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1. Bevezetés, célkitiizés

A laktézintolerancia és laktdéz malabszorpcid6 — vagyis a laktdz enzim csokkent
aktivitdsa kovetkeztében kialakuld tartos laktoz felszivodasi zavar - valtozéd mértékben
ugyan, de a vilag feln6tt lakossaganak tobb mint 75%-t érinti, ezzel a leggyakoribb enzim-
hiany okozta betegség az emberi szervezetben. A betegség manifesztalodasa genetikailag
determinalt, el6fordulasa szoros korrelaciot mutat az adott nép eredetével; Afrika, Azsia és
Dél-Amerika lakossaganak donté tobbsége szenved valamilyen laktoz felszivodasi
zavarban. A laktoz tolerancia foéként azon etnikai csoportok esetén marad meg, ahol a
tejfogyasztasnak tobb ezer éves hagyomanya van. A laktéz felszivodasi zavarok
kialakulasa a p-galaktozidaz enzim teljes hidnyanak, vagy csokkent aktivitasanak
koszonhetd. Ugyanakkor, tanulméanyok igazoltdk, hogy a csokkentett laktoz tartalmu

(hidrolizalt) tejtermékek a laktozintolerans emberek altal is fogyaszthatok.

Célkitiizéseink ipari aspektusai kozé tartozik, a laktdoz fermentativ és enzimatikus
atalakitasara kidolgozott moddszerek hatékonysdganak ndvelése élelmiszeripari
alkalmazhatdsag szempontjabol, melyek alkalmazasa funkcionalis, innovativ, az
egészségre jotékony hatasu, laktozmentes tejtermékek kifejlesztését teszi lehetové, illetve
lehetdséget teremt a meglévl termékpaletta szinesitésére. Célunk tovabba, a tejiparban
keletkez0 magas laktoz tartalmu melléktermékek feldolgozasara megoldési lehetdségek

teremtése, és Uj technologiak kifejlesztése élelmiszeripari célokra.

Celkitlizéseink tudomanyos aspektusa egy 1j, az irodalomban még nem kozolt,
haromlépéses, laktozbol kiinduld folyamatsor protokolljanak kifejlesztése, melynek soran
enzimatikus és fermentativ atalakitdsokat alkalmazunk. A folyamat elsd 1épésében a laktoz
gliikozza és galaktdzza torténd konverzidjanak enzimatikus és fermentativ uton torténd
megvaldsulasanak hatékonysagat vetjiik 0ssze, ezaltal lehetdség nyilik a legmegfelelébb
hidrolitikus modszer, illetve koriilmények kivalasztasara ipari célokra. A tejcukor
enzimatikus bontasat a Kluyveromyces lactis-bol izolalt B-galaktozidaz segitségével
végezzik el, fermentativ Gton pedig Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, és
Streptococcus thermophilus probiotikus hatast mikroorganizmusokat alkalmazunk. Az
enzimatikus bontds hatékonysagat tobb tényezd - szubsztrat koncentracio, enzim
koncentracio, pH-hatas, aktivatorok jelenléte, élelmiszer matrix hatas- figyelembevételével

optimalizaljuk. Masodik 1épésben a hidrolizalt lakt6zbol szarmazé gliikkoz izomerizacioja



fruktozza, glikéz izomerdz enzimmel torténik. A folyamat utolsd [épésében, a
szakirodalmi elézményekre is alapozva, mod nyilhat fruktozbol kiindulé-cukoralkohol
képzddésére heterofermentativ  baktériumok kozremiikodésével, igy a konszekutiv
atalakitasi folyamatsor végén prebiotikus hatasu és diabetikus sajatsagu reakcidelegyhez
juthatunk. A modszer kidolgozasa lehetdvé teszi az emészthetetlen laktéz funkcionalis

diabetikus élelmiszer komponenssé —mannitta- valo atalakitasat.

A tobblépcsds konverzid ily moddon funkciondlis élelmiszerek kifejlesztésére is

alkalmazhato lesz.

2. Irodalmi attekintés

2.1 Szénhidratok és csoportositasuk

A kutatdsaink soran Vvizsgalt tejcukor (laktdz) a szénhidratok, hétkdznapi neviikon
cukrok csoportjaba tartozik. A szénhidratok a Foldon legnagyobb mennyiségben
eléforduld szerves, az ¢l szervezetek szamara nélkiilozhetetlen természetes vegyiiletek,
megtalalhatok kozottik a ndovény és rovarvildg vaz anyagai (polimer celluloz és kitin),
sejtfal alkotd poliszacharidok és az él6 szervezet szamara fontos taplalék komponensek
(pld. gliik6z), melyek biokémiai oxidacidja fedezi az €16 szervezet szamara fontos energiat.
A Dbiokémiai lebontds célja azonban nem csak az energiaigény fedezése, a képzddo
kismolekulas vegyiiletek (piroszdldsav, tejsav stb.) kiindulasi anyagként szolgéalnak az €16
szervezet szdmara elengedhetetlentil fontos mas vegyiiletcsoport biokémiai szintézise soran
(aminosavak, nukleinsav bazisok). A szénhidratok szén ¢és viz (hidrogén és oxigén)
meghatarozott aranyi keverékének vegyiiletei (Olmsted és Williams 1997), innen ered
elnevezésiik. Elemi 6sszetételiik a Cx(H20)y altalanos dsszegképlettel adhatdé meg, ahol "x’

€s 'y’ azonos vagy kiilonboz6 egész szamokat jelolnek (Robyt 1998).

A szénhidratok felépitésiikbol fakado sajatsagaik alapjan lehetnek egyszerti (monomer)
és Osszetett (oligomer €s polimer) szénhidratok (Sanz és Martinez-Castro 2007). Az

oligomer és polimer szénhidratok savas hidrolizissel tovabb bonthatok alacsonyabb
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monomerszdmu oligomer egységekre illetve monomer szénhidratokra, azonban a

monomerek tovabbi hidrolitikus bontdsa nem lehetséges.

2.1.1. Monoszacharidok

A monoszacharidok nem hidrolizalhaté a-hidroxi oxovegyiiletek, az oligoszacharidok
¢s poliszacharidok épitd kovei, amelyek az oxocsoportjuk lancon elfoglalt helye alapjan
tovabbi két alcsoportra oszthatok; aldozok, ha aldehidcsoportot tartalmaznak (lanc végi
oXxo csoport - pld.gliikoz) és ketozok esetén az oxocsoport a lanc egyik szénatomjan
helyezkedik el (pld. frukt6z). Az oxocsoporttél legtavolabb esd kiralitdscentrum
glicerinaldehidre vonatkoztatott konfiguracidja hatarozza meg, hogy az adott szarmazék D-
illetve L-sorozatbeli monoszacharidok kozé tartozik. A természetes cukrok D
konfiguracioval rendelkeznek, abszolt konfiguracidjuk a D-glicerinaldehidbdl vezethet6k
le. A szénatomszam alapjan a monoszacharidokat tovabb csoportosithatjuk tri6zokra (3C),
tetrozokra (4C), pentoézokra (5C), hexoézokra (6C), heptézokra (7C), oktozokra (8C),
nonozokra (9C) és dekdzokra (10). A pentdozok és a hexdzok az él6 szervezetekben
leggyakrabban eléforduldé monoszacharidok. A monoszacharidok vizben jol oldodo,
tobbnyire kristalyos, altalaban édes izli vegyiiletek (Mandl 2006). Tejben el6forduld
legfontosabb képviseldi a gliikoz és a galaktoz, melyek a laktdzt felépitd monoszacharid-

egységek (Stick és Williams 2009).

OH OH
HO

HO O
HO
HO

OH

¥
W
o’

H OH OH

1. 4bra: A gliikoz és a galaktoz szerkezete

2.1.2. Diszacharidok

A diszacharidok két molekula monoszacharidbol kondenzéacioval, egy molekula viz
kilépésével levezethetd vegyliletek. A  természetben eldéforduld leggyakoribb
oligoszacharidok. A két monoszacharid kozott a kapcsolat kialakulhat a két glikozidos
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hidroxilcsoport részvételével, vagy egyik monoszacharid glikozidos és a masik komponens
valamely alkoholos hidroxilcsoportjanak  kondenzacidjaval. Elébbi esetben a
diszacharidokban szabad glikozidos hidroxilcsoport nincs és ennek kdvetkeztében nem
rendelkeznek redukald tulajdonsagokkal, a Fehling-oldatot nem redukaljak, ezért ezt a
vegylilet csoportot nemredukalé diszacharidoknak hivjuk. A szabad glikozidos
hidroxilcsoporttal rendelkezd szarmazékok a Fehling-oldatot redukaljak, ezért ezeket

redukalé diszacharidoknak nevezziik (Csapod és Csaponé Kiss 2002).

A monomerek kapcsolddésa soran a glikozidos kotés 1étrehozasa két modon lehetséges,
az axialis térallasu anomer hidroxil csoporttal 1étrejovo a-anomer kotést tartalmazo
szarmazék termodinamikai stabilitasa alacsony, biokémiai bontasa konnyen végbemegy,
ezért az a-glikozidos kotést tartalmazo szarmazékok taplalék komponensként szerepelnek
az ¢€l6 szervezet szamdra. Az ekvatoridlis térallast glikozidos hidroxil csoport esetén
1étrejove PB-szdrmazékok termodinamikai stabilitdsa magasabb, a biokémiai hidrolitikus
folyamatoknak jobban ellendll ezért a P-glikozidos kotést tartalmazd szadrmazékok
bioldgiai vazanyagok. Tejipari szempontbdl kiemelkedd jelentdségli szénhidrat a laktoz,
hétkoznapi nevén tejcukor, mely a természetben legnagyobb mennyiségben az emlésok
tejében fordul el6. A laktoz (4-O-B-D-galaktopiranozil-D-gliikkoz) D-galaktozbol és D-
gliikozbol felépiild diszacharid. Galaktoz és gliikdz monomerjeit B(1-4) glikozidos kotés
kapcsolja Ossze. A laktoz tobbféle fizikai szerkezetben eléfordulhat; vizes oldatban a
gliikdz a és B anomer keverékeként van jelen, szilard allapotaban altalaban a valtozataban
monohidratként. Az o és B szarmazékait aszerint kiilonboztetjilk meg, hogy a-D-gliikéz,
vagy B-D-gliikdz kapcsolodik a B-D-galaktoz molekulahoz (McSweeney és Fox 2009). A
laktoz a tej egyik legéallandobb és legfontosabb szénhidrat komponense, dontéen ez jarul
hozza a tej ozmozisnyomdsanak fenntartasdhoz. Kevésbé édes, mint a szacharoz, fiatal
korban az elsddleges szénhidrat- és energiaforras. Vizben vald oldhatosaga a tobbi
cukrokhoz viszonyitva alacsony (17,8 g/dl 25°C-on), az a és P moédosulatok
oldhatosaganak kiilonbségében tobb faktor is szerepet jatszik, példaul a mutarotaci6. A
laktoz lagokkal szemben nagyon érzékeny, mar hig lagos oldatban bomlik, savakkal
szemben azonban nagyon ellenalld. Vizes oldatban melegitéskor 100°C alatt is reakcioba

1ép a fehérjékkel.

