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1. Bevezetés

Az egészségtudatos szemlélet el6térbe keriilésével egyre nagyobb hangstly forditodik a
funkcionalis ¢élelmiszerekre, azaz azon hozzdadott értéket tartalmazod termékekre, melyek
egészségmegdrzO hatasuk miatt egyre népszeriibbek a fogyasztok kozott. Prebiotikus hatdsuknak
koszonhetéen a galakto-oligoszacharidok is ebbe a csoportba tartoznak. (Van Loo, et al., 1999)

Az egészségre gyakorolt hatasukat tekintve a galakto-oligoszacharidok (tovabbiakban GOS)
pozitiv hatassal vannak a bélflorara. Mivel a nem-emésztheté cukrok kozé tartoznak, igy kaloria
értékiik nulla és a glikémids-indexet sem befolyasoljak. Laktoz érzékenyek és cukorbetegek is
fogyaszthatjak. A GOS-ok prebiotikus hatasanak igazolasara szamos kisérletet végeztek. Ez egy
egészséges felndttek részvételével folytatott kisérlet alapjan mar 5 grammos napi bevitelnél
kimutathato. (L.M.G. Davis, et al., 2010)

A galakto-oligoszacharidokat foleg tejsavobol kinyert laktozbol allitjak el B-galaktozidaz
enzim segitségével. A tejsavd tejipari melléktermék, mely nagy mennyiségben keletkezik a sajt-,
turd- és kazein-gyartas soran. Nagy kornyezeti terhelést jelent, igy ipari feldolgozéasa fokozottan
indokolt. A tejsavd 5-6%-ban tartalmaz laktozt, melyet membranmiveletek segitségével
valasztanak el a savotol. (M.H.L. Levia, et al., 1995)

Osszefoglalva a GOS szamos az élelmiszeripar szdmara elényds tulajdonsaggal rendelkezik.
Oldhatésaga nagyobb, mint a laktoz¢, emellett édesité hatdsa is joval nagyobb. Az anyatejben
talalhatd oligoszacharidokhoz hasonléan jotékony hatassal van a bélrendszerben talalhato
bifidobaktériumokra és laktobacillusokra (E.Elizabeth Tymczyszyn, et al.,2011).

A galakto-oligoszacharid tartalmu élelmiszerek mar mindennaposak a boltok polcain.
Joghurtok, reggelizé pelyhek, fagylaltok, tej alapu italok és nem utols6 sorban csecsemdtapszerek
tartalmazzak. A GOS-t gyarté és forgalmazo élelmiszeripari véllalatok listaja globalisan egyre
nagyobb. Japanban hatezer tonna galakto-oligoszacharidot allitottak el6 2005-ben. (Taniguchi, et
al.,2005) Jelentés termelk Kina, Ausztralia, az Amerikai Egyesiilt Allamok és Hollandia is.

Bar napjainkban a galakto-oligoszacharidok a legnagyobb mennyiségben eldallitott
prebiotikus oligoszacharidok, a gyartasi folyamat optimalasat kutatdo kisérletek a mai napig
zajlanak. Cél, hogy a konverzié mértéke minél nagyobb legyen, magas legyen a GOS kihozatal. A
szintézis reaktorokban zajlik, melyekben megfeleld koriilmények kozott megtorténik az enzimes
atalakitas. Jelenleg a tartalyban zajlo reakcio kozvetleniil nem kdvethetd nyomon, igy a gyartonak
nincs informacidja az enzim miikodésérdl, illetve a GOS szintézis mértékérdl az eldallitas ideje
alatt. A produktum ellendrzésére csak utdlag van lehetdség, és az erre szolgald analitikai modszer

viszonylag koltséges ¢€s iddigényes. Amennyiben hiba meriil fel a gyartds soran, arrdl a gyartd csak
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utolag szerezhet tudomast, €s ez esetben az alapanyag €s a reakcidra forditott id6 €s energia is karba
vész, mely minden esetben anyagi veszteséget jelent.
Egy online, megfeleld analitikai modszer alkalmazasaval azonban lehetdség nyilna a

rendellenességek azonnali észlelésére ¢s a sziikséges korrekciok elvégzésére.

Ez a dolgozat részét képezi a Budapesti Corvinus Egyetemen zajloé kutatasnak, amelynek

célja tejsavobol magas galakto-oligoszacharid tartalmi szirup eléallitasa és az eldallitasi folyamat

optimalasa.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A tejsavo, mint melléktermék

Evente 150-160 milli6 tonnéra teheté a Fold orszagainak éves savotermelése, melynek kozel
fele az Europai Unio teriiletén beliil keletkezik. Ahogy az 1.abra is mutatja, az évi volumen-

novekedés 1-2%-ra tehetd.
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1. dbra: A Fold orszdagainak éves tejsavo termelése (1995-2005)
(G.W. Smitthers 2008, az FAO 2006-o0s adatai alapjan)

A sajt-, turo- és kazeingyartas soran a tej szarazanyag tartalmanak fele a savoban fog
megjelenni. A tejsavo fo oldott komponense a laktoz, és emellett tartalmaz savofehérjéket, tejzsirt,
nemfehérje nitrogén-vegyiileteket €s vitaminokat. 1 kg sajt eldallitdsahoz a tej mindségétdl fliggden
koriilbeliil 10 kg tej sziikséges, maradékként képzddik a savanykas iz, atlatszo, zoldes-sargas
arnyalati tejsavd. Enzimatikus alvasztassal Ugynevezett édes savo keletkezik, melynek laktoz
tartalma kicsit magasabb, mint a tejsavas erjesztésnél keletkez6 savanyu savoé (Gonzalez-Martinez,
2002).

Ez az ipari mennyiségben keletkez6 tejipari melléktermék jelentds kornyezetvédelmi
problémaékat vet fel. Magas bioldgiai- (BOI) és kémiai-oxigénigénye (KOI) miatt szennyvizként a
csatornahaldzatba jutva rendkiviili mértékben karositana a kornyezetet (Bhattacharjee, et al., 2006).
A tejsavO hasznositasi lehetOségeinek palettaja rendkiviil széles. Hasznaljak takarmanyozasra,
készithetd beldle savosajt. Vakuumbepdrldssal tejsavd koncentrdtum nyerhetd, mely
koncentratumbdl porlasztva szaritdssal savoport gyartanak. Membranmiveletek segitségével
(ultraszlirés, nanoszlirés) az egyes komponensek szétvalaszthatok, és lehetdség nyilik magas
hozzaadott értékkel rendelkezé termékek elballitasara (Roman, 2010). A galakto-oligoszacharid
gyartas elsészdmu alapanyaga a laktdz, mely szintén membranmiiveletek segitségével nyerhetd ki a

tejsavobol.



2.2. Galakto-oligoszacharidok

2.2.1. Galakto-oligoszacharidok jelentésége

A prebiotikumok olyan nem emészthetd élelmiszer OsszetevOk, melyek pozitiv hatdssal
vannak a vastagbél mikroflorajara. A galakto-oligoszacharidok emésztetleniil a vastagbélbe keriilve
a jotékony hatasu bélbaktériumok altal keriilnek lebontésra, ezzel szelektiven fokozva azok szamat,
segitve az asvanyi anyagok felszivodasat és a zsirbontast (Macfarlane, et al., 2008).

A laktozzal ellentétben a GOS nagyon jol oldodik vizben. Nagy stabilitdssal rendelkezik,
viszkozitasa a szachar6zhoz hasonld. Ellenall a magas hémérsékletnek és savas kozegnek is, igy jol
alkalmazhaté gylimolcslevekben, joghurtokban €és hokezelt élelmiszerekben egyarant. Felhasznalasa
technologiai szempontbdl is elényds. Az éves GOS termelés 20 000 tonnara becsiilt, és a termelt

mennyiség évi 3-5%-o0s novekedést mutat (Affertshort-Allen, 2007).

