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1. BEVEZETES

A sajtgyartas elsddleges mellékterméke a nagy mennyiségben keletkez6 tejsavo. A
globalisan termelt savomennyiség éves szinten meghaladja a 100 milli6 tonnat, mely
a tejipar boviilése kdvetkeztében tovabbi 1-2%-o0s novekedést mutat.

A tejsavo f6 Osszetételét tekintve kisebb mennyiségli asvanyi so €s zsirtartalma mellett
kb. 5% laktozbdl és 0.7% savofehérjébdl all. Szervesanyag tartalma miatt biologia és
kémiai oxigénigénye rendkivill magas, ezért a szennyvizrendszerekbe torténd
bocsatasa elott kezelése elengedhetetlen. A savokezelés 1ényeges gazdasagi terhet rd
a tejipar szerepldire, azonban komponensei potencidlisan alkalmazhatok szamos
¢lelmiszeripari €és biotechnologiai folyamatban. Ezért az elmult években a
savokezelési technologidk értékndveld alternativainak kiaknazasa tudomanyos, és
ipari érdeklédés targyava valt.

A korszertli savokezelési technologidk altalaban a savé frakcionalasan alapulnak. A két
f6 komponens (laktdz és savofehérje) szétvalasztasat azok tovabbi konverzidja vagy
értékesitése koveti. A savofehérjék szamos eldnyds techno-funkciondlis és élettani
jellemzodvel rendelkeznek: j6 habképzdk, valamint fogyasztasuk bizonyitottan pozitiv
¢lettani hatassal bir. Ennek kovetkezében leggyakrabban magas piaci értékii étrend-
kiegészitOként keriilnek forgalomba.

A lakt6z hasznositasa azonban korlatozott. Lehetséges az élelmiszeriparban torténd
felhasznaldsa, azonban nagyobb  koncentracioban  alkalmazva  konnyen
kristadlyosodashoz vezet, illetve a laktdz-érzékeny fogyasztok novekvd aranya miatt
alkalmazéasa fogyasztasi cikkekben korlatolt. Tovabbi lehetdség a fermentacios
iparban szénhidrat forrasként torténd hasznositasa. Ilyen jellegli alkalmazas soran
azonban altaldban eldzetes hidrolizis sziikséges a laktoz-hasznosito mikrobdk alacsony
szama, illetve az egyéb szénforrasokkal (gliikdz, maltdz, szacharoz) 6sszehasonlitott
alacsony sejthozamok miatt.

Az utobbi idében a prebiotikus oligoszacharidok fokozott tudoményos érdeklédésben
részesiiltek, mivel fogyasztasuk szelektiven serkenti a human bél-mikrobiota hasznos
baktériumainak szaporodasat, ezzel pozitiv hatast gyakorolva az emberi egészségre. A
savo-eredetli laktdz  szubsztratjdt képezheti prebiotikus hatdsa  galakto-
oligoszacharidok (GOS) eldéallitdsdnak A GOS szintézis B-galaktoziddz enzimmel,
magas szubsztrat koncentracid (>200 g/L lakt6éz) mellett zajlik, ezért az ilyen
felhasznalas esetében a savo laktoztartalmanak koncentralasa sziikséges. Az enzimes

reakcio eredményeként a prebiotikus GOS frakciok és a nem-reagald laktéz mellett
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galaktéz ¢és glikoéz keletkezik, melyek eltdvolitdsa sziikséges magas-tisztasagu
termékek eldallitasa soran.

A tejsavd hasznositasdnak tovabbi, tradiciondlis mddja annak tejsavas erjesztése,
mellyel értékndvelt fermentalt italok eldallitasara nyilik lehetdség. A fermentalt
termékek évszazadok oOta az emberi taplalkozas részét képzik, kedvezd érzékszervi
jellemzdik mellet fogyasztasuk bizonyitottan pozitivan hat az emberi egészségre.
Doktori munkdm célja a tejsavo-feldolgozas értéknoveld lehetdségeinek elemzése és
bemutatdsa. Munkdm soran elsdsorban a savd laktdztartalmanak felhasznalasat
vizsgaltam, tekintettel a savofehérje-hasznositas és az ezt dvezo ipar kiaknazottsagara.
Célom volt a fehérjementes savdé GOS szintézisben, illetve tejsavas fermentacioban
vald alkalmazésa. Tovabbi célom volt a két eljaras kombinacidja a GOS szintézis soran
keletkezett melléktermékek eltavolitasara, ezzel egy prebiotikus, fermentalt ital
kifejlesztéséhez sziikséges alapok kidolgozasa. Végiil célom volt a tejsavas GOS-
fermentacid Osszehasonlitdsa az erre a célra gyakran alkalmazott, élesztd torzsekkel

végzett szelektiv GOS fermentécios folyamatokkal.



2. CELKITUZESEK

1. Fehérjementes tejsavo eloallitisa membransziiréssel és felhasznalasa
galakto-oligoszacharidok (GOS) enzimes szintézisére
Az els6 munkapont célja egy tobblépcsds miiveletsor kidolgozasa, mely magaba
foglalja a tejsavd membranos miiveletekkel torténd frakcionalasat és a GOS enzimes
szintézisét. A munka sordn a kovetkezo lepéseket terveztem elvégezni:
(i) Savofehérje és laktoz frakcionalasa ultrasziiréssel (UF).
(i) A fehérjementes savdé (UF permeatum) laktéztartalmanak koncentralasa
nanosziiréssel (NF).
felhaszndlasa kereskedelmi forgalomban kaphatd B-galaktoziddz enzimmel
végzett GOS szintézis szubsztratjaként.
A folyamat soran a {6 cél a GOS szintézishez alkalmazhat6 szubsztratum eldallitasa,

¢s az ehhez sziikkséges membranszeparacios miiveletek dsszehangolasa volt.

2. A fehérjementes savé (savé permeatum) tejsavas fermentaciojahoz
sziikséges mikrobiologiai alapok kidolgozasa
kiilonb6z6 kiegészitd tapanyagforrasok mellett. Az eredmények alapjan célom volt a
megfeleld savd permeatum alapu tapkozeg Osszetételének meghatarozasa. A célok
eléréséhez kitlizott részfeladatok az aldbbiak voltak:
(1) Megfeleld tejsavbaktérium torzsek szelektalasa torzsgyljteményekbdl és
1zolalasa tejipari starterkultirakbol.
(if) A szelektalt torzsek aminosav- és vitaminigényének meghatarozasa.
(iii) A tejsavbaktérium torzsek szerves- és szervetlen nitrogénforras-sziikségleteinek
meghatarozasa fehérjementes savo tejsavas fermentacioja soran.
(iv) Kiilonbozo szerves nitrogénforrasok hatasanak vizsgalata a torzsek fermentacios

aktivitasara és jellemzdire.



3. Nyers GOS-keverék mono- és diszacharid tartalmanak szelektiv
fermentacioja tejsavbaktériumokkal
Az eldz6 pontban megszerzett ismeretek alapjan célom volt tejsavbaktérium torzsek
nyers GOS tisztitasban val6 alkalmazhatosdganak vizsgalata, optimalt tapkdzegben. A
kovetkezo részfeladatokat hataroztam meg:
(1) A tejsavbaktérium torzsek screenelése szelektiv fermentacios képességiik
alapjan.
(i) A szelektalt torzsek GOS fermentacios profiljanak vizsgalata és a termelt

metabolitok meghatarozasa.

4. Nyers GOS-keverék mono- és diszacharid tartalmanak szelektiv
fermentacioja élesztégombakkal
Ezen célkitiizés megvaldsitasa soran laktéz hasznositd Kluyveromyces fajok
munkapont részfeladatai a kovetkez6k voltak:
(i) Laktoz erjeszt6 és nem-erjeszté Kluyveromyces fajok torzseinek kivalasztasa.
(i) A szelektalt torzsek szaporodasanak és szelektiv GOS fermentacidban vald
alkalmazhatosaganak vizsgalata nagytisztasaghi (metabolit-mentes) GOS

eldallitasa céljabol



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A tejsavo
A tejsavO a sajtgyartas soran, nagy mennyiségben keletkezé melléktermék. Két

tipusat: édes- és savanyl savot kiilonboztetjilk meg. Az édes savo a sajtgyartas soran,
a tej rennin/kimozion protedz enzimmel vald kezelését kovetden all eld. Az enzimes
kezelés kovetkeztében a tej kazein micelldi aggregalddnak és térhalosodnak
(megalvadnak). Az alvadasi folyamat eredményeként kivalt folyékony halmazallapota
anyag az édes savo. A savanyu savo a tard és kiilonbozo joghurtok gyartdsa soran
keletkezik. Ebben az esetben oltéenzim nem keriil alkalmazasra, a tej fehérjéinek
alvadasat a pH ~4,5 ala csokkenése eredményezi. Mind az édes, mind a savanyu savo
keletkezése esetén a sajt, turd vagy joghurt elvalasztasra keriil és a termék jellegétol
fiiggben tovabbi feldolgozasi 1épéseken esik at (SZAKALY, 2001; SCHMIDTETAL.,
2003).

3.1.1. A tejsavo keletkezésének és felhasznalasanak torténelmi hattere
A tejsavo az egyik legnagyobb mennyiségben keletkezd tejipari melléktermék, mely

évezredek Ota Osszefonodik az emberi sajt- és egyéb tejtermék-fogyasztassal. Az
ember hozzaallasa a savohoz az évszazadok soran szdmos valtozason ment keresztiil.
A savo 17. és 18. szazadban népszerii italnak szamitott, sebek és bélpanaszok
enyhitésével kapcsolatos gyogyitd hatasat feltételezték.

A 20. szazadban azonban a tejipar termelékenysége, ezzel egyiitt a keletkezett savo
mennyisége drasztikus ndvekedésnek indult. Napjainkban az éves savotermelés
volumene meghaladja a 100 milli6 tonnat, mely nagy része Europahoz kothet6 (1.
Abra).

A 20. szdzadban ezért a savo, termelésének nagymértékii novekedése kovetkeztében
nemkivéanatos melléktermékkeé valt, a tejipar szereploi ezért a lehetd leggazdasdgosabb
modon probaltak téle megszabadulni. Ez a savd nativ formdjadban torténd
felhasznalasat jelentette 4llati  takarmanyként vagy termdfold-tragyaként,
leggyakrabban azonban a savot kezelés nélkiil a folydkba, allovizekbe, illetve

szennyvizrendszerbe engedték. A tejsavd magas szervesanyag tartalma miatt azonban

rrrrrrrr

(SMITHERS, 2008, 2015; PRAZERES ET AL., 2012).

A fenti okokbol kifolyolag a 70-es években vilagszerte torvényi szabalyozasok 1éptek
érvénybe, melyek szabalyoztak vagy tiltottak a kezeletlen savo kornyezetbe liritését.
A szigoritasok kovetkeztében a tejipar szerepldire nagy gazdasagi teher nehezedett,

ami sarkallta a savokezelés gazdasagos vagy értékndveld alternativainak kiaknazasat.
5
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1. Abra.: Globdlis édes savitermelés 1960 és 2013 kozott (Forrds: FaoStat
http://www.fao.org/faostat/en/#data/BL)

A tejsavo Osszetételének részletesebb vizsgalata utan nyilvanvalova valt komponensei
értékes mivolta, mely tovabb serkentette a savé biologiai €s fiziko-kémiai értéknoveld

feldolgozasaval kapcsolatos kutatasokat (MAWSON, 1994; SISO, 1996).

3.1.2. A tejsavé osszetétele
A tejsavd a tej vizoldhatdé komponenseinek nagy részét, és viztartalmanak egészét

tartalmazza. Osszetétele az eldallitdis modjatol (édes vagy savanyl savd), az
alkalmazott technoldgia sajatossagaitol és a tej kiindulédsi Osszetételétdl fligg. Fo
Osszetevoi a laktdz, savofehérjék, savanyu savo esetén a tejsav, illetve kisebb
mennyiségben zsir és hamu, mely nagyrészt asvanyi sokbol all. A tehéntej €s tejsavo
altalanos szazalékos Osszetétele az 1. Tablazatban lathato.

A savo f6 komponensei a laktdz és a savofehérjék. Magas szervesanyag tartalma miatt
a savo nativ formajaban rendkiviil kérnyezetterheld, biologiai oxigigénigénye (BOI,
anaerob koriilmények kozotti bioldgiai bontashoz sziikséges oxigénmennyiség)
atlagosan 175-szor6se az atlagos szennyvizeknek (PRAZERES ET AL., 2012;
SMITHERS, 2015).

A savofehérje Osszetételét tekintve 50% B-laktoglobulin, 20% laktalbumin, 15%
glikomakropeptid, és 15% egyéb fehérje vagy peptid, melyek kozé az
immunoglobulin, laktoferrin, laktoperoxidaz, szérum albumin, lizozim ¢és kiilonb6zo
novekedési faktorok tartoznak (SMITHERS, 2008).

A savofehérjék az utobbi években rendkiviili modon felértékelddtek, mivel kedvezd
technofunkcionalis tulajdonsagokkal (jo hab és gélképzés) illetve magas tapértékkel

rendelkeznek. A kiilonb6z6 savofehérje frakciok valtozatos bioaktiv hatasat mutattak
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ki, melyek kozé antimikrobds, rak-megel6zd, vérnyomascsokkentd, immunrendszer-
stimulalo, kelatképzé és izomzat-Osszetétel javitd hatasok is sorolhatok. Ebbdl
kifolyolag a savofehérjéket a leggyakrabban szeparacio, tisztitas €s esetleges hidrolizis
utdn  étrend  kiegészitOként ¢és  funkcionalis  élelmiszerként alkalmazzak
(KRISSANSEN, 2007; MADUREIRA ET AL., 2007; SMITHERS, 2008; NATH ET
AL.,2015; TAVARES ES MALCATA, 2016).

1. Tablazat: Tehéntej és tejsavo dltalanos osszetétele (SMITHERS 2015 és MAWSON
1994 nyoman)

Mennyiség, w/v%

Osszetevé Tej, % Edes savé, % Savanyii savé, %
Szarazanyag 12,8 6,3 6,6
Laktéz 4,9 49 3,8-4,9
Fehérje 3,5 0,75 0,75
Kazein 2,8 <0,05 <0,05
Savofehérje 0,7 0,7 0,7
Hamu 0,7 0,5 0,9
Zsir 37 0,1 0,1
Tejsav 0 0,02 0,6-0,7
pH 6,5-6,8 5,6 <4,5
BOI!, mg O2/L >140000 >30000 >35000
KOI?, mg O2/L ~1710 ~11000 ~11000

'BOI (biolégiai oxigénigény): anaerob koriilmények kozotti biologiai bontdshoz sziikséges
oxigénmennyiség
2KOI (kémiai oxigénigény): kémiai titon, katalizatorokkal térténé bontdshoz sziikséges
oxigénmennyiség

cre

melyben egy gliikoz és egy galakt6z molekula (1-4) kotéssel kapcsolodik dssze. A
laktdz a természetben kizarolag az emldséllatok és emberek tejében jelenik meg. Ez
nagy valosziniiséggel a molekula kiegyenstlyozott gliikkdz-galaktéz ardnyahoz
kothetd, ugyanis mig a gliikkdz energiaforrasként szolgal, a galaktoz elengedhetetlen az
agy megfeleld fejlédéséhez. Az emldséllatok esetében a laktoz kizardlag a szoptatasi
idészakban képzi a taplalkozas részét, azonban az emberi étrendben a tejtermékek
fogyasztasaval késObbi €letszakaszokban is jelentés mennyiségben jelenik meg
(ADAM ET AL., 2004; SCHAAFSMA, 2008).

A laktoz felhasznalhatd az élelmiszeriparban, mint édesitd, tapszer-Osszetevo, illetve
a siitéiparban barnulést eldsegitd adalékanyag. Azonban fontos kiemelni, hogy a vilag
népességének 75%-a laktoz intolerans. A laktozérzékeny fogyasztok ardnya tovabba

az utdbbi iddben ndvekvd tendenciat mutatott, amivel pairhuzamosan megnétt a laktoz-



mentes termékek keresettsége (SCHAAFSMA, 2008; HARJU ET AL., 2012). Az
utdbbi idében ennek megfelelden a laktdz, mint élelmiszer-adalék egyre inkabb teret
vesztett az 1], biotechnologiai alapanyagként torténd felhasznalasahoz képest (ADAM
ET AL., 2004; GANZLE ET AL., 2008; PATERSON ES KELLAM, 2009). Ezen

lehetdségek targyalasa a dolgozat 3.1.3.2.3. szakaszanak részét képzi.

3.1.3. Tejsavo kezelésének lehetéségei
A huszadik szdzad masodik felében bevezetett kornyezetvédelmi szabalyozasok

kovetkeztében a tejipar rakényszeriilt a nagy mennyiségben keletkez6 savo kezelésére.
Ez kezdetben a savo nativ formdajaban torténd felhasznaldsat jelentette. Késobb, a
kiilonb6zd szeparacids eljarasok fejlédésével a komponensek elvalasztasa és azok

elkiilonitett felhasznalasa valt hangsulyosabba.

3.1.3.1. Nativ savo felhasznalasa
Az 1970-es évekig a savot nativ formajaban, tragyaként és allati takarmanyként

hasznaltak fel. Ez az alkalmazasmod a legjobb esetben is csak rendkiviil kismértékii
anyagi haszonnal jart (SMITHERS, 2008).

A késdbbiekben nagyobb figyelmet kapott a savo ital-célu feldolgozasa. Az 1970-es
években nagy érdeklddés Ovezte az egyszerl, tejsavo-alapt italok kifejlesztését.
Azonban a savO magas laktoz- és asvanyi so tartalma miatt izkaraktere egyszerre
¢deskés, savanyu és sOs, ami nem tette népszeriivé az ilyen jellegi termékeket
(HOLSINGER ET AL., 1974; FRANKOWSKI ET AL., 2014; SMITH ET AL., 2016;
ZOTTAET AL., 2020).

Az 1980-as évektdl kezdve a savokezelés legelterjedtebb modja annak bioldgiai
lebontésa volt, aerob és anaerob emésztéssel. Az eljaras célja a BOI és KOI értékek
csokkentése volt, melyet kovetden a kezelt savot a szennyvizkezeld rendszerbe
engedték. A folyamat melléktermékeként eldallt biomasszat tragyaként alkalmaztak.
A haszon ebben az esetben is csak kismértékl volt, de a keletkezett melléktermékek
hasznositasa jelentette a savo teljeskorii feldolgozasanak kezdetét (PRAZERES ET
AL., 2012).

Ezt kovetden a tudoményos figyelem a savo értéknoveld feldolgozasa felé fordult. Ez
a nativ savd acidogén ¢és metanogén mikrobdk konzorciuméval vald anaerob
emésztését jelentette. Az eljards soran a biomassza mellett keletkez6 metant
energetikai célokra hasznaltak fel. Ez a folyamat jovedelmezd volt, valamint a metén,

mint energiaforras hasznélata az iiveghaz-hatast gazok kibocsatasat is csokkentette. A

8



savO anaerob emésztését napjainkban is sok helyen alkalmazzak, mivel az eljaras
alacsony telepitési és operacids koltsége miatt a kisebb tejipari szereplok szdmara is
kivitelezhetd (HASSAN ES NELSON, 2012; PRAZERES ET AL., 2012; MUSCOLO
ET AL., 2017).

mikrobak alkalmazasaval. A kiilonb6z6 fermentaciok altal eldallitott f6 termékek az
etanol (Candida sp., Kluyveromyces sp.), a hidrogén (Clostridium sp., Enterobacter
sp., Citrobacter sp., E. coli) és a tejsav (Lactobacillus sp.) voltak. Az fermentacios
eljarasok gazdasagossagat csokkentette, hogy a végterméknek minden esetben
tisztitasi 1épéseken kellett atesnie felhasznalas el6tt, valamint sok esetben a
fermentacios feliiluszo csatornarendszerbe engedése eldtt is tovabbi tisztitasi 1épések
voltak sziikségesek (MATTSSON ES SONESSON, 2003; PRAZERES ET AL., 2012).
Azonban a savo-alapt fermentéaciok hatékonysaga alulmarad az egyéb szénforrdsokon
(gliikoz, maltdz) végzett eljarasokkal szemben, ezért az eredményesebb fermentacio
¢s nagyobb kihozatal érdekében a laktéozt monomerjeire (glikéz és galaktoz)
sziikséges bontani. A laktdz bontdsa az iparban altalaban enzimes hidrolizissel, B-
galaktoziddz enzimmel torténik. A kereskedelmi enzimpreparatumok nagy része
gomba (Aspergillus sp. vagy Kluyveromyces sp.) eredetii, de 1éteznek bakterialis (pl.
Bacillus circulans) B-galaktozidaz enzimkészitmények is. A kereskedelmi enzimek
hémérséklet optimumai hasonléak (50-60 °C), azonban pH optimumuk kiilénb6z6,
ami befolyasolja felhasznalasi teriiletiiket is. A bakteridlis és élesztd eredetli enzimek
semleges (6-7) pH értékeken miikodnek a legjobban, mig a penész B-galaktozidazok
pH optimuma savas (4-4,5). Ennek megfeleléen a bakterialis és élesztd eredetli
enzimek els@sorban az édes, a penészekbdl szdrmazd preparatumok pedig savanyl
savOban keriilnek felhaszndlasra (MLICHOVA ES ROSENBERG, 2006;
GUERRERO ET AL., 2015).

3.1.3.2. Savo szepariacidja és a komponensek elkiilonitett felhasznalasa
Az utobbi 20 évben a savofehérjék nagy mértékben felértékelddtek magas biologiai

értekiik és kedvezd élettani hatdsaik miatt. Ennek kovetkeztében a hangsuly a nativ

e

helyez6dott at (NATH ET AL., 2015; YADAYV ET AL., 2015).
A savofehérjék elvalasztasa fiziko-kémiai eljarasokkal torténik, melyek k6zé sorolhatd
a ho- vagy izoelektromos pont szerinti kicsapas, illetve kiilonb6zd koagulalo és

flokkulalé anyagok hasznalata. Ezen modszerek ipari felhaszndldsa azonban a
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hékezelés okozta fehérje-denaturacio, illetve az adalékanyagok eltavolitasanak
szlikségessége miatt nem terjedt el (PRAZERES ET AL., 2012).

A savét napjainkban leginkabb komplex, tobblépcsds miveletekkel szeparaljak
melyek kiilonboz6é miiveleti eljarasok: beparlas, kristalyositas, ioncsere, centrifugalas
¢s membransziirés valtozatos kombinaciéit foglaljak magukba. Az utobbi évek kiemelt
kutatasi tertilete volt a membranszeparacio fejlesztése, mely eredményeként rendkiviil
szofisztikalt eljarasok valtak elérhetévé. Kiillonbozd membransziiréses eljarasokkal
lehetd valt a magas tisztasagi savofehérjek és laktoz eldallitdsa, illetve a savo

viztartalmanak elvalasztasa is (ARGENTA ES SCHEER, 2020).

3.1.3.2.1. Tejsavo frakcionalasa membransziiréssel
A membransziiréssel végzett elvalasztas soran a tejsavo Szemi-permeabilis hartyan

(membranon) halad at. Az alkalmazott membran porusai és savoalkotok méretének
figgvényében a komponensek athaladnak az alkalmazott membranon (ekkor a
permeatumba kertilnek), vagy visszatartasra keriilnek (ebben az esetben a retentatum
részét képzik) (ARGENTA ES SCHEER, 2020). A savé membranszeparacidjanak

vézlatos folyamata a 2. Abran lathato.

Membranszeparacios eljaras  Viz Hamu  Laktoz Savofehérje Kazein  Zsir

Mikrosz(irés (MF) _\T — \— —\T — —\T - _\Z _\Z"-
Ultraszlirés (UF) —\- - —\— - - \‘- b G ke
Nanosz(ires (NF) --\-‘-----\-»/‘:----5/‘-' _______________________

FOI—d I'tott OZIT‘IL"JZIS (U F) ...\ ......... M ............................................................

2. Abra: Tejsavo komponenseinek szepardcioja membransziirési eljarasokkal

(ARGENTA ES SCHEER, 2020 nyomdn)

A savo membransziiréssel valo frakcionalasanak elsé 1épése rendszerint a mikrosziirés
(MF=Microfiltration), mellyel a sajtgyartds utan hatramaradt kazein- és zsirrészecskék
keriilnek  elvalasztisra. A  kovetkezd miiveleti 1épés az  ultrasziirés
(UF=Ultrafiltration), mely soran a savofehérjék a retentdtumban maradnak, a laktoz,
aminosavak, dsvanyi anyagok és vitaminok pedig a permedtumba keriilnek. Az
elvalasztott savofehérje tisztasaga tovabb ndvelhetd az ultrasziirés diasziirés modban
vald alkalmazasaval, mely sordn a maradék laktdz viz bevezetésével “kimoshatd”

(ROMAN ET AL., 2012; NATH ET AL., 2015; DAS ET AL., 2016).
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A fehérje és laktoz szétvalasztasat kovetden a laktoz oldat viztartalma csdkkenthetd
nanoszirés (Nanofiltration=NF) segitségével, valamint ezzel az eljarassal
elvalaszthat6 az asvanyi anyagok egy része is. Reverz ozmozis (RO-Reverse Osmosis)
alkalmazasa soran a membranon csak a viz képes athaladni, igy ezzel a 1épéssel magas
sok, melyek a hamutartalom nagy részét adjak, nem valaszthatok el maradéktalanul
membransziirési eljarasokkal, ezt a 1épést az iparban rendszerint ioncserével végzik
(CUARTAS-URIBE ET AL., 2006; CHOLLANGI ES HOSSAIN, 2007; DAS ET AL.,
2016).

A fent roviden bemutatott membrantechnikdk kombinacidja lehetévé teszi a magas

tisztasagu savofehérjék és laktoz eldallitasat (POULIOT, 2008).

3.1.3.2.2. Savéfehérje hasznositas lehetdségei
A membrénszepardci6 altal elvélasztott savofehérje felhasznaldsa sokoldalu.

Forgalomba keriilhet kiilonbozd tisztasaghi savofehérje-koncentratumként (Whey
Protein Concentrate=WPC), a savofehérje komponensek tovabbi frakcionalasat
kovetden savofehérje izolatumként (WPI=Whey Protein Isolate), vagy enzimes bontas
utan bioaktiv peptid-készitményként (SMITHERS, 2008; NATH ET AL., 2015;
YADAV ET AL., 2015; TAVARES ES MALCATA, 2016).

3.1.3.2.3. Savé permeatum/laktéz hasznositas lehetéségei
A fehérjementesitést soran 1étrejott laktoz oldat (savo-permeatum) felhasznalasa tobb

moédon lehetséges. Az élelmiszeriparban leginkdbb csokoladék édesitésében, és
stitéipari termékekben barnulast el@segitd anyagként hasznaljak, de alkalmazasa a
korabban leirt technologiai és emésztési nehézségek miatt korlatozott. A gyogyszer-
iparban, mint tomegnoveld hasznalatos, ebben az esetben kromatografias lépések
szlikségesek a megfeleld tisztasdg eléréséhez. A fermentacids iparban, mint
kapcsolatos problémak (mas szénhidratforrasokkal Osszehasonlitva mérsékelt
szaporodas, alacsony kihozatal, hidrolizis szlikségess€ge) miatt alkalmazasa nehézkes
(AUDIC ET AL., 2003; GANZLE ET AL., 2008).

Az utobbi években kiemelt tudomanyos figyelmet kaptak a gydgyhatasu laktdz-
szarmazékok, mint a hetero-oligoszacharid laktitol, laktuldz, laktoszukroz és a
galakto-oligoszacharidok (GOS). A hetero-oligoszaridok és a GOS szintézise egyarant
laktoz szubsztratbol, B-galaktozidaz katalizalt enzimes reakcidval torténik. Azonban

mig a hetero-oligoszacharidok eldallitdsdhoz a reakcidoban egyéb komponensek
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(fruktéz, N-acetilgliikozamin, kitozan, szachardz, szukraloz, szialsav, fukéz stb.) is
sziikségesek, a GOS kizarolagos szubsztratuma a laktoz (PATERSON ES KELLAM,
2009; TORRES ET AL., 2010; CHEN ES GANZLE, 2017).

A bemutatott doktori munka egyik célja a savé-permeatum, mint potencidlis GOS
szubsztratum vizsgalata, valamint egy olyan tobblépcsds miiveletsor kidolgozésa,
mely magaba foglalja a tejsavé membranos miiveletekkel torténd frakciondlasat és a

GOS enzimes szintézisét.

3.2. GOS szintézis
A galakto-oligoszacharidok (GOS) prebiotikus hatasi molekulak. Ellenalloak az

emberi emésztOrendszer enzimjeivel szemben és a vastagbélbe jutva szelektiven
serkentik a probiotikus baktériumok szaporodasat (GIBSON ET AL., 2017; WILSON
ES WHELAN, 2017). A probiotikus baktériumok a definicié szerint olyan ¢é1§
mikroorganizmusok, melyek megfelelé mennyiségben torténd fogyasztisa elonyods
hatéssal van a gazdaszervezet egészségére (HILL ET AL., 2014).