A laktéz az emberi szervezetben tej illetve tejtermékek fogyasztidsat kovetden a
vékonybélben termel6dd a laktaz enzim altal alakul at. A gydgyszer- €s tapszergyartas

fontos alapanyaga, ipari célokra a tejipar melléktermékébdl, a savobol nyerheté ki. A
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harom legfontosabb laktéz szarmazék, amelyben f(1—4) kotés talalhato, az
izomerizacidval képzddd laktuldz, a redukcidval eldallitott laktitol, és az oxidacioval
képzo6dott laktobionsav. A tejipari alkalmazasokat tekintve az enzimatikus hidrolizisnek
van a legfontosabb szerepe, ugyanis ez tette lehetévé a csokkentett laktoz-tartalmu

tejtermékek kereskedelmi forgalmazasat.
OH

HO OH

HO o

HO
OH Z
OH OH

2. abra: A laktoz szerkezete

2.1.3. Oligoszacharidok

Az oligoszacharidok néhdny monoszacharidbol felépiild, vizben olddédd Osszetett,
glikozidos kotést tartalmazo vegyiiletek. Kondenzéacios folyamat eredményeként jonnek
létre; egy monoszacharid glikozidos hidroxilcsoportja ugyanolyan vagy mas
monoszacharid valamelyik hidroxil csoportjaval vizkilépés mellett reagal. Az
Osszekapcesoldodd monoszacharid egységek szama alapjan kiilonboztetiink meg tri-, tetra-
penta-, és hexaszacharidokat. (Ha az Gsszekapcsolt monomerek szama 7-10-nél nagyobb,
mar poliszacharidokrol beszéliink.) Egy résziik édes izli, azonban az édes iz a monomer
tagszam novekedésével csokken. Altalaban vizben oldhatok, a szachardzt kivéve redukéld

cukrok (Setty és Veena 2002).

A tejben eléforduld oligoszacharidokat két nagyobb csoportba soroljak; neutrdlis és
savas oligoszacharidok (Gopal és Gill 2000). 150-200 kiilonb6z6 oligoszacharidot izolaltak
kiilonféle eredetli tejekbol, mint példaul a neutralis lacto-N-tetrdz, a-3’-galaktozil-laktéz,

illetve a savas NeuAc(a2-6)laktoz és a NeuAc(a2-3)laktdéz (Mehra és Kelly 2006).

Az oligoszacharidok koziil az érdeklédés kozéppontjaba keriiltek azon, két-tiz
molekula glikozt ¢és galaktozt tartalmazd  szerkezetek, amelyeket galakto-

oligoszacharidoknak neveziink.
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3. abra: A galakto-oligoszacharid szerkezete
(n=3-7)

2.1.4. Poliszacharidok

A poliszacharidok makromolekuldju szénhidratok, melyek monoszacharidokbdl vagy
azok szarmazékaibol glikozid kotéssel vald Osszekapcsolddas révén jonnek 1étre.
Szerkezeti felépitésiik az oligoszacharidokéval megegyez6; a poliszacharidok is savas
hidrolizisiik soran az oket felépitd monoszacharid egységekre bonthatok. Attol fiiggden,
hogy egyfajta monoszacharid, illetve kettd vagy tobb féle monoszacharid egység épiti fel,
beszéliink homopoliszacharidokrol (keményitd, celluloz, glikogén) és
heteropoliszacharidokrél (mukopoliszacharidok, hyaluronsav). Altaldban iztelen, vizben
oldhatatlan, nagy molekulatomegi vegyiiletek (Csapd és Csaponé Kiss 2003). Legtobbszor
tartaléktapanyagok vagy strukturalis elemek.

Az élovilag legelterjedtebb szénhidrat szarmazéka a celluldéz is a poliszacharidok
csoportjaba tartozik. A celluléz minden ndvényben megtaldlhatd, mint a ndvényi sejtfal
legfobb strukturalis komponense, és mint ilyen a Fo6ldon legnagyobb mennyiségben
eléforduld szerves vegyiilet. Egyenes lanci poliszacharid, a keményitéhoéz ¢és a

glikogénhez hasonl6an kizardlag D-gliikdzegységekbdl felépiild biopolimer.
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4. abra: A celluloz B-D-gliikdz egységekbdl felépiil6 linearis polimer szerkezete
(n=1.000-14.000)

A keményitd novényi tartalék tapanyag, mely a fotoszintézis soran keletkezett
energia taroldsara szolgéal. Két poliszacharid, az amiléz (10-20%) és az amilopektin (80-
90%) alkotja, mindkettot tobb szaz gliikkozegység épiti fel. Megtalalhatd a novények
gyokereiben, gumdiban, leveleiben illetve tobbek kdzott a gabonafélékben is.

OH
HO
HO OH

HO OH

5. 4bra: Keményitdlanc részlet: amiloz és amilopektin gliikozpolimerek keveréke

(n= gliikkdoz monomerek szama, 100-10.000)

2.1.5. Cukoralkoholok

Cukoralkoholok olyan szénhidrat szarmazékok, melyek az egyszerli cukrok
redukcidja soran enyhén savanyt kozegben képzodnek. A cukoralkoholok édes iz,
szintelen, jol kristdlyosodd vegyliletek. Redukald csoportjuk hianyanak kovetkeztében a
Fehling-oldatot nem redukaljak, és nem vesznek részt a Maillard-reakcidban sem.
Elelmiszeripari szempontb6l kiemelt jelentdségii a xilit, a szorbit, a mannit és a dulcit.
Mivel nagyon lassan alakulnak at gliikdzza az emberi szervezetben, kis mértékben emelik
meg a vércukorszintet, igy haszndlatuk elsdsorban a cukorbetegek szdmara készitett

¢élelmiszerekben terjedtek el.



A mannit

A mannit egy hat szénatomos cukoralkohol. A természetben egyik f6 el6fordulasa a
viragos kéris (Fraxinus ornus) kérge, amelynek édes nedvébdl (manna) sikeriilt els6ként
izolalni, ezért szoktdk mannakorisnek is nevezni. Megtalalhaté még baktériumokban,
¢lesztdgombakban, algakban, zizmdkban és néhany ndvényben (tok, zeller, hagymafélék,
fagyongy) (Helanto és mtsai. 2004). Az egészségre jotékony hatasu tulajdonsagokkal
rendelkezik, alacsony kaloria ért€k jellemzi; a szaj mikrofloraja szamara emészthetetlen,
emiatt nem idéz el fogszuvasodast; nem okoz hipergliikémiat, emiatt cukorbetegek is
fogyaszthatjak. Feltételezhetéen prebiotikus hatassal rendelkezik (Hongo és mtsai. 2010),
ezt igazoldan napjainkban is szamos kutatds zajlik (Rodriguez és mtsai. 2012, Song és
Vieille 2009). Egészségre valo pozitiv hatasa kovetkeztében ndveli az élelmiszerek
tapértékét, édes, hiisitd ize van, €s fele olyan édes, mint a szachardz. Elelmiszeradalékként
(E421) felhasznélhato, pld. cukormentes ragoégumikban. Napi maximalisan fogyaszthato
mennyisége 20g, tulzott mértékli fogyasztasa klinikai tlinetekhez vezethet (Wisselink és
mtsai. 2002). Ipari felhasznélasa széleskorli; gyogyszergyartas és az €élelmiszeripar is nagy
mennyiségben hasznalja (Weymarn ¢és mtsai. 2002). Kiilonbdz0 heterofermentativ
tejsavbaktériumok - Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus fajok - képesek fruktozbol

mannit eléallitasara (Saha 2006).

Mannit-eléallitas lehetoségei:

. Iparilag a gliikoz-fruktoz (1:1) elegy katalitikus hidrogénezésével torténik magas
nyomason és homérsékleten. Ebben a reakcioban a gliikoz szorbitolld (75%), a fruktéz
pedig mannitta (25%) alakul. A mannitot aztan kristalyositassal valasztjak el és tisztitjak.
Ezen folyamatok koltségesek, igy a mannit-eldallitasnak ez a modja relative draga.

. Enzimatikus mannit-eldallitas fruktozbol, mannit-dehidrogenazzal: a folyamat nem
teljes atalakulast eredményez, tovabba a folyamat olyan draga kofaktorokat igényel, mint
pld. a NAD(P)H.

. Fermentacios folyamatok soran is eldallithatd mannit, mely a kémiai szintézissel
szemben szamos elényds tulajdonsaggal bir: teljes fruktoz-atalakitds mannitta,
melléktermék  (pld.szorbitol) képzddés nélkiil, a tejsavbaktériumok haszndlata
¢élelmiszeripari szempontbol elfogadott, ezért kdzvetleniil adhatok az élelmiszerekhez, és a

reakcio lejatszodasa nem igényel draga katalizatort.
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A tejsavbaktériumok segitségével torténé mannit-képzésre két mod ismeretes, attol
figgden, hogy milyen hexoz-fermentaciés utat hasznal a mikroorganizmus. A
homofermentativ baktériumok, (pld. Streptococcus mutans) az Embden-Meyerhof-Parnas
utvonalon, kis mennyiségii mannit-elallitasra képesek. A heterofermentativ fajok koziil
nagy mennyiségli mannit-eléallitasra képes pld. a Leuconostoc (pseudo)mesenteroides
vagy a Lactobacillus fajok, frukt6z vagy szacharo6z jelenlétében. A hex6z fermentacio a 6-
foszfogliikonat/foszfoketolaz tvonalon torténik. Anaerob koriilmények kozott, a gliikoz
tejsavva, etanolla és szén-dioxidda alakul. Aerob koriilmények kozott az oxigén elektron-
akceptorként szolgdl. A mannit a fruktéz atalakitdsi folyamat végterméke. Optimalis
koriilmények kozott teljes fruktdz redukeio megy végbe (mannittd). Két kiillonbdz6 enzim
jatszik szerepet a mannit-termelésben, attol fliggben, hogy homo- vagy heterofermentativ
mikroorganizmusokrol beszéliink; mannit 1-foszfat dehidrogenaz homofermentativak
esetén, ¢s mannit-dehidrogenaz heterofermentativak esetén. Homofermentativ fajokban

nem talaltak mannit-dehidrogenaz aktivitast mostanaig (Wisselink és mtsai. 2002).