2.2.2. Galakto-oligoszacharidok kémiai felépitése, szintézise
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2. abra: [3-(1,4)-kotéssel kapcsolodo
galakto-oligoszacharid molekula felépitése
(H. Jeong, et al., 2011)

A prebiotikus oligoszacharidok altalaban 2-10 6sszekapcsolédd cukor monomerbdl felépiild
vegyiiletek (Gibson & Roberfroid, 1995). A GOS szubsztratja a laktdz, mely egy B-D-gliikoz és egy
3-D-galaktoz B-(1,4)-es glikozidos kotésével 1étrejovo diszacharid. B-galaktozidaz enzimmel valo
kezelés soran parhuzamosan két reakcio zajlik, mivel az enzim képes a B-kotéssel rendelkezd
cukrok szintézisében és hidrolizisében egyarant részt venni. Igy az enzimes atalakitds végére
keletkeznek hidrolizissel gliikoz és galaktéz monomerek, a transzgalaktozilalas eredményeként
pedig kiilonb6z6 polimerizaltsagi foku (Degree of Polimerization) galakto-oligoszacharidok (DP3,
DP4, DPS5, DP6), és maradék laktoz (Gosling, et al., 2009). Ipari szempontbdl kivanatos a
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hidrolizissel keletkezd termékek mennyiségének visszaszoritdsa. Attdl fiiggéen, hogy milyen
mikroorganizmustdl szarmazik a reakcioban hasznalt enzim, a GOS-t felépité monomerek szama
eltérd lehet. Tovabba az enzim eredete a 3-(1,4)-kotés mellett eléforduld B-(1,3)-, és B-(1,6)-kotések
aranyat is befolyasolja. A GOS szintézis torténhet a tiszta enzimek felhasznaldsaval, mikor pedig az
enzimet termeld mikroorganizmusokat is tartalmazza a reaktor, fermentaciordl beszéliink. A

kiilonbozd reakcid feltételek GOS kihozatalra vonatkoz6 befolyasat a 3. dbra szemlélteti.

Enzyme source® Reaction conditions Lactose Maximum Reference
< iold?
Initial lactose Temperature pH Buffer composition ‘;’“"e“'““ M0 yield
concentration (°C) )
Sulfolobus 600 g/1 80 6.0 50 mM potassium phosphate 70 52.5% (w/w) Park et al, (2008)
solfataricus
Aspergillus oryzae 500 g/l 40 45 20 mM dtrate phosphate 56 52% (w/w) Neri et al. (2009)
Bullera singularis 180 g/l 50 6.0 50 mM sodium phosphate 72 50% (w/w) Cho, Shin, and Bucke (2003)
Aspergillus oryzae 1.67M 40 4.5 pH adjusted with 1 M HCl 55 31% (molf Iwasaki et al. (1996)
mol)
Saccharopolyspora 600 g/l 70 7.0 pHmaintained by additionof 1M 75 41% (wjw) Nakao et al. (1994)
rectivirgula NaOH, 10 pM MnCl,
Sterigmatomyces 200 ¢/l 60 5.0 100 mM sodium acetate 63 39% (w/w) Onishi and Tanaka (1995)
elviae
Lactobacillus 205 g/l 37 6.5 50 mM phosphate containing 80 38% (w/w) Splechtna et al. (2006)
reuteri 1 mM MgCl,
Pyrococcus 270 ¢/l 70 5.5 20 mM sodium citrate 80 33% (w/w) Petzelbauer, Reiter, Splechtna,
furiosus Kosma, and Nidetzky (2000)
Bifidobacterium 400 g/1 45 6.8 30 mM phosphate 60 32.5% (w/w) Hsu et al. (2007)
longum
Sulfolobus 270 ¢/l 70 5.5 20 mM sodium citrate 72 26% (wjw) Petzelbauer et al. (2000)
solfataricus
Kluyveromyces 400 g/1 40 7.0 200 mM potassium phosphate 92 24.8% (wjw)  Chockchaisawasdee et al. (2005)
lactis containing 2 mM MgCl,
Thermotoga 500 g/l 80 6.0 50 mM potassium phosphate 50 19% (w/w) Ji et al. (2005)
maritima
Pyrococcus 745 mmol kg 80 5.0 0.2 mol/kg citrate 73 18.1% (w/w) Bruins et al. (2003a)
furiosus

* All enzymes are p-galactosidases, except the Sulfolobus solfataricus and Pyrococcus furiosus derived p-glycosidases.
Y GOS concentration as a percentage of initial lactose concentration.

3. dbra: Maximalisan elért GOS kihozatal kiilonbozo reakcio feltételek mellett
(A. Gosling et al., 2010).

Az enzim megfeleld mikodésének érdekében, ¢€s hogy elsésorban ne monomerek
keletkezzenek, magas kiindulasi laktoéz koncentraciéval érdemes dolgozni. A kiindulasi laktoz
koncentraciot tekintik az egyik kulcsfontossagu faktornak a reakcioban (Mahoney, 1998). A
konfiguraciotol, pH-tol és hémérséklettdl fliggden eltéré GOS kihozatal érheté el. A kihozatal
mértéke altalaban 30-40 tomeg-szazalékra (w/w%) tehetd, 40-50 °C-on 4.5-6-0s pH mellett. A
kihozatal ritkan haladja meg az 50 w/w%-ot. 52,5 w/w%-0s kihozatalt 600 g/l-es kiindulasi lakt6z
koncentracioval értek el, az alkalmazott hdmérséklet 80 °C volt, 6-0s pH mellett (Park, et al., 2008).
Mivel a laktoz korldtozottan oldodik vizben, magas homérsékleten érdemes dolgozni, kiilonben

kikristalyosodik (Burrington, 2004).



2.3. Kiilonbozo alkalmazott konfiguraciok a GOS eloallitasara

GOS eloallitasara a legegyszeriibb konfiguracio a szakaszos lizemmod (’batch’ technoldgia),
ahol az enzimek, vagy fermentdcié esetén a mikroorganizmusok oldott allapotban vannak a
reaktorban. A termelés folyamatossa teheté az enzimes membran reaktor (EMR), vagy a rogzitett
enzimes eljaras felhasznalassal. Utobbi kettébél azonban még nincs ipari méretli alkalmazas GOS
eléallitasra. Ennek oka, hogy implementacidjuk joval Gsszetettebb technikai megoldasokat kivan.
Bér alkalmazasuk optimdlis esetben koltséghatékonyabb lenne, mint a szakaszos lizemmod, a

gyartas soran szamos probléma mertilhet fel, melyek azonnali észlelésére jelenleg nincs lehetdség.

2.3.1. GOS eloallitas szakaszos iizemmodban

cre

reaktorba, melyet allanddé hémérsékleten tartanak, hozzaadjak az enzimet (vagy az enzimtermeld
mikrobékat) és kevertetik az oldatot. Az alkalmazott beallitasoktol fiiggden a kivant GOS konverzid
elérése utan az enzim inaktivalasaval allithato le a reakcié (Ken-ichi, et al., 1994). A kezdeti magas
laktéz koncentraci6 a reakcié ideje alatt folyamatosan csokken, a keletkezett galakto-
oligoszacharidok mennyisége folyamatosan n6, amig a koriilmények megfeleldek a konverzidhoz.
eltomodésének lehetdségével (L.M. Huerta, et al., 2010). A szakaszos technologiaval magas GOS
hozam érhetd el, azonban az enzimek inaktivalasan kiviill szamolni kell a termék enzim- és

mikrobamentesitésével is.

2.3.2. GOS eloallitas folyamatos miikodésii enzimes membran reaktorban (EMR)

Folyamatos miikddésli enzimes membran reaktor alkalmazdsa esetén a laktéz oldat az
enzimmel egyiitt egy kevertetett reaktorba keriil. Egy szivatty keringteti a rendszerben, mely egy
membran modult tartalmaz. A membran egy olyan permszelektiv réteg, melynek koszonhetéen az
ultrasziirés az enzimet visszatartja (retentatum), de atengedi a szénhidratokat (permeatum). A
permeatum mennyiségétdl fliggben, azzal megegyezd mennyiségl friss laktoz oldatot adagolnak a
reaktorba, igy a rendszerben keringd folyadék mennyisége allando. A magas kezdeti laktoz
koncentraci6 a reakcid els6 oraiban csokken, majd egyensuly all be. A GOS kihozatal ezt kdvetden
allando. Ezen konfiguracié eldnye, hogy nincs sziikkség az enzim inaktivalasara, igy
koltségtakarékos az enzim ujrafelhasznalhatosaga miatt, és a produktum elvezetése miatt annak
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enzimmiikodést gatld hatdsa sem érvényesiil (T. Palai, et al.,2014). Hatranya, hogy az enzimek
szamos okbol kifolydlag veszithetnek aktivitdsukbol az eldallitas soran. Ennek oka lehet példaul a
szivattyu folyamatos miikddése, vagy a membran pdrusainak részleges vagy teljes eltomddése.
Szintén gondot jelenthet, hogy a membran feletti koncentracid polarizacios rétegben sajat

oldhatosagukat tullépik.

