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1II. helyezés
1. Bevezetés, célkitiizés

A laktézintolerancia és laktoz malabszorpcid — vagyis a laktaz enzim cskkent aktivi-
tasa kovetkeztében kialakulo tartos laktoz felszivodasi zavar - valtozé mértékben ugyan,
de a vilag felnétt lakossaganak tobb mint 75%-t érinti, ezzel a leggyakoribb enzim-hiany
okozta betegség az emberi szervezetben. A betegség manifesztalodasa genetikailag de-
terminalt, el6forduldsa szoros korrelaciot mutat az adott nép eredetével; Afrika, Azsia és
Dél-Amerika lakossaganak dontd tobbsége szenved valamilyen laktoz felszivodasi za-
varban. A lakt6z tolerancia foként azon etnikai csoportok esetén marad meg, ahol a tej-
fogyasztasnak tobb ezer éves hagyomanya van. A laktoz felszivodasi zavarok kialakula-
sa a P-galaktozidaz enzim teljes hidnyanak, vagy csokkent aktivitisanak koszonhetd.
Ugyanakkor, tanulmanyok igazoltak, hogy a csokkentett laktoz tartalma (hidrolizalt)
tejtermékek a laktozintolerans emberek altal is fogyaszthatok.

Célkitlizéseink ipari aspektusai kozé tartozik, a laktdoz fermentativ és enzimatikus at-
alakitasara kidolgozott mddszerek hatékonysaganak novelése élelmiszeripari alkalmaz-
hatosag szempontjabol, melyek alkalmazasa funkcionalis, innovativ, az egészségre joté-
kony hatasu, laktozmentes tejtermékek kifejlesztését teszi lehetdvé, illetve lehetdséget
teremt a meglévl termékpaletta szinesitésére. Célunk tovabba, a tejiparban keletkezd
magas laktéz tartalmi melléktermékek feldolgozasara megoldasi lehetdségek teremtése,
és 1j technologiak kifejlesztése élelmiszeripari célokra.

Célkitlizéseink tudomanyos aspektusa egy 1j, az irodalomban még nem kozolt, ha-
romlépéses, laktozbol kiinduld folyamatsor protokolljanak kifejlesztése, melynek soran
enzimatikus és fermentativ atalakitasokat alkalmazunk. A folyamat els6 1épésében a
laktoz gliikdzza és galaktdzza torténd konverzidjanak enzimatikus és fermentativ uton
torténd megvaldsulasanak hatékonysagat vetjiikk 6ssze, ezaltal lehetdség nyilik a legmeg-
felelébb hidrolitikus modszer, illetve koriilmények kivalasztasara ipari célokra. A tejcu-
kor enzimatikus bontasat a Kluyveromyces lactis-bol izolalt B-galaktozidaz segitségével
végezziik el, fermentativ uton pedig Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, és
Streptococcus thermophilus probiotikus hatasii mikroorganizmusokat alkalmazunk. Az
enzimatikus bontas hatékonysagat tobb tényezd - szubsztrat koncentracid, enzim kon-
centracio, pH-hatas, aktivatorok jelenléte, élelmiszer matrix hatas- figyelembevételével
optimalizaljuk. Masodik 1épésben a hidrolizalt laktdzbol szarmazoé gliikdz izomerizacidja
fruktozza, gliikdz izomeraz enzimmel torténik. A folyamat utolsé 1épésében, a szakiro-
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dalmi el6zményekre is alapozva, mod nyilhat frukt6zbol kiindulé-cukoralkohol képzo-
désére heterofermentativ baktériumok kozremiikodésével, igy a konszekutiv atalakitasi
folyamatsor végén prebiotikus hatasu és diabetikus sajatsagu reakcidelegyhez juthatunk.
A moddszer kidolgozasa lehetévé teszi az emészthetetlen laktdz funkcionalis diabetikus
élelmiszer komponenssé —mannitta- valo atalakitasat.

A tobblépesés konverzid ily modon funkciondlis élelmiszerek kifejlesztésére is al-
kalmazhat6 lesz.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Szénhidratok és csoportositasuk

A kutatasaink soran vizsgalt tejcukor (lakt6z) a szénhidratok, hétkéznapi neviikkon
cukrok csoportjaba tartozik. A szénhidratok a Foldon legnagyobb mennyiségben eldfor-
duld szerves, az ¢él0 szervezetek szamara nélkiilozhetetlen természetes vegytiletek, meg-
talalhatok kozottiik a névény és rovarvilag vaz anyagai (polimer celluléz és kitin), sejtfal
alkotd poliszacharidok és az ¢él0 szervezet szamara fontos taplalék komponensek (pld.
gliikoz), melyek biokémiai oxidacidja fedezi az €16 szervezet szamara fontos energiat. A
biokémiai lebontas célja azonban nem csak az energiaigény fedezése, a képz6do kismo-
lekulas vegyiiletek (pirosz6lésav, tejsav stb.) kiinduldsi anyagként szolgdlnak az €16
szervezet szamara eclengedhetetleniil fontos mas vegyiiletcsoport biokémiai szintézise
soran (aminosavak, nukleinsav bazisok). A szénhidratok szén és viz (hidrogén és oxigén)
meghatarozott aranyu keverékének vegyiiletei (Olmsted és Williams 1997), innen ered
elnevezésiik. Elemi osszetételiik a Cy(H,0), altalanos dsszegképlettel adhatdo meg, ahol

x’ és 'y’ azonos vagy kiilonb6z6 egész szamokat jelolnek (Robyt 1998).

A szénhidratok felépitésiikbol fakado sajatsagaik alapjan lehetnek egyszerii (mono-
mer) és dsszetett (oligomer és polimer) szénhidratok (Sanz és Martinez-Castro 2007). Az
oligomer és polimer szénhidratok savas hidrolizissel tovabb bonthatoék alacsonyabb
monomerszamu oligomer egységekre illetve monomer szénhidratokra, azonban a mo-
nomerek tovabbi hidrolitikus bontasa nem lehetséges.

2.1.1. Monoszacharidok

A monoszacharidok nem hidrolizalhaté o-hidroxi oxovegyiiletek, az oligoszachari-
dok és poliszacharidok épitd kovei, amelyek az oxocsoportjuk lancon elfoglalt helye
alapjan tovabbi két alcsoportra oszthatok; aldézok, ha aldehidcsoportot tartalmaznak
(lanc végi oxo csoport - pld.gliikdz) és ketdzok esetén az oxocsoport a lanc egyik szén-
atomjan helyezkedik el (pld. frukt6z). Az oxocsoporttdl legtavolabb esé kiralitdscentrum
glicerinaldehidre vonatkoztatott konfiguracidja hatarozza meg, hogy az adott szdrmazék
D- illetve L-sorozatbeli monoszacharidok k6zé tartozik. A természetes cukrok D konfi-
guracioval rendelkeznek, abszolit konfiguraciojuk a D-glicerinaldehidbdl vezethetdk le.
A szénatomszam alapjan a monoszacharidokat tovabb csoportosithatjuk triozokra (3C),
tetrozokra (4C), pentdzokra (5C), hexoézokra (6C), heptozokra (7C), oktozokra (8C),
nonozokra (9C) és dekozokra (10). A pentozok és a hex6zok az €16 szervezetekben legy-
gyakrabban el6fordulé monoszacharidok. A monoszacharidok vizben jol old6do, tobb-
nyire kristalyos, altaldban édes izl vegyiiletek (Mandl 2006). Tejben el6fordulé legfon-
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tosabb képviseldi a glikoz és a galaktoz, melyek a laktozt felépité monoszacharid-
egységek (Stick ¢s Williams 2009).
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1. abra: A gliikoz és a galaktoz szerkezete

2.1.2. Diszacharidok

A diszacharidok két molekula monoszacharidbol kondenzacidval, egy molekula viz
kilépésével levezethetdé vegyiiletek. A természetben eléforduld leggyakoribb oligo-
szacharidok. A két monoszacharid kozott a kapcsolat kialakulhat a két glikozidos
hidroxilcsoport részvételével, vagy egyik monoszacharid glikozidos és a masik kompo-
diszacharidokban szabad glikozidos hidroxilcsoport nincs és ennek kovetkeztében nem
rendelkeznek redukaléd tulajdonsagokkal, a Fehling-oldatot nem redukaljak, ezért ezt a
vegyiilet csoportot nemredukalé diszacharidoknak hivjuk. A szabad glikozidos
hidroxilcsoporttal rendelkezd szarmazékok a Fehling-oldatot redukaljak, ezért ezeket
redukal6 diszacharidoknak nevezziik (Csapé és Csaponé Kiss 2002).