A GOS molekulédk polimerizacids foka (Degree of polymerization=DP) 2-9 alegység,
szerkezetiiket tekintve tobb galaktdz és egy termindlis gliikkoz molekuldbdl allnak
(SANGWAN ET AL., 2011; GRAS NOTICE 000489, 2013). A GOS édesit6 hatasa
0,3-0,6-szorosa a szacharozénak, viszkozitdsa hasonld a magas fruktoztartalmu
kukoricasziruphoz. Stabilitasat tekintve pH=7-es értéken 160 °C-ig 10 percig, pH=2
értéken 100 °C-ig 10 percig. illetve pH=2-¢s értéken 37 °C-ig tobb honapon keresztiil
valtozatlan szerkezetet mutat (TORRES ET AL., 2010).

Bar a GOS el6allitdsa torténhet kémiai tton is, az iparban az enyhe reakcid
koriilmények ¢és magas specifikussag miatt a B-galaktozidaz katalizalt, laktoz

szubsztratbol torténd enzimes GOS szintézis dominal (SANGWAN ET AL., 2011).

3.2.1. Az enzimes GOS szintézis jellemz6i
A B-galaktozidaz kettds aktivitdsi enzim. Alacsony laktéoz koncentracid mellett

hidrolitikus aktivitisa dominal, ekkor a laktoz gliikozra és galaktozra bomlik.
Magasabb (>200 g/L) laktéoz koncentracio mellett az enzim transzglikolitikus
aktivitdsa nagyobb, ennek eredményeként GOS molekuldk képzddésének iranyaba
tolodik el a reakcio (SANGWAN ET AL., 2011). A GOS enzimes szintézisének
folyamata a 3. Abran lathato.

A reakcio kinetikailag kontrollalt, mely soran a B-galaktozidaz altal végzett hidrolizis

¢s transzgalaktolizis egyszerre jatszodik le. A GOS szintézis elsé 1épésében az enzim
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bontja a laktdz B(1-4) kotését, mely kovetkeztében a gliikoz molekula felszabadul, és
egy galaktozil-enzim koztestermék alakul ki. A masodik 1épésben a galaktozilalt
enzim a viz helyett egy masik nukleofil csoporttal, az oldatban 1évé laktozzal
kapcsolodik 0ssze. Ennek kovetkeztében egy GOS frakcio: galaktdz-galaktoz-gliikoz
szerkezetii triszacharid (DP=3) keletkezik (TORRES ET AL., 2010; VERA ET AL.,
2016).

N H Wﬁ%

m Laktdz
OH OHOH
H %/H’ %/ -0

OH O

% %Hj;% —H Galaktoz
H H oH [
H H

Laktoz
oHPH
HOH
HOH g (0] i ‘ e
H ol OH HOH
H OH H/ /0
\
Galaktoz

7 GOS, n=1-7 Laktéz

3. Abra: GOS molekulék keletkezésének folyamata, B-galaktozidaz altal katalizalt
enzimes szintézis soran (VERA ET AL., 2016 nyoman)

A GOS enzimes szintézisének {6 korlatja, hogy ilyen moédon nem lehetséges a teljes
laktozmennyiség oligoszacharidokka torténé konverzidja (KOVACS ET AL., 2013).
Ennek egyik oka, hogy a keletkezett melléktermékek (gliikoz és galaktdz) a folyamat
kompetitiv inhibitorai, valamint, hogy a reakciokorilmények (enzimforras,
hémeérséklet, szubsztrat koncentracid) altal meghatdrozott maximalis GOS arany
elérése utan az enzim transzgalaktolitikus és hidrolitikus aktivitasa kiegyenlitédik. Ezt
kovetden a hidrolizis valik meghatarozova, mely a GOS frakciok bomlésdhoz vezet
(BALLESTEROS ET AL., 2006; PARK ES OH, 2010).

Az enzimes GOS szintézis végterméke tehat egy olyan szacharid-keverék, melyben a
prebiotikus GOS frakciok mellett nagyobb mennyiségben megtalalhatd a nem-reagalt

laktoz, felszabadult gliik6z, valamint kisebb koncentracidban galaktoz is.
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A GOS molekuldk mérete és szerkezete nagyban fiigg az eljaras soran alkalmazott
enzimkészitménytél. Az ipari GOS szintézishez hasznalt B-galaktoziddz enzimek
rendszerint biztonsagos, az Egyesiilt Allamok szerint GRAS (Generally Recognized
As Safe), illetve az eurdpai sztenderdek alapjan QPS (Qualified Presumption of
Safety) minésitésti mikrobakbol szarmaznak. A leggyakrabban hasznalt enzimek
Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactis és B. circulans eredetiick. Az
enzimkészitmények optimalis reakcidparaméterei és az altaluk szintetizalt GOS

tipikus Osszetétele a 2. Tablazatban lathato.

2. Tablazat: GOS szintézishez leggyakrabban alkalmazott mikrobdk  f5-
galaktozidazainak pH és homérséklet optimuma és a reakciotermék tipikus osszetétele
(forras: (COULIER ET AL., 2009; RODRIGUEZ-COLINAS ET AL., 2011;
URRUTIA ET AL., 2013; FRENZEL ET AL., 2015)

Reakcio paraméter Aspergillus Kluyveromyces Bacillus
oryzae lactis circulans
pH optimum 5,0 6,5-7,0 6,0
T optimum, °C 50-55 30-35 65
Glikoz, wiw % 16-30 26-34 15-21
Galaktoz, w/w % 4-10 14-16 1-2
Laktoz, wiw % 30-59 7-49 10-43
GOS, w/w % 21-30 9-42 41-65
DP2, wiw % 0,3-13 3-17 0,4-27
DP3, w/iw % 17-19 5-15 22-23
DP4, wiw % 0-1 0.3-14 11-12
DP5, wiw % - - 2-5
Dominans galakzotid B(1-4) B(1-3) B(1-4)
kotés (1-3) B(1-6)
B(1-6)

Az enzim eredete nagyban befolyasolja a reakci6 operacios paramétereit, a GOS
frakciok aranyat és polimerizacios fokat, és a keletkezett glikozidos kotések tipusat is
(MLICHOVA ES ROSENBERG, 2006; CHEN ES GANZLE, 2017). Az Aspergillus
eredetli (-galaktoziddazok 4ltalaban extracellularis enzimek, pH optimumuk
alacsonyabb (pH=5 koriili). Az altaluk katalizalt GOS szintézis soran legnagyobb
mennyiségben triszacharidok keletkeznek, melyekben B(1-4), B(1-3) és B(1-6) kotési
formak egyarant megtalalhatok. A bakteridlis és €élesztd eredetii B-galaktozidazok pH
optimuma 6,5-7 koriili. A Kluyveromyces lactis készitmények hasznalata soran
nagyrészt di- és tetraszacharidok keletkeznek, B(1-3) és B(1-6) kotésekkel. A Bacillus

circulans katalizalt reakciokra magasabb polimerizacios foki GOS frakciok (DP3-4)
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és B(1-4) kotések jellemzok (MLICHOVA ES ROSENBERG, 2006; RODRIGUEZ-
COLINAS ET AL., 2011; URRUTIA ET AL., 2013; FRENZEL ET AL., 2015; CHEN
ES GANZLE, 2017).

A Bacillus circulans eredetii enzimkészitmények altalaban kedveltebbek az iparban,
mert kevéssé gatoltak galaktoz altal, ¢és az ¢élesztOkkel Osszehasonlitva

termostabilabbak, ami magasabb laktoz koncentraciok haszndlatat teszi lehetové

(PARK ES OH, 2010; WARMERDAM ET AL., 2014; CHEN ES GANZLE, 2017).

3.2.2. Az enzimes GOS szintézis miiveletei
Az ipari gyakorlatban az enzimes GOS szintézis hagyomanyosan szakaszos

rendszerben, kevert tartdlyreaktorban torténik. A reakciot oldott B-galaktozidaz
katalizélja, mely a szintézis végét kovetden inaktivalasra és eltavolitasra kertil. Ez a
gyakorlat a nagy volumenii enzimfelhasznalas kovetkeztében magas operacios
koltségekkel jar. Mivel az alkalmazott biokatalizator 4ra adja a GOS szintézis
koltségének tetemes részét, szamos, az enzim Ujra-hasznositasat lehetové tévo eljarasi
mod keriilt kifejlesztésre (MARTINS ET AL., 2019; SU ET AL., 2020).

Az enzim-élettartam megnovelésének egyik modja az oldott enzimek rogzitése. Az
immobilizalas torténhet pordézus anyagokba zarassal (pl. Na-alginat, polivinyl
alkohol), vagy a biokatalizatorok kiilonb6z6 hordozoanyagokhoz (pl. kitozan, iiveg,
kiilonb6zé membranok stb.) valé rogzitésével. Az enzim-hordozo6 kozti kdlcsonhatas
lehet adszorpcid vagy kovalens kotés, illetve lehetséges az enzim-enzim kozti kereszt-
kotések kialakitasa glutar-aldehid felhasznalasaval. Az immobilizalt enzimek
rendszerint toltott-oszlop vagy rogzitett enzimes membran-reaktorokban keriilnek
alkalmazasra, de lehetséges a rogzitett biokatalizatorok szuszpendalasa kevert-
tartalyos berendezésekben is. Az immobilizaci6 sordn az aktivitas rendszerint csokken
az oldott enzimekhez képest, ezt azonban a megndvekedett élettartam és hosszatava
alkalmazhatésag ellenstilyozhatja. Ennek ellenére a GOS ipari szintézisében nem
terjedt el az immobilizalt rendszerek alkalmazésa, elsdsorban a [-galaktozidaz
multimer szerkezete miatt, amely rogzités soran gyakran jelent6s aktivitas-
veszteséghez vezet (KOVACS ET AL., 2013; ILLANES ET AL., 2016).

A klasszikus szakaszos reakciok tovabbi alternativaja a kevert enzimes reaktorok
ultasziiréssel valé kombinalasa (UF-EMR). Ebben az esetben folyamatos GOS
szintézis zajlik egy kevert tartdlyreaktorban, melyhez egy membran modul
csatlakozik. A membran visszatartja a nagy méretii enzimet, azonban atengedi a kisebb

molekulastlytt GOS frakciokat, di- és monoszacharidokat. Az UF-EMR eljarasok 6
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nehézsége els6sorban a membran-eltomddés ¢€és az enzimaktivitds csOkkenése
hosszatava miikodtetés soran. Ez a két probléma a folyamat optimaldsaval és friss
enzim adagolasaval kezelheté. Nagy elénye azonban az UF-EMR rendszereknek az
egyéb eljarasokkal szemben az egyszerl kivitelezés és lizemeltetés, melyek fontos
paraméterek a GOS gyartok szamara (KOVACS ET AL., 2013; SATYAWALI ETAL.,
2017; SU ET AL., 2020).

3.2.3. Sav6 permeatum, mint GOS prekurzor
A tejsavd, valamint a savd membranos frakciondldsa soran keletkezett savo

permeatum GOS szintézis szubsztratjat képezheti (LAPPA ET AL., 2019). A savo-
eredetli laktdz, mint GOS perkurzor az utobbi iddben komoly tudomanyos figyelmet
kapott. A téméaval kapcsolatos munkak Osszegzett eredményei a 3. Tablazatban

tekinthetk meg.

3. Tablazat: Savo és savo permedatum GOS szintézis szubsztrdtjaként valo
alkalmazasaval kapcsolatos munkdk ésszefoglalasa

Laktoz

B-galaktozidaz . Operacios GOS .
forris* Szubsztrit ;(/:L méd**  kihozatal*~+* Forris
A. A. oryzae A. 17,9%
B. K. lactis SP 230 Batch B. 22,2% (RUST%BA&E TAL,
C. K. fragilis C. 23,5%
. UF-EMR 0 (FODA ES LOPEZ-
K. lactis SP 230 31% LEIVA, 2000)
(SPLECHTNA,
Lactobacillus 0 NGUYEN,
sp. SP 200 Batch 25% ZEHETNER, ET
AL., 2007)
ES+Batch
15,5%
ES+UF-EMR
. ES Batch 10,5% (POCEDICOVA ET
K. lactis SP 200 UFEMR  sP+Batch AL., 2010)
16,4%
SP+UF-EMR
8,4%
Batch: 20%
. Batch, i (DASETAL.,
B. circulans SP 50 NE-EMR NF-EMR: 2011)
56%
(JOVANOVIC-
A. oryzae SP 400 PB 15% MALINOVSKA ET
AL., 2012)
. . N (LISBOA ET AL.,
K. lactis ES 400 Batch 29,9% 2012)
. . 0 (SONG ET AL.,
L. paracasei ES 240 Batch 19,4% 2013)
. 0,
B. circulans P 200 Batch,  Batch: 40%  qpn i pr oL 2014)

PB

PB: 23%
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3. Tabldzat folyt

L. plantarum-

ban kifejezett (GEIGER ET AL.,

0,
S. thermophilus SP 205 Batch 50% 2015)
gén
A.ES 32,6% .
. . : FISCHER ES
A. K. lactis ES A. SS 33,5% (
B. A. oryzae ss 200 Batch B. ES 25% KLE'NZSO?;M'DT'
B. SS 24,5%
B. circulans SP 200 PB 25% (SEN ET AL., 2016)
_ . (VENICA ETAL,,
0,
K. lactis ES 154 Batch 18% 2017)
(ESKANDARLOO
ES
0,
A. oryzae SP 50 PB 25% ABBASPOURRAD
, 2018)
. ES ES 19,3% (MUELLER ET
E. coli sp %0 Batch SP 21,6% AL., 2018)
. Batch Batch: 23%  (SIMOVIC ET AL,
A. oryzae ES 260 \EBach  IE Batch 23% 2019)
A. K. lactis A. 25%
B. A. oryzae SP 240 Batch B. 15% (MANZ&S;I— AL,
C. E. coli C. 4%

*A.=Aspergillus, K.= Kluyveromyces; E.=Escherichia, S.= Streptococcus; L.= Lactobacillus,
#*SP: Savo permeatum, ES: Edes savo, SS: Savanyt savo

*#*STR: Stirred Tank Reactor/szakaszos kevert tartalyreaktor, PB: Packed Bed/Toltott agyas
reaktor, UF-EMR: Ultrafiltration assisted Enzyme Membrane Reactor/Ultraszliréssel kombinalt
membranreaktor

*##*GOS kihozatal= A reakcid soran képz0dott GOS és a kiindulési szénhidrat tartalom aranya

Néhany kivételtdl eltekintve (SPLECHTNA ET AL., 2007; SONG ET AL., 2013;
GEIGER ET AL., 2015), ahol laboratoriumban eléallitott enzimkivonat képezte a
vizsgalat targyat, a munkak nagy része Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactis és
Bacillus circulans eredeti kereskedelmi enzim készitményeket alkalmazott. GOS
kihozatal szempontjabdl az eredmények azonos nagysagrendben mozogtak, azonban
az enzim eredetétdl fliggden kisebb eltérések voltak megfigyelhetdk.

Osszességben elmondhatd, hogy az A. oryzae B-galaktozidazok GOS kihozatala 15-25
%, a K. lactis enzimeké 8-31 %, mig a B. circulans enzimekkel végzett reakcioké a
legmagasabb, 20-40 % volt. Geiger és munkatarsai (2015) kiemelked6 GOS
kihozatalokat figyeltek meg kisérleti rendszeriikben, azonban ezt géntechnoldgia
alkalmazasaval érték el (S. thermophilus B-galaktozidazt fejeztek ki L. plantarum
torzsben), ami nem alkalmazhato élelmiszer-célu oligoszacharidok eldallitasara. Das
és kollégai (2011) ugyan magas GOS kihozatalrol szamoltak be, de ezt a reakciot
kovetd, szadmottevo veszteséggel jard nanosziiréssel érték el, nem az enzimes szintézis

optimalasaval.
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A vizsgalt szubsztratok koziil - édes és savanyu savo, valamint savo-permeatum - az
utobbi bizonyult a legalkalmasabbnak GOS kihozatal szempontjabol. Ennek oka
feltehetéen a permeatum teljes savoval Osszehasonlitott alacsony fehérje tartalma,
mely kevésbé gatolta a B-galaktoziddz enzimek aktivitasat (POCEDICOVA ET AL.,
2010; FISCHER ES KLEINSCHMIDT, 2015; MUELLER ET AL., 2018).

A kiilonb6zd operacids beallitasokat tekintve a tradicionalis, kevert tartalyos reakcid
volt a legkedvez6bb a keletkezett GOS arany tekintetében (POCEDICOVA ET AL.,
2010; SEN ET AL., 2014; FISCHER ES KLEINSCHMIDT, 2015). MANO és
munkatarsai (2019) szakaszos eljardsban alkalmazott szabad és rogzitett enzimmel
végzett GOS szintézis soran azonos kihozatalokat figyeltek meg, azonban a
koriilményes rogzités elonytelenné teszi az immobilizaciot.

A tejsavo - valamint els@sorban a savo permeatum - tehat optimalis prekurzora a GOS
szintézisnek. A kordbbi munkak soran laktdzzal Osszehasonlitva az esetek nagy
részében elhanyagolhat6, vagy csak kis kihozatal-beli kiillonbség volt megfigyelhetd
(SPLECHTNAETAL.,2007; POCEDICOVA ETAL.,2010; MUELLERETAL., 2018;
SIMOVIC ET AL., 2019). Bar tdbb csoport alkalmazott kiilonbozé laktoz
koncentraciokat a GOS szintézis soran (LOPEZ LEIVA ES GUZMAN, 1995;
RUSTOM ET AL., 1998; FODA ES LOPEZ-LEIVA, 2000; LISBOA ET AL., 2012;
SEN ET AL., 2014, 2016; FISCHER ES KLEINSCHMIDT, 2015; GEIGER ET AL.,
2015; VENICA ET AL., 2017; SIMOVIC ET AL., 2019), a reakciohoz sziikséges
magas laktozkoncentracio elérésének lehetdségeit nem vizsgaltak.

A bemutatott doktori munka célja ezért, a korabbi eredmények alapjan egy integralt

crer

3-galaktozidaz katalizalta GOS szintézis koveti.

3.2.4. GOS szintézis downstream miiveletei
A GOS ipari eldallitasdnak downstream miiveletei kozé tartozik a szintézishez

hasznalt enzim eltavolitasa (altalaban ioncseréld oszlopokkal) €s a reakcidtermék szin-
és szagtalanitdsa aktivszenes szliréssel. Az igy eldallitott nyers GOS termékek
szénhidrat-0sszetétel szempontjabdl rendkiviil heterogének.

A prebiotikus oligoszacharid molekulak mellett jelen van a nem-reagalt laktoz,
felszabadult gliikéz, valamint kis mennyiségben galaktoz is. A pontos Osszetétel az
alkalmazott enzimtdl €s a reakciokoriilményektdl fiigg. A keverék tipikus 0sszetétele

25-60% GOS, 20-50% laktéz, 10-20% glikoz és 0,5-10% galaktoz a teljes
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szénhidratmennyiségre vonatkoztatva (TORRES ET AL., 2010; VERA ET AL., 2016;
MANO ET AL., 2019).

Mivel a laktéz, gliikoz és galaktdoz nem rendelkeznek prebiotikus hatassal, jelenlétiik
magas-tisztasagu GOS termékekben nem kivéanatos. A gliikdz eltavolitasa elsésorban
a GOS készitmények tapszer-célu felhasznaldsanal fontos, a laktoz-mentes termékek
pedig a tejcukor-érzékeny fogyasztok miatt elénydsek (KOLETZKO ET AL., 2005;
KOVACS ET AL., 2013).

Ipari korilmények kozott a GOS frakciondldsa kromatografias technoldgiaval,
szintetikus kation-cserél6 vagy zeolit oszlopokkal torténik. Az elvalasztas elsGsorban
az alkalmazott rezin poérusmérete, a GOS frakciok molekulasulya, valamint a GOS ¢és
a toltet felszinén rogzitett kationok kolcsonhatdsan alapul. A modszer elénye a
nagyfoku specifikussag, hatranya a magas operacids koltségek. Az eljaras alapvetden
szakaszos, az iparban a ,,folytonos” miikodést SMB (simulated moving bed/ szimulalt
mozgodagyas) technoldgidval, tobb oszlop szimultdn alkalmazéasaval érik el
(KRUSCHITZ ES NIDETZKY, 2020).

A GOS frakcidk elvélasztasa torténhet nanosziirés alkalmazasaval is. Az eljaras soran
ananoszlrd membran molekulaméret alapjan visszatartja, vagy a permedtumba engedi
a kérdéses molekulat. Ez a mddszer azon alapul, hogy a mono- es diszacharidok
visszatartdsa alacsonyabb, mint a nagyobb molekulaméretli (DP>3) frakcioké. A
modszer elénye az egyszerli kivitelezés és ilizemeltetés. Hatrdnya, hogy egy
szeparacios lépésben nem lehetséges egy tobb komponensli matrix szétvalasztasa.
Ehhez kaszkéd-rendszerek hasznalata sziikséges, azonban az azonos molekulaméretii
monoszacharidok (gliikoz és galakt6z) szeparacidja ezzel a modszerrel nem lehetséges
(CORDOVA ET AL., 2017, 2018; KRUSCHITZ ES NIDETZKY, 2020).

Az utdbbi években a mono- és diszacharidok szelektiv fermentacidja, mint GOS-
tisztitasi lehetdség, nagyobb tudoményos figyelemre tett szert. Az eljaras elénye az
egyszert kivitelezés mellet a konnyli méretnovelés, hatranya elsdésorban a mikrobialis
anyagcseretermékek eltavolitdsdnak sziiksége. Azonban a kis mennyiségben
keletkezett anyagcseretermékek eltavolitdsa kdnnyen kombinalhat6 az aktiv-szénnel
végzett szin- €s szagtalanitasi [épéssel, igy a szelektiv fermentécid igéretes eljarasnak
mondhaté (KOVACS ET AL., 2013; ILLANES ET AL., 2016; KRUSCHITZ ES
NIDETZKY, 2020).
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3.2.4.1. Mono- és diszacharidok szelektiv fermentacioja
A laktozt, gliikozt és galaktozt tartalmazd GOS keverék mono- és diszacharid

mentesitése lehetséges mikrobas fermentacioval. Az szelektiv fermentacioval torténd
GOS tisztitas 1épései a kovetkezok: (i) a GOS-keverék higitasa az alkalmazott mikroba
altal toleralhatd szintre (ii) GOS-keverék kiegészitése az alkalmazott mikroba
tapanyagigény-sziikségleteitdl fliggden (iii) inkubacié (iv) fermentacié soran
keletkezett anyagcseretermékek eltavolitisa (v) a magas-tisztasdga GOS
koncentralasa.

A szelektiv fermentacio versenyképessége a fenti 1épések mértékétdl fiigg, ugyanis
minden eljaras (higitas, tapanyag-kiegészités, tisztitasi eljarasok, vizelvonas) az
operacios koltség novekedéséhez vezet (SCOTT ET AL., 2016). Szamos GRAS és
QPS mindsitésti mikroba képes a monoszacharidok (glikéz és galaktoz)
felhasznaldsara, azonban a lakt6z hasznositdsara csak B-galaktoziddzzal rendelkezd
mikroorganizmusok alkalmasak, melyek szama korlatozott. Tovabba elényds magas
ozmotikus tolerancidju fajok és torzsek alkalmazasa, ami lehetdvé teszi a magas GOS
koncentraciok és alacsony higitasi fok alkalmazasat. A témaval kapcsolatos munkak

eredményei a 4. Tablazatban kertiiltek 6sszefoglaldsra.

4. Tablazat: Nyers GOS keverékek mono- és diszacharid tartalmdnak szelektiv

erer

_ GOS Tapkozeg Ferm. idé GOS

Mikroba* cC. Kiegészités* , tisztasag Forras
g/L * ora Ok

K. marxianus 200 05% YE 30 97-98% ((A:E.I,E';'(% GE)T
S. cerevisiae 450 - 32 57 (GACI)_L.J, IZS‘(??I)ET
S. cerevisiae 200 - 4 37 (leggé;\L-,
K. lactis 200 : 18 o7 (leggsl;L"
S. cerevisiae 167 - 10 49 (EE%I\LIAIZ\BDO]S)Z
K. marxianus 500 E 48 05 (EQFUAE_RF;%TB
Songuars %0 - 24 0 (AVALAKKI
Shemopius 100 - o s (SIACOMELL
S. cerevisiae 400 - 24 40 (AAI?Ll.J,RZ-I(;?G)ET
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4. Tdbldzat folyt.

i . (SUN ET AL.,
K. lactis 100 15 >05 2016)
i i (TOKOSOVA
K. marxianus 300 26 100 ET AL, 2016)
i i (SANTIBANE
K. lactis 200 19 96 ZET AL, 2017)
S. cerevisiae+ (SARAVANA
S. singularis 250 - 60 >85 NETAL.,
' 2017)
isi . (ABURTO ET
S. cerevisiae 400 8 25.7 AL, 2018)
S. cerevisiae+ . (SRIVASTAV
K. lactis 200 - 32 65% A ES MISHRA,
' 2019)

*K. marxianus: Kluyveromyces marxianus, S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae, K. lactis:
Kluyveromyces lactis, S. singularis: Sporobolomyces singularis, S. themophilus: Steptococcus
thermophilus

#*YE: Yeast Extract/Elesztkivonat, E: a szintézishez hasznalt enzim nem keriilt elvalasztasra
***GOS tisztasag= A reakcio soran képz6dott GOS és a kiindulasi szénhidrat tartalom aranya

Tobb  kutatocsoport  allitott  eld6 monoszacharid-mentes GOS  termékeket
Saccharomyces cerevisiae felhasznalasaval (GOULAS ET AL., 2007; LI ET AL.,
2008; HERNANDEZ ET AL., 2009; ABURTO ET AL., 2016, 2018). Laktoz-mentes
GOS termékek eloallitasat tobben kevert-kulturas fermentacioval érték el, melyek
soran a Saccharomyces cerevisiae torzseket laktoz pozitiv mikrobakkal, mint a
Sporobolomyces singularis (AVALAKKI ET AL., 2015; SARAVANAN ET AL.,
2017), Streptococcus thermophilus (GIACOMELLI ET AL., 2015) vagy
Kluyveromyces lactis (SRIVASTAVA ES MISHRA, 2019) kombinaltik. A kevert-
kultirdk alkalmazdsa ugyan megndvelte a GOS végsd tisztasdgat, azonban az
kiilonbozd fajok eltérd fermentacios igényei (pl. hdmérséklet, tapanyag-sziikséglet) a
lakt6z nem teljes felhasznalasahoz (AVALAKKI ET AL., 2015; SARAVANAN ET
AL., 2017), vagy a miveleti Iépések szamanak novekedéséhez vezetett
(GIACOMELLI ET AL., 2015).

A témaval foglalkozo6 kutatdcsoportok eredményei alapjan a leghatékonyabb modja a
mono- ¢és diszacharidok GOS keverékbdl torténd eltavolitdsdhoz a laktoz-pozitiv
Kluyveromyces lactis (LI ET AL., 2008; SUN ET AL., 2016; SANTIBANEZ ET AL.,
2017) vagy K. marxianus (CHENG ET AL., 2006; GUERRERO ET AL., 2014;
TOKOSOVA ET AL., 2016) torzsek alkalmazasa. Ez a nem-tradicionalis élesztofaj
rendelkezik B-galaktozidaz enzimmel, €s ¢élettevékenysége soran elséként jellemzden

a gliikozt, majd ezt kdvetden a laktozt és galaktodz is felhaszndlja.
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3.2.4.2. GOS fermentacio élesztokkel: elonyok és hatranyok
A munkak k6z0s jellemzdje, hogy részben vagy egészben éleszt6 fajokat alkalmaznak,

melyek nagy mennyiségben etanolt termelnek. Ezen melléktermék eltavolitasa fontos
a magas tisztasagi GOS eldallitasa soran, mely az operacids koltségek emelkedéséhez
vezet. A bemutatott munkak tovabba sok esetben magas kezdeti sejtkoncentraciokat
(0.15-0.7 gsejt/0Szennidrat) alkalmaznak. Az torzsek a tapanyagok hianyaban jellemzden
nem szaporodnak, igy a folyamat biokonverzidként, nem pedig fermentacidként
jellemezhetd. Ugyan ebben az esetben nem sziikséges tapanyagforrasok adagoldsa az
alacsony tisztasaga (GOS-hoz, azonban az eljardshoz sziikséges magas

cre

nyersanyagigényt realizal.

3.2.4.3. GOS fermentacio tejsavbaktériumokkal: lehetséges uj csoport
Egy masik, GRAS ¢és QPS mindsitésti, laktéz-pozitiv mikroba-osztily a

tejsavbaktériumok csoportja, azonban eddig GOS fermentacidban onalloan nem

keriiltek alkalmazasra. A tovabbiakban ezen mikrobacsoport GOS szelektiv

crer

3.3. Tejsavbaktériumok
3.3.1. Tejsavbaktériumok élelmiszeripari jelentosége
A tejsavbaktériumok élettani jellemzék és anyagceserefolyamatok szempontjabol

azonosak: Gram pozitivok, katalaz €s peroxidaz negativok €s anaerob fermentacioval
tejsavat termelnek. Tagjai a Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus, Tetragenococcus,
Oenococcus és Weisella nemzetségek (MORISHITA ET AL., 1981; RUIZ-BARBA
ES JIMENEZ-DIAZ, 1993).

