely

foleg a jégkrémek esetén probléma (Saqib & munkatarsai, 2017).
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Anyagok

4.1.1 Alkalmazott torzs

A kutatasaimhoz a Limosilactobacillus fermentum LF08 probiotikus térzset hasznaltam fel,

amely a Probiotical S.p.A. cégtdl keriilt beszerzésre.

4.1.2 Alkalmazott tapkozegek

MRS tapkozeg
Gliikoz 20¢g
Protedz-pepton 10g
Huskivonat 8¢g
Elesztékivonat 4¢g
Nétrium-acetat 5¢g
Triammonium-citrat 2¢g

Dikélium-hidrogén-fosztat 2g

Tween 80 lg
Magnézium-szulfat 02¢g
Mangén-szulfat 0,05¢
Desztillalt viz 1000 ml

A tapoldatot autoklavba helyeztem 121 °C-on 15 percre sterilezés céljabol.

4% laktoztartalma MRS tapkozeg

Laktéz 40 ¢g
Prote6z-pepton 10g
Huskivonat 8¢
Elesztékivonat 4¢g
Natrium-acetat S5¢g
Triammonium-citrat 2g
Dikalium-hidrogén-foszfat 2g
Tween 80 lg
Magnézium-szulfat 02¢g
Mangan-szulfat 0,05¢g
Desztillalt viz 1000 ml
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1% gliikoz és 1% galaktoz tartalmi MRS tapkozeg recepturaja

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

4.1.3 Alkalmazott pufferek

Sorensen puffer (pH=6,5)
A kivant pH értékii elegy elkészitéséhez 313 ml 9,078 g/liter KH2PO4 és 687 ml 11,876
g/liter NaaHPO4*2H>0 oldatokat mértem Ossze.

Mcllvaine puffer (pH=6,5)
Azelegy 272 ml 21,008 g/liter 0,1 M citromsav oldat és 728 ml 35,63 g/liter 0,2 M Na,HPOq4

* 2H,0 oldatok 0sszemérésével késziil.

4.2 Modszerek

4.2.1 Torzsfenntartas

A Lactobacillus torzs fenntartasa céljabol gliikoz tartalmit MRS tapoldatot készitettem,
melyet 10 ml térfogatonként kémcsdvekbe pipettaztam és sterileztem.

A baktérium tenyészetbdl (Limosilactobacillus fermentum LF08) 0,5 ml-t oltottam 4t a
10 ml steril tapkozegekbe, melyet 24 6raval késobb megismételtem. A torzsek tenyésztése
37 °C-on tortént. Az enzimfermentaciot megeldzden a baktérium atoltasa 2% laktoz tartalmu

MRS tapkozegbe tortént.
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4.2.2 Enzimfermentacio

A fermentacio folyamatdhoz a korabban eldkészitett, megfeleld Osszetételi MRS
tapkozegeket (600 ml 4% laktoz tartalmu tapkozeg, valamint 600 ml 1% glikoz - 1%
galaktéz tartalmu tapkozeg) 1000 ml térfogath lombikokban alkalmaztam, melyeket
autoklavba helyeztem 15 percre, 121 °C-on, sterilezés céljabol. Ezt kovetden a felszaporitott
mikroba tenyészetbdl 5 % mennyiséget pipettaztam at a kiilonb6zd szénhidrat tartalmt
tapkozegekbe. A fermentacio folyamata 37 °C-on, 16 6ran at zajlott, majd dsszegytjtdttem

a sejteket.

4.2.3 Sejtfeltaras

A 16 ords fermenticid utdn a kétfajta tapkozegben felszaporitott sejteket
centrifugéltattam 10 000 rpm-es fordulatszamon, 4°C-on, 10 percen at. A centrifugalast azért
végeztem el, hogy a fermentlevet és a biomasszat szétvalasszam egymastol. A miiveletet
haromszor ismételtem meg, mindig Sorensen pufferrel (pH=6,5) torténd mosast kdvetden.

Miutan végeztem a mintdk haromszor térténd atmosasaval, valamint kelld aranyban
sikertilt elvalasztani a két fazist egymastol, a sejtfeltaras miiveletét hajtottam végre. Eszkoziil
a French Press nagynyomasi homogenizatort hasznaltam, mely a sejtfeltaras modszerein
beliil a mechanikai modszerek kozé sorolhatd, azon beliil is, amikor a nyirds a folyadék
fazisban torténik. A késziilék miikodése azon alapszik, hogy egy dugattytl a berendezésbe
beletoltott sejtszuszpenzidt (2 ml térfogatot) atnyomja egy furaton, vagyis egy fojtdson
(homogenizald szelep), majd a szuszpenzio ekkor nekiiitddik egy fém feliiletnek (iitk6zd
lemez). A szuszpenzié magas, 800 Psi nyomassal nyomodik at a szelepen.