2.3.3. GOS eloallitas rogzitett enzimes eljarassal

A rogzitett enzimes eljards soran az enzimek az el6zd két konfiguraciotodl eltéréen nem
oldott allapotban vannak jelen a rendszerben. Leggyakrabban az enzimet valamilyen kémiai
kotéssel a hordozohoz rogzitik, mely tobbnyire szerves celluldz-szarmazék. Igy a reakcid végén
nincs sziikség az enzimek inaktivalasara, és a termék enzimmentesitésére sem. Nagy elénye még,
hogy az enzim stabilitasa a szabad enzimhez képest jelentés mértékben nd. Itt azonban szamolnunk
kell azzal, hogy az ataramlo folyadék nagyobb jaratokat tor maganak (,,chanelling”), igy a
konverzi6 mértéke nem lesz megfeleld. Ennek elkeriilése érdekében alkalmazhaté az aramlés
iranyanak periodikus valtoztatdsa, ez azonban szintén inaktivalhatja az enzimek egy részét.
Emellett a gyartas soran rendszeresen sziikség van adott id6 elteltével tisztitasi miveletek

elvégzésére.

2.4. Az enzimes galakto-oligoszacharid szintézis nyomon
kovethetosége

2.4.1. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC)

A galakto-oligoszacharid eldallitasanal a produktum Osszetételének ellendrzésére
legtobbszor HPLC-t (High Performance Liquid Cromatograph) hasznalnak. Kvalitativ és kvantitativ
modszer, megbizhato informaciot szolgaltat. (Gosling, et al.,2009)

A kromatografias modszerek feladata a minta komponenseinek egymastol valo elvalasztasa.
A méréshez sziikséges egy mozgd fazis (eluens), melybe a mintat injektaljuk. A mérés soran az
eluenst szoros kontaktusba hozzuk az azzal nem elegyedd 4llo fazissal. Az eluenst allanddan
mozgésban tartva a minta komponensei kdlcsonhatasba 1épnek az 4llo fazissal, és e kdlcsonhatasok

kiilonb6z6 mértéke miatt a megfeleld kontaktidé elteltével elkiiloniilnek egymastol. A rendszerhez
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kotott detektor megkiilonbozteti a mintakomponenseket az oldoszertdl. A detektorjel az 1d6
fliggvényében abrazolhatd, ekkor csucsokat (in. peak-eket) kapunk. A kiilonbozo csticsok egy-egy
adott vegyiiletet jelentenek. E csucsok az adott vegyiiletre jellemzd retencidos idé (minta
injektalasatol a peak megjelenéséig eltelt 1d0) elteltével jelennek meg. A kvalitativ analizis tehat a
retencios 1d6 alapjan torténik, mivel ez a minta anyagi mindségének fiiggvénye. A kvantitativ
analizis a csucsok alatti teriilet meghatarozaséaval lehetséges, az adott komponens mennyisége ezzel
aranyos a mintaban.

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografiandl a hatékonysag novelését nagyon apréd
szemcsemeéretl, €s igy nagy fajlagos feliiletl toltetek alkalmazasaval érték el. Ezen szemcsék igen
tomoren helyezkednek el a kolonndban, ezzel jelentdsen megnovelve annak ellenallasat. Ezért
sziikséges az eluens nagy nyomassal valdo aramoltatdsa, ami kiilonleges szerkezeti anyagu,
kémiailag ellendlld és koltséges dugattyus folyadékpumpékkal valosithatdé meg. Az eluens és a
minta sem oldott gdzokat, sem szennyezddés szemcséket nem tartalmazhat, mert ez a detektor jel
ingadozéasat ¢és a toltott oszlop szemcséi kozti mikrométernél is kisebb jaratok eltomodését

eredményezi. (Galbacs, et al., 2008)

2.4.2 Egyéb médszerek eddigi alkalmazasa a GOS szintézis nyomon kovetésére

A HPLC-n kiviil a laktéz és a GOS mennyiségének meghatirozasara a termékben egyéb
modszereket is alkalmaztak:
e Kkapillaris elektroforézis UV-DAD detektorral (Chockchaisawasdee et al., 2005; Splechtna,
et al., 2001, 2006, 2007; van den Broek et al.,2008);
e vékony réteg kromatografia (Aslan & Tanriseven, 2007; Sanz, Coté, Gibson, Rastall, 2005;
Splechtna et al., 2001, 2006);
e tomeg spektroszkopia (Sanz et al., 2005)

A GOS eléallitas kivitelezését azonban nagyban megkonnyitené egy online analitikai
madszer hasznalata, melynek segitségével a termék dsszetétele valds idében meghatarozhato lenne.
Az erre alkalmas moédszer felé tdmasztott elvaras, hogy gyors, megbizhato, egyszerli és olcséd
legyen. Jelenleg a szakirodalomban nem talalhaté olyan publikacid, mely teljes korti megoldast
kinalna a problémara, de egy 2008-as publikaci6 alapjan az UV-spektroszkopia a megfeleld
statisztikai modszerrel egyiitt hasznalva (Partial Least Squares Regression - PLS vagy Artificial
Neural Networks - ANN) alkalmas a képz6d6 termékek gyors determinalasara.

A fermentaciot batch modban miikodé bioreaktorban végezték. Az 53 mintat harom

kiilonb6z6 fermentaciobol nyerték. A HPLC analizist szobahdmérsékleten végezték a mintak
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higitasa utan, RI detektort (refractive index) alkalmazva, ezzel nyerve a referencia értékeket a
statisztikai modell tréningezéséhez. Az UV-spektroszkopids mérés eldtt a mintakat 1:100 aranyban
higitottak, sziirték, és 190-299 nm-es tartomanyban detektaltdk a mintdk abszorbancidjat. A két
kapott adathalmaz kozott a statisztikai programok segitségével kereshetd a matematikai
Osszefiiggés. A modell szamos minta adataival valo tréningezése utan az Gsszetétel egyre nagyobb
pontossaggal hatdrozhatdo meg. Megallapitasra keriilt, hogy mind a PLS, mind az ANN mddszer
segitségével meghatarozott Osszetételi adatok nem térnek el az elméleti értékektdl (5%-0s
szignifikancia szinten). Az UV-spektroszkopia a megfeleld statisztikai modellel alkalmazva tehat
alkalmas a GOS eldallitds termékeinek gyors meghatidrozasara, de a bemért mintdk szdmanak
novelésével még pontosabb becslés is kivitelezhetd lenne. (L.G. Dias, et al.,2008) Fontos
kihangstlyozni, hogy a publikacidoban ismertetett kisérlet soran fermentaciot végeztek, tehat a
bemért mintak tartalmaztak az enzimet termeld mikroorganizmusokat is. Tovabb4, hogy a mintakat
higitottak és sziirtek az UV-spektrofotometrids mérés elott.

Az UV/PLSR-moédszer sikeres alkalmazasat 2013-ban publikaltak mas kutatasi teriileten,

harom antiemetikus gyogyszer gyors, egyidejii meghatarozasara (F. Bourdon, et al.,2013).

2.4.3. Az UV-spektroszkopia elve

Az abszorpcids spektroszkopia az elektronatmenetek tanulmanyozasaval foglalkozo egyik
spektroszkopiai modszer. Ultraibolya (UV, 200 nm < A < 400 nm) fény abszorpcidjakor
(elnyelésekor) a molekulak elektroneloszlasa megvaltozik, kisebb energidji palyakrol az elektronok
nagyobb energidju palydkra ugranak at, gerjesztddnek. Azt az energiatartomanyt, melynél az adott
vegylilet elnyel, elnyelési savnak nevezziik, ennek helye a spektrumban az anyagi mindség
fliggvénye. Az anyag fényelnyelését a besugarzo fény hullamhosszanak fliggvényében abrazolva
kapjuk az abszorpcios spektrumot. Ez kvalitativ és kvantitativ informaciokat is hordoz.