Aerotolerans anaerobok, azaz képesek oxigén jelenlétében is szaporodni, azonban nem
rendelkeznek teljes citromsav korrel. Elsddleges anyagcsereutjuk a homo- vagy
heterofermentativ tejsavas erjedés, f0 anyagcseretermékiik pedig a tejsav. A
tejsavbaktériumok a természetben és az emberi tevékenység nyomdn altaldban
tdpanyag-gazdag kozegekben (tejtermékek, human béltraktus stb.) lelhetdk fel, mely
kovetkeztében metabolizmusuk adaptaldédott az aminosavak és egyéb komponensek
(biotin, pantoténsav, nikotinsav) elérhetéségéhez. Ennek kovetkeztében nagy résziikre
jellemzok a kiilonbdzo aminosav-auxotréfidk. Ugyan az emberi szempontbodl relevans
tejsavbaktériumok nagy része élelmiszer-fermentdciokhoz kothetd, néhany

opportunista patogén fajuk is létezik, melyek a Streptococcus és Enterococcus
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nemzetséghez sorolhatok (MORISHITA ES YAJIMA, 1995; TEUSINK ES
MOLENAAR, 2017; ISKANDAR ET AL., 2019).

Az erjesztett élelmiszerekhez kothetd tejsavbaktériumok évezredek ota az emberi
taplalkozas részét képzik: a tradicionalis fermentalt termékek (joghurt, érlelt sajtok,
kefir, savanyitott hus- és zoldségtermékek) fogyasztasa gyakorlatileg minden kultura
hagyomanyos diétajanak része. Ennek oka, hogy a tejsavbaktériumok altal termelt
tejsav a kozeg pH-csokkenéséhez vezet. A kialakult savas pH antimikrobas hatésu, igy
a tejsavas erjesztés a modern tartdsito eljarasok elterjedése elétt is alkalmas volt az
élelmiszerek élettartamanak meghosszabbitasara (TURPIN ET AL., 2010;
PAPADIMITRIOU ET AL., 2016; GAUCHER ET AL., 2019).

A tejsavbaktériumok a savtermelés és ezzel ,biztonsagos élelmiszerek™ kialakitasa
mellett  hozzajarulnak az  egyes  élelmiszer-Osszetevok  megndvekedett
emészthetdségéhez (pl. allergén tejfehérjék bontasa, laktéz felhaszndldsa), részt
vesznek kellemes izanyagok kialakitdsaban (aminosavak és zsirok atalakitasa
nyoman), tovabba exo-poliszacharidok termelésével textura kialakité hatassal is
rendelkeznek (GURR, 1984; SMIT ET AL., 2005; ARDO, 2006; ZANNINI ET AL.,
2016; MARCO ET AL., 2017).

A tejsavbaktériumok fontos jellemzdje, hogy szédmos torzsiikk probiotikus
tulajdonsagokkal bir. A probiotikumok elsdsorban a Bifidobacterium és Lactobacillus
genushoz sorolhatok, de 1éteznek egyéb (Lactococcus, Streptococcus) nemzetséghez
kothetd probiotikus torzsek is (KERRY ET AL., 2018; REID ET AL., 2019). Pozitiv
¢lettani hatasaik rendkiviil széleskoriiek, kozéjik tartozik a bélfal patogén
mikrobakkal szembeni védelmének ndvelése, az immunrendszer stimulalasa, agyi
funkcidk szabalyozésa a termelt metabolitok altal, tovabba rak- és elhizas ellenes
aktivitasukat is megfigyelték (GUARNER ES MALAGELADA, 2003; FIJAN, 2014;
VULEVIC ET AL., 2015; KERRY ET AL., 2018; WAN ET AL., 2019).

3.3.2. Tejsavbaktériumok anyagcserefolyamatai: tejsavas fermentacio
A tejsavas fermentacio két tipusa a homo- és heterofermentativ erjedés, melyeket a

gliikoz lebontasanak ttja, és a keletkezett anyagcseretermékek alapjan kiilonitiink el.
A folyamat mindkét esetben anaerob, elektron donorként és akceptorként egyarant
szerves vegyiiletek szolgalnak (GANZLE, 2015).

A homofermentativ tejsavbaktériumok a gliikkozt a glikolizis (Embden-Meyerhof-
Parnas ut) utvonalon végzik. A folyamat f6 végterméke a tejsav, mely a tejsav-

dehidrogenaz segitségével, NADH koenzim oxidalasaval jon Ilétre. A
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homofermentativ térzsek nagy része képes a pentdozok metabolizmusara a pentoz-
fosztat anyagcsereuton keresztiil, mely folyamat végterméke ugyancsak a tejsav
(GANZLE, 2015; KOWALCZYK ET AL., 2015).

Az obligat heterofermetativ torzsek ezzel szemben a gliikkozt (és pentézokat) a
foszfoketoldz uton hasznositjak, és ebben az esetben tobb f6 végtermék: tejsav, etanol,
acetat és COp-keletkezik a NAD+/NADH arany fiiggvényében (GANZLE, 2015;
ISKANDAR ET AL., 2019).

A fakultativ-heterofermentativ tejsavbaktériumok mindkét erjedéstipus folyamatait
alkalmazzak. A gliikozt, elérhetdsége fiiggvényében a glikolizis vagy foszfoketolaz
uton, a pentdézokat minden esetben a foszfoketoldz anyagcsereuton keresztiil
hasznositjak (HOFVENDAHL ES HAHN-HAGERDAL, 2000; ZAUNMULLER ES
UNDEN, 2009).

A gliikéz és pentdzok lebontasanak anyagcsere titvonalai a 4. Abran szerepelnek.

Heterofermentativ tejsavas erjedés

Homofermentativ tejsavas erjedés

Glilkoz metabolizmus

Embden-Meyerhoff itvonal Gliikéz metabolizmus

Pentozok metabolizmusa Pentozok metabolizmusa

(glikolizis) Pent6z-foszfat utvonal Foszfoketolaz utvonal Foszfoketolaz Gtvonal
Glikéz 3 Xiloz Gliikoz Pentozok
| =/ i o B
Fruktéz-1-bisz-P Riboz5-P  + 2 Xiluloz-5-P Xiluloz-5-P Xiluloz-5-P
memir] DC o ) N, | [t |\
2 Trioz-3-P Trioz-3-P+Szeduheptuloz-7-P Triéz-3-P Acetil-P Tribz-3-P Acetil-P
— — —_— 2NADH — ADP ——, ADP ——
m——;l@l—- pyest x A nap— ap-—"f| AP
2 Piruvat Fruktoz-6-P+Eritroz-4-P Piruvat Etanol Piruvat Ecetsav
2NADH —, ; NADH — NADH —|
o —| [ [Tarsatoia ) e | i |
2 Tejsav 2 Trioz-3-P Tri6z-3-P + Fruktoz-6-P Tejsav Tejsav
10 ADP— | \ l l
10 ATP—"
5 Tejsav ¢=== 5 Piruyét == 2 Tritz-3-P
4. Abra: Homo- és heterofermentativ tejsavbaktériumok gliikoz és pentoz

metabolizmusanak anyagcserefolyamatai. Az fobb enzimek keretben, az elsédleges
anyagcseretermékek vastagon szedve, az anyagcserefolyamatok eldgazdsi pontjai

aldhiizva szerepelnek (GANZLE, 2015).

3.3.2.1. Tejsavizomerek élettani hatasai
A tejsavbaktériumok a tejsav két sztereo-izomerjét, L (+) és D (-) tejsavat képesek

eldallitani. A két vegyiilet aranya az adott faj és a kornyezeti paraméterek (inokulum-
méret, hdmérséklet, pH) fiiggvénye (ILINO ET AL., 2003; LIU, 2003; TRONTEL ET
AL.,2011; ELDELEKLIOGLU ET AL., 2013).
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Az L laktat az emberi emésztérendszer szdmara konnyen metabolizalhat6, a D izomer
lebontasa azonban rendkiviil lassu (ADEVA-ANDANY ET AL., 2014; MONROE ET
AL., 2019). Szélséséges esetekben (rovid-bélszindromas, ¢és felszivodasi
rendellenességekkel kiizd6 betegek esetén) a nagyobb mennyiségben fogyasztott, vagy
a bél-mikrobiota altal termelt D-laktat, felhalmozodhat a vérszérumban. A vérszérum
magas D-laktat koncentracidja neurotoxikus hatasu, és az ugynevezett D-acidozis
tiinetegyiitteshez vezet, mely tiinetei jellemzden a delirium, ataxia és akadozo6 beszéd.
A tiinetek rendszerint a D-laktatot tartalmazo, illetve magas-szénhidrattartalmu
¢lelmiszerek keriilésével, szélsdséges esetben pedig bélmikrobidta-transzplantacioval
kezelhetsk (EWASCHUK ET AL., 2005; TRONTEL ET AL., 2011; KOWLGI ES
CHHABRA, 2015; DAVIDOVICS ET AL., 2017; FABIAN ET AL., 2017).

3.3.2.2. A tejsavbaktériumok alternativ metabolikus tutvonalai
A homo- és heterofermentativ tejsavbaktériumok alacsony gliikozszint esetén képesek

alternativ utvonalakon, etanol, acetat, formiat, acetoin, diacetil, alfa-acetolaktat
szintézisére is (5. Abra) Az alternativ utvonalak kdzos pontja a piruvat, a keletkezett
anyagcseretermékek ardnya €s mennyisége az elérhetd tapanyag és oxigén fiiggvénye

(LIU, 2003; GANZLE, 2015).

Ecetsav Alanin
co, 1
Acetil+P *
Piruvat - Tejsav
Hangyasa\f Acetil-koA Co2 ACBtOlaktat co; | Diaceti
Acetaldehid  Acetil-P Acetoin
Etanol Ecetsav 2,3-Butandiol

5. Abra: Tejsavbaktériumok alternativ metabolikus iitvonalain potencidlisan keletkezd

anyagcseretermékek. (LIU, 2003; GANZLE, 2015)

Egyes tejsavbaktérium torzsek (pl. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, néhany
Leuconostoc és Weissella faj torzsei) képesek a citromsav hasznositasara, melybol
kiilonboz6 szerves savakat (almasav, borostyankdsav, tejsav, ecetsav), alkoholt, vagy
aromaanyagokat (acetoin, diacetil butandiol) képeznek (6. Abra). A citrat-hasznositd,
aroma-képzd torzsek kiemelten fontosak a kedvezd érzékszervi tulajdonsagu tejipari

termékek kialakitasa soran (PEDERSEN ET AL., 2012; RICCIARDI ET AL., 2019).
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Citromsav

- Ecetsav
Diacetil

Oxalacetat co - CO,

)
- Alfa-Acetolaktat
Almasav Piruvat " Acetoin
. Hangyasav
y ' " Acetil-KoA
Fumarsav Tejsav

_p Acetaldehid Acetil-P
Borostyankésav

Etanol Ecetsav

6. Abra: Tejsavbaktérium citromsav-hasznositasa soran potencidlisan keletkezo

anyagcseretermékek (GANZLE, 2015).

3.3.3. Tejsavbaktériumok sajatossagai: metabolikus flexibilitas
A tejsavbaktériumok jellemzden konnyen alkalmazkodnak a valtozé kornyezethez.

Képesek az elérhetd kornyezeti paraméterek (elérhetd tapanyagforrdsok, oxigén
jelenléte, pH) fliggvényében anyagcsere-utvonalaik megvaltoztatasara (PLUMED-
FERRER ET AL., 2008; MATARAGAS, 2020).

A kornyezethez valdo adapticidos képességiik masik jellemzdéje, hogy a
tejsavbaktériumok a kiilonboz6 stressz-hatasokra valtozatos fiziologiai valaszokat
adnak (pl.: hidegsokk és hdsokk fehérjék €s ozmolitok termelése, intracellularis pH
novelése aminosavak-dezaminalasaval) (PAPADIMITRIOU ET AL., 2016; WANG
ET AL., 2016; GAUCHER ET AL., 2019).

A pH csokkenésre adott stresszvalaszok kiemelt jelentdséggel birnak, mivel a sejtek
altal termelt ¢és fermentlében felhalmozo6do tejsav a pH gyors csokkenéséhez, a sejtek
metabolikus aktivitasanak  csokkenéséhez, majd sejthalalhoz  vezet
(PAPADIMITRIOU ET AL., 2016; WANG ET AL., 2018). Lactobacillus plantarum
torzsek esetén a 4,8-as pH egyfajta transzkripcids kapcsoloként miikodik, ezen érték
ala csokkenés esetén a vizsgalt torzsek egy sav-tolerancia valaszt adtak, mely hatassal
van a szénhidrat, nitrogén és nukleotid metabolizmust, valamint a pH homeosztazist
¢s membran fluiditast szabalyoz6 gének kifejezodésére (FILANNINO ET AL., 2018).
Ipari tejsavas fermentaciok soran ezért a legtobb esetben sziikséges a pH kézbentartasa
a megfelel6 kihozatalok eléréséhez (ASUNIS ET AL., 2019).

A csoport tovabbi jellemzdje a nagyfokll genetikai variabilitds. A kiilénb6zo
anyagcsere utvonalak megléte, és szénhidrat-hasznositas képessége az egyes fajokon

beliil rendkiviil valtozo. Egyes torzsek rendelkeznek a homo- és heterofermentativ
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erjesztéshez sziikséges génekkel is, és bizonyos koriilmények kozott képesek valtani a
két ut kozott (BURON-MOLES ET AL., 2019; HARLE ET AL., 2020; KIM ET AL,
2020; MATARAGAS, 2020).

A csoport metabolikus flexibilitasat j6 demonstralja az utobbi idében nagyobb
figyelemhez jutott aerob légzés képessége. A tejsavbaktériumokat alapvetden
aerotolerans anaerob szervezetekként tartjuk szamon, ahol a tejsavas fermentacid
oxigén kozremiikdodése nélkiil jatszodik le. Azonban a megszekvenalt genomok nagy
részében megtaldlhatok az aerob légzéshez sziikséges genetikai elemek. Az utobbi
években nyilvanvalova valt, hogy a tejsavbaktérium fajok nagy része megteleld
koriilmények kozott képes az aerob fermenticiorol 1égzésre valtani (GANZLE, 2015;
ZOTTA ET AL., 2017, 2018). A tejsavbaktériumok 1égzéséhez oxigén, hem és
bizonyos fajok esetében menaquinone jelenléte sziikséges. A folyamatot egy
egyszerlibb, sejtmembranhoz kotott elektron-transzport ldnc bonyolitja le. A
szénhidrat-katabolizmus sordn keletkezett NADH-t egy membranhoz kotott NADH-
dehidrogenaz megfosztja elektronjatdl, majd a menaquinone a szabad elektront a
citokrom-oxidazhoz szallitja, mely oxigén és heme jelenlétében azt a membranon
kiviili térbe juttatja. Ezt kdovetden a kipumpalt elektronokat az FOF1 ATP szintaz ATP
szintézishez hasznalja fel. Az aerob 1égzés megléte vélhetden az oxigén jelenlétére
adott stressz valasz, azonban bizonyos technologiai szempontbdl eldnyos folyamat:
1égzés esetén megnd a sejthozam és a baktériumok életképessége, illetve néhany
aromaanyag (acetoin és diacetil) termelése is (PEDERSEN ET AL., 2012; RICCIARDI
ET AL., 2019).

3.3.4. Anyagcsere utvonalak szabalyozasa: karbon katabolit represszio
A tejsavbaktériumok kiilonb6zd anyagcsere Utvonalakon keresztiil szdmos cukor

hasznositasara képesek. A szénhidrat-felhasznalas, és az ehhez sziikséges katabolikus
folyamatok hierarchikus szabalyzas alatt allnak. Az tejsavbaktériumok esetében az
elsddleges szénforras a gliikdz, egyéb cukrok (pl. laktoz) felvétele €s hasznositasa csak
gliikoz hianyaban kovetkezik be (TITGEMEYER ES HILLEN, 2002; KOWALCZYK
ETAL., 2015; ZUNIGA ET AL., 2019).

A hierarchikus szénhidrat-felhasznalas szabalyozasanak modja a karbon katabolit
represszid (KKR), mely magaba foglalja az ,,alternativ’ cukrok hasznositdsahoz
szlikséges enzimek transzkripcidjanak szabalyzasat és az indukalo vegyiiletek (maguk
a szénhidratok) sejtbe jutdsanak megakadalyozasat. A tejsavbaktériumok KKR
folyamataiban két fehérje: a HPr foszfotranszferaz, és a KkpA (Katabolit kontrol
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protein A) jatszik kulcsszerepet. A szabalyozas mechanizmusa a HPr foszforilezési
helyzetén mulik. Gliikéz jelenlétében a HPr szerin pozicidban foszforilezett (HPs-Ser-
P), mely gatolja a gliikoztol eltérd cukrok sejtbe jutdsat, valamint indukalja a KkpA
altal végzett KKR folyamatot. Gliikoz hianydban a HPr hisztidin poziciéban
foszforilezett (HPr-his-P), mely aktivalja az ,,alternativ”’ cukrok (pl. laktoz, maltdz)
transzportjat a sejtbe, illetve egyéb szubsztrat-specifikus regulatorok miikodését,
melyek indukéljdk az adott szénhidrat katabolizmusahoz sziikséges enzimek
szintézisét (POOLMAN, 1993; DE VOS ES VAUGHAN, 1994; ISKANDAR ET AL.,
2019).

3.3.5. Szénhidrat felvétel és hasznositas
3.3.5.1. Monoszacharidok: gliik6z és galaktoz-felvétele és hasznositasa
A tejsavbaktériumok szamos szénhidratforras (hexdzok, pentdzok, diszacharidok)

hasznositasara képesek. Az élelmiszeripari alkalmazasuk soran legjelentésebb
monoszacharidok (gliikoz és galaktoz) felvétele és fobb lebontasi ttvonalai a 7. Abran

keriltek bemutatasra.

Glikdz Glikéz Galaktoz Galaktoz
PE?’I-'gTS - e

PEP-PTS

(-
-—

Extracellularis

GLC
PERMEAZ

GAL
PERMEAZ

Sejtmembran

glucU/U1/U2

% B Glikéz — Gliik6z-6-P Galaktdz— Galaktoz-6-P
Foszfoketolaz EMP Leloir | Tagatoz-6-Foszfat
utvonal tvonal Utvonal utvonal

! | |

7. Abra: Gliikoz és galaktoz felvétel és lebontds tejsavbaktériumokban. Kék szinii, délt
betiikkel az adott transzportrendszert kodolo gén, sarga keretben az egyes
anyagcsereutvonalak neve szerepe. (DE VOS ES VAUGHAN, 1994; POOLMAN,
2002; ISKANDAR ET AL., 2019)

A baktériumokban alapvetéen harom kiilonb6z6 tipusu transzportrendszer miikodik:
(i) ATP-fiiggd kazettak (ABC transzporterek), (ii) masodlagos permeazok, melyeket a
sejtmembran H+ vagy Na+ gradiense vezérel, és a vegyiiletek uni- anti- vagy
szimportjat végzik, (iii) foszfotranszferaz-rendszerek (PTS), melyek foszfo-enol-
A tejsavbaktériumok esetében a cukor-transzportot elsddlegesen az utobbi két csoport:

masodlagos permedazok, és PEP-PTS rendszerek végzik. A két rendszer jelentdsége
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azonban fajonként eltér6. A mezofil homofermentativ tejsavbaktériumok zéme a
PEP/PTS rendszert hasznalja, mig a permeaz rendszer a termofil homofermentativ és
a heterofermentativ fajokra jellemzé (ZAUNMULLER ES UNDEN, 2009; GANZLE,
2015; ZHAO ES GANZLE, 2018).

A két rendszer kozti f6 kiillonbség, hogy mig a permeazokkal felvett cukrok a sejten
beliilre eredeti forméjukba jutnak, a PEP-PTS altal bevitt cukrok a transzport soran
foszforilezddnek. A sejten beliil a gliikoz homofermentativ erjedés esetén a glikolizis
(EMP q1tvonal), heterofermentativ erjedés soran pedig a foszfoketolaz utvonalon at
alakul energiava és fermentacios termékekke.

A galaktéz a Leloir vagy Tagat6z-6-foszfat anyagcsereuton keresztiil gliikdz-6-
foszfatta és trioz-foszfatokka alakul, és belép a glikolizisbe (EMP ttvonal). Bizonyos
tejsavbaktériumok nem rendelkeznek a galaktoz-metabolizmus enzimjeivel, ilyen pl.
szamos Streptococcus thermophilus és Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus torzs.
Ebben az esetben a laktoz hidrolizisét kovetden a galaktdoz a sejten kiviili térbe
valtozatlan formaban kivalasztodik (KOWALCZYK ET AL., 2015; ISKANDAR ET
AL., 2019).

3.3.5.2. Di- és oligoszacharidok - laktéz és GOS - felvétele és hasznositasa
A gliikkézhoz ¢és galaktézhoz hasonléan a laktéz is a PEP-PTS vagy permeaz

rendszeren keresztiil juthat az intracellularis térbe. Az di- és triszacharidokat (DP2-3)
ezzel szemben a tejsavbaktériumok csak permeaz rendszereken keresztiil veszik fel (8.
Abra).

A sejten beliil a laktoz monomerjeire: gliikkozra és galaktdzra bomlik, melyek belépnek
az el6z6 pontban bemutatott anyagcsere Utvonalakba. A laktozbontdst végzd enzim
alapvetden a 3-galaktozidaz, pontos tipusa az alkalmazott transzport mechanizmustol
és tejsavbaktérium fajtol is fiigg (POOLMAN, 1993; DE VOS ES VAUGHAN, 1994;
ISKANDAR ET AL., 2019).

A PEP-PTS rendszerek miikodése esetén a felvett laktoz foszforilezodik, és a laktoz-
6-foszfatot egy lacG kodolta foszfo-B-galaktozidaz enzim bontja galaktoz-6-fosztatra
és gliikozra.

A lacS és galP permeaz rendszerek esetén a laktoz eredeti formajaban keriil be az
intracellularis térbe, majd egy, a lacZ vagy lacLM gének altal kodolt B-galaktozidaz
bontja gliikozra és galaktozra. A lacS altal kodolt permedz két modon: proton
szimporterként és galaktoz-antiporterként mitkddhet. Az antiport funkciot elsésorban

a galaktdz metabolizmusra nem képes tejsavbaktérium fajok alkalmazzak.
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8. Abra: Laktéz és DP2-DP3 GOS felvétel, és lebontas tejsavbaktériumokban. Kék
szini, dolt betiikkel az adott transzportrendszert vagy enzimet kodolo gén neve
szerepel (KOWALCZYK ET AL., 2015; ZHAO ES GANZLE, 2018; ISKANDAR ET
AL., 2019)

A lacS permedz rendszer a tejsavbaktériumokban kiemelt szereppel bir. Egyrészt ezen
keresztiil zajlik a laktoz-transzport zome, valamint kizarolagosan itt lehetséges a DP
2-3 galakto-oligoszacharid frakciok felvétele sejtbe (ANDERSEN ET AL., 2011, 2012;
ZUNIGA ET AL., 2019). Di- tri- és tetraszacharidok transzportjat mar megfigyelték
tobb tejsavbaktérium térzs esetében is, azonban nagyobb (>DP4) GOS frakciok
felvétele nem lehetséges (SCHWAB ES GANZLE, 2011; GANZLE ES FOLLADOR,
2012; ZHAO ES GANZLE, 2018).

A DP2-DP3 GOS molekuldk bontasanak pontos mechanizmusa nem teljesen ismert,
jelenleg tobb kutatocsoport dolgozik a folyamat feltérképezésén. Jelenlegi ismereteink
szerint a sejten beliil két B-galaktozidaz tipus sziikséges a GOS molekulak teljes
bontasdhoz: a lacZ és lacLM tipust enzimek a laktozban is megtalalhatd galaktoz-
gliikoz B(1-4) kotést bontjak, mig a lacA kodolt B-galaktozidaz képes az egyéb, gal-
gal és gal-glii kotések bontasat elvégezni. Nem minden tejsavbaktérium rendelkezik
lacA B-galaktozidazzal, azonban a probiotikus, GOS-t hasznositani képes térzsekben
rendszerint megtalalhato ez az enzim (THONGARAM ET AL, 2017,
RATTANAPRASERT ET AL., 2019).

3.3.6. Fehérjék, peptidek felvétele és hasznositasa
A tejsavbaktériumok jelentds része aminosav-auxotrofidkkal rendelkezik, ezért a

szaporodasukhoz sziikséges aminosavakat kornyezetiikbol veszik fel. Az aminosavak

a természetben fehérjékben taldlhatok meg. Ezek bontdsdhoz, és a keletkezett peptidek

30



felvételéhez és tovabbi emésztéséhez alkalmazott proteolitikus rendszer a 9. Abran
lathato.

A tejsavbaktériumok proteolitikus folyamatai harom részre oszthatok: (i) protein
degradacio (i1) peptid transzport (iii) peptid degradacio (iv) aminosav katabolizmus. A
sejten kiviili, nagy méretli fehérjéket elsd 1épésben egy sejtfalhoz kotott proteinaz
(CEP) peptidekre bontja. Ezt kdvetéen az oligopeptidek, és a kisebb di- tri- és
tetrapepdidek kiilonb6zd transzportereken keresztiik (OPP, OPT, DtpT) bejutnak a
sejtbe, ahol intracellularis endopeptidazok (IP) tovabb hasitjdk Oket aminosavakka

(SAVIOKI ET AL., 2006; LIU ET AL., 2010; KOWALCZYK ET AL., 2015).

Ollgopeplld

'. ﬂ Di- tri. és
tetrapeptid
Fehérje

Fehérjeszintézis

Aromaanyagok ® Leu... °
Intracelluléris pH kentroll Lt ) : ]
Metabolikus/redox energia @ & Aminosavak

Stressz-valasz
Intracellularis tér

Sejtmembran

Extracellularis ter

9. Abra: Tejsavbaktériumok proteolitikus rendszere. CEP: sejtfalhoz kététt proteindz;
OPP: ATP fiiggo oligopeptid permeaz (ABC transzporter);, OPT: ATP fiiggo peptid
ABC transzporter; DtpT: ion-fiiggd di-és tripeptid permedz, IP: Intracelluldris
peptidazok; lle, Val, Leu: izoleucin, leucin és valin; CodY: transzkripcios reguldtor
Lactococcus és Streptococcus fajokban; YebC: transzkripcios reguldtor Lactobacillus
fajokban. (FERNANDEZ ES ZUNIGA, 2006; SAVIJOKI ET AL., 2006; KOWALCZYK
ET AL., 2015).

A szabad, elagazd szénlanci aminosavak intracelluldris koncentracidja negativ
visszacsatolast ad a CodY vagy YebC transzkripcids regulatoroknak. Az izoleucin,
leucin és valin magas koncentracioja represszalja a proteolitikus rendszer tobb
tagjdnak (CEP, oligopeptid transzporter ¢€s egyes intracellularis peptidazok)
transzkripcidjat, ezzel meggatolva az energiaigényes fehérjeszintézist. A gyakorlatban
ez azt jelenti, hogy magas szabad aminosav- vagy di- tri és tetrapeptid tartalmu

kozegben a proteolitikus rendszer aktivitdsa alacsony, azonban ezek hidnyaban a

fehérjék bontasa, igy a proteolitikus rendszer dsszetevdinek szintézise sziikséges, ezért
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a proteolitikus aktivitas megemelkedik (GUEDON ET AL., 2005; BROWN ET AL.,
2017).

A szabad aminosavak kiilonb6z0 anabolikus folyamatokon keresztiil a sejt sajat
fehérjéibe  épiilnek  be  (enzimek,  sejtkomponensek  stb.),  valamint
anyagcseretermékekké (aromaanyagok, biogén aminok) alakulnak. Az aminosavak
lebontdsa szolgéltathat metabolikus energiat, illetve részt vehetnek koenzimek
redukalasaban és stressz valaszokban is (pl. intracellularis pH stabilizdlasdban
dekarboxilezés vagy dezaminalas altal) (LIU ET AL., 2003; ARDO, 2006;
FERNANDEZ ES ZUNIGA, 2006; SAVIJOKI ET AL., 2006).

3.3.7. Tejsavo alapu, tejsavasan erjesztett italok
3.3.7.1. El6nyok, fogyasztéi hozzaallas
Az édes tejsavo értéknoveld kezelésének egy, az élelmiszeripar szamdara csabito

lehetdsége az ital célu feldolgozédsa. Az ilyen jellegli kezelés {6 eldnye, hogy nem
sziikséges a savo viztartalmanak eltavolitasa, igy elkeriilhet tobb, energiaigényes
szeparacios 1épés. Az elénytelen izprofili nyers savo-alapu italok relativ
sikertelenségét kovetden az utdbbi idében az érdeklddés a fermentalt savo-alapt italok
fel¢ fordult. Az erjesztett savo-alapu italok elénye, hogy a végtermék magéban
hordozza fermentalt termékek pozitiv €lettani hatasait (pl. csokkent laktoztartalom, a
tejsav kedvezd élettani és antimikrobas hatas), illetve a mikrobak altal termelt
aromaanyagok karakteres izt eredményeznek (KAR ES MISRA, 1999; MARSH ET
AL., 2014; PESCUMA ET AL., 2015).