Egyszeri sejtfeltarast hajtottam végre, hogy az intracellularis enzimet kinyerjem a

sejtekbol.

4.2.4 Béta-galaktozidaz enzimaktivitas mérési modszer

Az intracelluléaris p-galaktoziddz enzim aktivitasdinak meghatarozasa azon az elven
alapszik, hogy az enzim felhasitja a p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid szubsztratum B-D
kotéseit, €s igy p-nitrofenol vegyliletet szabadit fel, melynek mennyisége spektrofotometrias
méréssel meghatdrozhatd lesz. A miivelethez sziikséges oldatokat a 3. tablazat alapjan

mértem 0ssze.
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3. tablazat: Enzimaktivitas méréséhez felhasznalt reakcidelegyek és vakoldatok

osszetétele
Mcllvaine Desztillalt | Szubsztratum | Enzim
puffer viz (ml) oldat
(ml) (ml) (ml)
Miszervak 0,3 0,7 - -
Szubsztratumvak 0,3 0,2 0,5 -
Enzimvak 0,3 0,5 - 0,2
Reakcidelegy 0,3 - 0,5 0,2

Az elkésziilt elegyeket eldszor 5 percre 37 °C-os vizflirddbe tettem. A megfeleld
hoémérséklet elérését kovetden 50-szeres higitasi 0,2 ml térfogat enzimet tartalmazo
mintaval inditottam el a reakcidt. A reakcioidd 5 perc volt, majd ezt kovetden 5 ml 0,1 M
Na;COs oldat hozzdadéasaval éallitottam le az enzimreakcidt. A kovetkezd 1épésben a
miszervakra nullazott spektrofotométerrel végeztem el a reakcidelegyek abszorbancidjanak
meghatdrozasat, melyet 405 nm-en mértem. Az enzimaktivitast a kovetkezd képlettel lehet

kiszamolni:

(Aminta — Apv — Asy) * h x .
Vi * t* 2,559

Aktivita NE =
ivitas (ml) =

Ahol:
Anminta = a reakcioelegy abszorbancia értéke
Agv = az enzimvak oldat abszorbancia értéke
Asv = a szubsztratumvak oldat abszorbancia értéke
h = az enzim oldat higitasa
Vr = a reakci6 térfogat [ml]
Vm = a bemért enzim oldat térfogata [ml]
t = a reakci6 1d6 [perc]

2,559 — kalibracios egyenes meredeksége

4.2.5 Biokonverzios eljarasok

crer

oldatokat készitettem Sorensen puffer (pH=6,5) felhasznélasaval, amelyekbdl kémcsdbe
mértem ki 1,5 ml mennyiségeket és 40°C-os vizfiirddbe helyeztem. A reakci6 elinditasa

céljabol mind a gliikkdz-galaktoz tartalmu kozegen termelt enzimkészitménybdl, mind a
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laktéz tartalmt kozegen termelt enzimkészitményb6l 0,01 U/ml mennyiségeket
alkalmaztam. A biokonverzid hét napig tartott, amely soran meghatarozott idokozonkénti
mintavételezés tortént (200 ul). A kivett mintdkat 10 percig forraltam a reakcid leallitasa
c€ljabol, majd huszszoros higitast végeztem rajtuk 0,22 um membrannal sziirt HPLC viz
felhasznalasaval. Végiil ujra centrifugéltattam a mintdkat, majd 200 pl mennyiséget
pipettaztam at HPLC csovekbe.

A biokonverzi6 sordn képzddd termékek kimutatasa HPLC modszerrel és vékonyréteg-
kromatografias vizsgalattal tortént.

A tovébbi biokonverzidkhoz 1,5 ml térfogatban 20, 30, 40, 50 g/100 ml laktoz ill. 20,
30, 40, 50 g/100 ml szachardéz tartalmu oldatokat készitettem és 40°C-on 0,01 U/ml

enzimoldattal inditottam a reakcidkat.