Mannit-termelés Gtvonala heterofermentativ tejsavbaktériumok altal:

1 gliikéz + 2 fruktéz —€0, + 1 laktat + 1 acetat + 2 mannit

A reakci6 végbemeneteléhez, és maximalis mannit termék képzdédéséhez 1:2 aranyl
gliikoz: fruktoz elegy sziikséges; a gliikoz (1 mol) az ATP termeléshez nélkiilozhetetlen, a
fruktéz (2 mol) pedig mannit-képzédéshez. Ezen optimalis koriilmények kozott a teljes
frukt6éz mannitta alakithato (Korakli és mtsai. 2000).

2.2 Prebiotikus hatassal rendelkez6 szénhidratok és probiotikumok

Definicio szerint prebiotikumoknak nevezziik az élelmiszerek azon nem emészthetd
Osszetevoit, amelyek valtozatlan formaban jutnak el a vastagbélig és ott elésegitik,
szelektiven stimuldljdk a hasznos, baktériumtorzsek elszaporodésat, tilsulyba keriilését
(Wang 2009). (Megjegyzendd azonban, hogy ezen baktériumok (probiotikumok)

prebiotikum hasznositasa torzs és szubsztrat fliggd (Pinheiro és mtsai 2010).)

A humén szervezet szdmara nem emészthetd oligoszacharid szarmazékok

prebiotikus hatdssal rendelkeznek, melyeket eldnyos tulajdonsagainak kdszonhetéen széles
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korben alkalmaz az élelmiszeripar. A prebiotikus szénhidratok élelmiszer mindségét javitd
hatasat és az emberi egészség javuldsat szdmos pozitiv fizioldgiai hatdsanak kdszonheti,
mint példdul a vastagbél jotékony mikroorganizusainak, bifidobaktériumainak ¢&s
laktobacilluszainak az anyagcseréjére és novekedésére valdo kedvezd hatasa, csecsemdk
esetén az immmunrendszer sziiletés utani stimulacidja, a plazma koleszterol és a vér
gliik6z-szintjének pozitiv befolyasolasa miatt (Petersen és mtsai. 2009, Tuohy és mtsai.
2005).

A prebiotikus szénhidratok funkcionalis élelmiszer adalékként is hasznalhatok
példaul a szachardz helyettesitésére, amelyhez képest tobb elény6s tulajdonsaggal
rendelkezik; kevésbé édes, de szamos, egészségre jotékony hatast is képesek kifejteni.
Ezek koziil az egyik legfontosabb az alacsony kaloriatartalom (a szacharéz vagy gliikoz
kivalthatosaga oligoszacharidokkal, az élelmiszerek kaloriatartalmat mintegy 40%-al képes
csokkenteni), tovabba megemlitendd a patogének, toxinok -elszaporodasanak
megakadalyozasara valo képességiik, mivel kompetitiv inhibitor szerepet toltetnek be a bél

epithelidlis feliiletén 1évo kotdhelyeken (Blaut 2002).

A galakto-oligoszacharid prebiotikumokat harom-nyolc galaktoz egységbdl allo
linearis lanc alkotja, altalaban egy gliikdz molekulaval a lanc redukald végén. A laktoz
hidrolizis kinetikus intermedierjeként halmozdédnak fel a transzglikozilacids reakciok
soran, a 3-galaktozidaz transzgalaktozilacids aktivitasa hatasara (Gosling és mtsai 2010). A
transzfer folyamat sordn egy vagy tobb D-galaktozil egység helyezddik at a laktéz D-
galaktoz egységére (Martinez-Villaluenga ¢és mtsai. 2008). A képzodott galakto-
oligoszacharid frakci6 mennyiségét és Osszetételét kiilonb6z6 faktorok befolyasoljak,
ugymint a kezdeti laktoz-koncentracioé (Hsu 2007), az enzim-forras, pH és a hémérséklet.
Glikozidazok és glikoziltranszferazok a két f6 enzim tipusok, amelyek katalizaljdk az

oligoszacharidok szintetikus reakcioit (Srisimarat €s Pongsawasdi 2008).

Lakt6zbol enzimatikus bontas soran képz6dé galakto-oligoszacharid szarmazékok a
laktoszukroéz, laktitol és a laktuloz, melyek emészthetetlenek prebiotikumok az emberi
szervezet szamara (Vera és mtsai. 2011). A laktoszukroz transzfruktozilacioval képzddik

laktdzbol és szacharozbol.
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6. abra: A laktoszukroz (laktozil-fruktozid) szerkezete

A laktitolt (nem redukalé diszacharid cukoralkohol szarmazék, 4-O-B-D-
galaktopiranozil-D-glucitol) a laktozban talalhaté D-gliikoéz egység kémiai redukcidjaval
(hidrogénezésével) allithatd eld, szerkezetében a galaktopiranozil gylirithdz egy glucitol
egység kapcsolodik. Mesterséges édesitoként hasznéljdk, a glikozidos kotés hasitasa
(galakt6zzd és szorbitolld vald hidrolizise) a vékonybél emésztéenzimjei altal nem

kovetkezik be.

HO OH HO

HO o)
OH

OH
HO

OH

7. abra: A laktitol (4-0-a-D-galaktopiranozil-D-glucitol) szerkezete

A laktuloz (4-0-D-fruktofurandz) a tejipari feldolgozas eredményeként képzddik, és
tejben valamint a savoban is jelen van. Tanulmanyok igazoltak, hogy a tej melegitése (110-
150°C) soréan a laktéz izomerizaci6 utjan alakulhat at laktulozza, és részt vehet Maillard-
reakcioban is (Fox 1997). A laktuléz a vékonybélben nem emésztddik, potencialis
prebiotikus hatdsa van ¢és nincs hatdssal a vér cukor- vagy inzulin szintjére, tehat

cukorbetegek is fogyaszthatjak (Wrolstad 2012).
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8. abra: A laktuloz (4-0-B-D-galaktopiranozil-B-D-fruktofurandz) szerkezete

A galakto-oligoszacharid fogyasztasrol kimutattak, hogy szignifikans egészségiigyi
elonyokkel jar; ezen pozitiv sajatsagainak koszonhetd a funkcionalis €lelmiszeriparban
vald elterjedése fermentalt tejtermékekben, kenyerekben, édességekben és kiilonféle

italokban.

Probiotikumok

A WHO (World Health Organization, Egészségiigyi Vilagszervezet) meghatarozasa
szerint a probiotikumok olyan ¢él6 mikroorganizmusok, amelyek ha megfeleld
mennyiségben vannak jelen a gazdaszervezetben, az egészségre jotékony hatdssal birnak,
ez magaban foglalja a gasztrointesztindlis fertdzések, gyulladdsos bélbetegségek
csokkentését, valamint az immunrendszer erdsitését, tovabba gatat szabnak a patogén

mikroorganizmusok elterjedésének (Parvez és mtsai. 2006).

Tobbféle faj és nemzetség tekinthetd potencialis probiotikumnak, azonban a
legfontosabb csoport, az altalunk is hasznalt a tejsavbaktériumok (Rivera-Espinoza és
Gallardo-Navarro 2010).

A probiotikumok WHO és a FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, magyarul az Egyesiilt Nemzetek Elelmezésiigyi és Mezdgazdasagi
Szervezete) kritériumai alapjan a legfontosabb tulajdonsagok a gyomor- és epesav
rezisztencia, a mukédza (nyalka) és epithel- (ham)sejtekhez vald tapadas képessége, €és a
potencidlis patogén baktériumok ndvekedésének gatldsa. A manapsag elérhetd probiotikus
¢lelmiszerek nagy része tejalapu (a joghurt és a joghurt- alapu termékek a probiotikus
szervezetek a legnépszeriibb hordozo kozegei (Dave és Shah 1997)), azonban voltak

probalkozasok gabonafélék bevonasara is (LeBlanc és Todorov 2011).
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2.3 Enzimatikus folyamatok alkalmazasi lehetdségei a glikozidos kotés

hidrolizisére

Az enzimek (természetes polipeptidek) a szervezet biokatalizdtorai, minden ¢él6
sejtben jelen vannak, és ott az anyagcsere-folyamatokban vesznek részt. Az enzimek
szubsztrat vagy reakcio specifikus tulajdonsagokkal rendelkezd természetes katalizatorok,
tehat csak adott vegyiilet, vegyiiletcsoport atalakulasat vagy biokémiai reakcio

lejatszodasat segitik.

Az enzimeket a Nemzetkozi Biokémiai Unid Enzimologiai Albizottsaga (EC)
javaslata alapjan a kovetkez6 hat fOcsoportba soroljuk: oxido-reduktazok (ECI1),

transzferazok (EC2), hidrolazok (EC3), liazok (EC4), izomerazok (EC5) és ligdzok (EC6).