Az oldatot egy lp intenzitasu, adott hullamhosszi fénysugarral besugarozva, a fénysugar
intenzitdsa az anyag abszorpcioja miatt lecsokken I intenzitdsra. A fényelnyelést egy mértékegység
nélkiili mennyiség, az abszorbancia jellemzi. Az abszorbancia az Iy €s az I hanyadosanak tizes alapt
logaritmusa. (Galbacs, et al., 2008)

A hagyomanyos spektrofotométerekben a mintat kiivettdba helyezik, és ezt vilagitjak at egy
monokromatikus fénysugarral. Az ugynevezett atfolyasos (flow-through) spektrofotométerekben a
mintavétel folyamatos. Az atfolyasos UV-detektorokat elterjedten alkalmazzak HPLC mérések
detektoraként (F. M. Willis, M. J. Felton, 2004).
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A flow-through technoldgia teszi alkalmassa az UV-spektroszkopiat, hogy a jovében részét
képezhesse egy olyan online analitikai modszernek, mely a GOS enzimes reaktorban torténd
szintézisének nyomon kdvetésére alkalmas.

Az UV-spektrofotométerrel torténd pasztazassal (scanning) nyert adatokbol kozvetleniil nem
kovetkeztethetiink a fermentaciobdl nyert minta Osszetételére. A kapott adatmatrix és a valds
Osszetétel kozotti Osszefiiggést statisztikai modszerek segitségével irhatjuk fel. TDK dolgozatomban

a Parcialis Legkisebb Négyzetek Regresszidjanak (PLS) médszerével foglalkozom részletesen.

2.4.3.1. Parcialis Legkisebb Négyzetek Regresszioja (PLS)

A PLS a kemometridban legelterjedtebben alkalmazott regresszios modszer. Segitségével az
UV-spektroszképianal modellezhetd a kapcsolat a mintdk abszorbancia értékei, és a kémiai
Osszetétele kozott. A PLS modell felépitését a 4. abra szemlélteti. Adott a fliggetlen valtozok
(’independent variables’) X matrixa, ami jelen esetben az egyes mintak abszorbancia értékének
matrixa. A fliggdé valtozok (*dependent variables’) Y matrixa ennél az alkalmazasnal az egyes
mintak kémiai 0sszetétele.

A PLS els6 1épése fokomponens analizis (Principal Component Analysis, PCA). A PCA
adott adatmatrixra megkeresi azt az irdnyt, melynek mentén a valtozok maximalisan szétszorodnak,
tehat az els6 fokomponens megtaldldsdval maximalizaljuk a valtozok egy lineéaris kombinacidjanak
szorasat. Ezt kovetden erre az egyenesre merdleges irdnyok mentén meghatdrozzuk a tovabbi
fokomponenseket.

fgy bonthaté fékomponens analizissel X egy *T’ métrixra (in. faktorpontok — ’score matrix),
P’ ’ faktorsulyra (factor loading), és ’E’ hiba matrixra. Y ezzel analog mddon bonthaté U’
matrixra (faktor pontok), ’Q’ ° faktorsulyra és ’F’ hibamatrixra. A PLS regresszido a kovetkezd
Iépésben, az igy nyert két matrix elsé n fOkomponense (latens valtozok) kozott épit fel linearis

regressziot.
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"inner relation” U — B*T "outer relations"

4. abra: A PLS modell felépitése
http://www.statistics4u.com/fundstat_eng/dd_pls.html

Fontos kérdés a PLS modell 1étrehozasanal, hogy hany fékomponenssel dolgozzunk. Annyi
fokomponens lehetséges, amennyi a valtozok szama, de ha tul sokkal dolgozunk, az tgynevezett
overfitting-hez vezet, melynél nagy lesz a becslésiink hibaja. Ha tl kevés komponenst tartunk meg,
akkor épp ellenkezdleg, nem tudjuk eléggé magyarazni a fliggd valtozokat, ez az underfitting,
melynél szintén pontatlanul becsliink. A fokomponensek optimalis szdmanak meghatarozasara
keresztvalidacio (crossvalidation) hasznalhat6. Ennek soran két részre bontjuk az adathalmazunkat,
ahogy ezt az 5. abran lathatjuk. A nagyobb rész (’training set’) segitségével hozzuk létre a modellt,
a kisebb részt (test set’) pedig annak validdlasara hasznaljuk, melynek soran 6sszehasonlitjuk a

kapott eredményeket a vart értékekkel.

training set test set

_’_ICI::D

9 Ko Xae ¥

5. abra: Cross validation
http://www.statistics4u.com/fundstat_eng/cc_cross_validation.html
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Mivel a tesztdllomany kivalasztdsa véletlenszerli, minden modell ujraépitésekor mas
eredményt kaphatunk. Ezért Monte-Carlo modszerrel n-szer Ujraépitve a modellt, kapjuk a

statisztikailag korrekt eredményt.

A felvazolt PLS modell gyakorlati implementacioja soran sziikséges az egyes mintak adott
hullamhossz-tartomanyon mért abszorbanciaja, és a mintakhoz tartozd Osszetételi adatok. Ezt
nevezzik ’training set’-nek, mely segitségével tanitjuk a modellt. Minél nagyobb mintahalmaz all
rendelkezésre a modell felépitéséhez, annal pontosabb eredményeket érhetiink el. A modell
elkészitése utdn mar elegendd a mintdkhoz tartozo abszorbancia matrix, mert a modell segitségével

igy mar jo kozelitéssel becsiilhetd a komponensek 0sszetételi aranya, HPLC alkalmazasa nélkiil.
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3. Célkituzeések

Ez a dolgozat részét képezi a Budapesti Corvinus Egyetem Elelmiszeripari Miiveletek és
Gépek Tanszékén zajlo kutatasnak, melynek célja, hogy tejsavobol nyert laktozbol magas galakto-

A galakto-oligoszacharid gyartasi folyamatanak optimalasahoz sziikséges felmérni az enzim
miikodéséhez legoptimalisabb feltételeket és keresni azt a konfiguraciot, mellyel gyorsan és
koltséghatékonyan magas GOS hozamot érhetiink el. A reakci6 nyomon kdvethetdségének
érdekében pedig sziikség van egy online analitikai mddszerre, hogy a konverzidé mértékérdl ne csak
utdlag nyerhessiink informéciot, ezzel megkdnnyitve mind az optimalas, mind pedig az ipari
eléallitas folyamatat.

Tekintettel arra, hogy az UV spektrofotometria alkalmazasarol a GOS eldallitas teriiletén
jelenleg csak egyetlen publikacio ismert a szakirodalomban, elsddleges cél annak bizonyitasa, hogy
a modszer valdban alkalmas a kiilonb6zd dsszetételii mintak egymastol vald megkiilonboztetésére.

Sejthetd, hogy az eredmények kozotti 6sszefiiggés nem linearis, az abszorbancia értékekbdl
nem kovetkeztethetliink kozvetleniil a minta Osszetételére. A kdvetkezd 1épés igy a megfeleld
statisztikai modszer kivalasztdsa az adathalmazok kezelésére.

Dolgozatom elsdsorban a folyamatos miikodésiti enzimes membran reaktorban eldallitott
GOS termelést vizsgalja, hiszen itt a termék mikrobatdl és enzimtdl mentes. Ipari alkalmazast
tekintve a szakaszos ilizemmod a leginkabb elterjedt, igy szakaszos {izemmodban eldallitott
mintakra vonatkozdan is végeztem kisérleteket.

Egy 0j online analitikai modszer kifejlesztése Gsszetett feladatot jelent. Sziikséges felmérni a
modszer pontossagat, megbizhatosagat, robusztussagat. Az UV Spektroszkopia modszere rendkiviil
gyors, olcso és egyszerli, a HPLC-s mérésekkel ellentétben itt a mintak higitasara sincsen sziikség.
Fontos kihangsulyozni, hogy ezzel a modszerrel nem kaphatunk a HPLC precizitasat megkozelitd
Osszetételi adatokat, igy célunk nem a HPLC kivaltasa. Hatalmas elénye az offline HPLC-vel
szemben azonban, hogy online mddszer, valds idében szolgaltatva adatokat a reakcid allapotardl, az
aktualis laktoz illetve galakto-oligoszacharid koncentraciordl. A modszer ipari alkalmazasa nagyban
megkonnyithetné a gyartok munkdjat, redukalhatna koltségeiket, mivel az esetleges problémakat
azonnal jelezve lehetové teszi a hibak idében torténd korrekciojat.

TDK dolgozatom célja tehat az UV spektroszkopidval torténd online analitikai modszer
kidolgozasa. A modszer igazoldsara kisérletek és tesztek futtatdsa, és a megfeleld matematikai-

statisztikai hattér kidolgozasa a nyert adatok feldolgozasara és gyors értelmezésére.
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4. Anyag és modszer

4.1. Felhasznalt anyagok
4.1.1. Enzim

A galakto-oligoszsacharidok laktozbol valo szintézishez felhasznalt enzim B-galaktozidaz
volt, termeld mikroorganizmusa Bacillus circulans. A Biolacta N5-6t (gyarté: Daiwa Kasei K.K.,
Japan) a Friesland Campina DOMO (Amersfoort, Hollandia) biztositotta a kutatashoz.