A jelenleg a kereskedelmi forgalomban kaphat6 fermentalt savo-alapu italok szama
alacsony. A kategoria legsikeresebb terméke a svajci Rivella, mely egy savo
permeatum alapt, tejsavasan fermentalt, izesitett és széndioxiddal telitett ital. A
termék az 1950-es években keriilt piacra, azonban Svéjcon kiviil nem ért el nagyobb
népszeriiséget (CHAVAN ET AL., 2015).

Az elmult években az egészségtudatos taplalkozas térnyerésével a fermentalt
¢lelmiszerek fogyasztoi elfogadottsaga Iényegesen novekedett. A savd-alapu
fermentalt italok ismert egészségiigyi hatasat kiemelve értékndvelt, funkcionalis
termékként pozicionalhatok (FRANKOWSKI ET AL., 2014; MARSH ET AL., 2014,
BIMBO ET AL., 2017; ZOTTA ET AL., 2020).
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3.3.7.2. A savé fermentalt ital-céla feldolgozasa
A savo-alapu italok kifejlesztésével foglalkozé munkak két csoportba sorolhatok: (i)

munkdk, melyek a fermentadlt savd egészségiigyi hatasat bizonyitjak (ii)
termékfejlesztés-orientalt munkak, melyekben konkrét ital-formulélas és érzékszervi
mindsités is lezajlik. A tejsavasan erjesztett savo-alapt italok fejlesztése soran sok
esetben joghurt kultarak, vagy probiotikus torzsek kertiltek alkalmazasra. A témaval
kapcsolatos publikaciokat az 5. Tablazatban foglaltam Gssze.

Tobb kutatocsoport bizonyitotta a fermental savéd fogyasztasaval jard pozitiv élettani
hatasokat, melyek kozott szerepel az antimikrobas (SUGIHARTO ET AL., 2015; LUZ
ETAL., 2018; CORDEIRO ET AL., 2019), vérnyomas-csokkent6 (LUZ ET AL., 2018),
antioxidans (VIRTANEN ET AL., 2007; ZHAO ET AL., 2014), immunrendszer-
stimulalé aktivitas (GARCIA ET AL., 2020), valamint a tejsavas fermentaci6 folytan

az allergén fehérjék bontasa is bekovetkezik (WROBLEWSKA ET AL., 2019).

5. Tablazat: Savo-alapu italok kifejlesztésével foglalkozo publikaciok osszefoglalasa

Alap*

Kiegészités

Tejsavbaktérium**

Forras

Ferm. utan: 10%

L. delbr. ssp.. bulg.,

(KAR ES MISRA,

S5 szachardz, S. thermophilus 1999)
narancs aroma
(GALLARDO-
ES hidrokolloidok: L. delbr. ssp.. bulg. ESCAMILLA ET AL,
S. thermophilus
2007)
7% L . (HERNANDEZ-
. . . reuteri,
ES szachar6z,+0.4 B bifidum MENDOZA ET AL.,
% pektin ' 2007)
2% sovany L.plantarum
WPC tejpor, 10.3% 'pL lactis (CHO ET AL., 2015)
. Jactis
szachar6z
ES 25/50% S.thermophilus& (LEGAROVA ES
PasztOrozott tej L.delbr. ssp. bulg. KOURIMSKA, 2010)
WPC Ferm. utan: 75% L. acidophilus (PESCUMA ET AL.,
baracklé L. delbr. ssp. bulg. S.thermophilus 2010)
i . . (SAEED ET AL.,
SS S. thermophilus, L.bulgaricus 2013)
Ferm. elott:
10% mango . .
WPC/SP ayiimélesrost, L. ag:ldophllus& (PEREIRA ET AL.,
. L.casei, L.rhamnosus 2015)
5% szacharoz,
mang6 aroma
Szacharézzal
. kiegészitett S. thermophilus, L. acidophilus, és (POGON ET AL.,
ES/SS
narancs B.sp. 2015)
koncentratum
S.thermophilus, L.delbr. ssp. bulg.
S ) L af'ggggi"us (MARAGKOUDAKI
- .. SETAL., 2016)
L. johnsonii

L. rhamnosus
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5. Tabldzat folyt.

0-15%, (DESNILASARI ES
ES mangolé, 5% L. casei KUMALASARI,
szacharoz 2017)
0-15%
s paradicsomlé, L.acidophilus, (NURSIWI ET AL.,
10% szacharodz, L. plantarum 2017)
0.7% pektin

*ES=Edes savo; SS= Savanyu savo; WPC=Savofehérje koncentratum; SP=Savd permeatum;
Scotta:ricottak-savo, alacsony fehérjetartalommal
**|_.= Lactobacillus; S=Streptococcus; B=Bifidobacterium

A savo-alapu italkészités a legtobb esetben a tejsavas fermentacié elott vagy utan
valamilyen gylimolcs izestés és esetlegesen cukor hozzaadasat jelenti. Az igy
elkészitett italok kozepesen elfogadottak: a termékek érzékszervi birdlatokon 5/7,;
6,5/10 és 7,4/10-es pontszamokat értek el (CHO ET AL., 2015; KARESMISRA 1999:
SAEED ET AL., 2013), Desnilasari és munkatarsai (2017) pedig enyhén elutasito-
enyhén kedveld reakciokat rogzitettek kdstoltatas soran.

A fermentalt savoitalok elfogadottsaga potencialisan tovabb ndvelhetd tovabbi
funkcionalis komponensek (prebiotikumok, vitaminok stb.) hozzdadasaval, mivel
fogyasztoi elfogadds mértéke alapvetéen nagyobb olyan termékek esetén, melyhez

pozitiv élettani hatasok tarsithatok (BIMBO ET AL., 2017).

3.3.7.3. Savé és savé permeatum tejsavas fermenticiéja: mikrobiologiai
szempontok
A savo, ¢és savd premedtum tejsavas erjesztésének fO kérdése, hogy a

tejsavbaktériumok  Osszetett tdpanyag- €s szerves nitrogénforrds igénye
Osszeegyeztetheté-e ezekkel a kozegekkel (PANESAR ET AL., 2007; LAVARI ET
AL., 2014; ZOTTA ET AL., 2020).

Az 5. tablazatban bemutatott munkak a savo-alapa fermentalt italok eléallitasa soran
elsdsorban érzékszervi, nem pedig mikrobiologiai és fermentacio-kinetikai
szempontokra koncentraltak. Azonban savoval, és savé permeatummal, mint ipari
tejsav €s tejsavbaktérium-biomassza eldallitds prekurzora tobb kutatocsoport is
foglalkozott.

Tapanyag-forrds szempontjabol az édes savoban megtaldlhaté a savofehérje, mint
szereves nitrogénforras, amit a tejsavbaktériumok nagy része proteolitikus rendszeriik
segitségével hasznositani tud (GUERRA ET AL., 2001; MONKOONDEE ET AL.,
2016; FAWOLE ES UNUOFIN, 2019). A Kkiilonb6z6 tejsavbaktérium torzsek

fehérjebontd képessége azonban nagymeértékben eltér, valamint a komplex
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proteolitikus rendszeriik szintézise rendkiviil energiaigényes, ezért a fehérjebontast
igénylé fermentaciok lassu lefolyasuiak (PESCUMA ET AL., 2008; VUKOTIC ET
AL., 2016). Az ipari erjesztések intenzifikalasahoz ezért a teljes savot is rendszerint
konnyen elérheté nitrogénforrasokkal, elsdsorban élesztOkivonattal (PANESAR ET
AL., 2007; BERNARDEZ ET AL., 2008; TALEGHANI ET AL., 2016; BARTKIENE
ET AL., 2018) egészitik ki.

A témaval kapcsolatos publikaciok alapjan elmondhatd, hogy a megfeleld szaporodas
¢és tejsav-termelés eléréséhez a savd permeatum nitrogénforrassal vald kiegészitése
sziikséges, ami altalaban élesztékivonat (TERPSTRA ET AL., 2001; GONZALEZ ET
AL., 2007; ELDELEKLIOGLU ET AL., 2013; MAWGOUD ET AL., 2016), pepton
vagy hidrolizalt kazein-, illetve savofehérje (TULI ET AL., 1985; FITZPATRICK ES
O’KEEFFE, 2001; PRASAD ET AL., 2014; MAWGOUD ET AL., 2016), esetleg
egyéb, szerves nitrogénben gazdag élelmiszeripari hulladék (PAULI ES
FITZPATRICK, 2002).

3.3.7.4. Savo permeatum, mint fermentacios kozeg: lehetéségek és korlatok
Az 5. Téblazatban bemutatott munkak kozos jellemzdje, hogy a fermentaciok alapjat

az édes- vagy savanyu savo, illetve kiilonb6zd savofehérje koncentratumok adjak. Az
iparban azonban a savofehérjék felértékelddése kovetkeztében a tejsavd nagyrészt
frakcionalasra keriil, hogy a savofehérjék magas piaci értéken tdpanyag
kiegészitéként, koncentratum vagy fehérje-izolatum formdjdban keriiljenek
forgalomba. Ennek kovetkeztében nagy mennyiségben keletkezik fehérje-mentes savo
permeatum. Alacsony fehérjetartalmu savo keletkezik tovabba a gordg-tipusa
joghurtok, és ricotta sajtok eldallitdsa soran is, mely termékek gyartasa az utodbbi
idében rendkiviili modon megemelkedett. Igy a savofehérjék szeparaldsa és uj,
alacsony fehérjetartalmi savokat eredményez6 gyartastechnologidk kovetkeztében a
fehérjementes savd és savo-permedtum hasznositdsa fontos kérdéssé valt
(SMITHERS, 2008; NATH ET AL., 2015; TAVARES ES MALCATA, 2016; RAMA
ET AL., 2019).

A fehérjementes-savd (permeatum) ital-céli feldolgozésaval az 5. tiblazatban
bemutatott munkak nem foglalkoztak részletesen. Pereira és munkatarsai (2015) ugyan
vizsgaltdk a savo-permedtum, mint ital-alap hasznalhat6sagat, azonban ezt foként
kapcsolatosan rendkiviil kevés mikrobiologiai és fermentacio-kinetikai ismerettel

rendelkeziink, ezért doktori munkdm célja ezen téma részletes vizsgalata.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Felhasznalt anyagok
4.1.1. Demineralizalt (somentes) tejsavo

crcr

Deminal90 (FieslandCampina DOMO, Beilen, Hollandia), demineralizalt (sémentes)
savopor felhaszndlasaval tortént, melybdl az eredeti savo dsvanyi anyag tartalmanak
90%-a eltavolitasra keriilt. A savoport ionmentes vizben oldottam, ezzel egy 7,4 g/L
fehérjét és 46,9 g/L laktoztartalmi modell savo-oldatot 1étrehozva. Az igy eldallitott

modell oldatra a dolgozat tovabbi részeiben, mint tejsavo hivatkozom.

4.1.2. B-galaktozidaz
A GOS szintézist kereskedelmi forgalomban kaphatd, Bacillus circulans eredetii -

galaktoziddz enzimmel (Biolacta N5, Daiwa Kasei K. K., Japan) végeztem. A pH
allitashoz hasznalt NaOH és az enzim aktivitasanak méréséhez alkalmazott laktoz-

monohidrat a Biolab Kft. (Budapest, Magyarorszag) terméke volt.

4.1.3. Alkalmazott tejsavbaktérium torzsek
A munka soran 0sszesen kilenc tejsavbaktérium torzset vizsgaltam (6. Tablazat). A

Lactobacillus torzsek probiotikus termékekbdl és kiilonbozd torzsgyiijteményekbol

szarmaztak.

6. Tablazat. Az alkalmazott tejsavbaktérium torzsek listaja, forrdsa, és a torzsek
roviditett elnevezése

Tejsavbaktérium torzs Forras Rovidités
Institute of Dairy Microbiology, L.a. N2
Lactobacillus acidophilus N2 Agricultural Faculty, University of
Perugia
. . Probiotikus termék (FUSTOS ET L.c. PB8
Lactobacillus casei PB8 AL., 2010)
Lactobacillus  delbrueckii  ssp. Institute of Dairy Mlcrob_lology, L.d. B397
. Agricultural Faculty, University of
bulgaricus B397 .
Perugia
. . Probiotikus termék (FUSTOS ET L.pc. PB9
Lactobacillus paracasei PB9 AL., 2010)
Institute of Dairy Microbiology, L.pl. 2108
Lactobacillus plantarum 2108 Agricultural Faculty, University of
Perugia
. Probiotikus termék (FUSTOS ET L.r.PB10
Lactobacillus rhamnosus PB10 AL., 2010)
Lactobacillus sakei DSM 20017 DS.MZ (Ger-man Collection of Ls.DSM
Microorganisms and Cell Cultures)
Lactococcus cremoris B1 CHN-22 DVS Sajt starter L.c.B1
Lactococcus lactis Al CHN-22 DVS Sajt starter L.I.Al
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A Lactococcus torzseket egy CHN-22 DVS tejipari sajt starter-kultarabol izolaltam
Fiistds és munkatarsai modszere alapjan (FUSTOS ET AL., 2010).

A torzsek tarolasa -80 °C-on, 20%-os glicerin oldatban tortént. A kisérleteket
megel6zéen a Lactobacillus toérzseket MRS, a Lactococcus torzseket M17
taplevesben, 30 °C-on, 2.5 L Oxoid AnaeroJars (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, US) anaerob jarban inkubaltam. A fermentécios kisérletek inditasa

el6tt a tenyészeteket kétszer, fizioldgiai sooldatban mostam.

4.1.4. Alkalmazott Kluyveromyces torzsek
A munkam soran harom, Kluyveromyces nemzetséghez tartozé torzzsel dolgoztam,

melyek kiilonb6z6 torzsgyiijteményekbdl szarmaztak (7. Tablazat).

7. Tablazat: Az alkalmazott Kluyveromyces torzsek listaja, forrasa és a torzsek
roviditett elnevezése

Eleszt6 torzs Forras Rovidités
SZIE-ETK Mikrobiologia és
Kluyveromyces lactis DMB KI-RK Biotechnoldgia Tanszék K.I. KI-RK
Torzsgyljteménye
. SZIE-ETK Mikrobiologia és
g:‘gy"emmyces marxianus DMB Km- g chnolégia Tanszék K.m. Km-RK
Torzsgyljteménye

Mezb6gazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti K.n. 1443
Gylijteménye

Kluyveromyces nonfermentans
NCAIM Y.01443

Tarolasuk -80 °C-on, 20%-0s glicerin oldatban tortént. A kisérleteket megeldzden a
fagyasztott torzseket felolvasztottam, majd YEPD taplevesben, 30 °C-on 200 rpm-es
kevertetés mellett inkubaltam. A kisérleteket megelézden a tenyészeteket kétszer,

fiziologiai séoldatban mostam.

4.1.5. Tapkozegek és pufferek
4.1.5.1. Tejsavbaktérium torzsek tapanyagigényének meghatirozasa
A tejsavbaktérium torzsek aminosav-auxotrofidjanak és vitaminigényének vizsgalata

agardiffuzids és lyukdiffuziés modszerekkel tortént. Mindkét esetben Ledesma és
munkatarsai  (1977) altal leirt, tejsavbaktériumok tapanyagigény-vizsgalatara
kifejlesztett minimal-tapagart alkalmaztam. A tapagar Osszetétele 10 g/L gliikoz; 10
g/L kalium-acetat; 2 g/L dikalium-foszfat; 0,5 g/L natrium-tioglikolat; 0,2 g/L
natrium-citrat; 0,15 g/L magnézium-szulfat*7H,0; 0,01 g/L vas-szulfat; 0,02 g/L
mangan-szulfat; 1,1 g/L Tween és 15 g/L agar volt (LEDESMA ET AL., 1977). Az
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aminosav-auxotrofiak vizsgalata soran a hlisz esszencialis aminosavat egyenként, és

csoportokban is vizsgaltam. A kialakitott csoportok a 8. Tablazatban szerepelnek.

8. tablazat: Aminosavak hatdasanak vizsgalata soran kialakitott csoportok

I 1. M. V.
glutamin arginin lizin valin
glutaminsav szerin leucin cisztein
aszparagin fenilalanin izoleucin treonin
aszparaginsav triptofan alanin prolin

A vitaminigény meghatarozasahoz alkalmazott vitamin oldat dsszetétele a kovetkezo
volt: 0,002 g/L folsav (B9 vitamin); 0,002 g/L biotin (H vitamin); 0,4 g/L kalcium-
pantotenat (B5 vitamin); 2 g/L inozitol (B8 vitamin); 0,4 g/L niacin (B3 vitamin);
0,2¢g/L para-aminobenzoesav (B10 vitamin); 0,4 g¢/L piridoxin-hidroklorid (B6
vitamin); 0,4 g/L tiamin-hidroklorid (B1 vitamin); 0,2 g/L riboflavin (B2 vitamin).

4.1.5.2. Savo permeatum tejsavas fermentaciojanak vizsgalata
A tejsavas fermentacid alapjat a 4.2.1. pontban leirt mdodon eldallitott siiritett savo-

permeatum adta. Az tejsavbaktériumokkal végzett erjesztési kisérletekhez a
koncentralt savo permeatumot ioncserélt vizzel higitottam 20 g/L laktoztartalom
eléréséig. Az igy eldallitott oldatot fermentacios kozegként hasznaltam hozzaadott
tapanyagok nélkiil (SP), valamint minimal sokkal (SP+MM), szervetlen (inorganikus)
nitrogénnel (SP+IN), és szerves (organikus) nitrogénnel (SP+ON) kiegészitve. Az

egyes tapkozegek Osszetétele a 9. Tablazatban lathato.

9. Tablazat: Savo permedtum tejsavas fermentdcioja soran alkalmazott tapkozegek:
Savo permedtum hozzdadott tapanyagok nélkiil (SP), minimadl sokkal (SP+MM),
szervetlen (inorganikus) nitrogénnel (SP+IN), szerves (organikus) nitrogénnel
(SP+ON), savofehérjével (SP+SF), kazein peptonnal (SP+KP) és szoja peptonnal
(SP+SZP) kiegészitve.

Tapkozeg Laktoz YMM**s6k  (NHi):SOs  Savofehérje,
komponens g/L* g/L g/L g/L

Kazein  Szbja
pepton,  pepton,

g/L g/L
SP 20 - - - - -
SP+MM 20 5,73 - - - -
SP+IN 20 - 5,0 - - -
SP+ON 20 - - 5,0 -
SP+SF 10 - - 2,5 - -
SP+KP 10 - - - 2,5 -
SP+SZP 10 - - - - 2,5

*A tapkozegek laktoztartalma a higitott savo permedtumbol ered
**MM Osszetétele: 0,5 g/ NaCl; 5 g/ (NH4).SO.); 0.2 g/L MgSO4.*7H,0; 0.02 g/L
MnSO,*4H,0, 0.01 g/L FeSO4*7H,0
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A kapott eredmények alapjan egy tovabbi kisérletsorozatban kiilonb6z6 szerves
nitrogénforrasok hatasat vizsgaltam, mely soran a savd permeatumot (SP)
savofehérjével (SP+SF), kazein peptonnal (SP+KP) ¢és szdja peptonnal (SP+SZP)
egészitettem ki (9. Tablazat).

4.1.5.3. Szerves nitrogénforrasok tejsavas fermentaciéra gyakorolt hatiasanak
vizsgalata
Meéréseim soran vizsgaltam a kiilonboz6 szerves nitrogénforrasok laktdz és nitrogén-

felhasznaldsara gyakorolt hatasat tejsavas fermentacid soran. Ehhez az 1%-os lakt6z
oldathoz savofehérjét (L+SF), illetve kazein peptont (L+KP) és szoja peptont (L+SZP)
adtam. A tapkozegek Osszetétele a 10. Tablazatban szerepel.

10. Tablazat: Szerves nitrogénforrasok hatasanak vizsgalatahoz —hasznalt
tapkozegek: Laktoz savofehérjével (L+SF), kazein peptonnal (L+KP) és szdja
peptonnal (L+SZP) kiegészitve.

- Lakt6z-monohidrat Savofehérje Kazein pepton Szbja pepton
Tapkdzeg gL oL g/E i Jg?Lp
L+SF 10 2,5 - -
L+KP 10 - 2,5 -
L+SZP 10 - - 2,5

A fermentécios vizsgalatok soran alkalmazott, magas mono- és diszacharid tartalmu
Vivinal GOS Syrup — a tovabbiakban nyers GOS - a FrieslandCampina DOMO
(Beilen, The Netherlands) terméke volt. Osszetétele HPLC-RI analizis alapjan 40 w/w
% DP3-DP6 (24 w/w % DP3,12 w/w % DP4, 4 w/w % DP5-6), 39 w/w % DP2 (mely
a laktoz és nem-laktoz DP2 frakcidk 0sszege), 19 w/w % gliikéz és 2 w/w % galaktoz.
A gyartoi specifikacio alapjan a DP2 frakcid teljes szénhidrattartalomra vetitve 21
w/w% laktozbol és 18 w/w% nem-laktdz diszacharidbol allt.

A tejsavbaktérium torzsekkel végzett fermentacids kisérletek soran a VivinalGOS
szirupot 15 g/L-re higitottam. A higitas mértékének meghatarozasa a 3.1.5.2. pontban
leirt kisérletek alapjan, a vizsgalt tejsavbaktérium szénhidrat-hasznositasi képességei
ismeretében tortént. A higitott VivinalGOS szirupot kiilonb6zd koncentraciokban
kazein peptonnal (KP) illetve szoja peptonnal (SZP) egészitettem ki. A tapkozegek

pontos Osszetétele a 11. Tablazatban l4thato.
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11. Tablazat: Tejsavbaktériumok szelektiv mono- és diszacharid fermentdcios
képességének sziirése sordan alkalmazott tapkozegek. 15 glL-esre higitott VivinalGOS
szirup (GOS), 0,25-10 g/L kazein peptonnal (KP) és szoja peptonnal (SZP) kiegészitve.

Tipkézeg DP3-6  DP2  Glikéz  Galaktéz ';:;teo';‘ pSeZp(;JoE;I
o/L o/L o/L o/L oL oL
GOS+0,25 KP 6,0 6,0 25 05 0.25 ]
GOS+2.5 KP 6.0 6.0 25 05 25 ;
GOS+10 KP 6.0 6.0 25 05 10 ;
GOS+0,25 SZP 6.0 6.0 25 05 ; 0.25
GOS+2.5 SZP 6.0 6.0 25 05 ; 25
GOS+10 SZP 6.0 6.0 25 05 ; 10

A szelektalt tejsavbaktérium torzsek esetén vizsgaltam a pufferelés GOS
fermentaciora gyakorolt hatasat is. Ehhez az 15 g/L-esre higitott Vivinal GOS szirupot
2,5 g/L szdja (GOS+SZP) vagy kazein peptonnal (GOS+KP) egészitettem ki, és a
kozeget pH=7,0-re puffereltem foszfat (KH2PO4-K2HPO4) pufferrel, kiilonbdzd
koncentraciokban (12. Tablazat).

12. Tablazat: Tejsavbaktérium torzsek szelektiv GOS fermentacios képességének
pufferelés mellett torténd vizsgalata soran alkalmazott tapkéozegek. 15 g/L-esre higitott
VivinalGOS szirup (GOS), 2,5 g/L kazein peptonnal (KP) és szdja peptonnal (SZP), és
0,05-0,15 M kalium-foszfat pufferrel kiegészitve.

Tipkizeg ~ DP30 DP2 Glikz Galakisz ';;‘;gr’: pseﬁ{)an foszrf)‘;j)zlffer
g/L gL g/L g/L oL n M

oottt 60 80 25 05 28 - 0
3858 K/IKP 60 60 25 0,5 25 i 0.05
(C);,?OS K/IKP 60 60 25 0,5 25 : 0.10
3(1)58 K/IKP 60 60 25 0,5 25 : 0.15
Sooss KASZP 60 60 25 0,5 : 25 0.05
S?()s KASZP 60 60 25 0,5 : 25 0.10
5?58 KASZP 60 60 25 0,5 : 25 0.15
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4.155. Nyers GOS szirup Kluyveromyces torzsekkel végzett szelektiv
fermentaciojanak vizsgalata
Az élesztokkel végzett GOS fermentacios kisérletekhez a 4.1.5.4-es szekcidban

bemutatott Vivinal GOS szirupot 100 g/L koncentraciora higitottam. A higitas mértéke
eldzetes, szénhidrat-felhasznalassal kapcsolatos laboratoriumi kisérlet-sorozat alapjan
keriilt meghatarozasra (PAZMANDI ET AL., 2020). A méréseim soran a higitott
Vivinal GOS szirupot élesztékivonattal (YE), vagy minimal sokkal (MM)

egészitettem ki. A tapkozegek Osszetétele a 13. Tablazatban szerepel.

13. Tablazat: Kluyveromyces torzsek szelektiv GOS fermentdcios képességenek

vizsgalata soran alkalmazott tapkozegek

—— DP36 DP2  Glikéz  Galaktéz nggl Ek}flizrf;’t
g/L g/L g/L g/L (MM) gL

10% GOS+YE 40 40 167 33 : 5

10% GOS+MM 40 40 167 33 6,5 i

*MM osszetétele: 5 g/L (NH4)2504), 1 g/L KHoPO4, 0,5 g/L MgSO.*7H,0

4.2. Médszerek

4.2.1. Tejsavo membranos frakcionalasa

4.2.1.1. Membransziiré berendezés

A tejsavd membranszeparacidja (ultra-, dia- és nanosziirés) soran alkalmazott

berendezés vazlatos rajza a 10. abran lathato.

P-2 BETAP PUMPA
[ ] V-1 SZABALYOZO SZELEP
104

1oz M ==

2O,

M-1
MEMBRANMODUL

TK-3
PERMEATUM
TARTALY

T SC-1 MERLEG

P-1 RECIRKULACIOS PUMPA

Bevezetés a
termosztatbol

TARTALY
LEENGEDO
SZELEP
LEENGEDO
SZELEP

V3
RENDSZER

crer
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A berendezés 6 eleme a 4 liter Girtartalmu betap tartaly (TK-1) és a membran modul
(M1) volt. A sav6 0,16 m*/6ra térfogatdramii ramlasat egy recirkulacios szivattyt (P-
1) biztositotta. Az 4aramlasi sebesség szabalyozasat a szivattyll valtoztathatd
frekvenciaji meghajtoja (VFD), monitorozasat egy indukcios aramlasméré (FIT-105)
tette lehetdvé. A membran modulon keresztiil torténd 4thaladéast kvetden a retentatum
a betdp tartdlyba (TK-1) keriilt visszavezetésre, a permedtum pedig egy kiilon
tartalyban (TK-3) gyllt 0ssze. Az elvalasztas hajtoerejét szolgaltatd transzmembran
nyomas bedllitasa a V-1 szeleppel tortént. A transzmembran nyomast két: egy magas
(PIT-102; 0-60 bar) és egy alacsony (PIT-103; 0-5 bar) nyomas detektalasara
kialakitott érzékeld végezte. Tulnyomas esetén a recirkulacios szivattytl miikodését
egy nyomasérzékeldvel tarsitott magasnyomdsu kapcsold (PIT-101-PSAH) szakitotta

meg.

4.2.1.2. Ultra- és diasziirés
A savd ultra- (UF) és diasziirésével (DF) célom a savd frakcionalasa és egy

laktézmentes savofehérje suritmény, valamint egy nagy tisztasagi laktéz oldat
elallitasa volt. Az UF és DF egy 20 kDa-s vagasi értékii, 0,32 m? feliiletli poliéter-
szulfon SM spiréltekercs membrannal (Synder Filtration Inc.,Vacaville, USA) tortént.
A sziirés 3 bar transzmembran nyomaskiilonbséggel, 27 °C-on zajlott. A folyamat két
1épésbol allt: egy rataplalasos lizemvitelll ultraszlirésbdl és az azt kovetd, allando-
térfogaton végzett diasziirésbol.

Az UF-et megeldzden az dsszesen 20 L térfogatli savobol 4 L a betép tartalyba (TK-
1), 16 L az utanpotlas tartalyba (TK-2) keriilt. Az UF soran a permeéatum elvalasztasa
folyamatos volt, a betap tartaly szintjének nyomon kovetését kondultiv szintérzékeld
végezte (LSN-107). Kelld szintcsokkenés esetén a friss savo az utanpotld tartalybol
(TK-2) egy pumpa (P-2) segitségével betap tartalyba jutott. A folyamat végét az
utanpotlo tartaly teljes mennyiségének (16 L) kimeriilése jelentette. Ekkor a betap
tartaly Urtartalma 4 L volt, azaz az ultrasziirés 5-szor0s bestritési faktorral volt
jellemezhetd.