4.2.6 HPLC vizsgalat

A méréseim sordn, a biokonverzids folyamatok elvégzésekor kapott termékek mindségi,
valamint mennyiségi azonositdsa a Thermo Scientific Corporation Surveyor HPLC

berendezés segitségével tortént, a kovetkezd anyagok és paraméterek alkalmazasaval:

J kromatografids oszlop: Aminex HPX-Ca oszlop
. elvalaszto eluens: desztillalt viz

. injektalt minta mennyisége: 15 pl

o aramlasi sebesség: 0,6 ml/perc

. futtatasi idd: 25 perc

. oszlop hdmeérseklete: 85 °C

J detektor hdmérseklete: 45 °C

A vizsgalathoz a mintakat huszszorosan higitottam.

4.2.7 Vékonyréteg-kromatografia

A vékonyréteg-kromatografias vizsgalatok (TLC = Thin-layer chromatography) soran
a biokonverzids vizsgéalatok alatt (a kiilonbdzd napokon) kapott oldatok oligoszacharid
tartalmat értékeltem ki.

Ezekhez a vizsgélatokhoz standard oldatokat készitettem, melyek 0,1g/100ml
koncentracioban tartalmaztak galaktozt, gliikdzt, laktozt, valamint szacharozt.

Alléfazisnak egy ,.silica gél 60” -nal fedett, 20 x 20 cm-es és 0,2 mm vastag aluminium
lemezt hasznaltam, mozgofazisnak pedig kloroform: ecetsav : desztillalt viz 30:35:5 ardnyt

olddszerelegyet hasznaltam fel, mint puffer oldat. Miutan az all6fazisra cseppentettem 1-1

21



ul mennyiséget a minta oldataimbol és a standard oldatokbdl, belehelyeztem a lemezeket a
pufferbe, melyben 120 percet toltottek. A futtatdsi id6 alatt az olddszer beszivodott a
lemezbe, majd a kapillaris er0k hatasainak kovetkeztében felfele iranyba kezdett aramlani,
egyenletesen. Az eredmény lathatosdga végett festékanyaggal szineztem meg a lemezt,
amely kizardlag a kivant szénhidrat komponensekkel képez szines terméket. Ez a
festékanyag 94,7 V/V%-o0s metanol, 5 V/V%-os tomény kénsav (H2SO4) és 3g/1000ml N-
(1-naftil)-etilan-diamin-hidroklorid tartalmu keverék volt. Ezutan 10 percre 100°C-os
széaritokamraba helyeztem a lemezt. A vizsgalat végén a kapott eredményeket a retencios
faktor (Rf) segitségével azonositottam be, melyet a minta oldatok és az olddszer altal megtett

utak hanyadosaval lehet kiszamolni.

minta vandorlasi tavolsaga [cm]

oldobszerfront tavolsaga [cm]
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5 KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Limosilactobacillus fermentum LF08 torzs p-galaktozidaz termelése

Méréseim soran a Limosilactobacillus fermentum LFO08 torzs altal termelt B-
galaktoziddz enzimmel torténd oligoszacharidok szintézisét terveztem vizsgélni, melyhez
elsd 1épésként az enzimfermentaciot valositottam meg. Szabo (2023) az 1%-1% gliikoz és
galaktdz tartalmia MRS tapkozeget, mig Toth (2019) a 4% laktéz tartalmit MRS tapkozeget
alkalmazta ¢és talalta a legjobb szubsztratumnak a B-galaktozidaz termelésére, igy ezeket a
tapkozegeket valasztottam a fermentacidhoz. A fermentéacio folyamata 37 °C-on, 16 dran at
zajlott. A sejtek Osszegyljtése utan meghataroztam a [-galaktoziddz enzimaktivitast, s ez
alapjan terveztem a biokonverziés kisérleteimet. Ezenfeliil kettd kiértékelési modszerrel
dolgoztam: HPLC technikaval, mellyel a kapott termékek mindségi, valamint mennyiségi
azonositdsa is végezhetd, valamint vékonyréteg-kromatografiaval (VRK), mely kimutatja,

hogyha az adott mintdkban jelen van valamilyen oligoszacharid.