A monomerek kapcsolddasa soran a glikozidos kotés 1étrehozasa két modon lehetsé-
ges, az axialis térallasi anomer hidroxil csoporttal 1étrejové a-anomer kotést tartalmazd
szarmazék termodinamikai stabilitisa alacsony, biokémiai bontasa kénnyen végbemegy,
ezért az a-glikozidos kotést tartalmazd szarmazékok taplalék komponensként szerepel-
nek az é16 szervezet szamara. Az ekvatorialis térallasu glikozidos hidroxil csoport esetén
1étrejové B-szarmazékok termodinamikai stabilitisa magasabb, a biokémiai hidrolitikus
folyamatoknak jobban ellenall ezért a B-glikozidos kotést tartalmazo szarmazékok biolo-
giai vazanyagok. Tejipari szempontbol kiemelkedd jelentGségli szénhidrat a laktoz, hét-
kdznapi nevén tejcukor, mely a természetben legnagyobb mennyiségben az emldsdk
tejében fordul elé. A laktoz (4-O-B-D-galaktopiranozil-D-gliikoz) D-galaktozbol és D-
gliikozbol felépiilé diszacharid. Galaktdz és glilkoz monomerjeit B(1-4) glikozidos kotés
kapcsolja Ossze. A laktoz tobbféle fizikai szerkezetben eléfordulhat; vizes oldatban a
gliikoz o és B anomer keverékeként van jelen, szilard allapotaban altalaban a valtozata-
ban monohidratként. Az o és B szarmazékait aszerint kiilonboztetjiik meg, hogy a-D-
gliikéz, vagy B-D-gliikdz kapcsolodik a B-D-galaktdz molekuldhoz (McSweeney és Fox
2009). A laktéz a tej egyik legallanddbb és legfontosabb szénhidrat komponense, donté-
en ez jarul hozza a tej ozmdzisnyomasanak fenntartasahoz. Kevésbé édes, mint a szacha-
roz, fiatal korban az els6dleges szénhidrat- és energiaforras. Vizben valo oldhatosaga a
tobbi cukrokhoz viszonyitva alacsony (17,8 g/dl 25°C-on), az o és B modosulatok oldha-
tosaganak kiilonbségében tobb faktor is szerepet jatszik, példaul a mutarotacio. A laktoz
lagokkal szemben nagyon érzékeny, mar hig lugos oldatban bomlik, savakkal szemben
azonban nagyon ellenallé. Vizes oldatban melegitéskor 100°C alatt is reakcioba 1ép a
fehérjékkel.
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A laktoz az emberi szervezetben tej illetve tejtermékek fogyasztasat kovetéen a vé-
konybélben termel6dd a laktaz enzim altal alakul at. A gyodgyszer- és tapszergyartas
fontos alapanyaga, ipari célokra a tejipar melléktermékébdl, a savobdl nyerhetd ki. A
harom legfontosabb laktéoz szarmazék, amelyben p(1—4) kotés taldlhatd, az
izomerizacioval képz6dd laktuldz, a redukcidval elballitott laktitol, és az oxidacioval
képzodott laktobionsav. A tejipari alkalmazasokat tekintve az enzimatikus hidrolizisnek
van a legfontosabb szerepe, ugyanis ez tette lehet6vé a csdkkentett laktoz-tartalmu tej-
termékek kereskedelmi forgalmazasat.
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2. abra: A laktoz szerkezete

2.1.3. Oligoszacharidok

Az oligoszacharidok néhany monoszacharidbol felépiil, vizben oldodo Gsszetett,
glikozidos kotést tartalmazd vegyiiletek. Kondenzacios folyamat eredményeként jonnek
létre; egy monoszacharid glikozidos hidroxilcsoportja ugyanolyan vagy mas mono-
szacharid valamelyik hidroxil csoportjaval vizkilépés mellett reagal. Az 6sszekapcsolodo
monoszacharid egységek szama alapjan kiilonboztetink meg tri-, tetra- penta-, és
hexaszacharidokat. (Ha az &sszekapcsolt monomerek szama 7-10-nél nagyobb, mar
poliszacharidokrol beszéliink.) Egy résziik édes izii, azonban az édes iz a monomer tag-
szam ndvekedésével csokken. Altalaban vizben oldhatok, a szachardzt kivéve redukéald
cukrok (Setty és Veena 2002).

A tejben el6forduld oligoszacharidokat két nagyobb csoportba soroljak; neutralis és
savas oligoszacharidok (Gopal és Gill 2000). 150-200 kiilonb6z6 oligoszacharidot izolal-
tak kiilonféle eredetii tejekb6l, mint példaul a neutralis lacto-N-tetroz, a-3’-galaktozil-
laktoz, illetve a savas NeuAc(02-6)laktoz és a NeuAc(o2-3)laktoz (Mehra és Kelly
2006).

Az oligoszacharidok koziil az érdeklédés kdzéppontjaba keriiltek azon, két-tiz mole-
kula glikozt és galaktozt tartalmazd szerkezetek, amelyeket galakto-oligoszachari-
doknak neveziink.

658



HO OH

HO OH

OH
HO o OH

OH o
HO

- - OH ”OH
3. dbra: A galakto-oligoszacharid szerkezete (n=3-7)

2.1.4. Poliszacharidok

A poliszacharidok makromolekulaji szénhidratok, melyek monoszacharidokbol vagy
azok szarmazékaibol glikozid kdtéssel vald Osszekapcsolodas révén jonnek 1étre. Szer-
kezeti felépitésiik az oligoszacharidokéval megegyez6; a poliszacharidok is savas hidro-
lizisiik soran az Gket felépité monoszacharid egységekre bonthatok. Attdl fliggben, hogy
egyfajta monoszacharid, illetve kettd vagy tobb féle monoszacharid egység épiti fel,
beszéliink homopoliszacharidokrdl (keményitd, celluldz, glikogén) és heteropoliszacha-
ridokrél (mukopoliszacharidok, hyaluronsav). Altaldban iztelen, vizben oldhatatlan,
nagy molekulatomegii vegyiiletek (Csap6 és Csaponé Kiss 2003). Legtobbszor tartalék-
tapanyagok vagy strukturalis elemek.

Az ¢élovilag legelterjedtebb szénhidrat szarmazéka a celluléz is a poliszacharidok
csoportjaba tartozik. A celluléz minden névényben megtalalhat6, mint a ndvényi sejtfal
legfobb strukturalis komponense, és mint ilyen a Foldon legnagyobb mennyiségben
el6forduld szerves vegylilet. Egyenes lancu poliszacharid, a keményitéhoz és a gliko-
génhez hasonldan kizardlag D-gliikozegységekbdl felépiild biopolimer.
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n

4. dabra: A celluléz f-D-gliikoz egységekbdl felépiilS linedris polimer szerkezete
(n=1.000-14.000)

A keményitd novényi tartalék tapanyag, mely a fotoszintézis soran keletkezett ener-
gia tarolasara szolgal. Két poliszacharid, az amiléz (10-20%) és az amilopektin (80-
90%) alkotja, mindkett6t tobb szaz gliikozegység épiti fel. Megtalalhaté a ndvények
gyokereiben, gumoiban, leveleiben illetve tobbek kdzott a gabonafélékben is.
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5. abra: Keményitdlanc részlet: amiloz és amilopektin gliikozpolimerek keveréke
(n= gliikéz monomerek szama, 100-10.000)

2.1.5. Cukoralkoholok

Cukoralkoholok olyan szénhidrat szarmazékok, melyek az egyszerii cukrok redukcio-
ja soran enyhén savanyu kozegben képzddnek. A cukoralkoholok édes iz, szintelen, jol
kristalyosodd vegyliletek. Redukald csoportjuk hianyanak kovetkeztében a Fehling-
oldatot nem redukaljak, és nem vesznek részt a Maillard-reakcioban sem. Elelmiszeripari
szempontbol kiemelt jelentdségli a xilit, a szorbit, a mannit és a dulcit. Mivel nagyon
lassan alakulnak at gliik6zza az emberi szervezetben, kis mértékben emelik meg a vér-
cukorszintet, igy hasznalatuk elsésorban a cukorbetegek szamara készitett élelmiszerek-
ben terjedtek el.

A mannit

A mannit egy hat szénatomos cukoralkohol. A természetben egyik f6 eléfordulasa a
viragos kéris (Fraxinus ornus) kérge, amelynek édes nedvéb6l (manna) sikeriilt els6ként
izolalni, ezért szoktak mannakdrisnek is nevezni. Megtalalhatd még baktériumokban,
¢élesztégombakban, algakban, zizmdkban és néhany névényben (tok, zeller, hagymafé-
1€k, fagyongy) (Helanto és mtsai. 2004). Az egészségre jotékony hatasu tulajdonsagok-
kal rendelkezik, alacsony kaloria érték jellemzi; a szaj mikrofloraja szamara emészthe-
tetlen, emiatt nem idéz eld fogszuvasodast; nem okoz hipergliitkémiat, emiatt cukorbete-
gek 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 hatdsa kovetkeztében noveli az élelmi-
szerek tapértékét, édes, hiisitd ize van, €s fele olyan édes, mint a szachardz. Elelmiszer-
adalékként (E421) felhasznalhato, pld. cukormentes ragégumikban. Napi maximalisan
fogyaszthatd6 mennyisége 20g, tulzott mértekli fogyasztasa klinikai tiinetekhez vezethet
(Wisselink és mtsai. 2002). Ipari felhasznalasa széleskoril; gyogyszergyartas és az élel-
miszeripar is nagy mennyiségben hasznalja (Weymarn és mtsai. 2002). Kiilonb6z6
heterofermentativ tejsavbaktériumok - Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus fajok -
képesek fruktozbol mannit eldallitdsara (Saha 2006).

Mannit-eldallitas lehetdségei:
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— lparilag a gliikoz-fruktoz (1:1) elegy katalitikus hidrogénezésével torténik ma-
gas nyomason ¢és homérsékleten. Ebben a reakcidban a gliikkoz szorbitolla
(75%), a fruktdz pedig mannittd (25%) alakul. A mannitot aztan kristalyositas-
sal valasztjak el és tisztitjdk. Ezen folyamatok koltségesek, igy a mannit-
eléallitdsnak ez a mddja relative draga.

— Enzimatikus mannit-el6allitas frukt6zbol, mannit-dehidrogenazzal: a folyamat
nem teljes atalakulast eredményez, tovabba a folyamat olyan draga kofaktorokat
igényel, mint pld. a NAD(P)H.