A masodik 1épésben végrehajtott diaszlirés az UF-el megegyezd parméterek mellett
zajlott. Ebben az esetben az utanpotlo tartalyt 16 L ioncserélt vizzel toltéttem fel, az
UF sorén keletkezett 4 L savofehérje siiritményt ezzel mostam 4t. A folyamat igy 4-
szeres diaszlirési faktorral ilizemelt. A miivelet sordn a viz adagolasaval a betap
tartalyban 1év6 savo koncentratumbdl maradék laktozt, és egyéb mikrokomponenseket

tavolitottam el.
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4.2.1.3. Nanosziirés
Az UF/DF miiveletet kdveté nanosziirés (NF) soran az UF permeatum laktoz

tartalmanak bestiritésére keriilt sor. A NFegy 150-300 Da vagasi értékii, 0,38 m?
feliileti DK-tipusu polimer spiraltekercs membran (SUEZ, Parizs, Franciaorszag)
segitségével valosult meg. Az eljaras 50°C-on 30 bar transzmembran nyomas mellett,
rataplalasos (fed-batch) modon zajlott.

Az NF soran 0sszesen 32 L savo permeatum koncentralasa valosult meg, két 1€pésben.
Az eljaras operacidos modja megegyezett az UF/DF folyamattal. A betéap tartalyba 4 L,
az utanpotlo tartdlyba 28 L savd permeatum keriilt. A folyamat végét az utanpotlo
tartaly teljes mennyiségének (28 L) kimeriilése jelentette. Ekkor a betdp tartaly
trtartalma 4 L volt, azaz a folyamat 8-szoros koncentralasi faktorral jellemezhetd. Az
NF masodik [épésében a savd permeatumot tovabb stritettem 2,2 L Girtartalomra, ami
1,8-as koncentralasi faktornak felel meg.

Az NF soran a permeatum torésmutatdja, fluxusa, illetve a keletkezett permedtum

teljes tomege mérésre keriilt. A membransziirés (UF/DF és NF) soran gytijtott, eltérd

crer

4.2.2. Enzimes GOS szintézis

A GOS szintézis szubsztratjai a membranszeparacios eljaras soran gyljtott, kiilonbozo
lépések permeatumai, és a kettd keveréke, valamint az NF folyamat végén eldallitott
koncentralt permeatum voltak. Ezen feliil a NF soran eldallitott koncentralt savo
permeatum, és az eljaras soran elvont viz kiillonb6zd aranyu vegyitésével tovabbi,
A GOS szintézis szakaszos (batch) modban, 200 g szubsztratum-oldat
felhasznalasaval 50 °C-on, 60 rpm-es keverés mellett 0,5 w/w% Biolacta N5
enzimkoncentracioval 24 6ran keresztiil zajlott. A kisérlet hdmérséklet-szabalyozasat
¢s homogenitasat egy C-MAG HS7, elektromos kontakthdmérdvel ellatott flitott
feliileth magneses kever6 (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Németorszag)
biztositotta. A reakcid sordn vett mintdk enzimaktivitisa 10 perces 95 °C-0s
hokezeléssel keriilt inaktivaldsra. A mintak szénhidrat-osszetételének nyomon
kovetése HPLC analizissel valosult meg. Az enzimes szintézis egy esetben harom
parhuzamosban zajlott, és mivel a folyamat elhanyagolhaté szoras mellett

reprodukélhatonak bizonyult, a tovabbi kisérletek esetén nem tortént ismétlés.

43



srer

alapok kidolgozasa
4.2.3.1. Tejsavbaktérium torzsek tapanyag igényének meghatarozasa
A torzsek aminosav-auxotrofiajank és a vitaminigényének vizsgalata agardiffazios és

lyukdiffuzios modszerekkel tortént. Mindkét esetben egy, a tejsavbaktériumok
tapanyagigény-vizsgalatara kifejlesztett minimal-tapagart hasznaltam (lasd 4.1.5.1
majd azt a felilleten egy livegbottal egyenletesen eloszlattam. Az agardiffuzios
mérésekhez 0,9 cm atmérdji papirkorongokra a husz esszencidlis aminosav 25 w/v%-
os vizes oldatabol 5 pL-t cseppentettem, majd a korongokat az agarra helyeztem. A
lyukdiffuzios mérések soran az agarba 0,9 cm atmérdji lyukakat fartam, és ezekbel50
uL vitamin oldatot mértem. A lemezeket ezt kovetden 30 °C-on, anaerob koriilmények
kozott 72 oran keresztiil inkubaltam, €s naponta megfigyeltem a torzsek szaporodasat
a korongok és a lyuk koriil. Szaporodas stimuldldsa esetén megmértem a zonak

atmérdjét.

4.2.3.2. Savo permeatum tejsavas fermentaciéjanak vizsgalata
A kisérletek 15-mL Falcon centrifuga csdévekben, 13 mL-es térfogatban, 107 sejt/mL

kezdd sejtkoncentracioval zajlottak. Az tenyészeteket anaeob koriilmények kozott, 2,5
L-es Oxoid AnaeroJars (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, US) anaerob
jarban, 30 °C-on inkubaltam. A fermentécio idétartama 48 ora volt, mintavétel 24
oranként tortént. A mérés sordn a pH-t, a laktozkoncentraciot €s a sejtek szaporodast
kovettem nyomon. A szaporodasmérés savofehérje hozzdadasa esetén a kozeg
opalossaga miatt tenyésztéses modszerrel, minden egyéb tapkozeg esetén az ODeoo

értékek mérésével tortént.

4.2.3.3. Szerves nitrogénforrasok tejsavas fermentaciora gyakorolt hatasanak
vizsgalata
A tejsavbaktériumok szimultan laktéz és szerves fehérjeforrds felhaszndlasanak

részletes vizsgalata 50 mL-es Falcon centrifugacsdvekben 30 mL-es térfogatban, 10’
sejt/mL  kezdd sejtkoncentracidval zajlott. Az tenyésztés inkubacidja anaeob
koriilmények kozott, 2,5 L-es Oxoid AnaeroJars (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, US) anaerob jarban, 30 °C-on tortént. A folyamat nyomon kovetése
érdekében a fermentacid 24 oran keresztiil, 4 6rankénti mintavétel mellett zajlott. A
kisérlet soran mértem a fermentacios kozeg pH-jat, laktoz- és teljes aminosav-

tartalmat, valamint a tejsavbaktérium torzsek szaporodasat.
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4.2.4. Nyers GOS szirup tejsavas fermentacidjanak kidolgozasa

4.2.4.1. Tejsavbaktérium torzsek mono-, diszacharid és GOS fermentacios
képességének screenelése

A tejsavbaktérium torzsek GOS fermentacidos képességének screenelése soran a

kisérletek 15-mL Falcon centrifuga csovekben, 13 mL-es térfogatban, 107 sejt/mL
kezd6 sejtkoncentracio alkalmazasaval zajlottak. Az inkubécid anaerob koriilmények
kozott, 30 °C-on tortént. A fermentaciok idOtartama 72 ora volt, mintavétel 24
oranként tortént. A mérések sordn nyomon kovettem a tejsavbaktériumok
szaporodasat az ODeoo értékek meghatarozasaval, valamint mértem a tapkézeg pH-

értékének valtozasat szénhidrat osszetételét.

4.2.4.2. Szelektalt tejsavbaktérium torzsek GOS fermentacidjanak vizsgalata
A screenelés alapjan szelektalt tejsavbaktérium torzsek részletes mono- és diszacharid

fermentécids képességének vizsgalata 50 mL-es Falcon centrifugacsovekben 30 mL-
es térfogatban, 107 sejt/mL kezdeti sejtkoncentricioval zajlott. A tenyészeteket
anaerob koriilmények kozott, 30 °C-on inkubaltam. A fermentacié id6tartama 72 ora
volt, mintat 24 6ranként vettem. A kisérlet soran meghataroztam a tejsavbaktérium
torzsek szaporodasat tenyésztéses modszerrel, a fermentaciés kozeg pH-jat,
szénhidrat-Osszetételét HPLC-vel, a torzsek szerves-sav és D-laktat termelését,
valamint a feliilisz6 B-galaktozidaz aktivitasat.

s rer

4.2.5. Nyers GOS szirup Kluyveromyces torzsekkel végzett fermentaciojanak
vizsgalata
A kisérletek 500 mL-es Erlenmeyer lombikokban, 100 mL fermentacios kdzegben,

5*10° sejt/mL indul6 sejtkoncentracioval zajlottak. A tenyészetek inkubacioja 30 °C-
on, 220 rmp-es razatas mellet, 72 6ran keresztill tartott. A folyamat soran 24 dranként
vettem mintat. A mérések soran meghatiroztam az élesztotorzsek szaporodasat az

ODsoo értékek merésével, valamint a kdzeg pH értékét és szénhidrat-osszetételét.

4.3. Analitikai modszerek

4.3.1. Membranszeparacié6 nyomon kovetése: torésmutatd, pH, vezetéképesség,
fehérjetartalom

A sav6 permedtum torésmutatdjanak (Brix°) meghatarozasa egy PAL-refraktométerrel

(ATAGO Co., Ltd., Tokyo, Japan), vezetoképesség-mérése egy sensION156 multi-
paraméter mérével (Hach Company. Loveland, CO), a pH érték nyomon kovetése

pedig egy pHenomenal 1100 digitalis pH mérével (VWR International LLC, Radnor,
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PA) tortént. A savo és savo-permeatum fehérjetartalma Bradford reagenssel (Bio-Rad

Labo- ratories, Inc., Hercules, CA) keriilt meghatarozasra.

4.3.2. Biolacta N5 aktivitisanak meghatarozasa
A Biolacta N5 aktivitas mérése 300 g/L, pH=6 laktdézoldatban, 0,3 g/L

enzimkoncentracido mellett zajlott. A reakcio 50 °C-on, 15 percen keresztiil zajlott,
mely elteltével az enzim 10 perces, 95 °C-os hokezeléssel inaktivalasra kertilt. Az oldat
laktoz koncentracioja ezt kovetden HPLC eljarassal keriilt meghatarozasra. Egy unit
(U) enzimaktivitds azt az enzimmennyiség jelenti, mely fenti koriilmények kozott 1
uM laktoz konverziojat 1 perc alatt katalizalja. Az enzim aktivitasa lakt6z szubsztraton

27808+125 U/g volt.

4.3.3. HPLC analizis
A mérések soran alkalmazott HPLC rendszer egy SCM1000 géztalanitd egységbdl,

egy P200 gradiens pumpabdl, és egy AS100 fiitott automata mintaevobdl (Thermo
Fisher Scientific, Inc.,Waltham, MA), ¢és egy R-101 refrakcios index detektorbol
(Showa Denko Europe GmbH (Munich, Germany) allt. A mérési adatok rogzitése és
a csucs alatti teriiletek integracioja az N2000 Chromatography Data System és N2000
Photographic Data Workstation programokkal (Science Technology, Inc., Hangzhou,
Kina) tortént.

4.3.3.1. Szénhidrat-analizis
A kisérletek soran a gliikoz, galaktoz, laktoz és GOS frakciok (DP2-6) meghatarozasa

egy Rezex RNM 8% Na+ szénhidrat oszloppal (Phenomenex, Torrance, CA), és hozza
kapcsolt véddoszloppal tortént. Az eluens ioncserélt viz, az dramlési sebesség 0,2
ml/perc, az oszlop homérséklete 60 °C volt. A detektalas refrakcios index (RI)
detektorral, 50 °C-on valdsult meg.

Csucsidentifikalashoz sztenderdként gliikéz, galaktdz, laktéz (SigmaAldrich Kft,
Hungary), és egy kereskedelmi forgalomban kaphat6 galakto-oligoszacharid
készitmény, Vivinal GOS Powder (FrieslandCampina Domo B. V., Hollandia) kertilt
felhasznalasra. A GOS készitményben 1évé mono- és diszacharidok a sztenderd
cukorok (glik6z, galaktéz, laktéz) retencidos ideje, a nagyobb (DP3-6)
oligoszacharidok az oszlop méretelvélasztdsa és a csucsok relativ teriilete alapjan

valtak azonosithatova.
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4.3.3.2. Szerves savak analizise
Szerves savak vizsgélata egy véddoszloppal parositott Rezex ROA Organic Acid 8%

H+ 300x7,8mm oszloppal (Phenomenex, Torrance, CA) tortént. A mérés 60 °C-on,
0,4 mL/min aramlasi sebességli 0.005 N kénsav mobil fazissal zajlott. A detekcio
refrakcios index (RI) detektorral, 50 °C-on valosult meg. A csucsok azonositasahoz
hasznalt sztenderdek az ecet-, citrom-, hangya-, tej-, alma-, oxal-, propion-,

borostyankd- és borkdsavak voltak.

4.3.4. Tejsavbaktériumok szaporodasanak vizsgalata
A tejsavbaktériumok szaporodasanak meghatarozasahoz a kisérleti koriilmények és

célok fiiggvényében két modszert alkalmaztam: turbiditds alapjan, az ODggo értékek
nyomon kovetése és az ¢€lésejtszam tenyésztéssel torténd meghatarozasa. A két
modszer 48 6ras fermentdcid esetén Osszehasonlithatd eredményeket adott, ennél
hosszabb fermentacids iddtartam esetén a sejtek pusztuldsa kovetkeztében a

tenyésztéses mddszer alacsonyabb sejtszam értékeket mutatott.

4.3.4.1. Sejtszam meghatarozasa optikai denzitas alapjan
Az optikai denzitas alapjan torténd szaporodasvizsgalat 600nm-en, Specord 200 Plus

(Analytik Jena AG, Jena, Germany) spektrofotométerrel tortént. A sejtszdmok
meghatdrozasa egy Bilirker kamraval mért sejtkoncentracio-ODeoo kalibracio
segitségével tortént. A Lactobacillus, Lactococcus ¢és Kluyveromyces torzsek

kalibracios gorbéje a 11. abran lathato.

A ® [ actobacillus sp. Lactococeus sp. B Kluyveromyces sp.
09
025 y =209 08
® R2=09984 07
02 4 ' = 5E.09
y = 9E-10x 06 Re— 0 9965
g015 * Re=099%4 E05 :
o [ o 04
cour g 03
006 & 02
0 o 0
000E+00  100E+08 200E+08 3.00E+0 0.00E+00 1.00E+08 200E+08
Sejtkoncentracio, sejt/mL Sejtkoncentracio, sejt/mL

11. Abra: Al Tejsavbaktériumok és Bl Kluyveromyces fajok szaporodasvizsgalatihoz

felhasznalt ODeoo-sejtkoncentracio kalibraciok
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4.3.4.2. Elésejtszam meghatarozasa szélesztéssel
A mintékbol fizioldgias sooldattal decimalis higitasi sort készitettem, majd a sorozat

harom tagjat TS agar lemezekre (2,5 g/L gliikéz, 17 g/L kazein pepton, 3 g/L szdja
pepton, 5 g/L NaCl, 2,5 g/L dikalium-foszfat) szélesztettem. A lemezeket 30 °C-on,

anaerob jarban inkubaltam. A kinétt telepeket 48 ora elteltével szamoltam le.

4.3.5. pH mérése
A tejsavas fermentaciok soran a pH valtozasat egy OrionStar Al111 tipust, ROSS

pH/ATC elektroddal kiegészitett pH mérdvel (Thermo Fisher Scientific Inc.,Waltham,
MA, US) kdvettem nyomon.

4.3.6. Aminosav-osszetétel meghatarozasa
A fermentacids kisérletek soran vizsgalt savofehérje, kazein és szdja pepton pontos

aminosav 0Osszetételének meghatarozasa kromatografids modszerrel tortént. Az
analizis els6 1épése a mintak hidrolizise volt, mely 6 M HCI oldattal, 100 °C-on, egy
¢jszakan keresztiil zajlott. Ezt a mintak NaOH oldattal torténé semlegesitése, majd
mérése kovette. Az analizis egy 200 x 3,7 mm, IONEX OSTON LCP5020
kationcseréld oszloppal miikodé (Ingos Ltd., Czech Republic) automata aminosav-
analizatorral tortént. Az aminosavak elvalasztasa 0,3 mL/perc aramlési sebességli Li+
citrat pufferrendszerrel, 55-65 °C-on zajlott. Az aminosavak reakcioja 0,25 mL/perc
aramlasi sebességli ninhidrinnel, 110 °C-on zajlott. A detektalas fotometriasan, 570 és

440 nm-en zajlott.

4.3.7. Teljes aminosavmennyiség meghatarozasa
A savofehérjét és peptonokat tartalmazo fermentacios feliiliszok teljes aminosav

mennyiségének meghatarozasa a kovetkezoképp zajlott: a kisérletek soran gytijtott 2
mL-es mintak pH-jat 7-es értékre allitottam 0,1 vagy 1 N NaOH oldattal. Ezt kovetden
a sejteket centrifugalassal (8000 rpm, 4 perc) eltavolitottam, majd a sejtmentes
feliilaszot 95 °C-on, 10 percig hdékezeltem az esetlegesen kiszabadult enzimek
inaktivalasa céljabol.

Az aminosavak peptonokbol és fehérjekbdl valod felszabaditasa érdekében a mintakat
Streptomyces griseus eredetii pronaz enzimmel (Thermo Fisher Scientific Inc.,
enzimoldatot 180 uL hékezelt mintdhoz adtam, majd 37,5 °C-on 20 percig inkubaltam.
A mintdk hidrolizisét kovetden a teljes szabad aminosavmennyiséget Church és
munkatarsai (1985) modszerével detektaltam. Ehhez 500 uL hidrolizalt mintahoz 500
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uL OPA reagenst (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, US) adtam, majd
szobahdmérsékleten 2 percig inkubaltam. Ezt kdvetden a mintak abszorbanciajat 340
nm-en, spektrofotométerrel (Specord 200 Plus,Analytik Jena AG, Jena, Germany)
mértem. Az igy kapott Aszs érékeket az enzim jelenlétével korrigaltam, és egy
kalibraciés gorbe segitségével szerin ekvivalens értékre konvertaltam, az (1) egyenlet

alkalmazasaval:

(A340,, —A340,)

AA [Szerin ekvivalens, @] =h
mL 0.0226

1)

Ahol a h a mintak higitasi faktora, az A340m a pronéazzal hidrolizalt mintdk, az A340e

e ey

4.3.8. Aminosav-felhasznalas mértékének meghatirozasa
A tejsavbaktérium torzsek aminosav-felhaszndlds mértékeként (AFM) azt az

aminosav-mennyiséget definialtam, amennyivel az adott torzs az exponencialis
szaporodasi fazisa alatt 1 mL fermenticios kozeg aminosav tartalmat 1 ora alatt

csokkentette. Az értékek kiszamitasa a (2) képlettel tortént:

mg — AAx—AAx+q (2)
6raxmL 4

AFM [mg szerin ekv.

Ahol a AAx a fermentacids kdzeg aminosav tartalma x 6ra, AAx+4 pedig x+4 ora

fermentacid utdn, mg/mL szerin ekvivalensben kifejezve.

4.3.9. A fermentacios feliiliszo B-galaktozidaz aktivitisanak meghatirozasa
A szelektalt tejsavbaktérium torzsekkel végzett GOS fermentacios kisérletek soran

vizsgaltam a fermentlé B-galaktoziddz aktivitast. Az B-galaktozidaz enzim
tejsavbaktériumok esetén alapvetden intracelluldris, a fermentlébe sejtlizis utjan
juthat. A vizsgalatokhoz a laktéz kromogén analdgjat, orto-nitrofenil-3-D-
galaktopiranozidot (ONPG)-alkalmaztam szubsztratként. Aktiv B-galaktozidaz
jelenlétében az enzim az ONPG-t orto-nitrofenolra (ONP) és galaktozra bontja. Az
ONP jellegzetes sarga szint ad, mely spektrofotometridsan meérhetd.

A méréshez a fermentaciobol vett mintdkbdl a sejteket centrifugalassal eltavolitottam
(10 000 rpm, 2 perc), majd 0,5 mL sejtmentes feliiliszéhoz 0,5 mL Z puffert (10,67
g/l; Na:HPO4*7H:0; 6,2 g/L NaH:PO4+*2H.0;0,75 g¢/L KCI; 0,246 g/L
MgSO4*7H,0) és 0,16 mL Z-pufferben oldott 4 mg/mL ONPG-t adtam. A reakcid
30°C-on, a sarga szin megjelenés€ig, vagy maximum 20 percig zajlott, melyet
kovetden az enzimet 0,34 mL 1M NaCOs oldat hozzdadasaval inaktivaltam. A sarga

szin intenzitasat ezt kovetdéen 420 nm-en Specord 200 Plus spektrofotométerrel
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mértem. A kapott Asso értékeket orto-nitrofenollal (ONP) végzett kalibracié alapjan
mM/mL ONP-re szamitottam 4t (12. Abra). Egy unit (U) B-galaktozid4z aktivitasnak
azt az enzimmennyiséget tekintettem, mely 1 perc alatt ImM ONP felszabaditasara

volt képes. Az aktivitas értékeit a (3) egyenlettem szamitottam ki.

14
1.2
1

508 y=1.153%

04
0.2

0
0 0.2 04 06 08 1 1.2

ONP, mM
12. Abra: Fermentdciés feliiliszok f-galaktoziddz aktivitds meghatdrozdasdhoz

hasznalt ONP-Aa20 kalibracio

9D420,1000+2
3 — galaktozidaz [%] — 11539 7% 3)

reakcioidd,perc

4.3.10. D-tejsav mérése
A tejsavas fermentéacio soran termelt D-tejsavat a Megazyme (Bray, frorszag) enzimes

D-lactic Acid Kit-jével detektaltam. Az enzimes reakcido végtermékét
spektrofotometriasan, 340 nm-en, MultiScan Ascent (Agilent Technologies Inc, Santa
Clara, CA, US) plate olvasdval mértem. A kapott eredményeket az enzimes kit D-

laktat sztenderdjével készitett kalibracio alapjan szamitottam g/L-es koncentraciora
(13. Abra).

0.7
06

05
-9

LYy =0.0344x

504 7 Re=0.9944

8 03

02

o1 .

0 5 10 15 20
D-tejsav, ug/mL

13. Abra: Tejsavbaktérium torzsek D-laktdt termelésének vizsgdlata sordn
alkalmazott D-laktdt-OD3ao kalibracio
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4.3.11. Tejsavbaktériumok szelektiv mono- ¢és diszacharid fermentaciés
képességének screenelése
A tejsavbaktérium torzsek szelektiv mono- és diszacharid (DP2) fermentacids

teljesitményének értékelése fermentacids értékek kiszamitasaval tortént. A
fermentacios érték a felhasznalt szénhidrat-frakciok (glikoz, galaktoz, DP2 és DP3-6)
sulyozott értékeinek linearis kombinacidjabol allt dssze. A mono- és diszacharidok
felhasznéaldsa a folyamat szempontjabol eldnyds volt, ezért ezek az értékek
Osszeadodtak. A prebiotikus oligoszacharidok (DP3-6) fogyasa azonban nem kivant,
igy a felhasznalas mértéke levonodott a fermentacios értékbol. A DP3-6 felhasznalas
a fermentécios érték 50%-at adta, mig a gliikoz, galaktoz és diszacharidok egyenként
az érték 16,7%-at tették ki. A fermentacios érték kiszamitasahoz a bemutatott munka

soran kidolgozott, (4) képlelet hasznaltam.

Fermentacios érték = (_1)0'5UDP3—6 + 0!167UGLU + O'SUGAL + O'SUDPZ (4)

Ahol az Uprs.s az oligoszacharidok, az UgLu a gliikoz, az UgaL a galaktoz és az Upp2
a diszacharidok felhasznalasanak mértéke 72 ora fermentaciot kovetéen, g/L

mértékegységben.

4.3.12. Tejsavbaktérium és Kluyveromyces torzsek szelektiv mono- és diszacharid
fermentacios teljesitményének értékelése altal
Az egyes tejsavbaktérium és élesztd torzsek szelektiv fermentacios teljesitményét a

GOS szirup kezdeti és végso tisztasaga (Tk és Tv), €s a fermentacio kihozatala (Y)

alapjan értékeltem, Guerrero €s munkatésai (2014) modszere alapjan, az (5), (6) és (7)

képletek segitségével.
Ty [%] = “RE3=5k 4 100 (5)
teljesk
T, [%)] = 22252 4 100 6)
teljes,v
Y[%)] = =RE3=52 4 100 @)
DP3-6,k

Ahol a Cppask és Cpps-6i @ DP3-6 frakciok a kezdeti (fermentacid el6tti) és végsd
(fermentacid utani), a Creljesk €5 Creljesyv @ teljes szénhidrattartalom kezdeti és végso

koncentracioja g/L értékben.

51



4.4, Statisztikai elemzés
4.4.1. A GOS szintézis kisérleti beallitas robusztussaganak vizsgalata
A mérések reprodukalhatoésaganak ellendrzéséhez a NF-R-1 szubsztratummal végzett

kisérletet harom ismétléssel hajtottam végre a 4.2.2. pontban leirt paraméterek mellett.
Az adott mérési pontokban kapott eredményeket a harom mérés szorasanak
kiszamitasaval értékeltem, a reakciogorbék lefutdsanak egyezését pedig Pearson-

korrelacio alkalmazasaval elemeztem.

4.4.2. A pH GOS szintézisre gyakorolt hatasa
A savd permeatum pH-janak GOS szintézisre gyakorolt hatdsat Motulsky és

Christopholus munkaja alapjan vizsgaltam (MOTULSKY ES CHRISTOPOULOS,
2004). A modszer a (8) egyenletben leirt szaturacios modellt alkalmazza, mely az
ahol a t a reakci6id6t, p1 X p2 pedig a koncentracidgorbe meredekségét jelenti t=0

idépontban.

f@©) =p(1—-e7P2) (8)

A modellt a kisérletek soran mért szénhidrat-koncentraciok w/w%-ban kifejezett
adatpontjaira illesztettem. A pH hatasanak vizsgalatahoz két GOS szintézis lefolyasat
hasonlitottam 0ssze. Az elsé szintézis a savd nativ pH-jan zajlott, mig a masodik
kisérlet soran a pH-t 1M NaOH oldattal a Biolacta N5 pH optimumara (pH=6)
allitottam. Az adatgyljtést kovetden a (8) egyenletben bemutatott modellt a két
kisérletre kiilon-kiilon (6nallé modellek), illetve a két szintézis kombinalt
adatpontjaira (globalis modell) illesztettem. Az 6nallé és globalis modellek csoporton
beliili variancidjat (residual sum of squares) ezt koverden F-teszt hasznalataval, 95%-
os konfidencia intervallum mellet hasonlitottam Ossze. Amennyiben a két kisérlet
lefolyasa azonos, az onalld és kombinalt modell csoporton beliili varianciaja nem
kiilonbozik, amennyiben a két folyamat eltér, a globalis modell csoporton beliili
varianciaja lényegesen nagyobb az 6nallo modellekénél. A folyamat atfogo értékeléseét
kovetéen a pH allitds mentes és pH kontrollalt szintézisek piés p2 értékeit is
Osszevetettem Student féle t-teszt alkalmazasaval. A leirt elemzés a IBMSPSS v23

statisztikai szoftver alkalmazasaval tortént (Armonk, NY).
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4.4.3. Tejsavbaktériumok fermentacios jellemzoinek statisztikai értékelése
A fermentacids adatok harom parhuzamos mérések atlagaiként, szorassal kiegészitve

szerepelnek a dolgozatban. Az eredmények 6sszehasonlitdsdhoz az RStudio Version
1.2.5042 (RStudio Inc., Boston, MA, US) statisztikai szoftvert alkalmaztam.

Az adatok normalitdsat Shapiro-Wilk, szoras-homogenitasat €s Levene’s teszttel
vizsgéltam. A kapott eredmények fliggvényében az eredmények elemzéséhez Tukey
post-hoc teszttel tarsitott ANOVA, Games-Howell teszttel parositott Welch vagy
Dunn post-hoc teszttel tarsitott Kruskal probakat alkalmaztam. A vizsgalatok 95%-0s
konfidencia intervallum mellett zajlottak, p<0,05 értékeket tekintettem

szignifikansnak.

4.4.4. Adat vizualizacio
A dolgozatban szerepld diagrammok, és az adatok hierarchikus klaszterezése

heatmap-ekkel az RStudio Version 1.2.5042 (RStudio Inc., Boston, MA, US)

statisztikai szoftverrel készilt.