Az enzimfermenticid soran az alkalmazott Limosilactobacillus fermentum torzs a
tapkozeghez hozzaadott sz€énhidratokat hasznalta fel tdpanyagként. A metabolizmus soran
képes kiilonféle szerves savakat példaul tejsavat eldallitani. A gliikoz és a galaktoz erjesztése
kovetkeztében a tapkozeg pH értékét is a savas pH felé terelték. A 16 6ras fermentacio utan
megmeértem a tapkozeg pH-jat, amely pH = 4,7 volt. Mivel a kiindulasi érték pH 6,5 koriili,
ebbdl arra kovetkeztetek, hogy a baktérium sikeresen elszaporodott a kdzegben. A 4% laktoz
tartalmu tapkozegben is megvalositottam az enzimfermenticidét és megallapitottam a
baktériumok erjesztési folyamatdnak kovetkeztében kialakult alacsony pH értéket. Az
eredmény pH = 4,25 volt, mely savasabb érték, mint a gliilkdz-galaktoz tartalmu kozegben.
Ebbdl arra tudok kovetkeztetni, hogy a Limosilactobacillus fermentum LF08 a laktozt jobban

hasznositotta.

A fermentaci6 utan az Osszegyijtott sejteket mechanikailag feltartam annak érdekében,
hogy a sejten beliili, vagyis intracelluldrisan elhelyezkedd enzimet kinyerjem. A kivont -
galaktoziddz enzim aktivitdsdnak meghatarozdsdhoz p-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid
szubsztratumot hasznaltam. A gliik6z-galaktoz tapkozegen keletkezd enzim aktivitasa 8,76
U/100 ml volt, mig a laktoz tartalmu tapkozegen termelddd enzimesetében 10,89 U/100 ml

enzimaktivitast kaptam.
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5.2 L. fermentum LF08 torzs B-galaktozidazzal torténo oligoszacharid
szintézisének kimutatasa

Méréseim soran a f-galaktozidaz enzimek oligoszacharid szintetizald képességeit is
kutattam, s a kimutatasra tobbféle modszert alkalmaztam. A biokonverzio soran a kiillonb6z6
szénhidrat tartalmti tadpkozegen (glikoz-galaktoz ¢és laktéz) termelt, sejtfeltaras
eredményeképpen kinyert, intracellularis enzimeket hasznaltam fel a folyamatok

elinditasahoz.

5.2.1 Kiilonbo6z6 szubsztratumok hatasa az oligoszacharid szintézisre

A kiilonbozd szubsztratumok oligoszacharid szintézisre gyakorolt hatdsanak
vizsgalatahoz lakt6z, laktuldz, szachardz, illetve maltoz szubsztratumokkal végeztem el a
készitettem, melyhez a megfeleld pH biztositdsa végett Sorensen puffert (pH = 6,5)
alkalmaztam. Miutdn az enzimkészitményeket is az oldatokhoz adtam, 7 napra 40°C
hémérsékletii vizfiirdobe helyeztem Oket, s meghatarozott idoként mintat vettem (1., 2., 3.,

4., és 7. nap) a tovabbi elemzésre.

A HPLC mérés soran kapott kromatogramok csucs alatti teriileteit figyelembe véve ki
tudtam mutatni, hogy a gliikdz-galaktdz tapkdzegen termelt enzim esetén minden vizsgalt
szubsztratumon oligoszacharid szintézis tortént. Ezt a 6. abra szemlélteti. Mussatto és
Mancilha (2007) szerint az oligoszacharidok szintézisekor szubsztratumként tejsavobol
kinyert laktozt célszerli hasznalni, melynek kdvetkeztében a folyamat soran triszacharidok
(4- vagy 6-galaktozil-laktoz), illetve négyes vagy anndl nagyobb polimerizaltsagn
oligoszacharidok képzddhetnek, mint termékek. A mérésem soran kapott kromatogramon
azt is megfigyeltem a laktéz szubsztratum esetében, hogy az oligoszacharid képzddés a
napok mulasaval egyenes aranyosan nétt a 4. napig (4456496 pRIU*perc), melyhez képest
a 7. napon (4576180 uRIU*perc) mar nagy mértékii valtozds nem figyelhet6 meg. A
szachardz esetén is hasonlo ndvekedést tapasztaltam, azonban a harmadik nap utan (3735087
uRIU*perc) csokkeni kezdtek az értékek. A csokkenés oka lehet, hogy 30%-0s szachardz
koncentraci6 mellett még elegend6 viz van jelen, hogy hidrolizis folyamatok is
megvaldsuljanak. A hidrolizis sordn a keletkezd oligoszacharidok visszaalakulnak
egyszeriibb cukrokka, mono- €s diszacharidokka. A laktul6z szubsztratumon a kiilonb6z6
idépontokban mért értékek igen valtozdak, amig a masodik (154721 pRIU*perc) és a
hetedik napon (1889696 pRIU*perc) kiugroé értékeket kaptam, addig a tobbi napon
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elenyészéek voltak az értékek a tobbi szénhidrathoz képest. A maltéz is hasonléan
viselkedett, mint a laktul6z, azonban ezen szubsztratumon az els6 (1496960 uRIU*perc) €s

a hetedik napon (2125995 uRIU*perc) volt a legnagyobb az oligoszacharid tartalom.