— Fermentaciés folyamatok soran is eldallithatd mannit, mely a kémiai szintézis-
sel szemben szamos elényds tulajdonsaggal bir: teljes fruktoz-atalakitas
mannittd, melléktermék (pld.szorbitol) képzddés nélkiil, a tejsavbaktériumok
hasznalata élelmiszeripari szempontbol elfogadott, ezért kozvetleniil adhatok az
¢lelmiszerekhez, és a reakcid lejatszodasa nem igényel draga katalizatort.

A tejsavbaktériumok segitségével torténd mannit-képzésre két mod ismeretes, attol
figgben, hogy milyen hexdéz-fermentacios utat hasznal a mikroorganizmus. A
homofermentativ baktériumok, (pld. Streptococcus mutans) az Embden-Meyerhof-
Parnas utvonalon, kis mennyiségli mannit-elallitasra képesek. A heterofermentativ
fajok koziil nagy mennyiségli mannit-eléallitasra képes pld. a Leuconostoc
(pseudo)mesenteroides vagy a Lactobacillus fajok, fruktéz vagy szachar6z jelenlétében.
A hexoz fermentacido a 6-foszfogliikonat/foszfoketoldz utvonalon torténik. Anaerob
koriilmények kozott, a gliikoz tejsavva, etanolla és szén-dioxidda alakul. Aerob koriil-
mények kozott az oxigén elektron-akceptorként szolgal. A mannit a fruktoéz atalakitasi
folyamat végterméke. Optimalis koriilmények kozott teljes fruktdz redukcid megy végbe
(mannitta). Két kiillonb6z6 enzim jatszik szerepet a mannit-termelésben, attol fiiggden,
hogy homo- vagy heterofermentativ mikroorganizmusokrél beszéliink; mannit 1-foszfat
dehidrogenaz homofermentativak esetén, és mannit-dehidrogendz heterofermentativak
esetén. Homofermentativ fajokban nem taldltak mannit-dehidrogendz aktivitast mostana-
ig (Wisselink és mtsai. 2002).

Mannit-termelés utvonala heterofermentativ tejsavbaktériumok altal:

1 gliikéz + 2 fruktoz —p CO, + 1 laktat + 1 acetat + 2 mannit

A reakci6 végbemeneteléhez, és maximalis mannit termék képzddéséhez 1:2 aranyu
gliikoz: fruktoz elegy sziikséges; a gliikoz (1 mol) az ATP termeléshez nélkiilozhetetlen,
a fruktoz (2 mol) pedig mannit-képzédéshez. Ezen optimalis korilmények kozott a teljes
frukt6z mannitta alakithato (Korakli és mtsai. 2000).

2.2. Prebiotikus hatassal rendelkez6 szénhidratok és probiotikumok

Definicié szerint prebiotikumoknak nevezziik az élelmiszerek azon nem emészthetd
Osszetevoit, amelyek valtozatlan formaban jutnak el a vastagbélig és ott elésegitik, sze-
lektiven stimulaljak a hasznos, baktériumtorzsek elszaporodasat, talstlyba kertilését
(Wang 2009). (Megjegyzendé azonban, hogy ezen baktériumok (probiotikumok)
prebiotikum hasznositasa torzs és szubsztrat fliggd (Pinheiro és mtsai 2010).)

A human szervezet szamara nem emészthet oligoszacharid szarmazékok prebiotikus
hatéassal rendelkeznek, melyeket elonyos tulajdonsagainak kdszonhetéen széles kdrben
alkalmaz az élelmiszeripar. A prebiotikus szénhidratok élelmiszer mindségét javitd hata-
sat €s az emberi egészség javulasat szdmos pozitiv fizioldgiai hatdsanak koszonheti, mint
példaul a vastagbél jotékony mikroorganizusainak, bifidobaktériumainak és laktoba-
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cilluszainak az anyagcseréjére és ndvekedésére valo kedvezd hatasa, csecsemOk esetén
az immmunrendszer sziiletés utani stimulacioja, a plazma koleszterol és a vér gliikoz-
szintjének pozitiv befolydsolasa miatt (Petersen és mtsai. 2009, Tuohy és mtsai. 2005).

A prebiotikus szénhidratok funkcionalis élelmiszer adalékként is hasznalhatok példa-
ul a szachar6z helyettesitésére, amelyhez képest tobb elényos tulajdonsaggal rendelke-
zik; kevésbé édes, de szamos, egészségre jotékony hatast is képesek kifejteni. Ezek ko-
ziil az egyik legfontosabb az alacsony kaldriatartalom (a szachar6z vagy gliikoz kivaltha-
téosdga oligoszacharidokkal, az élelmiszerek kaldriatartalmat mintegy 40%-al képes
csokkenteni), tovabba megemlitend6 a patogének, toxinok elszaporodasanak megakada-
lyozasara vald képességiik, mivel kompetitiv inhibitor szerepet toltetnek be a bél
epithelialis feliiletén 1év6 kotéhelyeken (Blaut 2002).

A galakto-oligoszacharid prebiotikumokat harom-nyolc galaktoz egységb6l allo line-
aris lanc alkotja, altalaban egy gliikk6z molekulaval a lanc redukald végén. A lakt6z hid-
rolizis kinetikus intermedierjeként halmozodnak fel a transzglikozilacios reakciok soran,
a PB-galaktozidaz transzgalaktozilacios aktivitasa hatasara (Gosling és mtsai 2010). A
transzfer folyamat soran egy vagy tobb D-galaktozil egység helyezddik at a laktéz D-
galaktdoz egységére (Martinez-Villaluenga és mtsai. 2008). A képzodott galakto-
oligoszacharid frakcid6 mennyiségét és Osszetételét kiilonbozd faktorok befolyasoljak,
ugymint a kezdeti laktdoz-koncentracioé (Hsu 2007), az enzim-forras, pH és a hdmérsék-
let. Glikozidazok és glikoziltranszferazok a két f6 enzim tipusok, amelyek katalizaljak az
oligoszacharidok szintetikus reakcioit (Srisimarat és Pongsawasdi 2008).

Lakt6zbol enzimatikus bontas soran képz6d6 galakto-oligoszacharid szarmazékok a
laktoszukroz, laktitol és a laktuléz, melyek emészthetetlenek prebiotikumok az emberi
szervezet szamara (Vera és mtsai. 2011). A laktoszukroz transzfruktozilacioval képzoédik
lakt6zbol és szachardzbol.

Ho OH OH
0
HO 0 e OH
on HO 0 OH
o\ HO
OH

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

A laktitolt (nem redukalé diszacharid cukoralkohol szarmazék, 4-O-B-D-
galaktopiranozil-D-glucitol) a laktézban talalhato D-gliikdz egység kémiai redukcidjaval
(hidrogénezésével) allithato eld, szerkezetében a galaktopiranozil gylriihz egy glucitol
egység kapcsolodik. Mesterséges édesitoként hasznaljak, a glikozidos kotés hasitasa
(galakt6zza és szorbitolla valo hidrolizise) a vékonybél emésztdenzimjei altal nem ko-
vetkezik be.
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7. abra: A laktitol (4-O-a-D-galaktopiranozil-D-glucitol) szerkezete

A laktuloz (4-O-D-fruktofurandz) a tejipari feldolgozas eredményeként képzddik, és
tejben valamint a savdban is jelen van. Tanulmanyok igazoltak, hogy a tej melegitése
(110-150°C) soran a laktéz izomerizacid utjan alakulhat &t laktulozzd, és részt vehet
Maillard-reakcioban is (Fox 1997). A laktuléz a vékonybélben nem emésztédik, potenci-
alis prebiotikus hatdsa van €s nincs hatassal a vér cukor- vagy inzulin szintjére, tehat
cukorbetegek is fogyaszthatjak (Wrolstad 2012).

OH
HO OH o. OH
o) HO
HO OH
OH o

8. dbra: A laktuloz (4-O-B-D-galaktopiranozil-g-D-fruktofurancz) szerkezete

A galakto-oligoszacharid fogyasztasrol kimutattak, hogy szignifikans egészségiigyi
elényokkel jar; ezen pozitiv sajatsagainak koszonheté a funkcionalis élelmiszeriparban
vald elterjedése fermentalt tejtermékekben, kenyerekben, édességekben és kiilonféle
italokban.

Probiotikumok

A WHO (World Health Organization, Egészségiigyi Vilagszervezet) meghatarozasa
szerint a probiotikumok olyan é16 mikroorganizmusok, amelyek ha megfelelé6 mennyi-
ségben vannak jelen a gazdaszervezetben, az egészségre jotékony hatassal birnak, ez
magaban foglalja a gasztrointesztinalis fertézések, gyulladdsos bélbetegségek csokkenté-
sét, valamint az immunrendszer erdsitését, tovabba gatat szabnak a patogén mikroorga-
nizmusok elterjedésének (Parvez és mtsai. 2006).

Tobbféle faj és nemzetség tekinthetd potencialis probiotikumnak, azonban a legfon-
tosabb 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 Mezégazdasagi Szervezete)
kritériumai alapjan a legfontosabb tulajdonsdgok a gyomor- és epesav rezisztencia, a
mukoza (nyalka) és epithel- (ham)sejtekhez valo tapadas képessége, és a potencialis
patogén baktériumok novekedésének gatlasa. A manapsag elérhet probiotikus élelmi-
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szerek nagy része tejalapu (a joghurt és a joghurt- alapt termékek a probiotikus szerve-
zetek a legnépszertibb hordozo kdzegei (Dave és Shah 1997)), azonban voltak probalko-
zasok gabonafélék bevonasara is (LeBlanc és Todorov 2011).