A kutatasaink soran felhasznalt B-galaktozidaz (EC 3.2.1.23) — trivialis nevén
laktaz - enzim a hidrolazok csoportjaba tartozik (Boeris és mtsai. 2012). A hidrolazok
lebontasi (hidrolizis) folyamatokban vesznek részt és a szubsztrat kovalens kotéseit viz
részvételével reverzibilisen bontjak. A hidroldzok csoportositasdra a szubsztratokban
hidrolizalt kotés szerkezete alapjan lehetséges; a glikozidazok a szénhidrat szarmazékok O-
glikozid, N-glikozid és S-glikozid kotéseit hidrolizaljak. A B-galaktozidaz a glikozidazok
csoportjaba tartoz6 enzim, amely a galaktdoznak azon szarmazékait (lakt6z) hidrolizélja,
amelyekben a glikozidos kotés P-térallassal rendelkezik. A laktéz hidrolizisén kiviil,
galakto-oligoszacharidokat is képes szintetizalni (Jochems és mtsai. 2011). A B-
galaktozidazok a glikozil hidrolazok csaladjaba tartoznak (GH1, GH2, GH35, GH42)
(Génzle 2012), biotechnologiai felhasznalasuk (€lelmiszeripar, tejipar) a tejben és édes-
savoban kifejtett katalitikus laktéz bontason (hidrolitikus) alapul. Hagyomanyos
felhasznalasuk mellett az utobbi években keriilt el6térbe transzgalaktozilacids aktivitasuk

is, amely soran funkciondlis galaktozilalt vegyiileteket szintetizdlnak (Oliveira és mtsai.
2011).
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B-GALAKTOZIDAZ

HIDROLIZIS TRANSZGALAKTOZILACIO
TEJ SAVO GOS EGYEB
LAKTOZ/GALAKTOZ
EDES Aspergillus spp. KIuy\I/zzzr:yces S7 A’RM AZEKOK
SAVO Lactobacillus
bulgaricus Lactobacillus
plantarum LAKTULOZ:
Kluyveromyces spp.
Bifidobacterium Kluyveromyces lactis
Arthrobacter sp. i
LAKTOSZUKROZ:
Pseudoalteromonas sp. Bacillus
. stearothermophilus Bacillus circulans
Bacillus
Stearothermophilus GAL-SZORBITOL:

Kluyveromices lactis

9. ébra: B-galaktoziddzok biotechnoldgia alkalmazasa: kiilonb6zd mikrobioldgiai

forrasokbol izolalt enzimek felhasznalasanak lehetdségei (Oliveira és mtsai. 2011)

A galatozidazok transzgalaktozilacios aktivitasuk kovetkeztében maximalisan képz6do
galakto-oligoszacharid mennyiséget kiilonféle faktorok befolyasoljak, ugymint a
szintézishez hasznalt enzim forrdsa (Cardelle-Cobas és mtsai. 2011), kezdeti laktoz
koncentracié és a reakcié koriilményei. A legnagyobb mértékli galakto-oligoszacharid
képzddés 50-80%-os laktdz hidrolizis mellett valosul meg (Neri és mtsai. 2009).

A P-galaktoziddz szamos ¢€l0  szervezetben megtaldlhatd;  tobbek  kozott
mikroorganizmusokban, egyes gombakban, ndvényi és allati sejtekben (Vasiljevic és Jelen
2002). A tudomanyos vizsgalatok eredményei alapjan egyre tobb mikroorganizmusrol
deriil ki, hogy potencialis B-galaktozidaz forrdsok lehetnek. Ezekbdl persze csak néhany

alkalmas ¢élelmiszeripari felhasznélasra.

A kereskedelmi forgalomban hasznalt [-galaktozidaz enzimek kiilonb6z6
forrasokbol szarmazhatnak, de leggyakrabban gombakbol, példaul Aspergillus oryzae, A.
niger és élesztégombakbol, példaul Kluyveromyces lactis, K. fragilis izolalnak (Xu és
mtsai. 2012), mivel ezen fajok produktivitasa elfogadhatd, az enzim relative konnyen

kinyerhetd, tovabba emberi fogyasztasra alkalmasnak és biztonsagosnak elismertek
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(GRAS statusz), ami az élelmiszeriparban egy elsddleges kritérium (Freitas és mtsai.
2011).

A K. lactis-bol kivont B-galaktozidaz (LAC4 gén kodolja) napjainkban nagy
érdeklddés kozpontjaban all a savo-tjrahasznositas korében. Kozel neutralis pH optimuma
van (6,0-7,0), ezért széles korii felhasznalast biztosit; kivaloan alkalmas példaul a tejben
1év6 laktoz hidrolizisére is, mar csak azért is, hiszen a tej K*-t és Mg?* tartalommal is
rendelkezik, amelyek az enzim aktivitasat elésegitik. Elénye az A. niger-hez képest, hogy
magasabb az enzimaktivitdsa, hatranya, hogy mivel intracellularis kozegben talalhato,
eloallitasa koltsége magasabb. Az Aspergillus fajokbol izolalt enzim az extracellularis
kozegben talalhato, és savas tartomanyban van pH optimuma (2,5-5,4), ezért tilnyomod
részt a sajtgyartds soran melléktermékként képzddott savo hasznositdsara hasznaljak.
Funkciondlis  élelmiszeripari  felhasznalasuk  szempontjabol  megemlitendék a
tejsavbaktériumok  (beleértve laktokokkuszok, streptokokkuszok, laktobacilluszok
valtozatos csoportjat) és a bifidobaktériumok is, amelyek ugyancsak biztonsagos [3-

galaktozidaz forrasoknak tekinthetok.

Molekula
pH Optimalis
Enzimforras tomeg ] Aktivatorok Inhibitorok
3 optimum hémérséklet
(*10° kDa)
(’C)
Kluyveromyces K*, Mg™,
v ] d 228 6,5-7,3 35-37 3 Ca’*, Na'
lactis Mn

1. tablazat: A B-galaktozidaz enzim miikodésének optimalis paraméterei

(Quinn és mtsai. 2001)

Az enzim miikodés szempontjabol fontos tényezd a pH tartomany megvalasztasa.
Az enzimatikus laktdz bontas soran két monoszacharid képzddik. Kontrollalt koriilmények
(pH és homérséklet) kozott a pH valtozasa nem jelentds, azonban mikrobiologiai bontas
soran a tovabbi bontasi reakcidok termékei (piroszOldsavbol esetlegesen képzddo tejsav €s a

dekarboxilezési reakciok szénsavas terméke) a pH jelentds csokkenését eredményezi, ami
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az enzimatikus aktivitas csokkenésével jar. Ez magyardzza a mikrobiologiai bontds gyenge

hatékonysagat (Tej és tejtermékek).

Az enzimek jelentds része hig sdoldatban hatékonyabban miikddik, mivel az enzim
aktiv konformaécioja stabilizalédik és ennek kovetkeztében a reakcid sebesség is nd. Az
oldott és disszocialt sok kationjai vagy anionjai is gyakorolhatnak az enzimekre aktivald
hatast, a fémek beépiilhetnek az enzimek molekuldba, tobbek kozott a magnézium ionok

esetén figyelheté meg ilyen jellegli aktivalo hatés.

A laktoz hidrolizise B-D-galaktozidazzal:

A laktéz bontas mechanizmusat elészor Wallenfel irta le, aki E. coli-bdl izolalt laktaz

enzimet hasznalt. A folyamat elsé 1épése a laktoz glikozza és galakt6zza torténd

hidrolizise.
OH ol OH
0
OH ] 0
O B-D-galaktozidiz 0 OH
00 OH OH + oH
OH HO OH
OH
OH OH OH
OH
Laktéz 0. D glitkéz B-D-galaktéz

(B-D-galaktoz -o-D-glitkoz)

10. abra: A laktdz hidrolizis folyamata

Ezt kovetden a glikoz glikolitikusan, a galaktoz pedig a Leloir-titvonalon (Sellick és mtsai.
2008) alakul tovabb. P-D-galaktozidaz katalitikus része a glutaminsav, amely proton

donorként és nukleofil/bazisként van jelen a reakcioban.

1. Els6 1épés az enzim-galaktozil komplex forma kialakuldsa, és ezzel egyidejli

gliikoz-felszabadulés.
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Masodik 1épésben egy hidroxil csoportot tartalmazé akceptor transzferalodik az
enzim-galaktozil komplexre. Az akceptor (R-OH) pl. viz, hidrolizis soran
felszabaditja a galaktozt. Az akceptor masik cukor komponens is lehet, ebben az

esetben di-, tri- vagy poliszacharid képz6dik (Quinn és mtsai 2001).

O*c/
o |
OH enzim OH
o)
+ o
e HO
HO
OH Z
0 OH OH
|
T
enzim
H,0
OH Y
HO OH
0 HO °
HO +
Y HO .
OH OH OH o

11. abra: Az enzimatikus laktéz hidrolizis folyamatabraja

2.4 A human szervezet lehetséges laktéz bontasi zavarai

A laktdzintolerancia és laktdz malabszorpci6 a vilag feln6tt lakossaganak tobb mint

75%-4at érintd jelenség; koszonhetéen a P-galaktozidaz enzim teljes hidnyanak, vagy

csokkent aktivitasanak (Nichele és mtsai 2011). Megfelelé laktaz-aktivitassal rendelkez6

egyénekben a bevitt laktéz megemésztddik a vékonybélben. Laktdz-hidny betegségben

szenvedd emberek esetében a laktdz aktivitdsa nem elegendd, hogy elhidrolizélja a teljes
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bevitt a laktéz mennyiség 100% -at. Ilyenkor a rezidualis laktoz eléri a vastagbelet, ahol
bakteridlis B-galaktoziddzok 4ltal kettéhasitodik gliikdézza ¢€s galaktdozza, majd a bél
mikroorganizmusai fermentéljak, mely folyamat klinikai tiinetekhez vezet (Castro és mtsai.
2011). A bakterialis laktéz fermentacié koztes metabolitjai példaul a laktat, etanol és
szukcinat, végtermékei pedig rovid szénlancu zsirsavak, kiilonféle gazok, mint hidrogén,

szén-dioxid, és metan (Venema 2011).

A laktoz felszivodasi zavarokat a tlinetek sulyossagatol fiiggden tobbféleképpen
lehet definialni, hiszen a zavarok nem feltétleniil, de okozhatnak kellemetlen
gasztrointesztinalis  tiineteket (Brown-Esters és mtsai. 2012). Ennek alapjan
kiilonboztethetd meg a laktaz-deficit, a laktoz malabszorpcid, vagy a laktdz intolerancia
jelensége (Shaukat és mtsai 2010). A kiilonboz6 tiinetek sulyossaga variabilis, az egyéni
tolerancia kialakulasaban - a laktaz aktivitison kiviil — egyéb faktorok is szerepet
jatszanak, ugy, mint a kor, a nem, az elfogyasztott laktéz mennyisége illetve kiilonb6z6
bélmiikddési rendellenességek. A betegség genetikailag determinalt és gyakorisaga

korrelaciot mutat az adott népesség eredetével (Szilagyi 2002).