4.1.2. Laktoz
A galakto-oligoszaharidok enzimes szintézis¢hez felhasznalt reaktorba illetve taptartalyba

toltott oldat gydgyszerészeti mindségil a-laktéz-monohidrat desztillalt vizes oldata volt.

Az altalam felhasznalt termék a Lactochem® Pharma Fine Powder, melyet a Friesland Campina
DOMO (Amersfoort, Hollandia) allitja el6.

A termék fehér, por halmazallapota, nedvesség tartalma 5,1%, 100 g termék 94,9 g laktozt

tartalmaz.

4.1.3. Vivinal GOS Syrup és Powder
Az UV-spektrofotometria modszer hasznalhatosdgat elézetes mérések sordn teszteltem.

Ehhez a Vivinal® GOS Syrup és Vivinal® GOS Powder termékeket hasznaltam fel (gyarto:
Friesland Campina DOMO).

1. Tabldzat: Vivinal® termékek osszetétele

Vivinal® GOS Syrup Vivinal® GOS Powder

Nedvesség tartalom: 25 % 29%
Szaraz anyag tartalom: 5% 97,1%
GOS mennyisége a szaraz anyagban: 59 % 71%
GOS tartalom 100 g termékben: 44259 68,94 g
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4.2. Berendezés konfiguracio

4.2.1. GOS eloallitas folyamatos miikodésii enzimes membran reaktorban

Az altalam haszndlt berendezés vazlata 6. dbran lathatd. A GOS szintézishez a reaktorba
(TK-1) kertil a laktoz oldat, mely egy termosztat segitségével allandé hémérsékleten tarthato. Egy
szintérzékel6hoz (LSN-107) csatlakoztatott perisztaltikus szivattya (P-2) segitségével a reaktorban
az oldat térfogata alland6. Az elvezetett permeatum mennyiségétol fiiggden annak megfeleld
mennyiségli friss laktdz oldat keriil a reaktorba a taptartalybol (TK-2). Az enzimet a reaktorban
adjuk hozza az oldathoz, melyet egy szivattyu (P-1) segitségével cirkulaltatunk az UF-membranon
(M-1) keresztiil. A membransziiréshez hasznalt UF membran tipusa PES10-31-CB-1812PHT-F,
0.37 m? aktiv feliilettel, 10 kDa vagasi értékkel. A membrant a Synder Filtration-t61 (San Francisco,
USA) szereztilk be. A membran az enzimeket teljesen visszatartja, a szénhidratokat atengedi. A
szlirés hajtoereje a transzmembran nyomaskiilonbség (Ap, Bar) a permeédtum ¢és a retentatum oldal
kozott. A retentatum-oldali nyomas a Vl-es szelep segitségével szabalyozhatdé. Az P-3-as jell
perisztaltikus szivattyuval elvezetett termék igy enzimmentes, az altalunk beallitott tartdzkodasi id6
fliggvényében tartalmaz galakto-oligoszacharidokat, gliikdzt, galaktozt és laktéozt. Az egyensily
beéllta utan, amennyiben nem torténik zavar a rendszerben, a permeatumban a GOS mennyisége
allando, hiszen mindig ennek megfelel6 mennyiségl friss lakt6z oldat keriil a reaktorba.

Az EMR elénye, hogy nincs sziikség az enzim inaktivalasara, mivel a termék enzimmentes,
igy nagy mennyiségli enzim takarithatd meg ezzel a konfiguracioval, ezzel csokkentve a

koltségeket.
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6. abra: Folyamatos miikédésii enzimes membran reaktor
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4.3. Analitikai modszerek

4.3.1. Nagyhatékonysagu folyadék-kromatografia (HPLC)

A reaktorbol vett mintakat, illetve a Friesland Campina altal biztositott Vivinal GOS
termékeket nagyhatékonysagu folyadék-kromatografiaval vizsgaltam. A HPLC (High Performance
Liquid Chromatograph) miikddési elve a 2.4.1.-es szekcioban keriilt ismertetésre. Az altalam

alkalmazott HPLC rendszer felépitését a 8. abra szemlélteti.

Eluens tartaly e Vakuum gdztalanitd —_— Pumpa

RI detektor (-|_ Termosztat Automata mintavevd
HPLC o=zlop Veédtoszlop (J_

A/D dtalakitd —_— Szamitdgép

8. dbra: HPLC folyamatabrdja

A mérés soran az eluens tartalybol desztillalt viz folyik keresztiil a rendszeren. Elszor a
vakuum gaztalanitoba keriil (SpectraSystem SCM1000, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA), ahol a mérést torzitd 1égbuborékok eltavolitasra keriilnek. Ezt kdvetéen a pumpan halad at
(SpectraSERIES P200, Spectra-Physics, Fermont, USA), majd az automata mintavevd
(SpectraSERIES AS100, Spectra-Physics, Fermont, USA) az eluensbe injektalja a bekészitett
mintdkat. A véddoszlopot (Rezex RNM-Carbohydrate Na* (8%), Phenomenex, Torrance, USA) és a
HPLC oszlopot (Rezex RNM-Carbohydrate Na* (8%), Phenomenex, Torrance, USA) az automata
mintavevd termosztatjdba épitettiik be, ahol a termosztatot a mérések sordn allandéo 50 °C-os
hémérsékletre allitottam. Az oszlopon ataramlik a mintat tartalmazo eluens, és az oszlop aprd
tolteteivel a minta vegyiiletei kiilonb6zé modon 1épnek interakcioba. Az RI detektor (Melz LCD
312, VDS optilab Chromatographietechnik GmbH, Berlin, Germany) megkiilonbozteti az oldott
komponenseket a viztdl és tovabbitja a jelet az analog/digital jelatalakitohoz (N2000
Chromatography Data System, Science Technology (Hangzhou) Inc., Kina), amely mar a digitalis
jelet tovabbitja a szamitogép felé. A kromatogram a Surwit® 2000 szoftver segitségével kertilt

rogzitésre (N2000 Photographic Data Workstation, Science Technology Inc., Hangzhou., Kina).
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A kiilonb6z6 retencios idok alapjan az egyes komponensek megkiilonboztethetoek, és a
Surwit® 2000 szoftverrel az egyes peak-ek teriileteinek aranyabdl kovetkeztethetliink a minta

mennyiségi Osszetételére is.

4.3.2. UV-VIS Spektrofotométer

Az UV-spektrofotometria elméleti alapjai a 2.4.3.-as szekcidban olvashatoak. A HPLC-vel
analizalt mintakat UV-VIS spektrofotométerrel is bemértem. Ehhez a Thermo Electron Corporation
Spectronic GENESYS 5 UV-Visible Spectrophotometer késziiléke allt rendelkezésemre. A
GENESYS 5 modell 8 darab kiivetta tartoval rendelkezik és 200 nm-t6l 1100 nm-ig képes mérni. A
késziilek LCD kijelzovel van ellatva, ahol azonnal megjelennek a mérési eredmények. Két un.
SoftCard segitségével miikodtethetd, az egyik a sziikséges szoftvert tartalmazza, a Memory
SoftCard-ra pedig a mérési adatok menthetéek. A késziilék nyomtato-kompatibilis, igy az
eredmények nyomtatas és szkennelés utan szamitogépen is feldolgozhatok.

Meéréseim soran egy adott minta abszorbancidjara tobb hulldmhosszon is sziikség volt. Ezt
az UV-tartomanyban 201 és 300 nm kozotti szkenneléssel nyertem, 3 nm-es felbontassal, igy
mintanként 34 hulldmhosszon bemérve 34 darab abszorbancia érték allt rendelkezésre. Erre a
softwer Survey Scan programjat hasznaltam, az adott mérési beallitasok mentésével a SoftCard-ra.
A mérések eldtt mindig sorkeriilt a baseline felvételére, mikor a késziiléket tiszta desztillalt vizet
tartalmaz6 vakoldatra nullaztam.