2.3. Enzimatikus folyamatok alkalmazasi lehetdségei a glikozidos kotés hidroli-

zisére

Az enzimek (természetes polipeptidek) a szervezet biokatalizatorai, minden ¢l sejt-
ben jelen vannak, és ott az anyagcsere-folyamatokban vesznek részt. Az enzimek
szubsztrat vagy reakcio specifikus tulajdonsagokkal rendelkezd természetes katalizato-
rok, tehat csak adott vegyiilet, vegyliletcsoport atalakulasat vagy biokémiai reakcio lejat-
szodasat segitik.

Az enzimeket a Nemzetkozi Biokémiai Uniéo Enzimoldgiai Albizottsaga (EC) javas-
lata alapjan a kovetkezé hat fécsoportba soroljuk: oxido-reduktazok (EC1), transzfe-
razok (EC2), hidrolazok (EC3), lidzok (EC4), izomerazok (ECS5) és ligazok (EC6).

A kutatasaink soran felhasznalt B-galaktozidaz (EC 3.2.1.23) — trivialis nevén laktaz -
enzim a hidroldzok csoportjaba tartozik (Boeris €¢s mtsai. 2012). A hidrolazok lebontasi
(hidrolizis) folyamatokban vesznek részt és a szubsztrat kovalens kotéseit viz részvételével
reverzibilisen bontjak. A hidrolazok csoportositasara 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 galaktoznak azon szarmazékait (laktoz) hidrolizalja, amelyekben a
glikozidos kotés p-térallassal rendelkezik. A laktéoz hidrolizisén kiviil, galakto-
oligoszacharidokat is képes szintetizalni (Jochems és mtsai. 2011). A B-galaktozidazok a
glikozil hidrolazok csalddjaba tartoznak (GH1, GH2, GH35, GH42) (Génzle 2012), bio-
technologiai felhasznalasuk (élelmiszeripar, tejipar) a tejben és édes-savoban kifejtett kata-
litikus laktoz bontason (hidrolitikus) alapul. Hagyomanyos felhasznalasuk mellett az utob-
bi években keriilt elétérbe transzgalaktozilacids aktivitasuk is, amely soran funkcionalis
galaktozilalt vegyiileteket szintetizalnak (Oliveira és mtsai. 2011).

‘ HIDROLIZIS | TRANSZGALAKTOZILACIO |

AN ﬁ .

TEJ SAVO EGYEB
LAKTOZ/GALAKTOZ
EDES Aspergillus spp Klm;::yce: SZARMAZEKOK
SAVO Lactobacillus
bulgaricus Lactobacill
plantarum LAKTULOZ:
Kluyveromyces spp.
Bifidobacterium Kluyveromyces lactis
Arthrobacter sp. infantis
LAKTOSZUKROZ:
Pseudoalteromonas sp. i
p Bacillus circulans
stearothermaphilus
Bacillus
stearothermophilus ERILATEOROL:

Kluyveromices lactis

9. abra: f-galaktozidazok biotechnologia alkalmazasa: kiilonbozé mikrobiologiai forra-
sokbol izolalt enzimek felhaszndlasanak lehetdségei (Oliveira és mtsai. 2011)
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A galatozidazok transzgalaktozilacios aktivitasuk kovetkeztében maximalisan kép-
z6d6 galakto-oligoszacharid mennyiséget kiilonféle faktorok befolyasoljak, tigymint a
szintézishez hasznalt enzim forrasa (Cardelle-Cobas és mtsai. 2011), kezdeti lakt6z kon-
centracid ¢és a reakci6 koriilményei. A legnagyobb mértékii galakto-oligoszacharid kép-
z6dés 50-80%-os laktodz hidrolizis mellett valosul meg (Neri €s mtsai. 2009).

A B-galaktozidaz szamos €16 szervezetben megtalalhato; tobbek kozott mikroorga-
nizmusokban, egyes gombakban, novényi €s allati sejtekben (Vasiljevic és Jelen 2002).
A tudomanyos vizsgalatok eredményei alapjan egyre tobb mikroorganizmusrél deriil ki,
hogy potencialis B-galaktozidaz forrasok lehetnek. Ezekbdl persze csak néhany alkalmas
¢élelmiszeripari felhasznalasra.

A kereskedelmi forgalomban hasznalt B-galaktozidaz enzimek kiilonb6z6é forrasok-
bdl szarmazhatnak, de leggyakrabban gombakbol, példaul Aspergillus oryzae, A. niger
és éleszt6gombakbol, példaul Kluyveromyces lactis, K. fragilis izolalnak (Xu és mtsai.
2012), mivel ezen fajok produktivitasa elfogadhatd, az enzim relative konnyen kinyerhe-
td, tovabba emberi fogyasztasra alkalmasnak és biztonsagosnak elismertek (GRAS sta-
tusz), ami az élelmiszeriparban egy elsddleges kritérium (Freitas és mtsai. 2011).

A K. lactis-bol kivont B-galaktozidaz (LAC4 gén kodolja) napjainkban nagy érdek-
16dés kozpontjaban all a savo-Gjrahasznositas korében. Kozel neutralis pH optimuma
van (6,0-7,0), ezért széles korii felhasznalast biztosit; kivaldan alkalmas példaul a tejben
16v laktoz hidrolizisére is, mar csak azért is, hiszen a tej K'-t és Mg®* tartalommal is
rendelkezik, amelyek az enzim aktivitasat elésegitik. Elonye az A. niger-hez képest,
hogy magasabb az enzimaktivitisa, hatranya, hogy mivel intracellularis kézegben talal-
hato, elballitasa koltsége magasabb. Az Aspergillus fajokbdl izolalt enzim az
extracellularis kozegben talalhatd, és savas tartomanyban van pH optimuma (2,5-5,4),
ezért tilnyomo részt a sajtgyartas soran melléktermékként képzddott savo hasznositasara
hasznaljak. Funkcionalis élelmiszeripari felhasznalasuk szempontjabol megemlitenddk a
tejsavbaktériumok (beleértve laktokokkuszok, streptokokkuszok, laktobacilluszok valto-
zatos csoportjat) és a bifidobaktériumok is, amelyek ugyancsak biztonsagos -
galaktozidaz forrasoknak tekinthetdk.

Molekula o
tSme oH Optimalis
Enzimforras - . hémérséklet | Aktivatorok | Inhibitorok
(*10 optimum C)
kDa)
+ 2+
Kluyveromyces | o8 | 65-73| 35-37 | < MI" | ca na'
lactis Mn

1. tablazat: A p-galaktozidaz enzim miikédésének optimdlis paraméterei
(Quinn és mtsai. 2001)

Az enzim mikodés szempontjabol fontos tényez6 a pH tartomany megvalasztisa. Az
enzimatikus lakt6z bontas sordn két monoszacharid képzddik. Kontrollalt koriilmények
(pH és hémérséklet) kdzott a pH valtozasa nem jelentds, azonban mikrobioldgiai bontas
soran a tovabbi bontési reakcidk termékei (pirosz6ldsavbol esetlegesen képz6do tejsav és
a dekarboxilezési reakciok szénsavas terméke) a pH jelentds csokkenését eredményezi,
ami az enzimatikus aktivitas csdkkenésével jar. Ez magyarazza a mikrobioldgiai bontas
gyenge hatékonysagat (Tej és tejtermékek).
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Az enzimek jelentds része hig sdéoldatban hatékonyabban mikddik, mivel az enzim
aktiv konformacidja stabilizalodik €s ennek kovetkeztében a reakcio 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 figyelhetd meg ilyen jellegti aktivalo hatas.

A lakt6z hidrolizise B-D-galaktozidazzal:

A laktoz bontas mechanizmusat el6szor Wallenfel irta le, aki E. coli-bdl izolalt laktaz
enzimet hasznalt. A folyamat els 1épése a laktdz glitk6zza és galaktdzza torténd hidrolizise.

OH on oH
o
OH o o
OH B-D-galaktoridiz 0 OH
00 oH N + en
OH HO OH
OH
OH OH OH
OH

Laktoz o-D-glikdz B-D-galaktoz
(B-D-galaktoz-0.-D-glitkoz)

10. dbra: A laktoz hidrolizis folyamata
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11. abra: Az enzimatikus laktoz hidrolizis folyamatabrdja
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Ezt kovetden a gliikoz glikolitikusan, a galaktoz pedig a Leloir-utvonalon (Sellick és
mtsai. 2008) alakul tovabb. B-D-galaktozidaz katalitikus része a glutaminsav, amely
proton donorként és nukleofil/bazisként van jelen a reakcioban.

1. FEls6 1épés az enzim-galaktozil komplex forma kialakuldsa, és ezzel egyidejii
gliikkoz-felszabadulas.

2. Masodik 1épésben egy hidroxil csoportot tartalmazé akceptor transzferalodik az
enzim-galaktozil komplexre. Az akceptor (R-OH) pl. viz, hidrolizis soran fel-
szabaditja a galaktozt. Az akceptor masik cukor komponens is lehet, ebben az
esetben di-, tri- vagy poliszacharid képz6dik (Quinn és mtsai 2001).