A laktoz felszivodasi zavarok az alacsony kalciumbevitel miatt rizikofaktorai
lehetnek egyéb kronikus betegségek, példaul a hipertenzido kialakulasanak, ezért
taplalkozasi szempontbdl fontos, hogy a laktdz-érzékeny egyének is jussanak kelld
mennyiségli tejhez, illetve megvaltoztassdk étrendi szokésaikat. Lehetséges alternativak
példaul az étkezés kozbeni tejfogyasztds, aktiv kultardkat tartalmazo joghurtok, sajtok,
csokkentett laktdz-tartalmu tejtermékek fogyasztasa, laktaz-kiegészitok bevétele laktoz

tartalmu ételek fogyasztasa elott.

2.5 A laktoz atalakitas lehetséges kémiai és enzimatikus modszerei

A B-galaktozidazokat tobbféle modon fel lehet hasznélni laktoz-hidrolizisre tejben
illetve savoban. Az eljaras megvalasztasa fiigg a szubsztrat természetétdl és az enzim
tulajdonsagaitol. A legegyszeriibb eljaras - amelyet a csokkentett laktdz-tartalmu tejeknél
is alkalmaznak — az egyszer-hasznalatos, oldott enzimek altali hidrolizis. A folyamat
hatranya, hogy jelentds mennyiségli enzimet igényel, emiatt nem til gazdasagos. Az
enzimek immobilizalt formaban is reakcioba vihetdk, amely folyamatban az enzim

kémiailag vagy fizikailag kotott egy szilard (homogén) matrixhoz, vagy membran-alapt
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rendszerhez. Ez az eljaras lehetdvé teszi az enzimek ismételt felhasznalasat (Haider és

Husain 2009).

A laktozmentes, ultramagas hémérsékleten kezelt tejek (LF-UHT) eléallitasa soran,
a hatékonysag novelésére kiillonboz6 lehetéségek vannak, mint példaul az enzimatikus
hidrolizist megel6z6 bizonyos mennyiségli laktoz-tartalom kivondsa, vagy eltérd eredetli
enzimek haszndlata. Kutatasokban igazoltdk tovabba, hogy a hidrolizist megel6zd
melegitéssel a lizin — esszencialis aminosav — jelentOs vesztesége kikiiszobolhetd (Ruiz-
Matute és mtsai 2012). A laktéozmentes tejek nagymennyiségii redukalé monoszacharidot
tartalmaznak, ami hajlamosabba teszi Oket a romlasra, mint a kozonséges UHT tejet.
Ennek oka, hogy a Maillard-reakcié soran a monoszacharidok reakcioképesebbek, mint a
laktoz (Harju és mtsai. 2012).

A laktoz hidrolizise erds savak hig oldatdval is lehetséges. A nem redukald
diszacharidokhoz képest, a laktoz relative ellenallo a savas hidrolizisnek. A reakci6 kezdeti
termékei egyenld aranyban monoszacharid komponensek, gliikoz és galakt6z. A hidrolizis
mértéke az 1d0, a homérséklet és a koncentracid fliggvényében valtozik. A nem-
emzimatikus laktoz-atalakitds egy masik lehetséges modja a Lobry-de-Bruyn—van-
Alberda-van-Ekenstein izomerizacid, amely soran a laktdzbdl kiilonb6z6 savak és egyéb
cukrok képzddnek. Harmadik féle nem-enzimatikus laktoz-atalakitasi folyamat a Maillard

reakcio, amely soran a laktoz tej kazeinekkel reagal (Baptista és Carvalho 2004).

2.6 A gliikoz enzimatikus atalakitasa fruktézza

A gliikoz atalakitasa fruktozza enzimatikus Gton, gliikéz izomerazzal (EC 5.3.1.5)
lehetséges. A reakcid reverzibilis, a folyamat eredményeképp fruktoz képzodik (Moreau és

mtsai. 2000).

A gliik6z izomeraz (vagy mas néven xiloz-izomeraz, Borgi és mtsai. 2004) enzimet
altalaban  Streptomyces baktériumokbol (pld. Streptomyces murinus-bol), illetve
Arthrobacter fajokbol izolaljak (Lee és Hong 2000), de kinyerhetok Flavobacterium és
Bacillus fajokbol is (Tiikel és Alagdz 2008). A glikkéz izomeraz optimalis hémérsékleti
tartoméanya 60-80°C, optimalis pH tartomanya 7,0-7,5, aktivatorai irodalmi adatok alapjan
a Mg®*, Mn?" és Co?* (Gaily és mtsai. 2010).
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12. abra: A gliik6z izomerizéacidja fruktozza

2.7 Kromatografia attekintése és médszerei a szénhidrat analizisben

A XX. szazad elejétdl kezdve a kromatografids ¢és altalaban a kiilonb6z6
elvalasztastechnikai moddszerek jelentds fejlddésnek indultak. A hatvanas években a
folyadékkromatografia miiszeres analitikai eszkdzeinek és az oszloptoltetek fejlesztésével
kialakult a nagy hatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC), amely a kromatografia
modszereit €s gyakorlatat teljesen 0j alapokra helyezte. A HPLC fejlodése, eldrehaladasa
tette lehetdvé az oligoszacharidok hatékony analitikai meghatarozasara alkalmas eljarasok
kidolgozéasat is. Szénhidrat analizisre, kimutatdsdra a megbizhatosaga, pontossaga,
elvalaszté képessége €és gyorsasaga miatt a legalkalmasabb a HPLC eljaras (Ferreira és
mtsai. 1998). A folyadékkromatografias vizsgalatok céljaira szamos detektalasi modszer
alakult ki, amelyek koziil a leggyakrabban hasznalatosak az ultraibolya-lathaté (UV-VIS)
tartomanyban a fényelnyelésen alapulo detektorok, a fluoreszcencia mérésén alapuld (RF),
a torésmutat6 (RI) valtozas mérésén alapuld, valamint az elektrokémiai (amperometrias) €s
vezetOképességi, vagy a fényszoras elvén miikodo (ELS) detektorok (Kremmer és Torkos
2010). A preparativ HPLC eljaras lehetévé teszi nagyobb mennyiségli szénhidratok
elvalasztasat és tisztitasat. A fényszoras elvén miikodd ELS (Evaporation Light Scattering)
detektor a vizsgalt minta komponens fénytorési tulajdonsagait hasznalja fel a detektalasi
folyamatban és alkalmazasa elsGsorban az UV/VIS aktivitassal nem rendelkezé vegyiiletek

meghatdrozasara terjed (Ziad el Rassi 1995).

A vizsgalatok elvégzéséhez az ELS detektort alkalmaztuk. Az ELS detektorok a
folyadékkromatografids eljarassal elvalasztott komponenseket tartalmazd aramlo fézist
porlasztjak, adott hullamhosszusagu fénnyel valdé megvilagitdsa sordan a fényszorodas
mértékét hasznaljak az analitikai paraméterek meghatdrozasahoz, azonban a modszer
kevésbé érzékeny, mint az UV-VIS detektalas (Lucena és mtsai. 2007, Beilmann és mtsai.

2006). Szénhidratok analizisére a folyadékkromatografidban hasznalatos torésmutatd és
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elektrokémiai detektoroknal az ELSD pontosabb, megbizhatobb, gradiens elucié mellett

torténd detektaldsi lehetdséget biztosit (Corradini 2011).

gazbemenet detektor

eluens — o

fényforras

kivezeto

13. abra: Az ELSD detektor felépitése
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3. Alkalmazott Kkisérleti modszerek és koriilmények

3.1 Mikrobiolégiai uton torténd laktéz bontas

3.1.1. Baktérium kultirak novekedésének optimalizalasa

Mikrobiologiai kutatasaink soran Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, és
Streptococcus thermophilus probiotikus hatast tejsavbaktériumokat hasznaltunk fel,

melyek mindegyike elfogadott élelmiszeripari szempontokbol is.

A harom tejsavbaktérium izoldtum laktéoz bontd hatékonysdgat vizsgaltuk, 1,0-3,0

cyey

szolgalva adtunk pepton fehérjét) mellett. A mérést 24 o6ran keresztiil végeztiik, denzitas
mérés 0-10. h kozott oranként, majd az utolsé Ordban (24.) tortént. Az eldzetes

mikrobiologiai hatds szempontjabdl (magas denzitds, alacsony pH) a 2 és 3 g/100ml

crer

ezen mintak analitikai vizsgalatat végeztiik el.

3.2 Enzimatikus laktoz hidrolizis

Az enzimek miikddését tobb kornyezeti faktor (pH, hdmérsékelet, reakcid kozeg) képes
befolyasolni, emiatt sziikséges az enzim mikodésének optimalis koriilményeit

meghatarozni.

3.2.1. Enzimaktivitas és pH optimum meghatarozasa spektrofotometrias titon

Az enzimatikus bontashoz a Kluyveromyces lactis éleszté kultirabol izolalt laktozim
enzimet hasznaltunk (2600 UN aktivitas, G3665-50ml, Sigma), melynek optimalis
hémérséklet tartomanya 35-37°C, az optimalis pH tartoméany pedig 6,5-7,3, irodalmi

adatok alapjan (2.4 fejezet, 2. szamu tablazat).

Az enzim mukodését pH=4,5 — 7,3 kozott vizsgaltuk, a pH-tartomany megvalasztasa az
enzim optimalis pH tartomdnyan beliil tortént, figyelembe véve, hogy a tejtermékek
fermentacidja sordn torténd pH csokkenés (pH 6,8 — 4,5) hatdssal van az enzim

mukodésére.
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A pB-galaktozidaz  aktivitds  meghatdrozdsa  spektrofotometridas ~ moddszerek

alkalmazéséval tortént, V-650 tipusu spektrofotométerrel, 416 nm hullamhosszon.