Osszességében elmondhatom, hogy a legnagyobb oligoszacharid tartalmat a laktz
szubsztratum esetében figyeltem meg a hetedik napon, melynek értéke 4576180 uRIU*perc
volt. 3 napos biokonverzio tekintetében a szacharoz és laktoz esetében hasonld mennyiségli

oligoszacharid detektalhato.
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6. abra: Oligoszacharidok 6sszmennyiségének valtozasa a kiillonboz6
szubsztratumoknal, gliikoz-galaktoz tartalmu tapkozegen termelt -galaktozidaz
enzimkészitmény esetében

A laktéz tartalma tapkozegen képzddott P-galaktoziddz enzim oligoszacharid
szintetizalo képességet a 7. abra mutatja be. JOI lathato, hogy az oligoszacharidok eleinte
minden szubsztratum esetében novekvo iitemben képzddtek, azonban a masodik nap utan

folyamatosan csokkeni kezdtek a szintetizal6do oligoszacharidok.

Ezen enzim esetében is elmondhatom, hogy a legnagyobb oligoszacharid tartalmat a
laktoz szubsztratumnal figyeltem meg (4760214 pRIU*perc) a masodik napon. Ot koveti a
szachar6z, mely esetében a masodik napon technikai okok miatt nem allt rendelkezésre

adatom. Szachardz esetén a harmadik nap mérhetd a maximalis érték, mely 2961138
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uRIU*perc volt. A diagram azt is mutatja, hogy bar a laktul6zon mért értékek elenyészdek
voltak a laktézhoz €s a szachar6zhoz képest, az enzim mégis képes volt oligoszacharidokat
létrehozni vele. A mennyiségeket tekintve ndvekedés és csokkenés figyelhetdé meg, a
hidrolizis €s a szintézis valtakozasa kovetkeztében. A legnagyobb oligoszacharid tartalmat a
hetedik napon mutatta, 1701704 pRIU*perc értékkel. A maltdoz szubsztratumon
oligoszacharidok a harmadik napon jelentek csak meg, a maximalis érték szintén a hetedik

napon mutathato ki, mely 2119852 pRIU*perc volt.
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7. abra: Oligoszacharidok dsszmennyiségének valtozasa a kiilonb6z6
szubsztratumoknal, laktoz tartalmu tapkozegen termelt p-galaktozidaz
enzimkészitmény esetében

A két enzim szintetizalta oligoszacharidok mennyisége kozott jelentds eltérést
tapasztaltam. A laktoéz tartalmi tdpkozeg enzimkészitménye esetén az oligoszacharid
tartalom eleinte nétt, a masodik napon el is érve a maximalis oligoszacharid mennyiséget
(4760214 pRIU*perc a laktdz szubsztratummal), majd ezutdn csokkeni kezdett. Ezt a
csokkend tendenciat leginkabb a laktdz szubsztratum esetében figyeltem meg, mely annak
volt koszonhetd, hogy az oligoszacharid szintézissel parhuzamosan zajlott a laktoz
hidrolizisének folyamata is, igy csokkentve a felhaszndlhaté laktdz mennyiségét. Ezzel
szemben a gliikoz-galaktdoz tartalmu tapkozeg enzimkészitménye altal szintetizalt

oligoszacharidok mennyisége folyamatosan nétt egészen az utols6 napig, ahol azonban mar
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csak kis értékli valtozasok torténtek. Ezen enzim maximalis oligoszacharid tartalmat a

hetedik napi laktoz szubsztratumnal érte el, mely 4576180 pRIU*perc volt.

Styevko  (2015)  Bifidobacterium  longum  Bb-46 eredeti  [-galaktozidaz
enzimpreparatumot allitott eld és bizonyitotta transzglikozilacids reakciot katalizald hatdsat
laktéz, laktuldz, maltdéz és szachardz szubsztratumokon. A biokonverzid 72 6rajaban a
legnagyobb oligoszacharid szintézist szachar6z szubsztratumon mutatta ki, a tobbi 3

szénhidrat esetén kisebb, de hasonl6 értékek sziilettek.