2.4. A human szervezet lehetséges laktéz bontasi zavarai

A laktozintolerancia és lakt6z malabszorpcid a vilag feln6tt lakossaganak t6bb mint
75%-at érint6 jelenség; koszonhetden a P-galaktozidaz enzim teljes hianyanak, vagy
csokkent aktivitasanak (Nichele és mtsai 2011). Megfeleld laktaz-aktivitassal rendelkezd
egyénekben a bevitt laktéz megemésztodik a vékonybélben. Laktaz-hiany betegségben
szenvedd emberek esetében a laktaz aktivitasa nem elegendd, hogy elhidrolizélja a teljes
bevitt a laktoz mennyiség 100% -at. Ilyenkor a rezidualis laktoz eléri a vastagbelet, ahol
bakterialis B-galaktozidazok altal kettéhasitodik gliikdzza és galaktdzza, majd a bél mik-
roorganizmusai fermentaljak, 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 tiinetek sulyossagatol fiiggéen tobbféleképpen lehet
definidlni, hiszen a zavarok nem feltétlenill, de okozhatnak kellemetlen gasztroin-
tesztinalis tiineteket (Brown-Esters és mtsai. 2012). Ennek alapjan kiilonbdztetheté meg
a laktaz-deficit, a laktdz malabszorpcid, vagy a laktoz intolerancia jelensége (Shaukat és
mtsai 2010). A kiilonboz6 tiinetek sulyossadga variabilis, az egyéni tolerancia kialakula-
saban - a laktaz aktivitason kiviil — egyéb faktorok is szerepet jatszanak, ugy, mint a kor,
a nem, az elfogyasztott laktoz mennyisége illetve kiillonb6z6 bélmiikddési rendellenessé-
gek. A betegség genectikailag determinalt és gyakorisaga korrelaciot mutat az adott né-
pesség eredetével (Szilagyi 2002).

A laktoz felszivodasi zavarok az alacsony kalciumbevitel miatt rizikofaktorai lehet-
nek egyéb kronikus betegségek, példaul a hipertenzio kialakulasanak, ezért taplalkozasi
szempontbdl fontos, hogy a laktdz-érzékeny egyének is jussanak kell6 mennyiségii tej-
hez, illetve megvaltoztassak étrendi szokasaikat. Lehetséges alternativak példaul az
étkezés kozbeni tejfogyasztas, aktiv kulturdkat tartalmazo joghurtok, sajtok, csokkentett
laktoz-tartalmu tejtermékek fogyasztasa, laktdz-kiegészitok bevétele laktéz tartalmi
ételek fogyasztasa elott.

2.5. A laktéz atalakitas lehetséges kémiai és enzimatikus médszerei

A B-galaktozidazokat tobbféle modon fel lehet hasznalni laktoz-hidrolizisre tejben il-
letve savoban. Az eljaras megvalasztasa fligg a szubsztrat természetétél és az enzim
tulajdonsagaitol. A legegyszeriibb eljaras - amelyet a csokkentett laktoz-tartalmi tejek-
nél is alkalmaznak — az egyszer-hasznalatos, oldott enzimek altali hidrolizis. A folyamat
hatranya, hogy jelent6s mennyiségli enzimet igényel, emiatt nem til gazdasagos. Az
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enzimek immobilizalt formaban is reakcioba vihetok, amely folyamatban az enzim ké-
miailag vagy fizikailag kotott egy szilard (homogén) matrixhoz, vagy membran-alapt
rendszerhez. Ez az eljaras lehetové teszi az enzimek ismételt felhasznalasat (Haider és
Husain 2009).

A laktozmentes, ultramagas homérsékleten kezelt tejek (LF-UHT) eldallitasa soran, a
hatékonysag novelésére kiillonbozd lehetdségek vannak, mint példaul az enzimatikus
hidrolizist megel6z6 bizonyos mennyiségli laktdz-tartalom kivonasa, vagy eltér6 eredetli
enzimek hasznalata. Kutatdsokban igazoltak tovabba, hogy a hidrolizist megel6z6 mele-
gitéssel a lizin — esszencialis amindsav — jelentGs vesztesége kikiiszobolhetd (Ruiz-
Matute és mtsai 2012). A laktézmentes tejek nagymennyiségii redukaléo monoszacharidot
tartalmaznak, ami hajlamosabba teszi Oket a romlasra, mint a kdzonséges UHT tejet.
Ennek oka, hogy a Maillard-reakcio soran a monoszacharidok reakcidképesebbek, mint a
laktoz (Harju és mtsai. 2012).

A laktéz hidrolizise erds savak hig oldataval is lehetséges. A nem redukald
diszacharidokhoz képest, a laktéz relative ellenallé a savas hidrolizisnek. A reakcid
kezdeti termékei egyenld aranyban monoszacharid komponensek, gliikdz és galaktoz. A
hidrolizis mértéke az ido, a homérséklet és a koncentracié fiiggvényében valtozik. A
nem-emzimatikus laktoz-atalakitas egy masik lehetséges modja a Lobry-de-Bruyn—van-
Alberda-van-Ekenstein izomerizacid, amely soran a laktozbol 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 fruktozza

A gliikoz atalakitasa fruktdzza enzimatikus tton, gliikéz izomerazzal (EC 5.3.1.5) le-
hetséges. A reakcid reverzibilis, a folyamat eredményeképp fruktdz képzédik (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 kinyerheték Flavobacterium és
Bacillus fajokbol is (Tiikel és Alagoz 2008). A gliikdz izomeraz optimalis hémérsékleti
tartomén%/a 60-80°C, optimélis pH tartomanya 7,0-7,5, aktivatorai irodalmi adatok alap-

jan a Mg, Mn?* és Co®* (Gaily és mtsai. 2010).
OH
OH
HO © o io
HO 3 HO on
OH /”OH OH

12. dbra: A gliikéz izomerizdcioja fruktozza
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2.7. Kromatografia attekintése és modszerei a szénhidrat analizisben

A XX. szazad elejétdl kezdve a kromatografias ¢és altalaban a kiilonbozo
elvalasztastechnikai modszerek jelentds fejlodésnek indultak. A hatvanas években a
folyadékkromatografia miiszeres analitikai eszkozeinek és az oszloptoltetek fejlesztésé-
vel kialakult a nagy hatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC), amely a kromatogra-
fia médszereit €s gyakorlatat teljesen 0 alapokra helyezte. A HPLC fejlodése, eldrehala-
dasa tette lehetdvé az oligoszacharidok hatékony analitikai meghatarozasara alkalmas
eljarasok kidolgozasat is. Szénhidrat analizisre, kimutatdsara a megbizhatésaga, pontos-
saga, elvalasztdo képessége és gyorsasaga miatt a legalkalmasabb a HPLC eljaras
(Ferreira és mtsai. 1998). A folyadékkromatografias vizsgalatok céljaira szamos detekta-
lasi modszer alakult ki, amelyek koziil a leggyakrabban hasznalatosak az ultraibolya-
lathato (UV-VIS) tartomanyban a fényelnyelésen alapul6é detektorok, a fluoreszcencia
mérésén alapuld (RF), a torésmutatd (RI) valtozas mérésén alapuld, valamint az elektro-
kémiai (amperometrids) €s vezetOképességi, vagy a fényszoras elvén milkodo (ELS)
detektorok (Kremmer ¢s Torkos 2010). A preparativ HPLC eljaras lehetdvé teszi na-
gyobb mennyiségli szénhidratok elvalasztasat €s tisztitasat. A fényszoras elvén miikodo
ELS (Evaporation Light Scattering) detektor a vizsgalt minta komponens fénytorési
tulajdonsagait hasznalja fel a detektaldsi folyamatban és alkalmazasa elsdsorban az
UV/VIS aktivitassal nem rendelkezd vegyiiletek meghatarozasara terjed (Ziad el Rassi
1995).

A vizsgalatok elvégzéséhez az ELS detektort alkalmaztuk. Az ELS detektorok a fo-
lyadékkromatografias eljarassal elvalasztott komponenseket tartalmazo aramlod fazist
porlasztjak, adott hullamhosszasagu fénnyel valo megvilagitasa soran a fényszorddas
mértékét hasznaljak az analitikai paraméterek meghatarozasahoz, azonban a modszer
kevésbé érzékeny, mint az UV-VIS detektalas (Lucena és mtsai. 2007, Beilmann és
mtsai. 2006). Szénhidratok analizisére a folyadékkromatografidban hasznalatos térésmu-
tato és elektrokémiai detektoroknal az ELSD pontosabb, megbizhatobb, gradiens elucid
mellett torténd detektalasi lehetdséget biztosit (Corradini 2011).

gazbemenet detektor

eluens

fényforras

kivezet6

13. abra: Az ELSD detektor felépitése
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3. Alkalmazott kisérleti médszerek és koriilmények
3.1. Mikrobiolodgiai titon torténdé laktéz bontas

3.1.1. Baktérium kultirak névekedésének 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 izolatum laktdéz bontdé hatékonysagat vizsgaltuk, 1,0-3,0
szolgalva adtunk pepton fehérjét) mellett. A mérést 24 oran keresztiil végeztiik, denzitas
mérés 0-10. h kdzott oranként, majd az utolsd oraban (24.) tortént. Az elézetes mikrobio-
logiai hatas szempontjabdl (magas denzitas, alacsony pH) a 2 és 3 g/100ml koncentra-
cioju pepton mintak bizonyultak a leghatékonyabbnak (17. és 18. abra), ezért ezen min-
tak analitikai vizsgalatat végeztiik el.

3.2. Enzimatikus laktoz hidrolizis

Az enzimek miikddését tobb kornyezeti faktor (pH, hémérsékelet, reakcio kozeg) ké-
pes befolyasolni, emiatt sziikséges az enzim miikodésének optimalis koriilményeit meg-
hatarozni.