Az enzim aktivitast a bontasi reakciésebesség mérésével hataroztuk meg, amely soran
o-nitrofenol-B-D-galaktozid glikozidos ko6tését hasitottuk az elére meghatarozott kisérleti
koriilmények kozott. Az adott id6 alatt termelddott o-nitrofenol fotometriasan
meghatarozott mennyiségébdl a Michaelis-Menten illetve Lineweaver-Burk dsszefiiggések
alapjan a Vpax (maximalis bontdsi sebesség) Ky ¢€s az enzim aktivitas értékei
meghatarozhatok. A kinetikai vizsgalatokat a 2-10 perc intervallumon beliil, 37°C-on,
Mg**-, K*-aktivatorok jelenlétében 0,5-10 mM szubsztrat koncentracid sorral kiilonbozd

pH értékeken mérve az enzim aktivitds és a f6bb kinetikai paraméterek valtozasat.

OH OH
—galaktozidaz
HO 0 B&’ HO o
(6] +
HO HO HO
- + - +
OH O—N OH O—N
\\
\\
fe) O

OH

14 . abra: o-nitrofenol-B-D-galaktozid enzimatikus hidrolizise

3.2.2. Szénhidrat analizis HPLC-ELSD-vel

A kisérletek soran HPLC moddszereket alkalmaztunk szénhidratok kvalitativ és
kvantitativ  detektalasara. A kromatografids méréseket Shimadzu LCMS-2010EV
késziilékkel és gazfazist fényszorason alapuld detektalds (Polymer Laboratories, PL-ELS-
2100) mellett végeztiik el Prevail (250x4,5, 5um) oszlop felhasznalasaval, gradiens
elucidval, 0,8 ml/perc aramlasi sebességgel. .Az alkalmazott gradiens program a kovetkezd
volt laktoz hidrolizis, és gliikkdz izomerizacio vizsgalata esetén: t(B%): 0(70)-15(62)-
17(70)-21(70), illetve a mannit fermentativ képz6désének nyomon kovetésekor: t(B%):
0(85)-20(50)-27(85)-35(85). A detektalasi koriilmények a kdvetkezok voltak: parologtatasi
hémérséklet 90°C, kodképzési hémérséklet 50°C, 1,2 1/perc nitrogén aramlasi sebesség

mellett.
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3.2.3. 10j4

mértékére

A pB-galaktoziddz enzimet kiillonb6z6 koncentracidkban; higitatlanul, 0tszords,

tizszeres, huszonotszordsére, Otvenszeresére, szazszorosdra higitva vizsgaltuk, 2 pl/ml
mennyiségben adagoltuk a laktéz oldathoz (0,1 M KH,PO, pufferben; pH=6,8). Az

enzimatikus bontast 37°C homérsékleten, az enzim optimalis pH-jan (pH 6,8), 24 6ran
keresztiil hajtottuk végre.

3.2.4. pH-érték-valtozas B-galaktoziddz enzimre gyakorolt hatasa

Az enzim laktdz-bontasi hatékonysagat 5,5-7,5 pH tartomanyban vizsgaltuk. A lakt6z

mintakhoz higitas nélkiil 2ul/ml koncentracioban adtuk az enzimet.

3.2.5. B-galaktoziddz enzimaktivitdsdnak novelése enzim pH optimuma alatt (pH

5,5) magnézium-ion aktivatorral

A kisérleteink soran magnézium sot (MgCl,) hasznéltunk 1-10 mM koncentracidban,

kontrollként MgCl, nélkiil késziilt enzim oldatot hasznaltunk.

3.2.6. B-galaktozidaz enzim hatékonysiganak novelése zselatin hozzdad4dsaval

Az enzim mikodés hatékonysaganak ndvelése céljabol 1%-0s zselatint adtunk a
mintakhoz pH 6,8 (az enzim pH optimuma) és pH 55-6n. Az enzimet 2pl/ml

koncentracioban, higitatlanul és tizszeresére higitva alkalmaztuk.
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3.2.7. B-galaktoziddz enzimaktivitdsdnak ndvelése MgCl, és zselatin kombinécidja

jelenlétében

MQgCI; és zselatin kombinacidjanak az enzimmiikodésre gyakorolt vizsgalata soran pH
5,5 és 6,8 pH tartomanyt vizsgaltuk. A laktéz mintakhoz két koncentracioban adtuk a f3-

galaktozidaz enzimet, higitas nélkiil és tizszeresére higitva.

3.2.8. B-galaktoziddz mukodésének vizsgalata kiillonbozo élelmiszer matrixban

A matrix-hatas vizsgalatok soran a laktéz enzimatikus (B-galaktozidaz) hasitasara
kidolgozott kisérleti koriilmények optimalizalasat végeztiik az €élelmiszer méatrixhoz kozeli

modellek — fehérje, szénhidrat, névényi olaj kozegek — alkalmazasaval.

KH,PO, pufferben (pH=6,8). A tizszeresére higitott enzim oldat (216,6 UN) 20 pl
mennyiségét adagoltuk a laktoz tartalmu mintdkhoz, amelyek egyenként 1% keményitot,
zselatint és novényi olajat (étkezési napraforgd olaj) tartalmaztak puffer oldatban. Az

enzimatikus bontést 37°C hdmérsékleten temperalva 24 6ran keresztiil hajtottuk végre.

3.2.9. Valds minta-tejcukor koncentratum [B-galaktoziddzzal végzett enzimatikus

hidrolizise

Val6és minta, Kuntejtdl szarmazé tejipari melléktermék- laktoz koncentratum,
enzimatikus hidrolizisét vizsgaltuk, a P-galaktozidaz optimalis mikodési koriilményei
kozott. A kiindulasi pH 5,9, a kiindulédsi laktdéz-koncentracidé 16 g/100ml volt. A
vizsgalatot pH beallitas mellett (pH 6,8) végeztik el, 2 pul/ml higitatlan enzim

hozzaadasaval.
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3.3 A gliikéz enzimatikus atalakitasa frukt6zza, gliikoz izomeraz enzimmel

A folyamat soran Streptomyces murinus-bol izolalt Sweetzyme enzimet (Sigma
G4166-50G, 350 UN) hasznaltunk immobilizalt formdban az elhidrolizalt lakt6zbol
szarmazé gliikoz atalakitasara. A gliikkoz izomerizaciojat pH 6,8-on, 37°C és 70°C-on, 10-
50 mg/ml enzim koncentracié mellett vizsgaltuk. Az enzim hatékonyabb miikodésének
érdekében magnéziumot (MgCl,, SmM koncentracidban), és 1% zselatint adagoltunk a
mintakhoz. A reakcié id6 24-48 ora volt. Az enzimaktivitds meghatarozasat kiilonbdzo

hémérséklet, illetve valtozo enzim és magnézium koncentracié mellett vizsgaltuk.

3.4 A fruktoz mikrobialis fermentacidja

A fruktoz mikrobialis fermentacidja soran Leuconostoc és Lactobacillus torzsek

mannit- termelésének vizsgalatat végeztiik fruktan szubsztraton.

Felhasznalt baktériumok a Leuconostoc citreum (DSM 5577), Leuconostoc
pseudomesenteroides (DSM 20193) és Lactobacillus brevis (DSM 20556), az alabbiakban

ismertetett tapoldatokban és taptalajokon lettek tenyésztve.

Az alkalmazott tapoldatok Osszetétele:

2.

MRS (de Man, Rogosa and Sharpe Agar)
tapoldat
Tapoldathoz Koncentracié
hozzaadott komponens (a/h
proteaz pepton 10
marhahus kivonat 10
¢lesztd kivonat 5
poliszorbat 80 1
ammonium-citrat 2
natrium-acetat 5
MgSQO, 0,1
MnSQO4 0,05
K,HPO, 2
fruktoz 40
gliikoz 20

tablazat: MRS tapoldat 6sszetétele (Otgonbayar és mtsai. 2011)
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Simplified production (SP) medium
Tapoldathoz Koncentracio
hozzaadott komponens (a/l)
tripton 10
¢lesztd kivonat 10
K2HPO4 2
MgSQO, 0,2
MnSO, 0,01
fruktoz 100
gliikoz 50

3. tablazat: Simplified production tapoldat 6sszetétele (Weymarn és mtsai. 2002)

Simplified medium
Tapoldathoz Koncentracio

hozzaadott kKomponens (a/h
tripton 10
¢lesztd kivonat 5
K2HPO, 2
MgSO, 0,2
MnSQO, 0,01
CaCl, 0,02
NaCl 0,02
fruktoz 30
gliikoz 15

4. tablazat: Simplified tapoldat Gsszetétele (Otgonbayar és mtsai. 2011)

Alkalmazott taptalajok:

1. tapoldat: MRS
2. tapoldat: Simplified production (SP) medium
3. tapoldat: Simplified medium

A fermentacio soran alkalmazott hdmérséklet minden vizsgélatnal 30 C° volt. Denzitas
mérés 0, 4, 8, 24 és 48 ora elteltével, csiraszam meghatarozas 0, 8, 24 és 48 ora elteltével

tortént.
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Elért eredmények és értékelésiik

4.1. Mikrobioldgiai uton torténd laktoz bontas

41.1. Baktérium kultirak névekedésének optimalasa

A mikrobioldgiai vizsgalatok soran (pH, denzitds) a harom tejsavbaktérium koziil,
mindharom pepton koncentracid esetén, a Streptococcus thermophilus érte el a legnagyobb
novekedést. A szaporodds mértéke a 2 és 3%-os pepton koncentracid esetén adodott a

legnagyobb mértékiinek, emiatt csak ezek a mintak keriiltek analitikai vizsgalatra.