Mivel mindkét enzimkészitmény esetében a laktdz, illetve a szachar6z mutatott
kimagaslo értékeket a tobbi szubsztraitumhoz képest, ezért a tovabbi oligoszacharid

szintetizal6 vizsgalatot ezzel a két szénhidrattal folytattam.

5.2.2 Kiilonb6zo koncentracioju laktoz oldatok hatasa az oligoszacharid szintézisre

A laktdz szubsztratumot tartalmazo oldatokat kiilonboz6 koncentraciokban készitettem
el: 20, 30, 40, 50 g/100 ml. Ezekhez hozzdadtam a két tipkdzegbdl szarmazod
enzimkészitményeket, majd 7 napra 40°C-os vizfiirddbe tettem Oket. A vékonyréteg-
kromatografia soran az 1., 2., 3., 4. és 7. napi mintakat tanulményoztam. A lemezekre 1 pl
mennyiséget pipettaztam a mintdkbol, majd 2 orara pufferbe helyeztem Oket. A képz6dd
oligoszacharidok jelenlétét a szinezdanyaggal torténd megfestés és a 100°C-os szaritas utan
tudtam megallapitani. A retencios faktor (Rf) képletének hasznalataval tudtam beazonositani
a megjelend vegyiileteket. A glilkoz-galaktdz, valamint a laktéz tartalmu tapkozeg

vittem fel a lemezre naponként.

A glikoz-galaktdz tartalmi tipkézeg enzimkészitménye soran nem tapasztaltam
oligoszacharid szintézist, vagyis nem tortént valtozas a szénhidrat dsszetételében. A laktoz
tartalmtl tapkozeg enzimkészitményét hasznalva azonban fedeztem fel oligoszacharidok
keletkezésére utalo foltokat 20 és 30% koncentraciondl ~2 cm magasan (Rf=0,1481), illetve
jol latszanak a 3 cm magasan megjelend laktozok is a 8. abran, melyek retencids faktor

érteke Rf=0,222.
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8. abra: Laktoz szubsztratum hatasa a szénhidrat osszetételre laktéz tapkozeghol
szarmazo enzimkészitmény esetében

Zhang és munkatérsai (2021) Lactobacillus plantarum CICC 22186 mikroorganizmus
altal termelt B-galaktozidaz enzimmel végeztek oligoszacharid szintézist, amelyben laktozt
alkalmaztak szubsztratumként. Az optimalis szintézis elérésének céljabol a folyamat 35°C-
on zajlott, pH=7,0 értéken, valamint 40 g/100 ml szubsztratum koncentracié mellett.
Eredményiil 30%-0s termelés mutatva, nagy tisztasag galakto-oligoszacharidokat (GOS)
kaptak.

Fara és munkatarsai (2020) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CRL450
torzzsel - mely kisérleteik soran a legnagyobb B-galaktozidaz aktivitdssal rendelkezett -,
termeltettek -galaktoziddz enzimet, majd szintetizaltattak GOS-t, 41,3%-os kitermeléssel.
Az oligoszacharid képzés soran laktozt és laktuldzt is alkalmaztak szubsztratumként, laktdz
esetében 30 g/100 ml koncentracié bizonyult a legalkalmasabbnak. A szintézis 45 °C-os

hémérsékleten, pH=6,5 értéken, 24 6ran at zajlott.
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Duan és munkatarsai (2021) Lactobacillus bulgaricus L3 mikroorganizmus torzs
termelte B-galaktoziddzzal végeztek oligoszacharid szintézist. Az oligoszacharid szintézis
ml laktozt tartalmazott. A folyamat, amely 45 °C-on zajlott, koriilbeliil 30% GOS hozamot
produkalt.

Osszességében lathatd, hogy a kiilonbozd tejsavbaktérium eredetii B-galaktoziddz

crer

szubsztratumon.

5.2.3 Kiilonbozé koncentracioju szachar6z oldatok hatasa az oligoszacharid
szintézisre

Ezen modszer soran szachardéz szubsztratumot tartalmazé oldatokat készitettem

kiilonb6z6 koncentraciokban: 20, 30, 40, 50 g/100 ml. A biokonverzid itt is 7 napon at zajlott

40°C-on, a korabban elkészitett enzimkészitményekkel. A VRK soran az 1., 2., 3. és 4. napos

mintakat vizsgaltam oligoszacharid képzddést keresve.