Az elézetes vizsgalatokndl kiilonbozé higitasi sorokat készitve vizsgaltam a kapott
abszorbancia értékek kozotti kiillonbséget, de a tényleges mérés soran vett mintak higitas nélkil
kertiltek bemérésre. Fontos szempont volt a mérés soran, hogy a gyors és konnyebben
megvalodsithatd ipari kivitelezés érdekében ne legyen sziikség a permeatumbdl vett mintdk

higitasara.
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4.4. PLSR implementacioja MATLAB®-ban

A MATLAB® egy interaktiv kdrnyezet numerikus szamitasok elvégzésére, vizualizacidjara
¢s programozasra. Hasznalataval lehetséges az adatfeldolgozés, algoritmusok irdsa, kiilonb6zd
modellek és applikaciok 1étrehozasa. (http://www.mathworks.com/products/matlab/)

Az altalam MATLAB®-ban létrehozott PLS modellhez a két kisérletbdl dsszesen 81 darab
minta UV-spektrofotométerrel meghatarozott abszorbancia adatait, és HPLC-vel meghatarozott
kémiai Osszetételi adatait hasznédltam fel. A fliggetlen valtozok matrixa egy 34 X 81 —es matrix,
mivel 201nm - 300 nm hullamhossz tartomanyban mértem 3 nm felbontéassal és ez 34 kiilonb6zo
abszorbancia értéket eredményezett. A fliggd valtozok matrixa egy 7 x 81 —es matrix, mert a mintak
HPLC analizisénél a galaktéz, gliikoz, DP2, DP3, DP4, DP5 aranyat mértem, mely kiegésziilt a
DP3, DP4 és DP5 egyes mintankénti 0sszegével. Ennek oka, hogy a DP3-DP5 egyiittes mennyisége
tobbet arul el az enzimes reakcio lefutdsarol, mint kiilon az egyes oligo-szacharidok mennyisége.

A PLS komponensek szamanak meghatarozasahoz (egyezik a PCA komponensek szamaval)
keresztvalidaciot alkalmaztam, melynek soran a mintak 10%-a keriilt kivalasztasra a ’test set’-hez,
az algoritmus altal véletlenszeriien. Fontos megjegyezni, hogy a véletlenszerli kivalasztas miatt az
algoritmus minden egyes lefuttatdsanak alkalmaval torvényszeri, hogy valamelyest eltérd

eredményeket kapjunk. A Monte-Carlo médszert 100-as ismétlés szammal alkalmaztam.
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5. Eredmények

5.1. Elokisérletek

A tervezett kisérletet megel6zden tobb eldkisérletet végeztem arra vonatkozoan, hogy az UV
spektroszkopia valoban alkalmas-e, hogy kiilonboz6 laktoz, illetve galakto-oligoszacharid tartalmu
mintak kozott kiilonbséget tegyen.

Harom kiilonb6z6 oldott anyaggal dolgoztam: Lactochem® Pharma Fine Powder, Vivinal® GOS
Syrup és Vivinal® GOS Powder. A termékek részletes jellemzése a 4.1-es szekcidoban olvashato.
A konnyebb Osszehasonlithatosag érdekében a kovetkezd tablazatban foglaltam Gssze az

egyes oldatok laktdz/galakto-oligoszacharid tartalmat.

2. Tablazat: A felhasznalt oldatokban talalhato oldott anyagok mennyisége

33 g/l oldatban oldott 50 g/l oldatban oldott
Oldott anyag: szacharidok mennyisége: szacharidok mennyisége:
Lactochem® Pharma Fine 31,3 g/l laktoz 47,5 g/1 laktoz
Powder 0 g/l GOS 0 g/l GOS
Vivinal® GOS Syrup 14,6 g/l GOS 22,1 g/l GOS
Vivinal® GOS Powder 22,8 g/l GOS 34,47 g/l GOS

Az elkészitett oldatokat Spectronic GENESYS 5 UV-Visible Spektrofotométerrel mértem be
201-300 nm-ig terjedé hullamhosszon.
Ahogy a 9. abran lathat6, az ugyanazon oldott anyagot tartalmazd mintak esetén a koncentraciod
fiiggvényében eltérd volt az abszorbancia. Megallapithatd, hogy az abszorbancia fiigg az egyes
mintak galakto-oligoszacharid tartalmatol, a legnagyobb értékeket a legtobb GOS-t tartalmazé
oldatra kaptam.

Az elbézetes kisérlet igazolta, hogy az UV- spektroszkopiaval kiilonbséget tehetlink az egyes

mintak kozott, igy indokolt tovabbi kisérletek elvégzése a kitlizott cél megvaldsitasanak érdekében.
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9. dbra: Az egyes oldatok abszorbancidja a hullamhossz fiiggvényében

5.2. Galakto-oligoszacharidok enzimes szintézisének vizsgalata

Két kisérletet futtattam le enzimes membran reaktorban, hogy mintakat nyerjek az UV-
spektrofotometrias analizishez. Fontos megjegyezni, hogy ezen kisérletek ipari szempontbdl nem
relevansak, a cél nem az EMR beallitasi paramétereinek optimalasa volt a GOS szintézishez.
Elsddlegesen arra fokuszaltam, hogy a generalt mintdk szacharid tartalma a legszélesebb
spektrumon mozogjon, igy reprezentdlva az ipari alkalmazasnal lehetségesen eléforduld kiilonb6zo
kompoziciokat az dsszetételt tekintve. Ennek értelmében az enzimes membran reaktor hasznalata
onkényes valasztas volt. Mas konfiguraciok, mint a rogzitett enzimes eljaras, ahol a termék szintén

enzimmentes, ugyancsak alkalmasak lennének a célnak megfeleld mintahalmaz generalasara.

5.2.1. Minta elokészités
1. Kisérlet:

Az elsé kisérlethez 30 w/w%-os laktdz oldatot készitettem, és a pH-t NaOH segitségével 6-
osra allitottam. Az oldatb6l 2 liter az EMR reaktorba keriilt. Mikor a termosztat segitségével a
reaktorban az oldat elérte az 50 °C-t, 2 g Biolacta N5 enzimet adagoltam hozza, igy az oldatban az
enzim koncentracid 0,1 w/w% lett. Az enzim hozzaadasa utan beinditottam az oldatot cirkulaltato
szivattyut, 0,15 m®/éra térfogataramra. A retentdtum oldali nyomdst a szabalyozo szelep
segitségével 1 bar-ra allitottam. Ekkor a permeatumot &aramoltatd perisztaltikus szivattya

térfogataramat 0,9 L/6rara allitottam. A reaktorban talalhato oldat térfogata a kisérlet soran végig
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allandé volt, mert egy szintérzékeld segitségével a permeatum mennyiségével egyezden egy
perisztaltikus pumpa friss, szintén 50 °C-os laktdz oldatot adagolt a reaktorba. Ezen beallitasok
mellett a cirkulélo oldat tartdézkodasi ideje folyamatosan 1,8 ora volt.

A folyamatos miikodésii enzimes membran reaktor 7 oran at iizemelt ezekkel a beallitasi
paraméterekkel. Az enzim hozzaadasatol szamitott 3 ora elteltével 18 g friss enzimet adagoltam a
reaktorba, igy az enzim koncentracio 1,0 w/w% lett. A hdmérséklet, a retentadtum és permeatum
oldali nyomas és a szivattyuk altal biztositott térfogatdram végig kontrollalva volt a mérés soran. A

mintavételezés az enzimmentes permeatumbol tortént.

2. Kisérlet:

A masodik kisérlet sordn az EMR a hagyomanyostol eltérden iizemelt, mert a retentatum
mellett a permeatum is a reaktorba lett visszavezetve. Ennek kdszonhetéen nem volt sziikség friss
laktoz oldat adagolasara, hogy a térfogat allando maradjon. A reaktorba 6 kg 30 w/w%-os lakt6z
oldat keriilt, pH-jat NaOH segitsévégel 6-osra allitottam. Termosztatot 50 °C-ra allitottam, €z a
hémérséklet allandé volt a mérés soran. Az oldatot Keringtetd szivatty 0,15 m%/6ra térfogataram
generalasaval miikodott. Enzimet adagoltam a reaktorba, hogy a koncentracio 0,3 w/w% legyen.
Miutan az enzim a reaktorba kertilt, a retentdtum oldali nyomast 1 bar-ra allitottam.

Az EMR a felsorolt beallitasi paraméterek mellett szakaszos izemmodban 6 6ran keresztiil
iizemelt. A homérséklet, nyomas és térfogataram végig kontrollalva volt a mérés soran. A mintakat
a permeatum kivezetd csovébdl vettem, igy azok enzimmentesek voltak. Mivel az 0Osszes
oldattérfogathoz képest gyakori volt a mintavétel, igy az elvett mennyiséget ugyanannyi friss 30

w/w%-os laktdz oldattal potoltam.