53



5. EREDMENYEK

5.1. Savé frakcionalasa membransziiréssel
Els6é 1épésként az 3.2.1 pontban leirt mdédon eldéllitott savd oldatot a jelenleg

altalanosan alkalmazott savo-feldolgozasi elvek alapjan frakciondltam. Az
membranszeparacios eljaras vazlatos folyamatabraja a szlirés anyagmérlegeivel egyiitt

a 14. Abran lathato.

loncserélt Viz

Savé oldat

o

A=0,32 m2, T=27 °C, AP=3 bar, Q=0,16 m3/h
d=4
J=4.7 LIh*m?
_________________ Re=100% _ _ _ _
R.=19,5% R, = 6,42%
UF Permeatum DF Permeatum
V=16L V=16L
Cr=<02glL Cr=<0,2glL
C =447 gL C.=1350L
) =686 uSicm Q =665 pSlicm
pH=4,2 pH=6,8

v

UF-DF Permeatum

V=320
C=<02glL
C,=287 glL

0 =670 pSicm

pH=6,7

NF NF Retentatum
A=0,38 m2, T=50 °C, AP=30 bar, Q=0,16 m3/h o V=22L
n=g8 71 Ge=<02glL
J=24 Lh*m? CL=331.5 gL
______________ 0= 1205 pSlem,
R.=97,8% pH=T5
NF Permeatum
V=298L
Cr=<02gL
C.=68glL
0 =619 pSlcm
pH=628

14. Abra: Savé frakciondldsa és savé permedtum besiiritése ultra-, dia- és
nanosziressel. Jelmagyarazat: V = térfogat, C=koncentracio, A = membran feliilet,
mé: L;J= atlagos permedtum fluxus, L/h/m?; n = koncentrdciés faktor, d = diasziirési
faktor; Q = recirkuldcios térfogatiram m®h; T = hémérséklet, °C; AP =
transzmembran nyomds, bar; Q= vezetéképesség uS/cm; R = dtlagos visszatartas %,
Also indexek: p = permedtum, r =retentatum,; L = laktoz; F = fehérje
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A munkam fokusza egy tobblépcsds miiveletsor kidolgozasa volt, mely soran elsd
Iépésben a tejsavd savofehérje tartalmat ultraszliréssel (UF) szeparaltam és
koncentraltam. Az savofehérje-stritmény laktdozkoncentracidja az UF soran nem
valtozott, ezért azt a kdvetkezd 1épésben azt diasziiréssel (DF) csokkentettem. Az
UF/DF eljaras eredményeként létrejott nagy tisztasagh savofehérje koncentratum
magas haszonnal értékesithetd kiilonb6z6 étrend kiegészitok (kiilonbozo tisztasagh
WPC-k) formé4jaban.

Az eljaras soran eldallitott fehérjementes laktoz oldat (savo permeatum) képezte a
bemutatott doktori munka fokuszat a tovabbiakban, ezt hasznaltam mind GOS
szintézis, mind a tejsavas fermentacié alapjaként. Mivel az enzimes GOS szintézis
csak magas szubsztrat (lakt6z) koncentracid mellet jatszodik le, sziikséges volt a laktoz
oldat viztartalmanak csokkentése. A vizelvonast nanosziirés (NF) segitségével

valdsitottam meg.

5.1.1. Savoé oldat ultra- és diasziirése
A savo tobblépéses membransziirésének elsd szakasza az ultrasztirés (UF) volt, mely

soran a nagy molekulasulyt savofehérjéket a membran visszatartotta, igy ezek a
retentdtumban gylltek Ossze. A laktéz molekuldk képesek voltak athaladni a
membranon, igy ezek megjelentek a permedtumban, azonban fontos megjegyezni,
hogy a laktoz (és egyéb mikrokomponensek) koncentracidja a retentatumban nem
valtozott. A magas fehérjetartalmii UF retentdtumban visszamaradt laktozt
diasziiréssel (DF) tavolitottam el. A 15. Abra az UF/DF folyamat soran a

permedtumban mért fluxus és Brix® értékeket mutatja be.

Permeatum fluxus Permeatum Brix®

8 12
1
T
4

Permeatum Fluxus, m/L*h
4 6
1 1
T T
2 3
Permeatum Brix

rrrrrrrrrrrrrrrrrrTrrTrTd
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1050

1d6, dra
15. Abra: Savé UF-DF frakciondlasa soran a permedtumban mért fluxus és Brix°
értékek, a sziirési ido fiiggvényében A piros vonal az UF és DF operdcios modok kozti
valtast jelzi.
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Az abran jol megfigyelhetd, hogy a permeatum fluxusa a sziirés alatt folyamatosan
csokkent. Az UF soran ez a reakcidtartaly fehérjemennyiségének novekedésével, a
membran feliiletén megndvekedett savofehérje-koncentracioval (koncentracid-
polarizacio) illetve a membran eltomddésével (fouling) magyarazhatdé. A miivelet
rataplalasos (fed-batch) mddon lizemelt, a membran visszatartotta a savofehérjéket,
igy a tartaly fehérje-koncentracidja az id6 elérehaladtdval novekedett. Tovabba az
szlirési folyamat soran a koncentracio-poliarizacids réteg megvastagodasa a sziirési
teljesitmény csokkenéséhez vezetett, melyet tovabb fokozott a membran részleges
eltomddése. A fouling ebben az esetben reverzibilisnek bizonyult, mivel a membran
permeabilitasat vegyszeres tisztitassal eredeti szintjére allitottam vissza, azaz a
membran regeneralhat6 volt.

A DF alatt ugyan a reakcidtartaly fehérjemennyisége nem novekedett tovabb, a fluxus
atalakulasara vezethetd vissza. Steinhauer és munkatarsai (STEINHAUER ET AL.,
2015) a savé membransziirése soran megfigyelték, hogy a diasziirés elérehaladtaval
egyes mikrokomponensek (pl. ionok) kimoséasa savo-aggregatumok kialakuldsdhoz
vezet, melyek megvaltoztatjak a szlirdlepény feliileti morfologiajat €s eldényteleniil
befolyasoljak a sziirési teljesitményt.

A permeédtum Brix® értékeit alapjan az UF sordn a permeatum laktoz koncentracidja
kis mértékben novekedett. Ez a jelenség azt feltételezi, hogy a folyamat soran laktdz-
retencio lép fel, ami alkalmazott membran 20 kDa-s vagasi értekét, és a laktoz
megkozelitéleg 360 Da-s méretét tekintve meglepd. Mas csoportok (DE SOUZA ET
AL., 2010; MACEDO ET AL., 2011; WEN-QIONG ET AL., 2017) is hasonl6 laktoz-
retenciot figyeltek meg savdo membransziirése soran, melyet a foként savofehérjékbol
allo sztirélepény és/vagy polarizacids réteg jelenlétének tulajdonitottak. A sziir6lepény
feltehetden masodlagos membranként funkcional, és megakadalyozza a laktoz
maradéktalan atjutasat. A laktoz-retencié tovabbi magyardzata lehet a makro- és
mikrokomponensek aggregécidja is, ami ebben az esetben a laktoéz savofehérjékhez
valo kotédéseként jelentkezhet (WEN-QIONG ET AL., 2017).

Osszegzésként elmondhatd, hogy az UF-DF folyamat rendkiviil kismértéki
veszteséggel jart, a kiinduldsi savooldat fehérjetartalmanak 99,7%-a keriilt a
retentdtumba, mig a kezdeti laktozmennyiség 99,3%-a jutott at a permedtumba. A két
miiveleti [épés (UF-DF) kombinalasaval magas tisztasagu savofehérje-koncentratumot

(retentatum) és laktozt oldatot (permeatum) allitottam eld.
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5.1.2. Nanosziirés
Az UF-DF folyamat soran keletkezett permeatum viztartalmat két 1épésben,

nanosziiréssel csokkentettem. Az elsd 1€pés soran a betaplalt, 6sszesen 32 L UF-DF
permeatumot 8-szoros slritési arannyal, a reakciotartaly 4 L-es térfogatara
koncentraltam. Ezt kovetOen a suritett oldatot tovabbi nanosziirésnek vetettem ala, 1,8-
szoros sliritési aranyt alkalmazva. Az eljaras a laktoz kristalyosodasi hajlama miatt az
UF-DF folyamathoz képest magasabb homérsékleten, 50 °C-on zajlott.

A nanosziirés soran a permeatum fluxusa nagymértékben csokkent (16. Abra). Ez a
ozmotikus nyomadsanak tudhaté be. A mérés soran alkalmazott 30 bar nyomas a
folyamat végén csak kis mértékben volt képes ellensulyozni a retentdtum ozmotikus
nyomasat. A fenti megfigyelésbol kovetkezik az is, hogy a savo-permeatum ilyen
mértékli koncentralasat feltétlentil sémentesitési 1€pés - mint az altalam hasznalt
diaszlirés — kell, hogy megel6zze. Amennyiben a savoban megjelend asvanyi soOk nem
keriilnek eltavolitasra, azok hozzédjarulnak a stritendd0 permeatum ozmotikus

nyomasahoz, igy tovabb nehezitve az oldat viztartalmanak elvonésat.
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16. Abra: Savo UF-DF folyamat soran keletkezett savo permedatum nanosziirése (NF)
soran mért fluxus és Brix° értékek, és a membran laktoz visszatartasa a sziirési ido

fiiggvényében

A 16. Abran lathato tovabba az is, hogy a nanosziirés masodik 1épése sordn a membran
laktdz-visszatartasa csokkent, és nagyobb mennyiségii cukor kertilt a permedtumba. A
membran laktoz-visszatartasa kb. 200 g/L lakt6z koncentracid eléréséig kozel teljes

volt, e folott azonban a laktdz visszatartas 1ényegesen csokkent, ami a komponens
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veszteségéhez vezetett. A nanoszlirés laktoz-kihozatala igy 79,4% volt, a veszteség
nagy része pedig a szlirés masodik szakaszédhoz volt kothetd, ahol a retentatum laktoz
koncentracidja meghaladta a 200 g/L-t. Osszességében tehat a nanosziirés megfeleld
200 g/L laktéz toménységli savo-permeatum eldallitasdhoz, azonban e folott
alkalmasabb lenne tomorebb felépitésli, forditott-ozmoézis (RO) membranok
hasznalata. Az RO membranok iizemeltetése ugyan energetikai szempontbol
kedvezbtlenebb  (magasabb  transzmembran nyomadas sziikséges), azonban
alkalmazasukkal feltehetden elkertilhetd nanosziirés masodik szakaszaban jelentkezett

nagymeértékl laktdozveszteség.

5.2. Enzimes GOS szintézis Biolacta N5 enzimmel
A tobblépéses membransziirés soran gyljtott, GOS szintézis szubsztratjaként

felhasznalt permeatum és retentatum frakciok a 14. Tablazatban szerepelnek.

14. Tablazat: Savo ultra-, (UF) dia- (DF) és nanosziirése (NF) sordn gyiijtétt, GOS
szintézis szubsztratjaként felhasznalt permedtumok és retentatumok Brix°, laktoz
koncentrdcio, pH és vezetoképesség értékei

Brix Laktoz Vezetdkeé .
Szubsztratum* o koncentracio pH crelokepesseg

Bx uS/cm

g/L

UF-P 1,4 14,0 6,8 722
UF+DF-P 2,9 28,7 6,7 690
DF-P 4,2 448 6,7 688
NF-R-1 10,4 105,7 6,9 1371
NF-R-2 17,9 180,4 7,3 1411
NF-R-3 25,1 246,0 7,3 1459
NF-R-4 34,0 3315 7,5 1404
NF-R-4, 34,0 3315 60 1404
pufferelt

*UF=Ultrasziirés; DF=Diasziirés; NF=Nanoszlirés; P=permeatum; R=retentaitum

A fenti frakcidkat nativ formajukban (pH allitas nélkiil) Biolacta N5 B-galaktozidaz
altal katalizalt GOS szintézis szubsztratjaként alkalmaztam. A kisérletek célja az
alkalmazott enzim hidrolitikus és transzgalaktolitikus aktivitasanak vizsgalata volt
kiilonboz6 laktdz koncentracidk mellett. Célom volt az GOS szintézis szempontjabol
optimalis szubsztrat-koncentraci6 megallapitasa ¢és ennek fiiggvényében a
membransziirési eljaras értékelése.

Mivel az alkalmazott szubsztratok pH-ja (6,8-7,5) eltért a Biolacta N5 pH optimumatol
(5,5-6,5; SONG ET AL., 2011) kiilon kisérletben vizsgaltam a pH allitas GOS
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szintézisre gyakorolt hatasat. Ehhez GOS szintézist végeztem el az NF-R-4
szubsztrattal az oldat nativ pH-jan, és az alkalmazott enzim pH optimuman is, majd a

reakciok lefutasat 6sszehasonitottam a 4.4.1 szakaszban leirtak alapjan.

52.1. Savo permeatum, mint GOS szubsztrat: a Kkisérleti beallitas
robusztussaganak ellendrzése
A mérések reprodukalhatésaganak ellendrzéséhez a NF-R-1 szubsztratummal végzett

kisérletet harom ismétléssel hajtottam végre a kdvetkezd paraméterek mellett: 200 g
szubsztratum, 50 °C reakciohdmérséklet, 60 rmp-es keverés, 0,5 w/w% Biolacta N5
enzim, 24 6ras reakcio.

A kapott eredmények szorasa elhanyagolhatonak bizonyult (DP5-6 0,02-0,28 w/w%
DP4: 0,1-1 w/w%; DP3: 0,1-1,5 w/w %; DP2: 0,1-1,5 w/w %; GAL 0,1-1,7 w/w %
GLU 0,2-1,6 w/w%) (17. abra), valamint az egyes mérések soran a szénhidrat frakciok
lefutasa erds pozitiv korrelaciot mutatott [r>0,97, n=18, p<0,001]. A korrelacié a DP5-
6 frakcio esetén kevésbé volt erdteljes [r>0,61, n=18, p<0,001), ami a rendkiviil
alacsony koncentracio, és az ehhez képest magas relativ szorasnak tudhat6 be. Az
eredmények alapjan a mérési rendszert a fenti koriilmények kozott robusztusnak

itéltem ¢€s a tovabbi kisérleteket egy ismétléssel hajtottam végre.
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17. Abra: Az NF-R-1 szubsztrattal, végzett GOS' szintézis soran mért szénhidrat
frakciok tomegaranyanak alakulasa a reakcioido fiiggvényében. Az adat pontok a
harom mérés eredményeinek atlag értékei, azok szorasaval kiegészitve.

Megemlitendd, hogy a tradiciondlisan oligoszacharidnak nevezett, minimum harom
egységbdl allo GOS frakciok (DP3-6) mellett keletkeznek nem-laktoz diszacharidok
is, melyeket prebiotikus hatasuk miatt a GOS molekuldk k6zé sorolunk (COULIER
ET AL., 2009; WARMERDAM ET AL., 2013b). Az altalam, és szamos GOS
szintézissel foglalkozd csoport altal alkalmazott mérési modszer nem teszi lehetéveé a

59



laktoz és nem-laktéz DP2 frakciok elkiilonitését, igy a szovegben hasznalt DP2
kifejezés a rendszerben mérhetd dsszes diszacharidot, mig a GOS a DP3-6 frakciokat

jelenti.

5.2.2. Membransziirés és GOS szintézis: optimalis szubsztrat koncentracio
A 18. Abra a kiilonboz0 szénhidrat frakciok aranyanak alakulasat mutatja a kiilonb6zo

Biolacta N5 a laktozt minden esetben hidrolizalta, és a szubsztrat koncentracio
fliggvényében szabad glikozt, galaktozt vagy kiilonb6zé polimerizacidés foku
prebiotikus oligoszacharidokat képzett. Az enzim altal katalizalt hidrolizis és
transzgalaktolizis egymassal kinetikailag kontrollalt kompeticidoban all. Alacsonyabb
szubsztrat koncentracié esetén a hidrolizis dominalt, magas laktézmennyiségek
jelenlétében pedig a GOS szintézis valt erdteljesebbé. Az enzim két aktivitdsanak
versengd természete miatt a GOS szintézis mértéke maximalt, és nem tekinthetd
allandonak. Az szakaszos tartalyreaktorokban kivitelezettet szintézisek esetén a GOS
frakciok a szubsztrat koncentracid ¢€s enzimmennyiség fiiggvényében iddvel
lebomlanak. Ez jol megfigyelhetd az éltalunk alkalmazott kisérleti beallitasban (24
orés reakcioidd, 0,5 w/w% enzim koncentracid). A DP3-6 GOS frakciok Osszegzett
kihozatala egy esetben sem emelkedett 36 w/w% folé €s idovel jol megfigyelhetd volt
bomlasuk. Alacsony laktézkoncentracid mellett a DP3-6 GOS frakcidok gyorsan
hidrolizaltak, a bomlas sebessége magasabb kezdeti laktdz koncentraciok esetén pedig
lecsokkent.

Osszességében elmondhatd, hogy a savé-permeatum alkalmas szubsztratja a Biolacta
NS5 katalizalta GOS szintézisnek.

szubsztatok- UF-P, UF+DF-P és DF-P-esetén a Biolacta N5 hidrolitikus aktivitasa
dominalt. A reakcio végéra a laktéz nagy mértékben, vagy teljesen elbomlott (18D
Abra), és a reakcidelegyben szabad gliikoz és galaktoz jelent meg (18E, 18F Abrak).
Ugyan a reakcio kezdeti szakaszdban megfigyelheték voltak kisebb mennyiségi,
alacsony polimerizacios foku GOS frakciok (10-20 w/w % DP3) (18/C Abra), ezeket
az enzim hamar alkotoelemeire bontotta.

Az NF elsé szakaszaban gylijtott, ,,kozepes” laktéz koncentracioji (50-200 g/L)
szubsztratok- NF-R-1 és NF-R-2-esetén a Biolacta N5 transz-galaktolitikus aktivitasa
megemelkedett, a keletkezett DP3-6 GOS frakcid 0ssz-aranya 27-34 w/w% volt (19.
Abra). A GOS frakciokon beliil az oligomerek eloszlasa 5% DP5, 21% DP4 és 74%
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DP3 volt (18/A, 18/B, 18/C Abrak). A DP3-6 GOS frakciok a reakcididd
elérehaladtaval a korabbiakhoz hasonloan bomlasnak indultak, azonban ennek
sebessége elhanyagolhato volt a korabbiakban bemutatottakkal osszevetve (19. Abra).
Az NF masodik részében gyljtott, ,,magas” laktoz koncentracioju (>200 g/L)
szubsztratok bizonyultak a legelénydsebbnek GOS szintézis szempontjabol. Az 6sszes
GOS (DP3-6) frakcio kihozatala ebben ez esetben volt a legmagasabb (34-36%),
melybdl 5-8% DP5, 22-25% DP4 és 70-73% DP3 frakciok voltak (18/A, 18/B, 18/C
Abrik). Tovabba a keletkezett GOS mennyiség nem indult bomlasnak a kisérlet ideje
alatt (19. Abra).

Az 6ssz-GOS (DP3-6) kihozatal szempontjabdl tehat a magas szubsztrat koncentracio
(>200 g/L; 34-36 w/w% GOS) volt a legkedvezdbb. Megemlitendd azonban, hogy
némileg alacsonyabb, 180 g/L kezdeti laktéozkoncentracid mellett is 34 w/w%
elénye, hogy nanosziirés alkalmazasaval, 1ényeges laktoz veszteség nélkiil eldallithato.
Ugyan 6ssz-GOS (DP3-6) kihozatal szempontjabol 6sszehasonlithaté a magas laktoz
korabban bomlasnak indulnak. A 19 Abran lathat6, hogy mig 200 g/L lakt6z folott a
GOS frakciok kihozatala a kisérlet ideje alatt konstans, 180 g/L esetén a keletkezett
GOS a reakcioid6 vége felé kis mértékben bomlasnak indul. Ez ipari koriillmények
kozott fontosabba teszi a reakcid pontos kézbentartasat és megfeleld idoben torténd
leallitasat.

Osszességében az 4altalam, savo-alapii szubsztratum haszndlataval kapott GOS
kihozatalok (34-36 w/w%) &sszehasonlithatdbak mas munkakkal (25-35 w/w% GOS),
melyekben pufferelt lakt6z oldat képezte a Biolacta N5 enzimmel végzett GOS
szintézis szubsztratjat (PALAI ET AL., 2012; WARMERDAM ET AL., 2013a, 2014),
azonban némileg elmarad Sen és munkatarsai (2016) altal jelentett 40 w/w%-0S

kihozataltol.
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18. Abra: Kiilonbozé szubsztratokon végzett GOS szintézis soran mért Al DP5-6, B/
DP4, C/ DP3, D/ DP2, E/ Gliikoz és F/ Galaktoz frakciok tomegaranya a reakcioidd
fliggvényében. Az alkalmazott szubsztratok, és azok fiziko-kémiai paraméterei a 14.
Tablazatban ldthatok.
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19. Abra: Kiilonbéz6 szubsztratokon végzett GOS szintézis sordan mért DP3-6 frakcidk
tomegaranya a reakcioido fiiggvényében. Az alkalmazott szubsztratok, és azok fiziko-
kémiai paraméterei a 14. Tablazatban lathatok.
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5.2.3. pH allitas GOS szintézisre gyakorolt hatasa
A GOS szintézis lefolyasat és kihozatalat nagyban befolyésolja az alkalmazott enzim,

a szubsztrdt koncentracidja és a reakcio koriilményei (pH, homérséklet stb.)
(SPLECHTNA, NGUYEN ES HALTRICH, 2007; POCEDICOVA ET AL., 2010;
FISCHER ES KLEINSCHMIDT, 2015). Az eddigickben elsésorban a savod
vizsgéltam. Fontos azonban megjegyezni, hogy a membranszlrési 1épések
kovetkeztében a vizsgalt savo frakciok pH-ja a nativ savo 6,8-as pH értékétol 7,5-re
emelkedett (14. Tablazat). A Biolacta N5 pH optimuma 5,5-6,5 k6zé teheté (SONG
ETAL., 2011), mely jelent6sen alacsonyabb, mint a membransziirés végs6 termékének
7,5-0s pH értéke. Az eredmények alapjan lathatd, hogy a magasabb kiindulasi
szubsztrat koncentracié kedvez a GOS szintézis kiszamithatosaganak (a keletkezett
DP3-6 frakcidk aranya konstans marad a maximum elérése utan is), azonban kérdéses,
hogy a megemelkedett pH nem befolyasolta-e negativan a folyamat GOS kihozatalat.
Kiemelend6, hogy Song ¢s munkatarsai (2011) A Biolacta N5 pH optimumanak
meghatdrozasahoz pufferelt laktéz és ONPG szubsztratokat alkalmaztak. Ahogy
korabban is megjegyzésre kertilt, a szubsztrat tipusa és a reakciokoriilmények nagyban
befolyasoljak az enzimek aktivitasat, igy a mesterséges szubsztratokkal kapott értékek
nem feltétleniil tiikkrozik az ipari alkalmazds soran (savo permeatumban) elérhetd
eredményeket.

Annak megallapitdsdhoz, hogy a Biolacta N5 optimumandl magasabb pH érték
befolyasolja-e a GOS szintézis DP3-5 kihozatalat, a szintézist elvégeztem az NF-R-4
szubsztrattal annak nativ, 7,5-6s pH-jan, illetve pH=6-ra tortént allitasat kovetden is.
A statisztikai vizsgélat alapjan a két pH-n elvégzett GOS szintézis soran nem volt
kiilonbség a DP2, DP4 és galaktoz frakciok mennyiségében (2,32; F<2,74; p>0,05).
Ezzel szemben a DP5 (2,32; F=59,59; p<0,001) és DP3 (2,32; F=54,54; p<0,05)
frakciok mennyisége szignifikdnsan csokkent, a glilkdz mennyisége pedig emelkedett
(2,32; F=520,70; p0>0,001) pH=6-ra allitast kovetéen. Tehat a GOS frakciok
magasabb mennyisége ¢és a monoszacharidok alacsonyabb koncentricidja miatt
statisztikailag kedvezobb a magasabb (pH=7,5) alkalmazasa, de a megfigyelt
kiilonbségek nem jelentették a GOS szintézis merdben kiilonb6z6 lefolyasat, vagy a
reakciosebesség megvaltozasat. Osszefoglalva, a savo permeatum a GOS szintézis

megfeleld szubsztratja kiegészitd pH allitas nélkiil is.
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5.3. Mikrobioldgiai alapok Kkidolgozasa savé permeitum tejsavas
fermentacidojahoz
Az 5.1 szakaszban leirtak szerint eldallitott savo permeatum (gyakorlatilag fehérjementes

laktoz oldat), az eredmények alapjan optimalis kdzege az enzimes GOS szintézisnek. A
doktori munkam tovabbi célja a savd permeatum tejsavas fermentacid alapanyagaként
vald felhasznalasa volt.

A savo permedtum tejsavas erjesztésének fO6 kérdése, hogy a tejsavbaktériumok Osszetett
tapanyagigénye Osszeegyeztethetd-e az alacsony szerves nitrogéntartalmu fehérjementes
tejsavoval, mint fermentacios tapkozeggel (PANESAR ET AL., 2007; LAVARI ET AL.,
2014; ZOTTA ET AL., 2020). Ezért munkam soran részletesen vizsgaltam azt, hogy

milyen szerves- és szervetlen nitrogénforras-kiegészités sziikséges a savo permeatum

crer

5.3.1. A vizsgalt tejsavbaktérium torzsek aminosav és vitamin sziikségletei
A munkam soran Osszesen kilenc, a 6. Tablazatban bemutatott tejsavbaktérium torzset

hasznaltam fel. Els6 1épésként a torzsek aminosav- €s vitaminigényét vizsgaltam a 4.2.3.1.
szakaszban leirt modon. A mérési eredmények alapjan egyik torzs sem hordozott
aminosav-auxotrofiat, valamint a vitamin-keverék minimal taptalajhoz adasa sem
stimuldlta jelentdsen szaporoddsukat. Ez a megfigyelés némileg szokatlan a
tejsavbaktériumok esetén, mivel a tejipari kdrnyezetbdl izolalt térzsekben rendszerint
nagy aranyban figyelheték meg kiilonboz6 aminosav-auxotrofiak (SAVIJOKI ET AL.,
2006; LIU ET AL., 2010). A méréseim soran megfigyelt prototrofia magyarazata lehet,
hogy a szoban forgd torzsek probiotikus termékek izolatumai €s egyeéb tejipart starterek
voltak. Feltehetden a kultardk fejlesztése soran a torzsszelekcido egyik aspektusa a
robusztussdg volt, igy a tdpanyag-Osszetételre érzékeny, auxotrof torzsek kizarasra

keriltek.

5.3.2. Savé permeatum tejsavas fermentacidojanak vizsgalata
A kovetkezd 1épésben a savd permeatumot fermentacids kozegként alkalmaztam nativ

formajaban, kiegészités nélkiil (SP), valamint miminéal-sok keverékével (SP+MM),
szervetlen N-forrasként ammoénium szulfattal (SP+IN), és szerves nitrogénforrasként

savofehérjével (SP+ON) kiegészitve.
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Az eredmények alapjan a savd permedtum (SP) 6nmagaban nem bizonyult megfeleld
fermentacidos kozegnek, mivel a torzsek csak kis mértékben szaporodtak benne. A
fermentacid soran a sejtkoncentracié a kezdeti 1*107 sejt/mL-r6l maximum 2,7*10’
sejt/mL-re emelkedett (20/A Abra). A gyenge szaporodassal parhuzamosan a laktdz
felhasznalas mértéke is alacsony volt: a térzsek a 20 g/L-es kezdeti koncentracidjak csak
toredékét (0,03-1,2 g/L) hasznositottdk (20/B Abra). A kismértékii szaporodas és az
elhanyagolhat6 laktéz felhasznalas a savé permeatum alacsony fehérje (szerves nitrogén)
tartalmaval magyarazhatdé. A kozeg alacsony fehérjemennyisége nem elégitette ki a
tejsavbaktériumok magas tapanyag (els6sorban nitrogén) sziikségleteit (SAVIJOKI ET
AL., 2006; LIU ET AL., 2010). Ezt az is alatamasztja, hogy amennyiben a savo
permeatumot szervetlen sok keverékével, ammoénium szulfattal vagy savofehérjékkel
egészitettem ki, a tejsavbaktérium torzsek szaporodasa jelentds mértékben megndtt. A
fermentacio végén a hdrom kézegben (SP+MM, SP+IN és SP+ON elért sejtkoncentraciok
rendre 5,4*107-1,4*108; 2,2-5,6%107 és 3*107-1,3*10° sejt/mL voltak (20/A Abra).
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20. Abra: Tejsavbaktériumok Al sejtkoncentrdacidja és Bl laktézt felhaszndlasa SP,
SP+MM, SP+IN és SP+ON tapkozegekben, 48 ora fermentaciot kévetoen. A betiik az
egyes torzsek kozti kiilonbségeket jelzik, az adott fermentdcios kézegben

A Lactobacillus torzsek esetén minimal sokkal torténd kiegészités (SP+MM) illetve a
savofehérjék mellett (SP+ON) keletkezett a legnagyobb sejttomeg. A Lactococcus torzsek

szaporodasat ezzel szemben a szervetlen sok (SP+MM) és ammonium szulfat (SP+IN)
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serkentette a leginkabb. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a savd permeatum
megfeleld erjesztéséhez a vizsgalt tejsavbaktérium torzsek mindegyikének sziiksége volt
szerves vagy szervetlen nitrogénforras hozzaadasara.