45
&
§ 4
-§ 3,5 —o—S. thermophilus P1
SR ~=-S. thermophilus P2
%; - —4—S. thermophilus P3
2 —¥=L_.casei P1
2
=>=|_.casei P2
15 =0—L.casei P3
1 L.acido P1
0,5 L.acido P2
0 L.acido P3
1d6 (h)

15. abra: A baktériumok novekedési gorbéje 1-2-3%-os pepton koncentracion

Az analitikai vizsgélatok soran kapott 2 és 3 g/100 ml peptont tartalmazd mintak
eredményeit az alabbi abrdkon (17. €s 18. éabra) taldlhatoak. A leghatékonyabb laktoz
bontod hatast a mikrobiologiai eredményekkel korrelalva, a Streptococcus thermophilus
mutatta. A kezdeti 4 g/100ml laktéz koncentraciorol 2,87 illetve 2,85 g/100ml értékre

csokkent ezekben a mintakban, mely 28-35%-os laktoz hidrolizisnek felel meg.
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16. abra: 2 g/100 ml peptont tartalmaz6 mintak eredményei
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17. abra: 3 g/100 ml peptont tartalmaz6 mintak eredményei
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4.2. Az enzimatikus laktéz hidrolizis vizsgalata

42.1. Enzimaktivitas és pH optimum meghatirozasa spektrofotometrias titon

A vizsgalat soran a laktozim enzim aktivitasat kiilonb6zé pH-értékeken (4,5-7,3)
vizsgalva, 37°C-on és K'- é Mg aktivatorok jelenlétében pH 6,8 esetén kaptuk a
legnagyobb aktivitas értéket (2166 U) amely az enzimre megadott irodalmi értékhez
kozelinek bizonyult (2600 U). Az aktivitas pH-fiiggése fontos informaciot ad a tejtermékek
fermentacidja soran torténé pH-csokkenés hatasara bekovetkezd enzim aktivitas
csokkenésére: a kiindulasi tej pH-ja 6,8-6,9 értéktdl csokken pH=4,5-5,0 tartomanyba, ami
az enzim aktivitdsdnak csokkenését eredményezi (pH=6 esetén 500 U aktivitds mérhetd,

pH=4,5 esetén nem mérhetd az enzim aktivitasa).

0.19F T T T T T T T T T _'_._._‘__,_:-.
_—"""pH6.8
0.1 / i
.»-"‘/
0.0 ~ pH 6.5

0.04
< oot .
£ S *
S o004 pH7.3
e
\g, 0.04 i
>
0.04 -
0.03; .
pH 6
0.0
0.0 i
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
¢ (mmol)

18. abra: A reakcidsebesség valtozasa a szubsztrat koncentracid fiiggvényében a 0-10

mmol koncentracio6 tartoméanyban kiilonb6z6 pH viszonyok esetén.
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pH V max Kwm—allandé | Enzim aktivitas (U)
(mM*min™) (mM)

4,5 - - -

6,0 0,026 2,9 433

6,5 0,1 1,908 1666

6,8 0,13 1,837 2166

7,0 0,09 1,46 1500

7,3 0,08 1,44 1333

5. tablazat: a 18. dbra gorbéi segitségével szamitott kinetikai paraméterek valtozasa a

pH fliggvényében

Aktivitas (U)

2500
2000 +
1500 +
1000 +

500 +

4,0 4,5 50 55 6,0 6,5 7,0 75

pH
19. abra: A B-galaktozid4dz enzim aktivitasdnak valtozasa a pH
fliggvényében
4.2.3. A [B-galaktoziddz enzim koncentracidjanak a lakt6z hidrolizis mértékére

gvakorolt hatdsa

Ipari szempontbol, az enzimek magas ara miatt, fontos meghatarozni azt a
minimalis enzim koncentracié mennyiségét, amely mellett még hatékonyan jatszodik le a
kivant reakcio, esetiinkben, a laktoz hidrolizis. Az alabbiakban kiilonb6z0

enzimkoncentraciokat vizsgaltunk az f-galaktozidaz optimalis koriilményein.
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A higitatlan és 6tszords higitast enzim felhasznalas esetén 100%-o0s hidrolizist értiink el;
az OtszorOs higitds esetén kozel 100%-os, mig nagyobb higitasok esetén a hidrolizis
mértéke jelentdsen elmaradtak a fent emlitett értékektdl. A higitatlan enzim esetén 100%-
os hidrolizist értiink el; a tizszeresére higitott enzimmel végzett vizsgalat is kozel hasonlo
eredményt hozott (99,25%). A szdz- ¢és ezerszeresére higitott enzimek jelentdsen

elmaradtak a fent emlitett értékekt6l.

100,00 1 00.00

L0000 4 09403
B000 4
OO i) 4 55.80
40,00
20,00 4
(1.0

Laktoz hidrolizis mertéke %o

16.17
-,
Iu1.1:?1|:m e - R —
CNTL . 5% B —
lugitsisn Iu1.1t e S0% bosc
eIz enzim Tugatasn higithen 1002
ENZELn enzim ]ugll_n.xn
ETFEn

20. abra: Az enzim koncentracid hatasa a laktoz hidrolizisre

4.2.4. Magnézium és zselatin jelenlétének B-galaktoziddz enzimre gyakorolt
hatasa az enzim koncentraciora és pH-ra

A., Magnézium-ion hatas az enzim koncentraciora

A higitatlan, 6tszords higitdsu enzim felhasznalas esetén 100%-os hidrolizist értiink
el aktivator alkalmazasa nélkiil is; mig a tizszeres higitas esetén 94%, huszondtszords
higitas esetén kozel 55%-0s konverziot. Ebbdl adodoan a tizszeres higitasnal csekélyebb
enzimkoncentracid esetén feltétlentil sziikséges Mg-sok alkalmazasa teljes mértékli
atalakitas kivaltasdhoz, amit kisérletink soran igazoltunk. (21. abra). 100-szoros
enzimhigitas esetén a 2,9 %-os atalakitas hatékonysagat aktivator alkalmazasaval 47 %-ra

tudtuk novelni.
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21. 4bra: A magnézium enzim aktivitdsara gyakorolt hatdsa

B., Enzimaktivitas novelése pH optimum alatt, magnéziumion aktivatorral

A pH optimum alatt a kontrollhoz képest minden MgCl, tartalmii minta esetén

magasabb hidrolizis értéket értiink el. A leghatékonyabb bontasi eredményeket 5 mM

cre

Osszegzi, ahol a tablazatban szerepld értékek az elhidrolizalt laktéz mértékét adjak meg

szazalékosan.
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Laktoz hidrolizis (%)
4,5 % 45 % 4.5 % 45 %
45 % , , , ,
B-galaktozidéz laktoz, laktoz, laktoz, laktoz,
pH ] o laktoz
enzim aktivitas Kontrol 1mM 2mM 5mM 10 mM
oH 2166 UN enzim 3,42 32,20 47,31 87,16 61,41
55 2166 UNenzim | 0,01 2,58 4,26 27,62 4,68
oH 2166 UN enzim 100 100 100 100 100
6.8 2166 UNenzim | 9492 100 100 100 98,33

6. tablazat: A Mg2+ aktivator hatasara torténd bontési hatékonysag valtozas kiillonb6zo

enzim aktivitasu oldatokban

C., A zselatin hatésa a -galaktozidaz enzim aktivitdsara

Az eredmények alapjan (8. tablazat) a zselatin jelenléte az optimumnal alacsonyabb

pH-n novelte az elhidrolizalt lakt6z mennyiségét, az optimalis pH-n a fellépd 100 %-0s

konverzi6 kovetkeztében okafogyotta valt barmilyen aktivator alkalmazasa.
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Laktoz hidrolizis (%)
B-galaktozidaz 4,5 % laktoz 4,5 % laktoz
pH enzim aktivitasa kontrol +1% zselatin
pH 5,5 2166 UN enzim 3,42 17,03
216,6 UN enzim 0,01 11,57
pH 6,8 2166 UN enzim 100 100
216,6 UN enzim 94,92 99,94

7. tablazat: A bontasi hatékonysag valtozasa 1%-os zselatin jelenlétében,

enzimkoncentraci6 fliggvényében

D., Enzimaktivitas ndvelése MgCl, és zselatin kombindcioja jelenlétében

Zselatin és magnézium aktivator kombinacidjaval pH optimum alatt, higitatlan

enzim hozzaadasa mellett kozel 100%-o0s hidrolizist értiink el.

100 4
90 -
a0

60
50 4
40 4
30 4
20 4

1o -
— -

N — e

Laktoz hidrolizis %

: pH=G.8 2166
UM enzim LM enzim

PH=352166  pH=552166  H=6.52166
LT enzim LI enzim

®m Fontroll m 5 mbd MgCl2 + 1% zselatin

22. éabra: Enzimaktivitas novelése MgCl, és zselatin jelenlétében
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4.2.8. Matrix-hatds vizsgdlata a lakotoz hidrolitikus atalakitasa mértékére

crer

tartalmazd mintdban a reakcid végére a laktdéz koncentracid 3,0%-ra (33,3% atalakulas)
csokkent, ami alacsony atalakulds. Az 1 g/100ml keményitdt tartalmazo minta esetén, a
kisérlet végén mért laktéz koncentracio 3,4%-nak adodott (24,4% bontas), ami arra utal,
hogy a keményitdnek inhibicios hatasa lehet a B-galaktozidazra. Az 1 g/100ml zselatin
meghatarozott leghatékonyabb atalakuldsra wutal. Hasonldéan fontos megjegyezni
ugyanakkor, hogy az 1% ndvényi olajt tartalmaz6 minta esetén a bontds utan a maradék
laktoz koncentracidja 0,2% értékiinek adodott. A vizsgalatok sordn kapott kromatografias

(HPLC-ELSD) eredményeket a kdvetkez6 abra foglalja 0ssze:
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23. abra: Matrix-hatas vizsgalat soran kapott kromatografias eredmények

4.2.9.

Valos minta —tejcukor koncentrdtum enzimatikus hidrolizise

Elelmiszer matrixban —tejipari melléktermék, tejcukor koncentratum- kontrollalt pH

mellett végrehajtott laktéz hidrolizis a higitott enzim koncentracio esetén is 100%-nak
adodott, szemben a minta kiinduldsi pH-jan kapott eredménnyel.