9. abra: Szachardz szubsztratum hatasara szintetizalodo oligoszacharidok, gliikoz-
galaktoz tapkozegbdl szarmazé enzimkészitmény esetében
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A 9. abran jol lathatéak a 4,5 cm magasan, egymast mellett megjelend kiillonbozo
szachar6z koncentracidot mutatd savok (Rf=0,3214), valamint 6,5 cm futdsi tdvolsagnal
elhelyezkedd gliikkoz sdvok (Rf=0,4643). Ezeken feliil oligoszacharid képzddést is
felfedeztem, az 1., 2. és 3. napon is 40 g/100 ml koncentraci6 értéknél, melyek 3 cm magasan

jelentek meg, igy a retencios faktor értékiik Rf=0,2143.

10. abra: Szacharoz szubsztratum hatasa a szénhidrat osszetételre laktoz tapkozeghal
szarmazo enzimkészitmény esetében

A 10. abran tisztan latszanak a szachardzra utald sdvok, melyek 4,5 cm magasan
helyezkednek el (Rf=0,3214), azonban oligoszacharid szintézis nem tortént ezen vizsgalat

soran. Vagyis Osszetételbeli valtozast nem figyeltem meg.

Styevkd (2015) Bifidobacterium eredetli 3-galaktoziddz enzimmel biszubsztratumos
rendszerekben is valositott meg kisérleteket, laktéz:maltoz és laktdz:szachar6z
szénhidratokon, valamint optimalta az oligoszacharidok (DP3-DP4) szintézisét az
oligoszacharid tartalomra nézve. Optimalis szubsztratum koncentraciojuk és aranyuk:
laktoz:maltoz esetében 40 g/100ml volt €s 33:67 arany, mig laktdz:szachardznal 25 g/100ml
€s 61:39.
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5.2.4 A hémérséklet hatasa az oligoszacharid szintézisre

Ebben a kisérletben a hdmérséklet hatdsat kivantam vizsgalni az oligoszacharid
oldatokat készitettem, melyeket miutdn beoltottam a kétféle enzimkészitménnyel kiilonb6z6
hémérsékletli vizfiirddkbe helyeztem. A vizfiirdék 37, 40, 43 ¢és 46°C hOmérsékletiiek
voltak. A biokonverzié 3 napig tartott, a VRK soran pedig csak az eddigi eredményeim

alapjan maximalis értéket mutatd 3. napi mintakat vizsgéltam.
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11. abra: Laktoz és szacharoz szubsztratum esetében szintetizalo oligoszacharidok

A 11. abran jol lathato a tagoltsag az eredmények kozt, ez abbodl kovetkezik, hogy laktoz
szubsztratum ~3 cm magasan (Rf=0,2143), mig a szachardz szubsztraitum ~4,5 cm magasan
(Rf=0,3214) helyezkedik el. Oligoszacharid képzddés tobb ponton is megfigyelhetd volt, a
laktoz (2,5 cm magasan, vagyis Rf=0,1786) és a szachar6z szubsztratum (3 cm magasan,
vagyis Rf=0,2143) esetében is. A laktdz szubsztratumnal a laktoz tartalmu tapkozegbol

kivont enzim hasznalatakor 40°C-on jelent meg az oligoszacharid, mig a gliikoz-galaktoz
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tapkozeg enzime esetén 37°C-on. A szachardz szubsztratumnal kizarolag a gliikdz-galaktoz
tapkozeg enzimekor szintetizalodott oligoszacharid, szintén 40°C-on. Megfigyeltem, hogy
43°C ¢és 46°C-on nem keletkezett egyik esetben sem oligoszacharid. Ezekbdl arra
kovetkeztetek, hogy az oligoszacharidok képzddésére a legoptimalisabb homérséklet a

37°C-40°C.

Terveim kozott szerepelt a mintavételezés soran kapott oldatok HPLC moddszerrel
torténd értékelése is, és az optimalis hdmérséklet pontosabb meghatarozasa, melyre a miiszer

meghibasodasa végett sajnalatosan nem kertilhetett sor a szakdolgozat leadasaig.
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6 OSSZEFOGLALAS

Kutatdsaim soran Limosilactobacillus fermentum LF08 torzs B-galaktoziddz enzim

termelését és az enzimmel torténd oligoszacharidok szintézisét tanulmanyoztam.