A torzsek laktdoz metabolizmusa a minimal sok (SP+MM) illetve ammoénium szulfat
(SP+IN) jelenlétében volt a legmagasabb, a felhasznalt mennyiség rendre 1,8-4,5 g/L,
illetve 1,5-5,1 g/L voltak. Ezzel Gsszehasonlitva a savofehérjék hozzaadasa esetén
(SP+ON) a laktdz a feliiluszoban csak elhanyagolhato mértékben csokkent (0-1,6 g/L). Ez
Osszehasonlithatd volt a nativ (SP) savd permeatumban megfigyeltekkel. Azonban
kiemelendd, hogy az alacsony laktozfelhasznalas ellenére az SP+ON kozegben a
Lactobacillus torzsek nagymértékii szaporodasa volt megfigyelheto.

A magas elért sejtkoncentraci6 €s alacsony laktdzfelhasznaléds arra enged kovetkeztetni,
hogy a tejsavbaktériumok szaporodasukhoz sziikséges szénforrast nem a laktozbol
biztositottak. Az alkalmazott tipkozeg (SP+ON) f6 komponensei a savo-permedtum
eredetli laktoz, illetve a hozzaadott savofehérje voltak. Ezen feliil csak elhanyagolhato
mennyiségben voltak savo eredetli makro- és mikrokomponensek (vitaminok stb.). Ezért
a megfigyeléseim arra utalnak, hogy a térzsek a savofehérjéket hasznaljak szénforrasként.
Ahhoz, hogy a savofehérje aminosavai hozzaférhet6vé valjanak, sziikséges annak
lebontasa, melyet a tejsavbaktériumok két lépcsében végeznek. Els6ként a nagy
molekulatomegli  fehérjéket extracellularis proteaz enzimekkel oligopeptidekke
hidrolizaljak, majd a keletkezett peptideket kiilonbdzd transzportereken keresztiil a sejten
beliili térbe szallitjdk. Az intracellularis térben szamos, kiilonbozd aktivitasu peptidaz
enzim segitségével a peptideket aminosavakka hidrolizaljdzk (FERNANDEZ ES
ZUNIGA, 2006; SAVIJOKIETAL., 2006; KOWALCZYK ET AL., 2015). Az aminosavak
hasznositasa ezt kovetden szdmos anyagcsereuton at lehetséges. Azt, hogy mely
anyagcsereut valik domindnssa nagyban befolyasoljdk a kornyezeti paraméterek
(FILANNINO ET AL., 2018, BURON-MOLES ET AL., 2019; LIU ET AL., 2019).
Bizonyitott Gitvonalak az aminosavak dezamindldsa, mely soran ammonia szabadul fel,
valamint a transzamindlds (LIU, 2003; ARDO, 2006). Feltételezhetd, hogy ezekben az
esetekben az aminosavak bontas soran keletkezett széntartalmu vegyiiletek szolgaltak a

tejsavbaktérium térzsek szénhidrat forrdsaként a taptalaj laktoztartalma helyett.
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5.3.3. Kiilonb6zo szerves nitrogénforrasok hatasa a savo permeatum tejsavas
fermentaciojara

Annak vizsgalatdhoz, hogy a megfigyelt jelenség egyéb fehérjeforrasok esetén is
bekovetkezik-e, a savd permeatumot a savofehérje (SP+SF) mellett kazein peptonnal
(SP+KP) ¢és szdja peptonnal (SP+SZP) egészitettem ki. A harom savé-permeatum alapt

kozegben (SP+SF, SP+KP, SP+SZP) elért sejtkoncentraciok a 21/A Abran lathatok.
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21. Abra: Tejsavbaktérium torzsek Al sejtkoncentrdacidja és Bl laktoz felhaszndlisa
SP+SF, SP+KP és SP+SZP tapkozegekben, 48 ora fermentaciot kovetéen. A betiik az
egyes fermentdcios kozegekben megfigyelt kiilonbségeket jelzi, az adott tejsavbaktérium
torzs esetén. A tejsavbaktérium torzsek roviditett elnevezései a 6. Tablazatban lathatok.

A kisérletek soran négy torzs (L. casei PB8, L. paracasei PB9, L. rhamnosus PB10 és L.
acidophilus N2) szaporodasanak mértéke azonos volt mindharom vizsgalt kozegben.

L. sakei DSM 20017 és L. plantarum 2108 szb6ja pepton hozzaadasa esetén (SP+SZP)
szaporodott jobban, mig az L. delbrueckii ssp. bulgaricus B397 t6rzs kazein pepton
jelenlétében (SP+KP) képzett a nagyobb sejttomeget. A két Lactococcus torzs (L. lactis
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A3 és L. cremoris Bl) szaporodasa a szoja peptonnal kiegészitett savd permeatumban
(SP+SZP) volt a legjobb.

Ugyan a kisebb sejtkoncentracid-beli eltérések ellenére a harom kozegben megfigyelt
szaporodas alapvetden hasonld volt, a torzsek laktoz felhasznaldsa nagy meértékben
kiilonbozott. Az L. plantarum 2108 torzs kivételével a laktoz felhasznalas mértéke
szignifikansan nagyobb volt a peptonnal kiegészitett tapkozegekben (SP+KP, SP+SZP),
az SP+SF kozeggel 6sszehasonlitva (21/B Abra).

A harom kozeg kiilonbségei jol megfigyelhetdk a fermentacids jellemzok (szaporodas,

laktozfelhasznalas, és pH) hierarchikus klaszterezését kovetden (22. Abra).
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22. Abra.: Tejsavbaktérium torzsek fermentdciés jellemzdinek hierarchikus klaszterezése
és vizualizacioja hétérkép formaban, Al SP+SF, B/ SP+KP, és Cl/ SP+SZP
tapkozegekben, 48 ora fermentaciot kovetoen. A hotérkép sorai egyes tejsavbaktérium
torzseknek felelnek meg, az oszlopok jelentése pedig a kovetkezo: s.sz.: sejtszam,
lg(sejt/mL), Lf.: laktoz felhasznalas, g/L, pH.: pH érték.

Jol lathatd, hogy savofehérje hozzdadasa esetén (SP+SF), a magas sejtszamokat elérd
torzsek (L.pc. PB9, L.pl. 2108, L.s.DSM, L.r.PB10) ugyan metabolikus aktivitasuk
nyoman nagyobb mértekben csokkentették a kozeg pH-jat, azonban a laktoz
felhasznalasuk alacsony maradt (22/A Abra). A nagymértékii szaporodas alapvetSen
nagyobb metabolikus aktivitassal, igy szénhidrat-felhasznalassal jar, azonban ebben az
esetben ez nem volt megfigyelhetd. Mivel a tapkozeg csak laktozbol és savofehérjébol
allt, feltehetd, hogy a tejsavbaktérium torzsek szénhidrat sziikségleteiket a fehérjében

megtalalhat6 aminosavakbdl fedezték.
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Az SP+KP és SP+SZP kozegekben nem jelentkezett az SP+SF-ben megfigyelt magas
sejtszam - alacsony lakt6zhasznositas ellentéte. Peptonok hozzaaddsa esetén a magas
sejtszamok rendre alacsony pH-val és nagymértékii laktoz felhasznéléssal tarsultak.

A savofehérjek és peptonok hozziadasa soran megfigyelt eltérd fermentacids viselkedés
az alkalmazott fehérjeforrasok eltéré szerkezetére vezetheto vissza. A savofehérje, kazein
€s szOja pepton aminosav-Osszetétele némileg kiillonbozd, azonban mindegyikben

ugyanaz a 17 esszencilis aminosav taldlhaté meg (23/A Abra).
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23. Abra: A doktori munka sordan alkalmazott savifehérje, kazein- és széja pepton Al
Aminosav dsszetétele és Bl Aminosav-profilja. A feltintetett betiik az a kiilonbozd szerves

nitrogénforrasok kiilonbségeit jelzik adott aminosav mennyiégek terén. Cl a hdrom
szerves nitrogénforrds molekulatomeg- eloszlisa. (DAVAMI ET AL., 2014; GUO ES
WANG, 2016)

Az aminosav-osszetételt tekintve a harom szerves nitrogénforras hasonld, mindegyikben
a glutaminsav domindl. A savofehérje €s kazein pepton azonos mennyiséget tartalmaz
glicin, szerin és valin aminosavakbol, mig a savofehérje és szdja pepton cisztein,
glutaminsav, hisztidin, fenilalanin és treonin mennyisége egyezik meg. A két peptont

Osszehasonlitva lathatod, hogy azok alanin, aszparaginsav, szerin €s tirozin mennyiség
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szempontjabol azonosak. Osszességében elmondhatd, hogy a harom szerves
nitrogénforrds ugyan nem teljesen egyezik aminosav-Osszetétel szempontjabol, de
profiljuk hasonl6 (23/B Abra).

Molekulatomeg terén azonban a nagyméretli savofehérje és a kisméretli peptonok
rendkiviil eltéréek (23/C Abra). Ennck megfeleléen a két szerves nitrogénforras-tipus
(fehérjék és peptonok) hasznositasa is eltéré moédon zajlik.

A tejsavbaktériumok rendelkeznek di- tri- és oligopeptid transzporterekkel, ezért ezek
felvétele ¢és hasznositasa konnyen lezajlik. Azonban nem képesek savofehérjék
felvételére, azok méreténél fogva. Hasznositasukhoz a sejtfalhoz kotott protedz enzim
szintézise sziikséges. Ez a fehérjéket extracellularisan kisebb peptidekre bontaja, melyek
felvétele az emlitett transzportereken keresztiil lehetségessé valik. A sejtfalhoz kotott
protedz szintézise nem folyamatos, termelését az eldgazo szénldncli aminosavak alacsony
sejten beliili mennyisége, és az adott tdpkozeg alacsony elérhetd peptidmennyisége
indukalja (HEBERT ET AL., 2000; SAVIJOKI ET AL., 2006; KOWALCZYK ET AL.,
2015).

Az eredmények alapjan az aminosavak, mint szénhidratforras preferencidja a laktdzzal
szemben kizarolag savofehérjék jenlétében figyelhetd meg. A tejsavbaktériumok flexibilis
metabolizmusara jellemz6, hogy képesek anyagcsere-utvonalaik atalakitasara a
kornyezeti paraméterekhez torténd adaptacio soran (PLUMED-FERRER ET AL., 2008;
FILANNINOET AL., 2018; BURON-MOLES ET AL., 2019). Ezek alapjan feltételezheto,
hogy a szerves nitrogénforrasok mérete befolyasolja a fermentacid soran érvényesiild
anyagcsere-utvonalakat, €és ezzel a szénhidrat- €s nitrogén felhasznalds menetét.
Savofehérje jelenlétében indukalodd proteaz szintézis a vizsgalt tejsavbaktériumok
anyagcserefolyamatait Ugy modositja, hogy a vizsgalt torzsek szénhidrat forras
szempontjabol az aminosavakat részesitik elényben a tdpkozegben talalhatod laktdzzal

szemben.

5.3.4. Szerves nitrogénforrasok tipusanak hatisa a tejsavbaktériumok szénhidrat és
nitrogén metabolizmusara
Annak érdekében, hogy igazoljam a savofehérjében taldlhatd aminosavak, mint

kizarolagos szén- és energiaforrds hasznalatat, tovabbi kisérleteket végeztem a vizsgalt
tejsavbaktérium térzsek szaporodasanak exponencialis fazisaban, az 1j sejtek keletkezése
soran. A kisérletek soran a torzsek szénhidrat- €s nitrogén felhasznalasat kovettem
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nyomon. A savobol szarmazd, kis mennyiségli makro- és mikrokomponensek (vitaminok,
maradék savofehérje stb.) lehetséges hatdsdnak kizdrasdhoz a vizsgalatok soran
alkalmazott tapkozegeket tiszta laktdz-monohidrat és savofehérje (L+SF), kazein pepton
(L+KP) vagy szoja pepton (L+SZP) elegyitésével allitottam el6.

Elsé 1épésben fermentacids kisérletet végeztem az Osszes vizsgalt tejsavbaktérium
torzzsel az L+SZP kozegben, a 4.2.3.3. szekcidban leirtak alapjan. Az eredmények
alapjan, az (2) egyenlet felhasznalasaval megallapitottam a torzsek aminosav-

felhasznalasanak mértékét (AFM), melyek a 24. Abran szerepelnek.
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24. Abra: Tejsavbaktérium torzsek aminosav-felhaszndlds mértéke (AFM) L+SF
tapkozegben. A betiik az egyes torzsek kozti kiilonbséget jelzik.

A tovabbi vizsgalatokhoz az AFM értékek alapjan 6t torzset szelektaltam. Ezek két magas
(L. acidophilus N2 és L. casei PB8), egy kdzepes (L. rhamnosus PB10), és egy alacsony
(L. plantarum 2108) AFM értékti Lactobacillus torzsek, és az alacsony AFM-el
rendelkez6 Lactococcus cremoris B1 voltak. A szelektalt torzseket tovabbi vizsgalatokba
vontam be, melyek sordn részletesen vizsgaltam fermentécios profiljukat L+SF, L+KP és

L+SZP kozegekben, a 4.2.3.3 szekcidban leirt modon.

5.3.4.1. Szelektalt torzsek fermentacios profilja savéfehérjét tartalmazo tapkozegbhen
A vizsgalat soran az L+SF kozeg alkalmas tapkozegnek bizonyult a Lactobacillus torzsek

szaméra, a kezdeti 1*107 sejtkoncentracié a fermentaciéo végére 5-8*107 sejt/mL-re
emelkedett (25/A-D Abra). Ezzel szemben a Lactococcus cremoris Bl szaporodasa
elhanyagolhato volt (25/E Abra).
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A megfigyelt szaporodas ellenére a laktoz koncentracid csak kismértékben csokkent, a
kezdeti mennyiség szignifikansan csak az L. casei PB8, L. acidophilus N2 és L. plantarum
2108 esetében csokkent [p<0,0225]. A csokkenés csak a fermentacié végén, 48 ora
elteltével volt megtigyelhetd, ekkor a harom torzs a laktozmennyiség 3,5%, 6,7% és 11%-

at hasznalta fel (15. Tablazat).
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25. Abra: L+SF tapkiozeg 48 ords tejsavas erjesztése az Al Lb. casei PB8, B/ Lb.
rhamnosus PB10, C/ Lb. acidophilus N2, D/ Lb. plantartum 2108 és E/ Lc. cremoris B1

torzsek altal. A fermentacio soran a kozegben meért pH értékek, sejt-, laktoz- és szerin-
ekvivalensben kifejezett teljes aminosav-koncentraciok a fermentdacios ido fiiggvényében.

Az aminosav felhasznalas (szerin egyenértékben kifejezve) az exponencialis fazisban volt
megfigyelhetd. A fermentacidos kozeg aminosav mennyisége a vizsgalt torzsek
metabolikus aktivitdsa nyoman minden esetben szignifikdnsan csokkent a kiindulasi

mennyiséghez képest [p<0,002]. Az L. casei PB8, L. rhamnosus PB10 és L. acidophilus
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N2 a feliilusz6 aminosav tartalménak nagy részét, annak 28,8-51,4%-at hasznalta fel. Az
L. plantarum 2108 és L. cremoris Blaminosav hasznositasa kisebb mértékii volt, ezek a

torzsek a kozeg aminosav mennyiségének 11,1% és 7,3%-at hasznaltak fel.

15. Tablazat: Az L+SF tapkozegben elert minimum laktoz és szerin ekvivalens aminosav
koncentraciok, 48 oras fermentacio soran. A csillagok a kezdeti értékhez mert
kiilonbsegek szignifikancidjat jelzik *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001.

Laktoz, g/L Szerl_n ekvivalens
Térzs aminosav, g/L
Detekcios Minimum Detekcios . . Y ux
. 1 s . 1 Minimum érték
ido érték ido
Kezdeti 0 10,0840,22 0 1.90+0,090
érték
Lb.c. PB8 48 9,744+0,17* 12 1,39+0,04***
Lb.r.PB10 48 9,85+0,05 12 1,70+0,15***
Lb.a. N2 48 9,3440,25*** 12 0,91+0,09***
Lb.p. 2108 48 8,8940,22*** 8 1,51+0,12***
Lc.c. Bl 48 9,78+0,16 24 1,60+0,04**

Az exponencialis fazisban megfigyelt gyors csokkenést kdvetden a fermentacios kozeg
aminosav mennyisége megndvekedett. Ekkor a tdpkdzeg pH-ja tejsavbaktériumok
savtermelése nyoman lecsokkent, mely feltehetéen a sejtek liziséhez vezetett. A lizis
nyoman feltehetden a sejtek fehérje természetli intracelluldris anyagai (enzimek, stb.)
noveltéek meg a kdzeg 6ssz-aminosav tartalmat.

Osszegezve elmondhatd, hogy az L+SF kdzegben a Lactobacillus térzsek képesek voltak
szaporodni, €s az Uj sejtek létrehozasahoz szénhidrat és nitrogénforrast igényeltek. Az
alkalmazott fermentécios kozeg kizardlag laktoz-monohidratbol, és savofehérjekbdl allt.
A torzsek szaporodasuk exponencidlis szakaszaban nem hasznaltdk fel a kozegben
talalhat6 laktozt, azonban a feliilisz6 aminosav tartalmat ugyanekkor jelentdsen
csokkentették. Ebbol kovetkezik, hogy a Lactobacillus torzsek a savofehérjék aminosavait

hasznalték kizardlagos tapanyagforrasként.

5.3.4.2. Szelektalt torzsek fermentacios profilja kazein és széja peptont tartalmazo
tapkozegekben
Minden vizsgalt tejsavbaktérium torzs képes volt az L+KP tapkozegben szaporodni. A

sejtszam novekedése rendkiviil gyors volt, a térzsek a stacioner fazist 8-12 ora elteltével
érték el. A Lactobacillus torzsek sejtkoncentracidja a fermentacio végén megkozelitéleg
1*108 sejt/mL, a Lactococcus cremoris B1 torzsé 5*107 sejt/mL volt (26. Abra).

73



A Lb. casei PB8 B Lb. rhamnosus PB10

- 2o _n o N _ o _ _ o _ o
& 2 = e o 2
. ; o
1 & _.;p—é—‘b\"_‘_ [ = & 24 [ B -5
- o £ . - o - o
:"‘9—{6‘ = ] — - - e B x| o =
) B, s | T o : - =E a = * g ~ =E
= - N T T af ~e E” Sk NT T af ~e
Y = o = _ N _ - | <E E & 1k e 4+ =E E
£ e . £ i - rE L
o T » i 2L ed o T | \ - 2l ed
- - | L <8l TS I " T - L sl TS
£ + = | " 8l e = + 8 e
5= . = 5+ “F %8
|~ - |~ -
~ w5 ~ - w5
o | =} = ~ L = }F =
e o] -s -3 e = o -s -3
r T T T T T T T T T T T 1 r T T T T T T T T T T T 1
0 4 B 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
c Ido, éra D Ido, ora
e Lb. acidophilus N2 s . o Lb. plantarum 2108 “w =
9-‘!‘.:#\9_%_6’“\‘_\—5 [ P 9'.,~*"'-1)—e—&_.@,_~19 i - o
£ = B = = : B x| = £
-} - ! AT 1 T B I"“ [ E - ) T bl [ E
E” ko .-% T Tar fe E” Er-+ X e
& | T = E ] . rl <E| "€ B | T H LD e + - | <E| £
B,z = - - =L og B,z A S o
u o \ T - - | wm 1] L] o \; - . | =o ]
] = o Y ~o) c -] T o = l -~ c
. o J] ot . ¥ e, a0 ot
- — ! | =~ -2 — . | =~ -2
~ - ] ~ - "
~ |l = L = o L = }F =
e = o= -2 -3 e = o -s -3
I T T T T T T T T T T T 1 I T T T T T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

E Ido, éra Ido, éra

Lc. cremoris B1

LT lEAL T I —e— Laktéz koncentrécié
I R T LI °7F =g 8 - Szerin ekvivalens
-7 - Lo 8 Sejtkoncentracio

I T T T T T T T T T T T 1

0 4 B 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Ido, éra

26. Abra: L+KP tipkiozeg 48 ords tejsavas erjesztése az Al Lb. casei PB8, B/ Lb.
rhamnosus PB10, C/ Lb. acidophilus N2, D/ Lb. plantartum 2108 és E/ Lc. cremoris B1
torzsek daltal. A fermentacio soran a kozegben meért pH értékek, sejt-, laktoz- és szerin-
ekvivalensben kifejezett teljes aminosav-koncentrdaciok a fermentdacios ido fiiggvényében.

A torzsek laktoz felhasznalasa az L+SF tapkozeggel 0Osszehasonlitva jelentdsen
megemelkedett. A Lactobacillus torzsek a laktoz 14-18%-at hasznaltak fel. A feliiltszo
laktozmennyisége az exponencialis szaporodasi fazistol kezdve folyamatosan csokkent,
24 ora elteltével szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd a kiinduladsi koncentraciohoz
képest. A Lactococcus cremoris laktéz felhasznalasa mérsékeltebb volt (6,8%), de a
fermentacio végére a kezdeti koncentracidhoz képest szignifikans valtozas volt

megfigyelhetd [p<0,001] (16.Tablazat).
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16. Tablazat.: Az L+KP tapkozegben elért minimum laktoz és szerin ekvivalens aminosav
koncentrdaciok, 48 oras fermentdcio soran. A csillagok a kezdeti értékhez mert
kiilonbségek szignifikanciadjat jelzik. *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001.

Laktoz, g/L Szerin ekvivalens, g/L
Torzs ‘s .. ./

Detekcios Minimum Detekcios . . . L,
ez . . yn Minimum érték
ido érték ido

Kezdeti érték 0 10,00+0,38 0 1,56+0,31
Lb.c. PB8 36 8,16+0,49*** 48 0,44+0,14***
Lb.r.PB10 48 7,85+0,07*** 20 0,67+0,20***
Lb.a. N2 48 7,69+0,02*** 48 0,63+0,19***
Lb.p. 2108 48 7,55+0,04*** 16 0,55+0,00***
Lc.c. B1 48 9,22+0,33** 48 0,25+0,20*

Minden tejsavbaktérium torzs szignifikdnsan csokkentette a fermentacios kozeg
kiindulasi pepton mennyiségét [p<0,001]. A benne taldlhatd6 aminosavak felhaszndldsa
minden esetben a stacioner szaporodasi fazisban volt a legjelentdsebb, a kezdeti aminosav
mennyiség 29,1-49,4%-a keriilt hasznositasra.

Kiemelend6, hogy minden vizsgalt tejsavbaktérium torzs esetében a laktéz és pepton
hasznositas egyidejiileg zajlott (26. Abra). Ez arra utal, hogy kazein pepton jelenlétében
nem érvényesiil a savofehérjével torténd kiegészités soran megfigyelt aminosav, mint
kizardlagos energiaforras hasznositasdnak jelensége.

Az L+SZP kozegben megfigyelt eredmények hasonloak voltak az L+KP kozegben
elértekkel (27. Abra). Minden tejsavbaktérium torzs képes volt szaporodni a szdja peptont
tartalmazé kozegben, az elért sejtkoncentraciok a Lactobacillus torzseknél 8*107 sejt/mL,
a Lactococcus cremoris B1 esetén 5%107 sejt/mL voltak.

A Lactobacillus torzsek a tapkozeg laktoztartalmanak 18,4-24,5%-at hasznaltak fel, és a
laktdz mennyiség mar 24 ora elteltével szignifikdns csokkenést mutatott a kiindulasi
értékhez képest [p<0,001] (17. Tablazat). A Lactococcus cremoris B1 ebben az esetben
is kevesebb laktozt (7,8%) hasznalt fel, a Lactobacillus torzsekkel dsszehasonlitva, és

fogyas mértéke csak 48 ora elteltével valt szignifikanssa [p=0,025].
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27. Abra: L+SZP tipkizeg 48 ords tejsavas erjesztése az Al Lb. casei PB8, B/ Lb.
rhamnosus PB10, C/ Lb. acidophilus N2, D/ Lb. plantartum 2108 és E/ Lc. cremoris B1
torzsek altal. A fermentacio soran a kozegben mért pH értékek, sejt-, laktoz- és szerin-
ekvivalensben kifejezett teljes aminosav-koncentrdaciok a fermentacios idé fiiggvényében.

A pepton aminosavainak hasznositasa a Lactobacillus torzsek esetén a stacioner fazisra
volt tehetd, ekkor a kezdeti mennyiség 54,5-73,1%-a keriilt felhasznalasra. A Lactococcus
cremoris B1 szaporodasanak exponencialis, és késo stacioner fazisaban vett fel peptideket
a taplevesbdl, és a fermentdcid végére a kezdeti mennyiség nagy részét (87%)
elfogyasztotta. Az L+KP tapkozeghez hasonléoan a laktéoz és pepton felhasznalas

egyidejlileg zajlott.
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17. Tablazat: Az L+SZP tapkozegben elert minimum laktoz és szerin ekvivalens
koncentraciok, 48 oras fermentacio soran. A csillagok a kezdeti értékhez meért
kiilonbségek szignifikancidjat jelzik.. *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001.

Laktoéz, g/L Szerin ekvivalens, g/L

Torzs Detekcids Minimum | Detekcios . . i

. iy .y x Minimum érték

ido érték ido
Kezdeti érték 0 10,05+ 0,26 0 1,944+0,22
Lb.c. PB8 48 8,62+0,10*** 24 1,65+0,48***
Lb.r.PB10 48 8,42+0,44*** 24 1,21+0,16***
Lb.a. N2 48 8,16+0,12*** 16 0,97+0,07***
Lb.p. 2108 48 8,57+0,02*** 16 1,10+0,14***
Lc.c. Bl 48 9,404+0,60*** 20 1,10+0,18***

A tejsavbaktériumok harom kézegben (L+SF, L+KP és L+SZP) folytatott fermentacidja
alapjan elmondhat6, hogy a torzsek fehérje (L+SF) és peptonok (L+KP, L+SZP)
jelenlétében merében mas viselkedést mutatnak.

Savofehérjék jelenlétében a Lactobacillus torzsek a fehérje aminosavait alkalmazzak
kizardlagos szén- és energiaforrasként az 11j sejtek képzéséhez. A laktoz felhasznalasa
csak a stacioner fazis elérése utdn kezdddik meg, és nem haladja meg a 10%-ot. A
Lactococcus cremoris B1 nem képes hasznositani a savofehérjét, mint nitrogénforrast,
ami a torzs alacsony proteolitikus aktivitasara utal.

Ezzel szemben a kisméretli peptonokat mind a Lactobacillus torzsek és Lactococcus
cremoris B1 is képes felhasznalni. Az L+KP és L+SZP tapkozegekben a torzsek gyorsan
elérték a stacioner fazist, mivel a peptonok konnyen felvehetdek és hasznosithatok voltak.
Tovabbd a peptont tartalmazé fermenticidos kozegekben az aminosavak és laktoz
felhasznaldsa szimultan tortént, azaz a torzsek nem alkalmaztak kizarolagos szén- és

energiaforrasként a peptonok aminosavtartalmat.
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5.4. Tejsavbaktérium torzsek szelektiv GOS fermentacidoja, fermentalt ital
eléallitasanak céljabol

Az cléz6ekben bebizonyosodott, hogy a fehérjementes savot a tejsavbaktériumok
szaporodasanak tamogatasahoz szerves nitrogénforrassal sziikséges kiegésziteni.
Savofehérje adagolasa esetén Lactobacillus torzsek a kozeg laktoz tartalma helyett a
fehérje aminosavait hasznaltak kizarélagos energiaforrasként. Mivel a GOS szelektiv
fermentacioja soran célom az egyes szénhidrat frakciok eltavolitasa, a vizsgalatok soran
kazein ¢és szOja peptont alkalmaztam szerves nitrogénforrasként, a cukrok

felhasznalasanak eldsegitése érdekében.

5.4.1. Tejsavbaktérium torzsek GOS szirupbol torténé szelektiv mono- és
diszacharid felhasznalasanak screenelése
A screenelés soran a 6. Tablazatban szerepld tejsavbaktérium torzsek szelektiv

fermentacios képességét vizsgaltam. A vizsgalatokhoz a 4.1.5.4. szekcioban leirt GOS
szirupot 15 g/L 0ssz-szénhidrat koncentraciéra higitottam, majd kiegészitettem 0,25; 2,5
és 10 g/ kazein, illetve szoja peptonnal. Az igy létrehozott tapkozegekben nyomon
kovettem a torzsek szaporodasat €s szénhidrat-felhasznalasat.

A 28. Abra a 72 ords fermenticio végén elért sejtkoncentraciok hierarchikusan
klaszterezett adatait mutatja be, hotérkép forméjaban. Jol lathatd, hogy a két vizsgalt
nemzetség-Lactobacillus és Lactococcus- torzsei masképp reagaltak a kiilonb6z6 pepton-
koncentraciokra. A Lactococcus torzsek (Lc. lactis Al, Lc. cremoris Bl) elényben
részesitették a magasabb pepton-koncentraciokat, mig a Lactobacillus nemzetség torzsei
alacsonyabb szerves nitrogénsziikséglettel rendelkeztek.