A membran tisztitasa:

A mérés elott és utan torténik a membran tisztitdsa. Eldszor desztillalt vizes atmosas
torténik, amit célszerli tobbszor is megismételni. Ez utan NaOH segitségével beallitom a desztillalt
viz pH-jat 10,5-re és ezzel torténik egy mosas 50°C-on 0,5-1 bar nyomdson 1 oran keresztiil. Majd
ujra desztillalt vizes mosas kovetkezik, hogy ne maradjon a rendszerben NaOH. Minden tisztitas

utén sziikséges mérni a membran fluxusat.
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5.2.2. Mintaanalizis
A HPLC analizis eredményei:

Az 10. abran egy az EMR reaktorbol vett minta kromatogramja lathato. Eldzetes
kisérletekben a komponensek egyméshoz viszonyitott retencids idejét higitasi sorok segitségével
meghataroztuk. Lathat6, hogy a legrévidebb retencids idovel a galakt6éz rendelkezik, majd gliikoz,
DP2 (két monomerbdl all6 oligoszacharid), DP3 (harom monomerbdl allo oligoszacharid), DP4 és
DP5 a sorrend. (A mintdban a galaktéz jelenléte utal rd, hogy a transzgalaktozilalas mellett

hidrolizis is zajlott.)

290
280
270 DP2
260
250
240
230
220
210
200
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180 DP3B
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~ 160
E 150
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=130
=120
110
100
90
80
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60
50
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" i
-10

435 430 495 500 505 510 515 520 §25 530 535 540
Time(min)

10. abra: Egy EMR-bol vett minta HPLC kromatogramja a
Surwit® 2000 szoftverben

A két kisérlet soran vett mintak HPLC-vel meghatarozott Gsszetétele a 11. €s 12. dbran
lathat6. Az egyes mintak Osszetételét a mintavétel idopontjanak fiiggvényében dbrazoltam, igy
képet kaptunk az enzimes GOS szintézis lefutasarol.

A konnyebb attekinthetdség érdekében a két legfontosabb komponens lefutdsi gorbéjét
kiemeltem. Kék négyzet jeloli a DP2-t, azaz a két monoszacharidbol 4ll6 oligoszacharidot. Ennek
mennyisége a reakcio legelején 100%, mivel ez a szintézis kiinduldsi anyaga, a laktoz. Fontos
megjegyezni, hogy a DP2-vel jelolt komponens a reakcié soran mar nem csak laktozt jelenthet.
Ennek oka, hogy az altalunk hasznalt HPLC berendezéssel nem tudjuk kiilon detektalni a laktoz
molekulat és az enzimes szintézis soran képz6dé két monomerbdl allo galakto-oligoszacharidokat.
Tekintve, hogy a DP2 jelentOs részét végig a laktoz teszi ki, csokkenésébdl latjuk, hogy az enzim
mekkora szdzalékban bontotta le és alakitotta at a kiindulési anyagot.

A DP2 csokkenésével parhuzamosan a piros korrel jelolt DP3-DP5 mennyisége nd. A DP3,
DP4 és DP5 komponenseket kiilon-kiilon detektaljuk a HPLC analizis soran. Egylittes mennyiségiik

feltlintetése azonban azért indokolt, mert igy konnyebben atlathat6 a reakcio lefutasa.
26



100

40

30

Carbohydrate composition [w/w%]

Carbohydrate composition [wAv %]
T

80

70

B0

50

40

30

T T +— DP5

DP4
—+—DP3
—&®— DP3-DP5
—&— DP2
—4&— Glucose
—%— Galactose

%

Ay
Ay

50 100 150 200 250 300 350 400
Time (min)

11. dbra: 1. kisérlet: GOS eléallitas folyamatos miikédésii enzimes
membran reaktorban. Az egyes mintak tomeg %o-ban kifejezett szénhidrat
osszetétele a mintavétel idopontjanak fiiggvényében.
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12. abra: 2. kisérlet: GOS eléallitas szakaszos iizemmodban miikodo
enzimes membran reaktorban. Az egyes mintdk tomeg %-ban kifejezett
szénhidrat osszetétele a mintavétel idopontjanak fiiggvényében.
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Az EMR-ben végzett elsd kisérletnél lathatjuk, hogy az elsd egy ora elteltével a rendszerben
nagyjabol bedll az egyensuly, a képz6dé6 GOS mennyiség 25 w/w% korili. 3 ora elteltével 1,0
emelkedett. [smét beallt az egyensuly, a laktdz és a képzddott galakto-oligoszacharid koncentracidja
alland6 volt. Ez erre a konfiguraciora jellemzd, mivel mindig az elvezetett permeatum
mennyiségének megfeleld friss laktoz oldatot vezettiink be a rendszerbe.

A masodik kisérletnél az EMR-t szakaszos iizemmoddban hasznaltam. Lathatjuk a 12. abran,
hogy a DP2 mennyisége egyenletesen csokkent, mig a DP3-DP6 mennyisége a reakcid soran végig

egyenletesen nodtt. Ennél a kisérletnél az enzim koncentracidja végig allando volt.

Az UV spektroszkopia eredményei:

A HPLC analizissel ellentétben az UV-spektrofotométerrel bemért mintak eredményeib6l
kozvetleniil nem tudunk kovetkeztetni az Osszetételre. A kovetkezd két abra segitségével
szemléltetni szeretném a kiilonbséget, mely az egyes eltérd GOS tartalmi mintdk abszorbancia
értekei kozott adodik. A 13. dbra harom véletlenszerlien kivélasztott minta abszorbancidjat
szemlélteti a hullimhossz fliggvényében. A zdld korrel jeldlt elsd mintat (Sample 1) az enzim
hozzaadasa utan 26 perccel vettiik a reaktorbdl az elsé kisérlet soran. A masodikat (Sample 2), a

reakcio 53. percében vettiik. A harmadik minta (Sample 3) vételezése a 270. percben tortént.
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13. abra: Az EMR-bdl vett harom véletlenszeriien kivalasztott
minta abszorbancia értékei a hullamhossz fiiggvényében.
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A konnyebb 0Osszehasonlithatosag érdekében a hiarom minta HPLC-vel meghatarozott
Osszetételét egy-egy kordiagramon szemléltettem a 14. dbran. Az elsé két minta dsszetétele kozott
nincs olyan nagy kiilonbség, mindketté a reakcid kezdeti szakaszabol vald. Lathatjuk, hogy
abszorbancia értékeik is csak kis mértékben térnek el. A harmadik minta galakto-oligoszacharid

tartalma mar joval magasabb, abszorbancidja is nagyban eltér az el6z06 kettotol.

0.5% DP4 2% DP4 5% DP5
11% DP. 4% Glucose 17% DP3 17% Glucose 9% DP4 9, Galactose

20% Glucose

21% DP3

84.5% DP2 74% DP2 41% DP2
Sample 1 Sample 2 Sample 3

14. abra: Az EMR-b461 vett harom véletlenszeriien kivalasztott
minta HPLC-vel meghatdrozott szénhidrdt osszetétele
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5.2.3. Adatfeldolgozas PLS modell segitségével

A MATLAB®-ban megirt algoritmus lefuttatdsa utan nagyon jo eredményeket kaptam az
UV-spektrofotométerrel bemért adatok alapjan kiszamitott szénhidrat 6sszetétel becslésére.

Elsésorban sziikség volt a PLS komponensek szamarol valo dontésre.
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15. abra: Az adatok magyarazata (%) a PLS komponensek szamdnak
fiiggvényében.
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16. abra: A PLS modell hibdja a PLS komponensek
szamanak fiiggvényében.
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A PLS komponensek szdmar6l vald dontést a 15. és 16. abra segitette. A 15. abran lathatjuk,
hogy az alkalmazott PLS komponensek szamanak fliggvényében milyen mértékben magyarazza a
modell az adatokat. A 15. abra a modell hibajat becsli meg a PLS komponensek szamanak
fliggvényében. Ennek a minimuma 7 latens valtoz6 alkalmazasanal van. Hogy elkeriiljik az
‘overfitting’ és ’underfitting’ okozta pontatlansagokat, a modell felépitéséhez 7 PLS komponenst
alkalmaztam.