Enzim termelés vizsgalatakor két, kiilonb6z0 szénhidrat tartalmt tapkozeget
készitettem (4% laktdz, illetve 1-1% gliikkdz-galaktoz tartalmu tdpkozeget), melyekben a
vizsgélt baktérium a fermentdcid soran P-galaktoziddz enzimet szintetizalt. Az
enzimaktivitast a 16 6rds fermentaciot és a sejtfeltarast kovetden hatdroztam meg: a gliikoz-
galaktozos tapkozegben 8,76 U/100 ml, mig a laktozos tapkdzegen termelddd enzimnek
10,89 U/100 ml volt az enzimaktivitasa. A mikroorganizmus szaporodasat a tapkozegek
csokkend pH értékei is bizonyitjak, mely a gliikoéz-galaktoz tartalmt tapkozeg esetén
pH=4,7, ezzel szemben a laktdz tartalmu tapkozeg esetén pH=4,25 volt, vagyis ebben az
esetben gyorsabban hasznositottak a szénhidratot a baktériumok. Mivel az enzimaktivitas és
a pH mérés soran is a laktdz tartalmu tapkozeg értékei lettek jobbak, igy ezen vizsgalatok
alapjan arra tudok kovetkeztetni, hogy a B-galaktozidaz termelddését a lakt6z nagyobb

mértékben indukalja.

A kisérleteim alatt a B-galaktozidaz enzim oligoszacharid szintetizalé képességét is
tanulmanyoztam 7 napos biokonverzios folyamat sordn. Kutattam a kiilonbozo
szubsztratumok (laktdz, laktuloz, szachardz, maltoz) hatasait, ahol a HPLC méréssel kapott
eredmények alapjan megallapitottam, hogy mindkét tapkozegben termelt enzim esetén
szubsztratum hasznalata soran szintetizalodott a legtobb oligoszacharid, melyet a kapott
kromatogramok teriileteinek értéke alapjan allapitottam meg. Ezen érték 4760214
uRIU*perc volt a laktézos tapkdzegnél, és 4576180 uRIU*perc volt a glikkdz-galaktozos
tapkozegnél, vagyis az enzimtermelésre hasznalt tipkozegeknek nem volt jelentds hatasa a
képzo6dott oligoszacharidok mennyiségére. A masodik legnagyobb értékeket a szacharoz
szubsztratumnal tapasztaltam, mig laktuloz és maltdéz szubsztarumokon az oligoszacharid

szintézis kisebb mértéki volt.

Vizsgéltam még a kiilonboz6 laktoz €s szachardz szubsztratum koncentraciok (20, 30,
40, 50 g/100 ml) hatasait az oligoszacharid szintézisre. Az eredményeket vékonyréteg-
kromatografia (VRK) miiveletével kaptam. A modszerrel megallapitottam, hogy a szachar6z

szubsztratum hasznalatakor, a gliikoz-galaktoz tartalmu tapkézegben termelt enzim esetén
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képzo6dott oligoszacharid az 1., 2., 3. napon 40 g/100 ml koncentracional, illetve a laktoz
szubsztratum esetén is megfigyeltem oligoszacharid szintetizalodast a lakt6éz tartalmu
tapkozeg enzimének hasznalatakor a 3. napon 20 g/100 ml és 30 g/100 ml koncentracid
értékeknél. A tobbi vizsgalatnal nem tapasztaltam szintézist, vagyis nem tortént szénhidrat

Osszetételbeli valtozas.

Megfigyeltem a homérsékletvaltozas (37°C, 40°C, 43°C, 46°C) hatasait is a szintézisre,
ahol szintén a laktoz és a szachar6z szubsztratummal dolgoztam. A lakt6z szubsztratumnal
mindegyik enzim esetén (laktdz tartalmu enzim esetén 40°C-on, mig gliikdz-galaktoz
tartalmtl enzimnél 37°C-on), a szachardz szubsztratumnal pedig kizarolag a gliikdz-galaktoz
tartalmt tapkozeg enziménél 40°C-on, mig a nagyobb hdmérsékleteken vékonyréteg
kromatografidval nem tudtam kimutatni oligoszacharidok jelenlétét. Ebbdl kovetkezden
tudtam megallapitani, hogy az altalam vizsgalt mikroba esetén 37-40°C az optimalis az

oligoszacharid szintézisre.

Osszegzésképpen elmondhatom, hogy a probiotikus Limosilactobacillus fermentum
LFO8 torzs B-galaktozidaz enzimével sikeriilt oligoszacharidot szintetizalni. A tovabbiakban
javasolnam egy€b paraméterek hatdsanak vizsgalatat, akar biszubsztratum rendszerekben,
illetve a keletkezd oligoszacharidok jellemzését, valamint prebiotikus hatdsuknak

vizsgalatat.
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