3.2.1. Enzimaktivitas és pH optimum meghatarozasa spektrofotometrias uton

Az enzimatikus bontashoz a Kluyveromyces lactis éleszt6 kultirabdl izolalt laktozim
enzimet hasznaltunk (2600 UN aktivitas, G3665-50ml, Sigma), melynek optimalis ho-
mérséklet tartoméanya 35-37°C, az optimalis pH tartomany pedig 6,5-7,3, irodalmi adatok
alapjan (2.4 fejezet, 2. szamu tablazat).

Az enzim miikodését pH=4,5 — 7,3 kozott vizsgaltuk, a pH-tartomany megvalasztasa
az enzim optimalis pH tartomanyan belill tortént, figyelembe véve, hogy a tejtermékek
fermentacidja soran torténd pH csdkkenés (pH 6,8 — 4,5) hatassal van az enzim miikodé-
sére.

A B-galaktozidaz aktivitdas meghatirozasa spektrofotometrias modszerek alkalmaza-
saval tortént, V-650 tipusu spektrofotométerrel, 416 nm hullimhosszon.

Az enzim aktivitast a bontasi reakcidésebesség mérésével hatdroztuk meg, amely so-
ran o-nitrofenol-p-D-galaktozid glikozidos kotését hasitottuk az elére meghatarozott
kisérleti korilmények kozott. Az adott id6 alatt termeldddtt o-nitrofenol fotometridsan
meghatarozott mennyiségébdl a Michaelis-Menten illetve Lineweaver-Burk 6sszefliggé-
sek alapjan a V (maximalis bontasi sebesség) Ky €és az enzim aktivitas értékei megha-
tarozhatok. A kinetikai vizsgalatokat a 2-10 perc intervallumon beliil, 37°C-on, Mg*'-,
K*-aktivatorok jelenlétében 0,5-10 mM szubsztrat koncentracié sorral kiilonbozé pH
értékeken mérve az enzim aktivitas és a fobb kinetikai paraméterek valtozasat.
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14. abra: o-nitrofenol-p-D-galaktozid enzimatikus hidrolizise

3.2.2. Szénhidrat analizis HPLC-ELSD-vel

A kisérletek soran HPLC modszereket alkalmaztunk szénhidratok kvalitativ és kvan-
titativ detektalasara. A kromatografias méréseket Shimadzu LCMS-2010EV késziilékkel
és gazfazisi fényszorason alapuld detektalas (Polymer Laboratories, PL-ELS-2100)
mellett végeztiik el Prevail (250x4,5, Sum) oszlop felhasznalasaval, gradiens elicioval,
0,8 ml/perc aramlasi sebességgel. .Az alkalmazott gradiens program a kovetkezd volt
lakt6z hidrolizis, és gliikdz izomerizacio vizsgélata 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 kovetkezOk voltak: parologtatasi
hémérséklet 90°C, kodképzési hémérséklet S0°C, 1,2 I/perc nitrogén aramlési sebesség
mellett.

3.2.3. A B-galaktozidaz enzim koncentraciéjanak hatasa a laktéz hidrolizis mér-

tékére

A B-galaktozidaz enzimet kiilonbdz6 koncentracidkban; higitatlanul, 6tszoros, tizsze-
res, huszonotszordsére, dtvenszeresére, szdzszorosara higitva vizsgaltuk, 2 pl/ml meny-
nyiségben 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-galaktozidaz enzimre gyakorolt hatasa

Az enzim laktdz-bontasi hatékonysagat 5,5-7,5 pH tartomanyban vizsgaltuk. A lak-
toz mintakhoz higitas nélkiil 2pl/ml koncentracidoban adtuk az enzimet.

3.2.5. p-galaktozidaz enzimaktivitasanak novelése enzim pH optimuma alatt (pH

5,5) magnézium-ion aktivatorral

A kisérleteink soran magnézium sot (MgCl,) hasznaltunk 1-10 mM koncentracioban,
kontrollként MgCl, nélkiil késziilt enzim oldatot hasznaltunk.

3.2.6. p-galaktozidaz enzim hatékonysaganak novelése zselatin hozzaadasaval

Az enzim miikddés hatékonysaganak novelése céljabol 1%-0s zselatint adtunk a min-
takhoz pH 6,8 (az enzim pH optimuma) és pH 5,5-6n. Az enzimet 2pl/ml koncentracio-
ban, higitatlanul és tizszeresére higitva alkalmaztuk.
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3.2.7. B-galaktozidaz enzimaktivitasanak névelése MgCl, és zselatin kombinacio-
ja jelenlétében

MgCl, és zselatin kombinacidjanak az enzimmiikodésre gyakorolt vizsgalata soran
pH 5,5 és 6,8 pH tartomanyt vizsgaltuk. A lakt6z mintakhoz két koncentracidoban adtuk a
B-galaktoziddz enzimet, higitas nélkiil és tizszeresére higitva.

3.2.8. p-galaktozidiaz miikodésének vizsgalata kiilonb6z6 élelmiszer matrixban

A matrix-hatas vizsgalatok soran a laktéz enzimatikus (B-galaktozidaz) hasitasara ki-

dolgozott kisérleti koriilmények optimalizalasat végeztiik az élelmiszer matrixhoz kozeli
modellek — fehérje, szénhidrat, n6vényi olaj kozegek — alkalmazasaval.
KH,PO, pufferben (pH=6,8). A tizszeresére higitott enzim oldat (216,6 UN) 20 ul meny-
nyiségét adagoltuk a laktéz tartalmi mintakhoz, amelyek egyenként 1% keményitét,
zselatint és novényi olajat (étkezési napraforgd olaj) tartalmaztak puffer oldatban. Az
enzimatikus bontast 37°C hémérsékleten temperalva 24 6ran keresztiil hajtottuk végre.

3.2.9. Valés minta-tejcukor koncentratum p-galaktozidazzal végzett enzimatikus
hidrolizise

Valoés minta, Kuntejtdl szarmazo6 tejipari melléktermék- laktdéz koncentratum,
enzimatikus hidrolizisét vizsgaltuk, a B-galaktozidaz optimalis miikddési koriilményei
kozott. A kiindulasi pH 5,9, a kiindulasi laktoz-koncentracié 16 g/100ml volt. A vizsga-
latot pH beallitas mellett (pH 6,8) végeztiik el, 2 pl/ml higitatlan enzim hozzaadasaval.

3.3. A gliik6z enzimatikus atalakitasa frukto6zza, gliikéz izomeraz enzimmel

A folyamat soran Streptomyces murinus-bol izolalt Sweetzyme enzimet (Sigma
G4166-50G, 350 UN) hasznaltunk immobilizalt formaban az elhidrolizalt laktozbol
szdrmazé gliikkoz atalakitasdra. A gliikoz izomerizacidjat pH 6,8-on, 37°C és 70°C-on,
10-50 mg/ml enzim koncentraciéo mellett vizsgaltuk. Az enzim hatékonyabb mitk6désé-
nek érdekében magnéziumot (MgCl,, 5SmM koncentracioban), és 1% zselatint adagol-
tunk a mintakhoz. A reakci6 id6 24-48 ora volt. Az enzimaktivitds meghatarozasat kii-
16nb6z6 hémérséklet, illetve valtozé enzim és magnézium koncentracio mellett vizsgal-
tuk.

3.4. A fruktéz mikrobiilis fermenticioja

A fruktéz 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 alabbiak-
ban ismertetett tapoldatokban és taptalajokon lettek tenyésztve.

Az alkalmazott tapoldatok dsszetétele:

672



MRS (de Man, Rogosa and Sharpe Agar) tapoldat

Tapoldathoz hozzdadott komponens

Koncentracio (g/l)

proteaz pepton 10
marhahus kivonat 10
éleszt6 kivonat 5
poliszorbét 80 1
ammonium-citrat 2
natrium-acetat 5
MgSO, 0,1
MnSO, 0,05
K,HPO, 2
fruktoz 40
glikoz 20

2. tablazat: MRS tapoldat osszetétele (Otgonbayar és mtsai. 2011)

Simplified production (SP) medium

Téapoldathoz hozzdadott komponens

Koncentracio (g/l)

tripton 10
éleszt6 kivonat 10
K,HPO, 2
MgSO, 0,2
MnSO, 0,01
frukt6z 100
glikkéz 50

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

Simplified medium

Téapoldathoz hozzdadott komponens

Koncentracio (g/)

tripton 10
élesztd kivonat 5
K,HPO, 2
MgSQO, 0,2
MnSO, 0,01
CaCl, 0,02
NaCl 0,02
fruktoz 30
gliikoz 15

4. tablazat: Simplified tapoldat osszetétele (Otgonbayar és mtsai. 2011)
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Alkalmazott taptalajok:
1. tapoldat: MRS
2. tapoldat: Simplified production (SP) medium
3. tapoldat: Simplified medium
A fermentaci6 soran alkalmazott hémérséklet minden vizsgalatnal 30 C° wolt.
Denzitds mérés 0, 4, 8, 24 és 48 ora elteltével, csiraszdm meghatarozas 0, 8, 24 és 48 o6ra
elteltével tortént.

4. Elért eredmények és értékelésiik
4.1. Mikrobioldgiai uton torténé laktéz bontas

4.1.1. Baktérium kultirak novekedésének optimalasa

A mikrobioldgiai vizsgalatok soran (pH, denzitas) a harom tejsavbaktérium koziil,
mindharom pepton koncentracio esetén, a Streptococcus thermophilus érte el a legna-
gyobb novekedést. A szaporodas mértéke a 2 és 3%-os pepton koncentracid esetén ado-
dott a legnagyobb mértékiinek, emiatt csak ezek a mintak kertiltek analitikai vizsgalatra.