A 16. abran egyszerre két adatsort lathatunk. Az egyik a HPLC-vel meghatarozott szénhidrat
Osszetétel, amit az iires sikidomok jelolnek. A HPLC adatokat a modell tanitasahoz vittem be.
Mivel a modell épitését egyszerre az Osszes minta adatsoraval végeztem, az abran mindkét kisérlet
adatai egyszerre szerepelnek. Ez azért is lehetséges, mert a modell szempontjabol nincs jelentosége
a mintavétel idopontjanak, igy az abra x tengelyén a mintaszam szerepel. A masik adatsort modell
elkésziiltével az algoritmus szimulalta, az UV-spektrofotométerrel meghatarozott abszorbancia
értékei alapjan. Ezt a teli sikidomok abrazoljak.

Lathatjuk, hogy a teli ¢és ires jelolések egészen jo illeszkedést mutatnak. Fontos
hangsulyozni, hogy célom a reakci6 nyomon kovethetové tétele, hogy korrigalni tudjuk az
esetlegesen felmeriilé problémakat. A 16. abra alapjdn megéllapithatjuk, hogy az altalam felépitett
PLS modell erre alkalmas.
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16. dbra: A ket elvégzett kisérletbol vett mintdk
szénhidrat osszetétele tomeg %-ban, és a PLS modell
altal szimulalt szénhidrat ésszetétel tomeg %-ban.
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A 17. és 18. abran lathatjuk, hogy mennyire egyeznek a modell altal becsiilt eredmények a

mérési adatokkal. A

17. abran a DP2 komponens tomegszazalékos aranyat lathatjuk az egyes

mintakban. Az abra fliggéleges tengelyén, szazalékos aranyban a DP2 komponens modell altal

becsiilt mennyisége lathatd. A vizszintes tengely a HPLC analizissel meghatarozott mintakban

talalhato DP2 komponens mennyiséget szemlélteti. A szimulalt adatok megbizhatosagat az egyes

pontok egyenesre vald illeszkedésének mértéke mutatja. A 17. abra alapjan, az altalam felépitett

PLS modell jo kozelitéssel becsli meg a minta laktoz (illetve kisebb mennyiségli két monomerbdl

allo galakto-oligoszaharid) tartalmat. Ez a reakcid nyomon kovethetdsége szempontjabol nagyon

fontos, hiszen a DP2 a tobbi komponenshez képest nagy mennyiségben van jelen. A DP2

mennyiségének ismeretében kdnnyen megallapithatd, hogy milyen fazisban van a reakcid, mennyire

hatékony az enzimes atalakitas.
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17. abra: A egyes mintak modell alapjan becsiilt és
méréssel meghatarozott DP2 komponens tartalmanak
korrelacioja
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A 18. abra alapjan lathatjuk, hogy a reakcid soran joval kisebb mennyiségben jelen 1évo

gliikozra is viszonylag pontos becslést ad a modell, nincsenek tulsdgosan kiugrd pontok.

Glucose
25 ................. ................. ................. , ................ ................ P

Fitted response [w/w %]

Observed response [w/w %]

18. dbra: A egyes mintak modell alapjan becsiilt és
meéréssel meghatdarozott gliikoz komponens
tartalmanak korrelacioja
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6. Osszefoglalas

A galakto-oligoszacharidokat, mint hozzaadott értéket tartalmazo élelmiszerek Osszetevait,
az ¢lelmiszeripar egyre nagyobb mennyiségben allitja el6. Az emésztésre gyakorolt jotékony
hatasuknak koszOnheten egyre tobb termék tartalmazza. A  galakto-oligoszacharidok
felhasznalhatosaga széleskorli, mivel laktoz érzékenyek és cukorbetegek is fogyaszthatjak.
Alacsony glikémias indexiik és kaldria tartalmuk miatt fogyokurdzok szamdra is idealisnak
bizonyulnak.

A GOS gyartas kiindulasi anyaga a laktdéz, mely megtalalhaté az egyik legnagyobb
mennyiségben keletkez6 tejipari melléktermékben, a tejsavoban. A szintézist végzd enzim
transzgalaktozilalassal allitja el6 a kiilonbozé szdmu monomerbdl felépiild galakto-
oligoszacharidokat.

Szamos kiilonboz6 konfiguracio ismert GOS elballitasra. A harom leggyakoribb a szakaszos
iizemmodban miikodd keverds tartaly reaktor, a folyamatos miikddésii enzimes membran reaktor
alkalmazasa és a rogzitett enzimes eljards. Az alkalmazott konfiguracié hatarozza meg, hogy a
termék enzimmentes, vagy tartalmazza a szintézist végzé enzimeket/mikroorganizmusokat.

A reaktorban torténd GOS szintézis nyomon kovetése a jelenlegi ipari alkalmazasokndl nem
kivitelezhetd. A termék Osszetételérdl a gyartd csak meglehetds késéssel, ill. a reakcid ledllitasa
utan kaphat informaciot. A termékben talalhatdo komponensek meghatarozasara jelenleg tobbnyire
HPLC analizist alkalmaznak az ipari gyakorlatban. Ez a modszer preciz és megbizhatd, azonban
nagyon lassu és draga.

Sziikségessé valt egy online analitikai médszer kifejlesztése, mellyel a reakcio valés iddben
nyomon kdvethetd. Fontos, hogy gyors, olcso €s viszonylag egyszertien kivitelezhetd mérési eljarast
talaljunk.

Az altalam elvégzett kisérletek alapjan elmondhatd, hogy az UV-spektrofotometria a
megfeleld adatfeldolgoz6 algoritmus segitségével alkalmas az enzimmentes mintak Osszetételének
gyors determindldsara. Nincs sziikség a mintak higitasara, igy egy reaktorba beépitett atfolyasos
spektrofotométerrel a reakcidé nyomon kdvethetd.

Az UV-spektrofotométerrel valo mérésekhez sziikséges GOS-tartalmi mintak eldallitdsdhoz
egy enzimes membran reaktort hasznaltam, amit kiilonboz6 (optimalis és szuboptimalis) miikodési
paraméterek mellett iizemeltettem. [gy nagyszamii és szénhidrat Osszetételt tekintve széles
spektrumt mintat kaptam. Adatfeldolgozé modszernek a Parcialis Legkisebb Neégyzetek (PLS)
regresszidjat valasztottam. A mintdk HPLC analizissel nyert Osszetételi adatait és az UV-

spektrofotométerrel bemért abszorbancia értékeit egyarant felhasznaltam a PLS modell
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felépitéséhez. Az altalam irt algoritmus igy adott mintdk abszorbancia értékei alapjan képes
becslilni azok szénhidrat-0sszetételét.

A moddszer természetesen nem szolgaltat olyan pontossdgu adatokat, mely a HPLC analizis
késztermékek mindségellendrzésében betdltott funkcidjat kivaltana, azonban egy megbizhato
becslést ad a komponensek valos idejii dsszetételérdl. Alkalmazasa lehetové teszi az ipari GOS
eloallitas soran felmeriild6 problémak azonnali korrekcidjat. Segitségével biztonsagos és

koltséghatékony termelés valosithatd meg.
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7. Tovabbi célkituzések

A késObbiekben szeretnék még tovabbi vizsgalatokat folytatni az altalam kidolgozott
modszer tokéletesitésére. Terveim kozott szerepel olyan kisérletek elvégzése, melyek segitségével
tesztelném a modszer robusztussagat. Vizsgélni szeretném, hogy a mintak eltéré pH-ja és
hémérséklete mennyiben van befolyassal a kapott eredmények pontossagara.

Eddigi kutatdisomhoz a PLS regresszio modszerét valasztottam az adatok feldolgozésara.
Erre a célra hasznalhato még a mesterséges neuralis halok (Artificial Neural Networks — ANN)
modszere is. Az abszorbancia €s a szénhidrat Osszetétel kozotti Osszefiiggést ezzel a modszerrel is
szeretném modellezni. Szeretném felmérni, hogy melyik moddszerrel nyerhetéek pontosabb,
megbizhatobb eredmények.

Az altalam elvégzett kisérleteknél a termék minden esetben enzimmentes volt. Az ipari
eldallitasnal azonban a gyartok sokszor vdlasztanak olyan konfigurdciét, melynél az
enzimek/mikrobak jelen vannak az egész rendszerben és a termékben is. Vizsgélni szeretném, hogy

ezen reakciok nyomon kdvetésére az UV-spektroszkopia mennyiben alkalmas.
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