+ gliikoz (7,51 min) } \
|

Lakttz lorcentratum
+ anzirm

J| \ pH 6,8

} \ Lak to= koncentratum
[ + @1t
.' pH 5.9
|
00
400 Laktoz (923 man)
300
200
100 J Eentell
u ——
5 10 Pl
15 Eetencids 1o (nan)

24. abra: A laktdz koncentratum enzimatikus hidrolizise

4.2.10. Galakto-oligoszacharidok jelenlétének kimutatdsa

A laktoz hidrolizise soran galakto-oligoszacharidok jelenlétét mutattuk ki kevesebb,
mint 1%-os koncentracidban, amit korabban is megfigyeltek (Neri és mtsai. 2009). A
vizsgalt mintak kozil példaként a pH 6,8, 25-sz6rds higitast enzimet tartalmazo mintat
hozzuk, amit az alabbi kromatogramon kesztéz (GF2), nisztéz (GF3) standardok
segitségével szemléltetiink. A mintaban harmas tagszamu galakto-oligoszacharid jelenlétét
tudtuk kimutatni 0,11 g/100ml koncentracidban. Vizsgalataink elsésorban a laktoz
bontisara iranyultak, az irodalomban kozoltekkel megegyez0 mennyiségli galakto-
oligoszacharidok képzddéséhez az altalunk hasznalt paraméterektdl eltérd korilmények,
pld. pH, szubsztrat-koncentracié, homérséklet sziikségesek. (A legnagyobb mértékii

galakto-oligoszacharid képzddés 50-80%-os laktoz hidrolizis mellett valosul meg.)
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25. abra: A galakto-oligoszacharid képz6dést szemlélteté kromatogram

4.3. A gliikoz atalakitas eredményei

A hidrolizalt lakt6zbdl szarmazo gliikozt, izomeraz enzim felhasznalasaval frukt6zza
alakitottuk kiillonb6zd reakcio kozegekben. Magnézium és zselatin hozzdadasaval nétt az
izomerizacié hatékonysaga. Megkdzelitleg 27%-os novekedést eredményezett 24 oOra

alatt, és 36%-ot a 48 Oras mérés esetén.

5 % hidrolizalt laktoz + Fruktoz atalakulas
3 mg/ml Gl %
70 °C
pH 6,8 24 h 48 h
Img/ml gliik6z izomeraz enzim 6,3 26,9
Img/ml gliik6z izomeraz enzim
+5mM MgCl, 9,5 32,3
3mg/ml gliik6z izomeraz enzim 10,0 27,9

3mg/ml gliikdz izomeraz enzim
+5mM MgCl, 16,2 36,5

8. tablazat: A fruktdz atalakulas szazalékos eredményei
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4.4. Mannit képzés fruktozbol fermentaciés uton

44.1. Leuconostoc torzsek mannit-termelés vizsgalata

A mérés célja az volt, hogy a vizsgalt harom heterofermentativ tejsavbaktériumok
novekedését azonos koriilmények kozott (taptalajok) Osszehasonlitsuk. A fermentacio
anaerob korlilmények kozott zajlott. Kontrollként a taptalajok dsszetevoi koziil kihagytuk a
fruktozt és helyette szénhidratforrasként gliikozt alkalmaztunk. Az eredményeket az alabbi
abrakon (25.- 26.- 27.- 28. abra) szemléltetjiik.

10,00

9,50 A\

9,00 % T\—

8,50

7,50 ’ // \\ \ 90— 1. taptalaj

lg CFU mi-1

7,00 / \ =fli=2. taptalaj
6,50 y 4 \ 3. taptalaj
6,00 - \
5,50
5,00
0h 8h 24 h 48 h
idé

26. abra: Leuconostoc citreum log 10 csiraszam értékei 48 oras fermentacio soran a

fruktozt és gliikozt is tartalmazo tapoldatokbol

A fruktozt és glikozt is tartalmazé tapoldatbol szarmazo L. citreum és L.
pseudomesenteroides baktériumok a 3. illetve a 1.-es taptalajon mutattak a legnagyobb
novekedést. (Simplified medium illetve MRS taptalajok hasznalata mellett.)
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27. abra: Leuconostoc pseudomesenteroides log 10 csiraszam értékei 48 oras

fermentacid soran a fruktozt és gliikozt is tartalmazo tdpoldatokbol

10,00
9,50
9,00
50 AN
8,00 \\\

7,50 \\ \ o— 1. taptalaj

Ig CFU ml-1

7,00 == tiptalaj
6,50 / =3, taptalaj
6,00
5,50
5,00
Oh 8h 24h 48h
ido

28. abra: Leuconostoc citreum log 10 csiraszam értékei 48 oras fermentacio soran a

csak gliikozt tartalmazo tapoldatokbol

A csak gliikozt tartalmazo tapoldatbol szarmazo L. citreum és L. pseudomesenteroides
baktériumok az 1.-es taptalajon mutattak a legnagyobb névekedést (MRS), azonban ehhez
megkozelité eredményeket hozott Simplified medium taptalajok (3. taptalaj) hasznalata is.
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29. abra: Leuconostoc pseudomesenteroides log 10 csiraszam értékei 48 oras

fermentacio soran a csak gliikkdzt tartalmazo tapoldatokbol

4.4.2. Lactobacillus brevis torzsek mannit-termelés vizsgadlatanak eredményei

A vizsgalatot aerob ¢s mikroaerofil korilmények kozott is elvégeztik. Az

eredményeket az alabbi dbra szemléltetik.

| 1. taptalaj

m 2. taptalaj

3. taptalaj

g CH

30. abra: Lactobacillus brevis log 10 csiraszam értékei 48 oras aerob és mikroaerofil

fermentacid soran
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A L. brevis mikroaerofil koriilmények kozott, a 1-es taptalajon (MRS taptalaj) mutatta a
legnagyobb novekedést, mig aerob koriilmények kozott az 1-es és 3-as taptalajokon vald

baktérium-tenyésztés egyforma eredményeket hozott.

4.4.3. A fruktdéz fermenticid kromatografias nvomonkovetésével kapott

eredményei

A kiilonb6z6 heterofermentativ baktériumok eltérd eredményeket hoztak a kiilonféle
taptalajokon. Leucontostoc pseudomesenteroides esetén csekély frukto6z redukcio tortént, a
legjobb eredményt az 1. taptalaj kaptuk (6.9%). A Leucontostoc citreum és Lactobacillus
brevis baktériumok alkalmazasaval azonban 100%-0S mannit-képzést sikeriilt
kimutatnunk, a legjobb kozegnek az 1. taptalaj bizonyult. Az analitikai mérések

eredményei a mikrobiologiai eredményekkel korrelacidban vannak.

Mannit atalakulas %

8h 24 h 48h
1. taptalaj 0 2,35 6,90
2. Téptalaj 0 1,45 3,86
3. Téptalaj 0 1,11 3,94

9. tablazat: Leuconostoc pseudomesenteroides mannit-képzése
Mannit atalakulas %

8h 24 h 48 h
1. Taptalaj 0,58 95,42 100
2. Taptalaj 0,99 22,15 22,28
3. Taptalaj 0,82 71,34 90,17

10.  tablazat: Leuconostoc citreum mannit-képzése

45



Mannit atalakulas %
8h 24 h 48 h
1. Taptalaj aerob 0 44 100
mikroaerofil 0 61 100
2. Téptalaj aerob 0 12,85 23,67
mikroaerofil 0 14,41 23,29
3. Téptalaj aerob 0 31,32 89,75
mikroaerofil 0 41,11 | 92,55

11.  tablazat: Lactobacillus brevis hatasara végbemned mannit képzés
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5. (")sszegzés

Kidolgoztunk egy haromlépéses laktoz atalakitdsi modszert, mely lehetdséget
teremt, innovativ megkozelitéssel, korabban nem leirt kisérleti metodika alkalmazasaval
laktozmentes, illetdleg egészségvédd hatast tejtermékek eldallitasara,kedvezd ¢Elettani
hatasu cukoralkohol keletkezésére alapozva. Ehhez hasonlé diabetikus, illetve prebiotikus
¢lelmiszert a tejipari szegmensben nem fejlesztettek ki, igy az altalunk kidolgozott sokrétli
protokoll 1) termékek megjelenéséhez is vezethet a sziikséges propagyartasok, illetve

tesztlizemi kisérletek végrehajtasat kovetden.

Tobb maddszerrel vizsgaltuk a laktéz hidrolizisének lehetséges €s leghatékonyabb
eljarasait. Mikrobiologiailag kezelt mintdk esetén a leghatékonyabb laktdz bont6 hatast 28-
35%-0s laktdz bontasi hatékonysaggal a Streptococcus thermophilus mutatta, a tobbi
izolatum, lakt6z hidrolizis mértéke 20% alatt maradt. A kapott értékek az irodalmi 30-

40%-os fermentativ laktoz hidrolizissel 6sszhangban vannak.

Enzimatikus laktoz bontas vizsgalatokat végeztiink a Kluyveromyces lactis-66/ izolalt B-D-
galaktozidazzal. A vizsgalatok soran, spektrofotometrias uton meghataroztuk az enzim

aktivitasat (2166 U), pH optimumat (pH 6,8).

A magnézium-ion , illetve zselatin p-galaktozidaz enzimre gyakorolt hatasat
vizsgaltuk. A magnézium ion aktivalo hatasa az irodalombol ismert, a zselatin enzim
hatékonysagot noveld tulajdonsaga nem ismert, bar enzim immobilizacios vizsgalatok
soran alkalmazott anyag. A magnézium ion jelenléte pozitivan befolyasolta az enzim
felhasznalas mennyiségét, és pH optimum alatt még alacsonyabb pH koriilmények kozott

(pH 5,5) is kozel 90%-os laktdz hidrolizist értiink el.

Matrix hatas vizsgalat sordn keményitd, zselatin, olaj hozzédadasa mellett vizsgaltuk
az enzim mikodését. Olaj és zselatin hatasara nétt a laktoz hidrolizis mértéke, keményitd
hozzaadéasaval csOkkent, a keményitd enzim aktivitas csokkentd hatasat spektrofotometrias
uton is igazoltuk. Zselatin jelenléte novelte az enzim hatékonysagot, tized annyi enzim
zselatin hozzadadasaval. A laktéz hidrolizise soran galakto-oligoszacharidok jelenlétét

mutattuk ki.

A gliikoz enzimatikus atalakitdsa soran 36%-0s fruktoz atalakulast értiink el. A

gliik6z izomerdz enzim hatékonysagat jelentdsen tudtuk névelni magnézium-ion €s zselatin
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hozzaadasaval. A kapott értékek Osszhangban vannak, az irodalomban kozolt 40%-0s

fruktoz atalakulassal.

A fruktoz fermentativ atalakitasa soran, a Leuconostoc citreum és Lactobacillus bervis
100%-o0s hatékonysagi heterofermentativ tejsavbaktériumok altali mannit-képzést értiink
el optimalis 1:2 gliikdz:fruktoz aranyu taptalaj kozegben. Az Intézetben jelenleg is folynak
kutatasok az altalunk enzimatikus Uton kezelt laktozmintakbol, laktoz-koncentratumbol

nyert fruktdz fermentativ mannit termelésének optimalizalasara.
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