= 4,5
e 4 ¢—S. thermophilus P1
N
s 35 i
§ 3 / =—S. thermophilus P2
2 25 === thermophilus P3
= 4,9 ] )
% 5 =ie=L.casei P1
§ 15 - /_ =>=|_.casei P2
1 /ae =@—L.casei P3
0,5 o= Tk L.acido P1
0 ' ' L.acido P2
0 10 20
L.acido P3
1d6 (h)

15. dbra: A baktériumok novekedési gérbéje 1-2-3%-o0s pepton koncentracion

Az analitikai vizsgalatok soran kapott 2 és 3 g/100 ml peptont tartalmazé mintak
eredményeit az alabbi abrakon (17. és 18. abra) talalhatoak. A leghatékonyabb laktoz
bontd hatast a mikrobiologiai eredményekkel korrelalva, a Streptococcus thermophilus
mutatta. A kezdeti 4 g/100ml lakt6z koncentraciordl 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. dbra: 2 g/100 ml peptont tartalmazo mintak eredményei
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17. abra: 3 g/100 ml peptont tartalmazé mintak eredményei
4.2. Az enzimatikus laktoz hidrolizis vizsgalata

4.2.1. Enzimaktivitas és pH optimum meghatarozasa spektrofotometrias uton

A vizsgalat soran a laktozim enzim aktivitasat kiilonb6z6 pH-értékeken (4,5-7,3)
vizsgalva, 37°C-on és K*- és Mg*"aktivatorok jelenlétében pH 6,8 esetén kaptuk a leg-
nagyobb aktivitas értéket (2166 U) amely az enzimre megadott irodalmi értékhez kozeli-
nek bizonyult (2600 U). Az aktivitas pH-fiiggése fontos informaciot ad a tejtermékek
fermentacidja sordn torténd pH-csokkenés hatdsara bekdvetkezd enzim aktivitds csokke-
nésére: a kiindulasi tej pH-ja 6,8-6,9 értéktdl csokken pH=4,5-5,0 tartomanyba, ami az
enzim aktivitdsanak csokkenését eredményezi (pH=6 esetén 500 U aktivitas mérhetd,
pH=4,5 esetén nem mérhetd az enzim aktivitasa).
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18. dbra: A reakciosebesség valtozasa a szubsztrat koncentracio fiiggvényében a 0-10
mmol koncentrdcio tartomanyban kiilonbdzé pH viszonyok esetén.

pH Vmax Kwm —alland6 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. abra gorbéi segitségével szamitott kinetikai paraméterek valtozasa a
pH fiiggvényében
Abktivitas (U)
1500 -
000 o
1500 4
1000 o
500
0 o
49 43 54 5% 69§ 0

pH

19. dbra: A p-galaktozidaz enzim aktivitisanak valtozasa a pH fiiggvényében
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A B-galaktozidaz enzim koncentraciéjanak a laktéz hidrolizis mértékére gyako-
rolt hatasa

Ipari szempontbdl, az enzimek magas ara miatt, fontos meghatarozni azt a minimalis
enzim koncentracié mennyiségét, amely mellett még hatékonyan jatszodik le a kivant
reakcid, esetiinkben, a laktéz hidrolizis. Az alabbiakban kiilonb6z6 enzimkoncent-
racidkat vizsgaltunk az -galaktozidaz optimalis kdriilményein.

A higitatlan és 0tszords higitasu enzim felhasznalds esetén 100%-os hidrolizist ér-
tiink el; az 6tszoros higitas esetén kozel 100%-o0s, mig nagyobb higitasok esetén a hidro-
lizis mértéke jelentdsen elmaradtak a fent emlitett értékektdl. A higitatlan enzim esetén
100%-os hidrolizist értiink el; a tizszeresére higitott enzimmel végzett vizsgalat is kdzel
hasonlé eredményt hozott (99,25%). A szaz- és ezerszeresére higitott enzimek jelentésen
elmaradtak a fent emlitett értékektol.
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20. abra: Az enzim koncentracio hatasa a laktoz hidrolizisre

4.2.4. Magnézium és zselatin jelenlétének -galaktozidaz enzimre gyakorolt ha-
tasa az enzim koncentraciora és pH-ra

A., Magnézium-ion hatas az enzim koncentraciéra

A higitatlan, 6tszoros higitasu enzim felhasznalas esetén 100%-os hidrolizist értiink
el aktivator alkalmazasa nélkiil is; mig a tizszeres higitas esetén 94%, huszondtszords
higitas esetén kodzel 55%-os konverziot. Ebbol adédodan a tizszeres higitasnal csekélyebb
enzimkoncentracio esetén feltétleniil sziikséges Mg-sok alkalmazasa teljes mértékii at-
alakitas kivaltasahoz, amit kisérletink soran igazoltunk. (21. abra). 100-szoros enzimhi-
gitas esetén a 2,9 %-os atalakitas hatékonysagat aktivator alkalmazasaval 47 %-ra tudtuk
novelni.
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21. abra: A magneézium enzim aktivitasara gyakorolt hatdsa

B., Enzimaktivitas novelése pH optimum alatt, magnéziumion aktivatorral

A pH optimum alatt a kontrollhoz képest minden MgCl, tartalmi minta esetén maga-
sabb hidrolizis értéket értﬁnk el. A leghatékonyabb bontési eredményeket 5 mM MgClz
zi, ahol a tablazatban szerepld értékek az elhldrohzalt laktoz mértékét adjak meg szaza-
lékosan.

Lakt6z hidrolizis (%)
45% 4,5 % 45 % 45%
oH B-galaktozidaz enzim | 4,5 % laktoz laktoz, laktoz, laktéz, laktoz,
aktivitas kontrol 1mM 2mM 5 mM 10 mM
pH 2166 UN enzim 3,42 32,20 47,31 87,16 61,41
55 216,6 UN enzim 0,01 2,58 4,26 27,62 4,68
pH 2166 UN enzim 100 100 100 100 100
6,8 216,6 UN enzim 94,92 100 100 100 98,83

6. tabldzat: A Mg2+ aktivator hatdsara torténd bontdsi hatékonysag valtozas kiilonb6zo
enzim aktivitasu oldatokban
C., A zselatin hatasa a 3-galaktozidaz enzim aktivitasara

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
konverzié kdvetkeztében okafogyotta valt barmilyen aktivator alkalmazasa.
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Laktoz hidrolizis (%)
B-galaktozidaz enzim aktivitasa 4,5 % laktoz kontrol 4,5 % laktoz
pH +1% zselatin
pH5,5 |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. tabldzat: A bontdsi hatékonysag valtozasa 1%-os zselatin jelenlétében, enzimkoncent-
rdcio fiiggvényében
D., Enzimaktivitas novelése MgCl, és zselatin kombinacidja jelenlétében

Zselatin és magnézium aktivator kombinacidjaval pH optimum alatt, higitatlan enzim
hozzaadasa mellett kdzel 100%-os hidrolizist értiink el.

Laktoz hidrolizis %

]JH.=f>.$ 2166 pH=6.8216.6
LN enzum UN enzim

pH=551166  pH=55216,6
UM enzim UM enzim

0 = ——

m Fontroll m 5 mb MgCI2 + 1% zselatin

22. abra: Enzimaktivitas novelése MgCl, és zselatin jelenléteben

4.2.5. Matrix-hatas vizsgalata a lakotéz hidrolitikus atalakitasa mértékére

crer

talmazé mintdban a reakcid végére a laktdz koncentracio 3,0%-ra (33,3% atalakulas)
csokkent, ami alacsony atalakulds. Az 1 g/100ml keményitSt tartalmazd minta esetén, a
kisérlet végén mért laktdz koncentracid 3,4%-nak adodott (24,4% bontas), ami arra utal,
hogy a keményitének inhibicids hatdsa lehet a B-galaktozidazra. Az 1 g/100ml zselatin
hatarozott leghatékonyabb atalakulasra utal. Hasonloan fontos megjegyezni ugyanakkor,
hogy az 1% novényi olajt tartalmaz6 minta esetén a bontas utin a maradék laktoz kon-
centracigja 0,2% értékiinek adodott. A vizsgalatok soran kapott kromatografias (HPLC-
ELSD) eredményeket a kdvetkezo abra foglalja ossze:
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+ 1% névényi olaj
+ B-galaktozidaz
Hidrolizis mértéke 95 %

+ 1% zselatin
+ p-galaktozidaz
Hidrolizis mértéke 98 %

OH
0 i -
HO D-gliikéz + 1% keményitd
HO 9 + p-galaktozidaz
OH %4 Hidrolizis meértéke 24%
HO R

o D-galaktoz
HO + B-galaktozidaz
% "» Hidrolizismértéke 33 %

OH
OH
0 0
0
HO
OH
OH H
Laktoz standard

23. abra: Matrix-hatas vizsgalat soran kapott kromatografias eredmények

oy
o

4.2.6. Valés minta —tejcukor koncentratum enzimatikus hidrolizise

Elelmiszer métrixban —tejipari melléktermék, tejcukor koncentratum- kontrollalt pH
mellett végrehajtott laktéz hidrolizis a higitott enzim koncentracio esetén is 100%-nak
adddott, szemben a minta kiindulasi pH-jan kapott eredménnyel.
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24. abra: A laktoz koncentratum enzimatikus hidrolizise

4.2.7. Galakto-oligoszacharidok jelenlétének kimutatasa

A lakt6z hidrolizise soran galakto-oligoszacharidok jelenlétét mutattuk ki kevesebb,
mint 1%-os koncentracioban, amit korabban is megfigyeltek (Neri és mtsai. 2009). A
vizsgalt mintak koziil példaként a pH 6,8, 25-sz6rds higitasti enzimet tartalmazo mintat
hozzuk, amit az alabbi kromatogramon keszt6z (GF2), niszt6éz (GF3) standardok segitsé-
gével szemléltetiink. A mintdban harmas tagszami galakto-oligoszacharid jelenlétét
tudtuk kimutatni 0,11 g/100ml koncentracioban. Vizsgalataink elsésorban a laktéz bon-
tasara iranyultak, az irodalomban kozoltekkel megegyezé mennyiségli galakto-
oligoszacharidok képzddéséhez az altalunk hasznalt paraméterektdl eltéré koriilmények,
pld. pH, szubsztrat-koncentracié, hémérséklet sziikségesek. (A legnagyobb mértékii
galakto-oligoszacharid képzédés 50-80%-os laktoz hidrolizis mellett valosul meg.)
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25. dbra: A galakto-oligoszacharid képzdédést szemléltetd kromarogram

4.1. 4.3. A gliikoz atalakitas eredményei

A hidrolizalt laktozbol szarmazo gliikozt, izomeraz enzim felhasznalasaval fruktozza
alakitottuk kiilonb6z6 reakcid kozegekben. Magnézium és zselatin hozzaadasaval nétt az
izomerizacid hatékonysaga. Megkozelitdleg 27%-0s novekedést eredményezett 24 ora
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 izomerdz enzim 6,3 26,9
Img/ml gliikdz izomeraz enzim
+ 5mM MgCl, 9,5 323
3mg/ml gliikdz izomeraz enzim 10,0 27,9
3mg/ml gliik6z izomeraz enzim
+ 5mM MgCl 16,2 36,5

8. tablazat: A fruktoz atalakulas szazalékos eredményei
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4.4. Mannit képzés fruktozbdl fermentacios uton

4.4.1. 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 koriilmények kozott zajlott. Kontrollként a taptalajok 6sszetevoi koziil kihagy-
tuk a fruktozt és helyette szénhidratforrasként gliikozt alkalmaztunk. Az eredményeket
az alabbi abrakon (25.- 26.- 27.- 28. abra) szemléltetjiik.

—_ 10,00
s -~
Z o | =\
% 8,50
= / AN
7.50 / \\ \’ —&— 1. taptalaj
7.00 / \ ——2. taptalaj
6.50 - 4 \ 3. taptalaj
6,00 = \-
5,50
5,00
Oh 8h 24 h 48 h
idé

26. abra: Leuconostoc citreum log 10 csiraszam értékei 48 oras fermentdcio sordan a
fruktozt és gliikozt is tartalmazo tapoldatokbol

A fruktozt és gliikdzt is tartalmazé tapoldatbol szarmazo L. citreum és L. pseudome-
senteroides baktériumok a 3. illetve a 1.-es taptalajon mutattik a legnagyobb novekedést.
(Simplified medium illetve MRS taptalajok hasznalata mellett.)

10,00 %
9,50 —
9.00 AT
8,50 -
8,00 //
7.50 // —&— 1. taptalaj

lg CFU mi-1

7.00 / —l—2. taptalaj
6,50 ¥ 4 3. taptalaj
6.00 =
5.50
5.00
Oh 8h 24 h 48 h
idoé

27. abra: Leuconostoc pseudomesenteroides log 10 csiraszam értékei 48 orads fermentd-
cio soran a fruktozt és gliikozt is tartalmazo tapoldatokbol
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8,00 \\ \
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7.00 =ll—2. taptalaj
6,50 / \\\\‘ —4—3. téptalaj
. U — 3. téptalaj
6,00

5.50
5.00

lg CFU mlk1

Oh 8h 24h 48h

28. dbra: Leuconostoc citreum log 10 csiraszam értékei 48 oras fermentdcio sordan a
csak gliikozt tartalmazo tapoldatokbol

A csak glikozt tartalmazd tapoldatbol szarmazd L. citreum és L. pseudome-
senteroides baktériumok az 1.-es taptalajon mutattak a legnagyobb novekedést (MRS),
azonban ehhez megkdzelité eredményeket hozott Simplified medium taptalajok (3. tap-
talaj) hasznalata is.

10,00 r""
9,50
9.00
8,00 ///;/ \l—
7.50 —4— 1. taptalaj

/

lg CFU mi-1

7,00 ——2. taptalaj
6,50 { 3. taptalaj
6,00
5,50
5,00
Oh 8h 24h 48 h
idé

29. dabra: Leuconostoc pseudomesenteroides log 10 csiraszam értékei 48 ords fermenta-
cio soran a csak gliikozt tartalmazo tapoldatokbol

4.4.2. Lactobacillus brevis torzsek mannit-termelés vizsgalatanak eredményei

A vizsgalatot aerob és mikroaerofil kdriilmények kozott is elvégeztik. Az eredmé-
nyeket az alabbi abra szemléltetik.
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g CTU ml-1

30. dbra: Lactobacillus brevis log 10 csiraszam értékei 48 oras aerob és mikroaerofil
fermentacio soran

A L. brevis mikroaerofil koriilmények kozott, a 1-es taptalajon (MRS taptalaj) mutat-
ta a legnagyobb novekedést, mig aerob koriilmények kdzott az 1-es és 3-as taptalajokon
vald baktérium-tenyésztés egyforma eredményeket hozott.

4.4.3. A fruktéz fermentacio kromatografias nyomonkovetésével kapott ered-
ményei

A kiilonb6z6 heterofermentativ baktériumok eltéré eredményeket hoztak a kiilonféle
taptalajokon. Leucontostoc pseudomesenteroides esetén csekély fruktoz redukeio 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 korrelacioban vannak.

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

9. tabldzat: 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
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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 hatasdara véegbemned mannit képzés
5. Osszegzés

Kidolgoztunk egy haromlépéses laktoz atalakitasi modszert, mely lehetdséget teremt,
innovativ megkdzelitéssel, korabban nem leirt kisérleti metodika alkalmazasaval
laktozmentes, illetdleg egészségvédd hatasu tejtermékek eldallitdsara, kedvezo élettani
hatast cukoralkohol keletkezésére alapozva. Ehhez hasonld diabetikus, illetve prebio-
tikus élelmiszert a tejipari szegmensben nem fejlesztettek ki, igy az altalunk kidolgozott
sokrétli protokoll 1j termékek megjelenéséhez is vezethet a sziikséges propagyartasok,
illetve tesztiizemi kisérletek végrehajtasat kovetoen.

Tobb modszerrel vizsgaltuk a laktoz hidrolizisének lehetséges €s leghatékonyabb el-
jarasait. Mikrobiologiailag kezelt mintak esetén a leghatékonyabb laktdéz bontd hatast
28-35%-o0s laktdz bontasi hatékonysaggal a Streptococcus thermophilus mutatta, a tobbi
izolatum, laktéz hidrolizis mértéke 20% alatt maradt. A kapott értékek az irodalmi 30-
40%-os fermentativ laktoz hidrolizissel 6sszhangban vannak.

Enzimatikus laktdz bontas vizsgalatokat végeztiink a Kluyveromyces lactis-bd! izolalt
B-D-galaktozidazzal. A vizsgalatok soran, spektrofotometrids uton meghataroztuk az
enzim aktivitasat (2166 U), pH optimumat (pH 6,8).

A magnézium-ion, illetve zselatin B-galaktozidaz enzimre gyakorolt hatasat vizsgal-
tuk. A magnézium-ion aktivald hatdsa az irodalombol ismert, a zselatin enzim hatékony-
sagot noveld tulajdonsaga nem ismert, bar enzim immobilizacids vizsgalatok soran al-
kalmazott anyag. A magnézium-ion jelenléte pozitivan befolyasolta az enzim felhaszna-
las mennyiségét, és pH optimum alatt, még alacsonyabb pH korilmények kozott (pH
5,5) is kozel 90%-os laktdz hidrolizist értlink el.

Matrix hatas vizsgalat soran keményitd, zselatin, olaj hozzdadasa mellett vizsgaltuk
az enzim miikddését. Olaj és zselatin hatasara nétt a laktoz hidrolizis mértéke, keményitd
hozzdadasaval csokkent, a keményité enzim aktivitas csokkentd hatasat spektrofotomet-
rids uton is igazoltuk. Zselatin jelenléte ndvelte az enzim hatékonysagot, tized annyi
enzim sziikséges a kozel szdz szdzalékos hidrolizis eléréséhez az 1 g/100ml koncentraci-
0ju zselatin hozzaadasaval. A laktoz hidrolizise soran galakto-oligoszacharidok jelenlétét
mutattuk ki.

A gliik6z enzimatikus atalakitasa soran 36%-os fruktoz atalakulast értiink el. A glii-
koz izomeraz enzim hatékonysagat jelentdsen tudtuk névelni magnézium-ion és zselatin
hozzaadasaval. A kapott értékek dsszhangban vannak, az irodalomban k6z6lt 40%-0s
fruktoz atalakulassal.
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A fruktdéz fermentativ atalakitasa sordn, a Leuconostoc citreum és Lactobacillus
bervis 100%-os hatékonysagl heterofermentativ tejsavbaktériumok altali mannit-képzést
értiink el optimalis 1:2 gliikdz:frukt6éz ardnyt taptalaj kozegben. Az Intézetben jelenleg
is folynak kutatdsok az altalunk enzimatikus uton kezelt laktézmintakbol, laktoz-
koncentratumbdl nyert fruktdz fermentativ mannit termelésének optimalizalasara.
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