A Lactococcus torzsek szaporodasat a pepton-koncentracido novelése nagymértékben
serkentette, a legnagyobb sejttomeg 10 g/L kazein és szdja pepton hozzaadasaval
keletkezett. A Lactobacillus térzsek szaporodasa ezzel szemben 2,5 g/L kazein vagy szdja
peptonnal val6d kiegészités esetén volt a legjelentésebb, 0,25 ¢és 10 g/l szerves
nitrogénforras jelenlétében az elért sejtkoncentraciok lényegesen alacsonyabbak voltak.
Mig a szoja pepton némileg elénydsebb volt a Lactobacillus torzsek szaporodasa
szempontjabol, addig a Lactococcus torzsek esetén nem volt kiilonbség a pepton tipusok
hatasaban.

Mivel a 0,25 g/L hozzaadott kazein vagy szoja pepton mennyiség esetén minden torzs

csak kis mértékben szaporodott, ennek hatasat a tovabbiakban nem vizsgaltam.
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28. Abra: 15 g/L 6ssz-szénhidrdtra higitott és kazein (KP) valamint széja peptonnal (SZP)
kiegeszitett GOS szirup fermentacioja soran elért maximalis sejtkoncentrdaciok
hierarchikusan klaszterezett adatainak hotérképe. A kezdé sejtkoncentracio minden
esetben megkozelitéleg 107 sejt/mL volt. A tejsavbaktérium torzsek roviditett elnevezései

a 6. Tablazatban lathatok.

A tejsavbaktérium torzsek alkalmassagat arra, hogy mono- és diszacharidokat szelektiven,
a magasabb polimerizacios foku (DP3-6) frakcidok csokkentése nélkiil felhasznaljak,
fermentacios érték (FE) kiszamolasaval allapitottam meg. Ennek menete 4.3.11. pontban
keriilt bemutatasra. A 29. Abra alapjan lathato, hogy a legmagasabb fermentécios értékek
2,5 g/L szodja pepton mellett, - egy kivétellel — a Lactobacillus torzsekkel végzett
fermentaciok soran keletkeztek. Az Lc. lactis A3 torzs jobb eredményt ért el 10 g/L szdja
pepton jelenlétében, mig az Lc. cremoris Bl torzs teljesitményét nem befolyasolta a
pepton-koncentracio.

Kazein peptonnal torténd kiegészités esetén a Lactobacillus és Lc. lactis torzsek hasonld
fermentacios értékeket értek el 2,5 és 10 g/L pepton jelenlétében, mig az Lc. cremoris B1
jobban szerepelt 10 g/L kazein pepton mellett.

Az eredményeket Osszefoglalva lathatd, hogy a Lactobacillus torzsek Osszességében
jobban teljesitettek, mint a Lactococcus torzsek. A legmagasabb fermentéacios értékeket

az L. paracasei PB9 és L. plantarum 2108 torzsek érték el 2,5 g/L szojapepton mellett,
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valamint az L. acidophilus N2 a pepton tipusatol fliggetleniil. Ennek megfeleléen a

felsorolt harom torzset valasztottam ki a tovabbi vizsgalatokhoz.
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29. Abra: 15 g/L ssz-szénhidrdt koncentraciéra higitott GOS szirup fermentdcidja sordn
a felhasznalt szénhidrat frakciok mennyiségebdl kalkulalt fermentdcios értékek. A higitott
GOS sziruphoz A/ szoja pepton (SLP)és B/ kazein pepton (KP) keriilt hozzdaddsra, 2,5 ¢S
10 g/L mennyiségben. A tejsavbaktérium torzsek roviditett elnevezései a 6. Tablazatban
lathatok.

A szelektalt Lactobacillus torzsek szénhidrat profilja a fermentécié soran a 30. Abran
lathatd. Az oligoszacharid frakciok (DP3-6) koncentracioja minden esetben valtozatlan
maradt. A kozeg glikéz tartalmat a GOS+2,5 g/ SZP kozegben mindharom torzs
nagymértékben csokkentette, illetve a GOS+2,5 g/l KP tapkozegben az L. acidophilus
N2 teljes mértékben felhasznalta. Ezzel szemben a DP2 frakcid felhasznalasanak mértéke
alacsony volt, egyik esetben sem haladta meg a 20%-ot, és a kozeg galaktoz
koncentracioja sem csOkkent 1ényegesen. A fermentacio intenzitasat tekintve mindhdrom
torzs az elsé 24 oOrdban volt a legaktivabb, ezt kovetden csak kis mértékii, vagy
elhanyagolhat6 szénhidrat felhasznalas volt megfigyelhetd. Ez aldl csak az L. acidophilus
N2 képzett kivételt a GOS+2,5 g/ KP kozegben, ekkor a gliikkoz felhasznalasa a 72 oras
fermentécio alatt folyamatos volt (30/D Abra).
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30. Abra: 15 g/L Gssz-szénhidrat koncentrdciéra higitott GOS szirup szelektalt torzsekkel
vegzett 72 ords tejsavas fermentdcioja soran kapott szénhidrat profilok
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Szénhidrat koncentracio, g/L
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Ugyan a szelektalt torzsek igéretes eredményeket mutattak a gliikkoz felhasznalas terén, de
a mono- és diszacharidok teljes eltavolitdsa egyik esetben sem valdsult meg. A DP2
frakci6é felhaszndldsanak alacsony intenzitdsa valosziniileg a gliikdéz represszid ¢€s a
fermentacios kozeg gyors savasodasanak kovetkezménye volt (TITGEMEYER ES
HILLEN, 2002; HAYEK ES IBRAHIM, 2013; KOWALCZYK ET AL., 2015). A
tejsavbaktérium torzsek altal termelt szerves savak felhalmozodtak a kozegben, és a pH
24 ¢6ra elteltével 1ényegesen lecsokkent (18. Tablazat). Az alacsony pH a sejtek halaldhoz,
majd az ezt kovetd szétesésiikhoz vezet. Az el6bbi a metabolikus folyamatok leallasat,
utdbbi pedig az intracellularis allomany -koztiik a B-galaktozidaz-feliiluszoba jutasat

eredményezi.
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18. Tablazat: Kazein peptonnal (KP) és szoja peptonnal (SZP) kiegészitett, 15 g/L Ossz-
szénhidrat koncentraciora higitott GOS szirup tejsavas fermentacioja sordan, a

feliiluszoban mért pH értékek.

Fermentacios pH értékek

kozeg Oh 24 h 48 h 72 h

L. paracasei PB9  GOS+25¢/L SZP 740,10 3,60+0,14 3,49+0,09 3,43+0,12

L. plantarum 2108 GOS+2,5¢/L SZP 7+0,10 3,57+0,06 3,50+0,00 3,43+0,12

L. acidophilus N2 GOS+2,5¢/L SZP  7+0,10 3,50+0,05 3,37+0,12 3,37+0,12
' GOS+25¢g/LCP  7+0,10 3,70+0,15 3,50+0,00 3,50+0,00

Torzs

A sejtekbol kiszabadult 3-galaktozidaz katalizalhatja a fermentlében 1évé GOS molekulak
hidrolizisét. A tejsavbaktériumok alapvetden nem képesek a nagyobb méretii (>DP4)
oligoszacharidok felvételére, mivel a sejtbe torténd transzport a molekulaméret
szempontjabol korlatolt (SCHWAB ES GANZLE, 2011; GANZLE ES FOLLADOR,
2012; ZHAO ES GANZLE, 2018).

Azonban abban az esetben, ha az intracellularis B-galaktozidaz a sejtlizis utjan a
fermentlébe keriil, és ott a nagyobb GOS frakciok bontasaba kezd, az igy keletkezett
kisebb molekulak felvehetdvé valnak. Ennek fényében a sejtlizis megakaddlyozésa vagy
késleltetése megndvelheti a szaporodés intenzitdsat és a folyamat szelektivitasat is. A
tovabbiakban a savas kornyezet okozta szaporodas-gatlas, és sejtlizis elkeriilése
érdekében a fermentacios kozeg pH-jat 0,05, 0,10 és 0,15 M foszfat puffer hozzaadasaval
allitottam be pH=7-re.

5.4.2. A fermentaciés kozeg pufferelésének hatisa a szelektalt tejsavbaktérium
torzsek szaporodasara és metabolikus sajatossagaira

A L. paracasei PB9, L. plantarum 2108, L. acidophilus N2 torzsekkel a 4.2.4.2.
szekcioban leirtak alapjan fermentacios kisérleteket végeztem, melynek soran vizsgaltam
a kiilonb6z6 mennyiségben (0-0,15 M) adagolt foszfat puffer fermentacidra gyakorolt

hatasat

5.4.2.1. Szelektalt tejsavbaktérium torzsek szaporodasa
A harom napos fermentaci6 soran elért pH értékek a kiilonbz6 tejsavbaktérium torzsek,

és tapkozegek esetén a 31. Abran lathatok. A foszfat puffer csokkentette a fermentacios
kozeg savasodésat, de az alkalmazott pufferkoncentraciok egyike sem volt képes a

kezdeti, 7-es érték megtartasara. A 72 oras fermentacio végére az elért értékek rendre
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pH=3; pH=3-4; pH=4-5 és pH=6 voltak pufferelés nélkiil, és 0,05-0,15 M foszfat puffer

alkalmazéséaval. A pH=4,5-0s ¢s az alatti pH ¢élelmiszerbiztonsagi szempontbdl idealisnak

mondhato.
A - GOS+SZP, e GOS+SZP, -=- GOS+SZP, GOS+SZP,
puffer nélkil 0,05 M puffer 0,1 M puffer 0,15 M puffer
Lb.a.N2 Lb.pc.PB9 Lb.pl.2108

0 24 48 72 0 24 48 72
Ido, ora
B GOS+KP, GOS+KP, GOS+KP, GOS+KP,
—.- puffer nélkul “the- 0,05 M puffer - 0,1 M puffer -+ 0,15 M puffer

Lb.pc.PB9 Lb.pl.2108

31. Abra: Higitott GOS szirup 72 ords fermentdcidja soran elért pH értékek Al 2,5 g/L
szoja pepton (SZP) és Bl 2,5 g/L kazein pepton (KP) hozzdaddsdval, pufferelés nélkiil vagy
pH=7 értéken pufferelve 0,05, 0,10; és 0,15 M foszfat pufferrel. A tejsavbaktérium toérzsek

roviditett elnevezései a 6. Tablazatban lathatok.

A kisérlet sordan meghatiroztam a torzsek élésejtszamat (CFU/mL), a 32. Abra a
maximalisan elért sejtkoncentraciokat mutatja. A pufferelés serkentette a tejsavbaktérium
torzsek szaporodasat a higitott GOS szirupban, kazein pepton (KP) és sz6ja pepton (SZP)
kiegészités mellett is. A nem pufferelt kozeggel 6sszehasonlitva az elért sejtkoncentraciok
szignifikansan magasabbak voltak 0,05 és 0,1 M foszfat puffer hozzdadasa esetén
(p<0,03). A 0,15 M-os puffer koncentracidé azonban a legtobb esetben az elért
sejtkoncentraciok csokkenéséhez vezetett. Ezt feltehetfleg a fermentlé foszfat

mennyiségének optimalis folotti értéke okozta. A foszfat fontos szerepet jatszik a
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tejsavbaktériumok gliikoz felvételének és glikolitikus folyamatainak szabalyozasaban,
ezért feltehetden nemcsak a pufferelés, hatasa érvényesiilt. A gliikkoz felvétel és lebontas
szabalyozasa alapvetden a HPr fehérje kiilonb6z6 helyzetben torténd foszforilezésével

kothetd 6ssze (TITGEMEYER ES HILLEN, 2002; LEVERING ET AL., 2012).

A Gos+szp, puffer nélkal [l cos+szp, 0,05Mpufer [l cos+szp,0,1m puter ] cos+szP, 0,15M putfer
Lb.a.N2 Lb.p.PB9 Lb.p.2018
9.0
a

) a
E ab
5 85 a
e b a
e b a
3 b b b

8.0
R L
o c
5 ==
w7s

Tapleves
B GOS+KP, puffernélkil [ Gos+KkP, 0.05M puffer [l Gos+kP, 0,iMpuffer  [Jl] GOS+KP, 0,15M puffer
Lb.a.N2 Lb.p.PB9 Lb.p.2018
9.0
a a
ga . ab I .
5 I
L a a a
O b a
5 — a ) a
—180 I
g
o
%
w754 b
b
L T
Tapleves

32. Abra: Higitott GOS szirup 72 érds fermentdcioja sordn elért maximalis
sejtkoncentraciok Al 2,5 gL széja pepton (SZP) és Bl 2,5 g/L kazein pepton (KP)
hozzaadasaval, pufferelés nélkiil vagy pH=7 értéken pufferelve 0,05; 0,10; és 0,15 M
foszfat pufferrel. A tejsavbaktérium torzsek roviditett elnevezései a 6. Tablazatban

lathatok.
Feltételezhetd, hogy amennyiben a tapkozeg foszfat koncentracidja magas, az negativ

visszacsatolast ad a gliikoz transzport és glikolizis iranyaba (LIU ET AL., 2019), ami a

tejsavbaktérium torzsek szaporodasanak csokkenéséhez vezethetett.
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5.4.2.2. 3-galaktozidaz aktivitas a fermentacios feliiliszoban
A B-galaktozidaz enzim, mely a lakt6z és GOS molekuldk hidrolizisét egyarant katalizalja,

a tejsavbaktériumokban intracellularis. Abban az esetben, ha sejtlizis Gtjan a fermentlébe
keriil, jelenléte a GOS molekuldk hidroliziséhez, és az értékes prebiotikus komponensek
csokkenéséhez vezethet. Ezért a pufferelt fermentacios kisérletek soran vizsgaltam a
feliiliszo specifikus (sejttomegre vonatkoztatott) B-galaktozidaz aktivitasat is. A mérés

eredményei a 19. Tablazatban lathatok.

19. Tablazat: Higitott GOS szirup fermentacioja soran a feliiluszoban mért maximalis [5-
galaktozidaz aktivitas (Umax), mintavételi idopontok és pH értékek. A higitott GOS szirup
2,5 g/L szoja (GOS+SZP) vagy kazein peptonnal (GOS+KP) volt kiegészitve, pufferelése
PH=T7-es értéken, kiilonbozo mennyiségii foszfat pufferrel tortént. A betiik az Umax értékek
kiilonbségeit jelzik, egyes tejsavbaktérium torzsek esetén.

n Fermentacios Puffer Mintavétel B-gala!d.o zidiz
Torzs Kizeg M ’ ideje, pH aktivitas _
ora Umax, pU/sejt
Lb.a.N2 GOS+SZP - 24 3,540,0°  49,22+4,68"
0,05 24 54+0,1*  15,17+3,65%
0,10 72 5,5£0,02  21,00+5,23?
0,15 72 6,0£0,3°  37,45+11,9%
GOS+KP no 24 3,4+0,0° 20,21+10,05%
0,05 24 5,540,1*  43,75+11,85%
0,10 24 6,3+0,0°  48,79+0,95"
0,15 48 6,5+0,29  104,82+22,0%
Lb.pc.PB9 GOS+SZP - 24 4,1+0,6®  3,21+0,70¢
0,05 24 4,7+0,1%  11,52+1,232
0,1 48 4,6+0,0°  19,76+8,41C
0,15 72 5,840,020  37,61+2,05%
GOS+KP - 24 4,240,3%  26,35+8,0020¢
0,05 72 4,0+0,0°  11,05+2,572
0,1 48 5,1+0,6° 54,25+14,573¢
0,15 48 6,0£0,6°  55,17+6,89°
Lb.pl.2108 GOS+SZP - 48 3,4+0,3°  8,46+3,98%
0,05 48 444+0,32  11,14+4,25°
0,1 72 4,840,2  53,93+20,59?°
0,15 72 6,0£0,1°  29,63+11,35"
GOS+KP - 24 3,540,2°  10,03+5,98%
0,05 24 4,940,1*°  6,9243,11%
0,1 72 4,440,020  15,95+2,32%
0,15 72 5,740,1°  26,00+4,68%

Mindkét fermentacios kozegben (GOS+SZP és GOS+KP) a puffer koncentracid
novelésével parhuzamosan novekedett a feliiluszo specifikus B-galaktozidaz aktivitasa. A
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legmagasabb értékek 0,15 M pufferkoncentracional voltak mérhetdk. Azonban fontos
megjegyezni, hogy a nem, vagy csak kis mértékben pufferelt kozegekben mért
alacsonyabb enzimaktivitashoz az adott fermentlé alacsonyabb pH-ja miatt bekovetkezd
inaktivalodas is hozzajarulhatott. Azaz lehetséges, hogy az enzim az az alacsony (3,5-4)
pH, vagy az extracelluléris proteaz aktivitas miatt inaktivalddott, igy nem volt mérhetd.
A puffer koncentracidja nagyban befolyasolta az enzimaktivitds maximumanak
idépontjat. Pufferelés nélkiill vagy kismértékii pufferelés mellett (0,05 M) az
enzimaktivitas csticsat a fermentacio korai szakaszaban érte el, jellemzden 24-48 ora alatt.
Ezzel szemben a pufferkoncentracio emelése utan (0,10-0,15 M) az enzimaktivités
maximuma késébb, 48-72 ora elteltével volt megfigyelhetd.

Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a pufferelés késlelteti a sejtek lizisének mértékét,
¢s a vele jar6 B-galaktozidaz felszabadulast. A sejtek késleltetett szétesése lehetdséget
teremt arra, hogy tovabb maradjanak metabolikusan aktivak, mely kedvez a mono- és

diszacharidok felhasznaldsanak.

5.4.2.3. Szénhidrat profilok alakulasa a GOS szelektiv fermentacidja soran
A harom szelektalt tejsavbaktérium torzzsel végzett fermentacidk szénhidrat-profiljanak

alakuldsa a 33-35. Abrakon lathatok. Pufferelés nélkiil, a korabbiakhoz hasonloan a
gliikdz és galaktoz felhasznéaldsa csak részleges volt, mig a DP2 frakcid mennyisége
valtozatlan maradt mindharom torzs esetén. A mono- és diszacharidok felhasznalasanak
mértéke megnétt a pufferkoncentracio emelésével. Ez alol csak az L. acidophilus N2 t6rzs
képezett kivételt, ugyanis esetében 0,15 M foszfat puffer csokkentette a cukorfelhasznalas
mértekét is az elézdekben megtigyelt szaporodas gatldsa mellett.

A 33. Abran lathato, hogy L. acidophilus N2 torzzsel végzett fermentacid esetén a
pufferkoncentracié 0,05 M folé emelésével a teljes gliikoz mennyiség felhasznalasra
kertilt 24 ora alatt. Ezt kovette a DP2, és ugyan lényegesen lassabban, de a galaktoz
hasznositasa. A 72 oras fermentacid végén gliikkdz és galaktéz mar nem volt kimutathato
egyetlen pufferkoncentracio esetében sem. A torzs a DP2 frakciot nem teljes mértékben
hasznalta fel. A legjobb eredmény 0,1 M puffer alkalmazéasaval volt elérhetd, ekkor a DP2

frakcid 50%-a keriilt felhasznalasra.
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33. Abra: higitott GOS szirup L. acidophilus N2 torzs dltal végzett fermentdcidja sordn
kapott szénhidrat profilok, Al 2,5 g/L szoéja (SZP) és Bl 2,5 g/L kazein peptonnal (KP)
valo kiegészitéssel, pufferelés nélkiil vagy pH=7 értéken, foszfat pufferrel végzett
pufferelés mellett

Az L. paracasei PB9 és L. plantarum 2108 torzsekkel végzett fermentacio soran a
szénhidrat profilok hasonloéak voltak (34. és 35. Abra). A szénhidrat felhasznalas
hatékonyabb volt magasabb pufferkoncentraciok (0,1-0,15 M) mellett. Mindkét torzs
képes volt a monoszacharidokat 24-48 ora alatt teljes mértékben felhasznélni, és a DP2
frakcio felhasznalasa is kozel teljes volt. Az L. plantarum 2108 valamivel gyorsabban
metabolizalta a cukrokat kazein pepton kiegészités mellett (GOS+KP), mig az L.
paracasei PB9 a szo6ja peptonnal dusitott kozegben (GOS+SZP) volt hatékonyabb.
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34. Abra: higitott GOS szirup L. paracasei PB9 térzs dltal végzett fermentdcidja sordan
megfigyelt szénhidrat profilok, Al 2,5 g/L szoja (SZP) és Bl 2,5 g/L kazein peptonnal (KP)
valo kiegészitéssel, pufferelés nélkiil, vagy pH=7 értéken, foszfat pufferrel végzett
pufferelés mellett

crer

aktivitdsanak ellenére a GOS frakcidk mennyisége semmilyen esetben sem csokkent. A
jelenség magyarazata lehet, hogy a vizsgalt tejsavbaktérium torzsek altal termelt B-
galaktozidazok specifikusak a laktoz, és egyéb DP2 komponensek hidrolizisére, de nem
képesek egyéb, magasabb polimerizacios foki GOS molekula Ilebontasara. Az
eredmények alapjan az is lathatova valt, hogy mig az L. paracasei PB9 és L. plantarum
2108 torzsek képesek voltak minden DP2 komponens hidrolizisére, az L. acidophilus N2
csak a diszacharidok 50%-at bontotta le. A kisérletek soran hasznalt Vivinal GOS szirup

specifikacidja szerint a DP2 frakcio laktoz, és egyéb nem-lakt6z diszacharidok 1:1 ardnyt
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keverékébdl all. Ebbdl kovetkeztethetd, hogy az L. paracasei PB9 és L. plantarum 2108
torzsek képesek minden, a DP2 frakcioban talalhatd glikozidos kotés bontédsara, igy

egyarant képesek a laktoz, és egyeb prebiotikus diszacharidok hasznositasara.

A oh 24n ] =0 | 720 B oh 24n ] sn [ 720

Lb.pl.2108 Lb.pl. 2108

2_
e 10
N _p—
1
2_
-cea I
ol

4 1

c -

4 -

3 S )

2 I ]
-

oA - e " rSmel

c -

IniEU degnd - gyg 00

4-

]
3 s .
2
| o
oA - = MR S N,

c

4
3 . a
- I

o -

0- - . - = P

g

Szénhidrat koncentracia, g/l
Szénhidrat koncentracia, g/l

1-.I L.

4
3
7

1'-.Ii_

0-

1'-.Il..

DF‘“—& DF'4 DF‘S I}F‘Z GLl:I GAL DP':—'E I}F‘4 D- GLU GAL

Japnd g0 ' dZS+509 J8gnd wo)'o 'dZs+5090 Jeynd Weo'0 'dZS+S00  INWEU Jagnd 'gFS+500

sagnd WgL'n dA+s00  Jagnd wolto dd+s00  Jegnd Wwsn'n dH+s00

35. Abra: higitott GOS szirup L. plantarum 2108 térzs dltal végzett fermentdcioja sordn
megfigyelt szénhidrdt profilok, Al 2,5 g/L szoja (SZP) és Bl 2,5 g/L kazein peptonnal (KP)
valo kiegészitéssel, pufferelés nélkiil, vagy pH=7 értéken, foszfat pufferrel rendszerrel

végzett pufferelés mellett

A 20. Tablazatban Osszefoglaltam a harom szelektalt torzs teljesitményét kihozatal (Y)
és veégsod tisztasag (Tv) tekintetében. Az eredmények alapjan minden fermentacios
beallitast kdzel 100%-o0s kihozatal jellemzett, mivel egyik esetben sem csokkent a DP3-6
frakciok mennyisége. Az egyes fermentaciokkal elért GOS tisztasagot (Tv) azonban
nagyban befolyasolta a pufferelés mértéke a GOS+SZP (p<0,014) és GOS+KP (p<0,001).

kozegekben egyarant. A Ty értékek a pufferkoncentracid novelésével emelkedtek. A
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legjobb eredmények 0,1-0,15 M foszfat puffer mellett voltak megfigyelheték. Az L.
acidophilus N2 eredményezte a legalacsonyabb Ty értékeket (73%), mig az L. plantarum
2108 és L. paracasei PB9 alkalmazasaval rendre 96 és 100% Ty volt elérhetd.

Ugyan a fermentaciok kezdeti szakaszdban megfigyelhetok voltak kisebb kiilonbségek a
sz0ja €s kazein pepton adagolasa esetén, ez az eltérés nem volt kimutathaté a végso Ty
értékeknél.

20. Tablazat: Tejsavbaktérium torzsek szelektiv fermentdacios teljesitményének elemzése
kihozatal (Y) és végsé tisztasag (T,) szempontjabol. A fermentaciok 15 g/L ossz-szénhidrat
tartalomra higitott, szoja (SZP) vagy kazein peptonnal (KP) kiegészitett kizegben
zajlottak, pufferelés nélkiil vagy pH=7 értékre, foszfat pufferrel végzett pufferelés mellett.

A betiik az Ty kiilonbségeit jelzik, egyes tejsavbaktérium torzsek esetén.
Kezdeti

Torzs ll: g;znentacms Puffer Kl(:l(ocz)/i;al tisztasig Vegs? Ttliztasag
4 (Tk %) v %)

L. acidophilus

N2 GOS+SzP no 100+1,17 38,8240,25 49,02+0,33%

0,05M 100£3,71 39,02+0,14 57,45+0,82c
0,10M 100+2,08 39,01+0,21 72,9240,33¢
0,15M 100+0,85 39,06+0,13 69,43+2,78%
GOS+KP no 96,17+4,23 38,53+0,05 48,49+0,26°¢
0,05M 100+1,32 38,53+0,05 64,31+0,872¢
0,10M 100+2,41 38,16+0,11 70,94+0,99%
0,15M  99,34+3,92 38,01+0,07 57,46£0d%°

L. paracasei

PB9 GOS+SzP - 100+0,68 38,91+0,19 47,71+2,572
0,06M 100+3,41 39,41+0,02 59,74+0,68%
0,10M 100+1,02 39,554+0,13 92,58+4,71%
0,15M 100+3,34 39,83+1,01 100+0,00°

GOS+KP 100+0,48 38,72+0,05 45,19+1,092

0,05M  95,01+0,87 38,62+0,23 65,16+0,23%
0,10M 100+1,4 38,47+0,09 93,34+2,18%

0,15M  98,05+0,49 39,01+0,2 97,34+0,22°
L.  plantarum
2018 GOS+SZP - 100+2,64 38,94+0,16 50,03+1¢
0,05M  98,53+2,44  39,17+0,41 59,46+0,59?
0,10M 100+1,29 39,62+0,17 88,57+1,53°
0,15M  92,86+2,28  40,28+0,27 95,97+1,1°¢
GOS+KP 100+3,26 38,69+0,03 50,13+1,26¢

0,05M 97,9+4,93 38,62+0,23 67,43+0,77¢
0,10M 100+1,65 38,47+0,09 94,63+0,66°
0,15M  96,99+1,42 39,01+0,2 94,14+1,3°

A harom torzs legmagasabb Ty értékeit (a 20. Tablazatban vastagon szedve)
Osszehasonlitva elmondhato, hogy azok szignifikansan kiilonboztek (p<0.001), a legjobb
eredmény pedig az L. paracasei PB9 torzzsel volt elérhetd. Az ezzel a torzzsel elért

eredmények Osszehasonlithatok a  Kluyveromyces fajokkal elért publikaciok
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eredményeivel (LI ET AL., 2008; SUN ET AL., 2016; TOKOSOVA ET AL., 2016;
SANTIBANEZ ET AL., 2017; PAZMANDI ET AL., 2020).

5.4.2.4. Szerves sav termelés

Mivel a doktori munkaban bemutatott eljaras célja értéknovelt, fermentalt italok

eléallitasa, vizsgaltam a szerves savak termelését is (21. Tablazat).

21. Tablazat. Szelektalt tejsavbaktérium torzsek szerves sav termelése 72 ora
fermentaciot kévetden.. A fermentdciok higitott, 2,5 g/L szoja (SZP) vagy 2,5 g/L kazein
peptonnal (KP) kiegészitett GOS szirupban zajlottak, pufferelés nélkiil vagy pH=7
erteken, KH,PO4-KoHPO4 rendszerrel végzett pufferelés mellett.

Szerves sav, g/L

Torzs Kozeg Puffer L-Tejsav D-tejsav  Citrom- Borké- Propion-
sav sav sav
L. acidophilus N2 GOS+SzP - 2,48+0,05 0,03+0,05 nd nd 0,16+0,03
0,05M 3,60+0,13 0,03+0,05 0,33+0,13 0,34+0,03  0,18+0
0,10M  4,66+0,10 0,34+0,09 1,5+0,17 0,77+0,01  0,2+0,02
0,15M 4,40+0,49 0,51+0,08 1,34+1,44 0,79+0,05 0,18+0,03
GOS+KP - 2,2440,03 0,12+0,01 nd nd 0,14+0
0,05M 4,42+0,12 0,13+0,04 0,37+0,13 0,19+0,01 0,17+0,02
0,10M 4,71+0,16 0,27+0,08 1,88+0,18 0,4+0,07 0,03+0,05
0,15M 3,44+0,17 0,18+0,17 2,46+0,05 0,5+0,01 0,140
L. paracasei PB9 GOS+SZP - 1,98+0,43 0,10+0,04 nd nd nd
0,056M 3,88+0,06 0,22+0,02 0,37+0,05 0,22+0,02 nd
0,10M 5,77+0,13 0,42+0,11 2,52+0,35 0,54+0,11 0,1+0
0,15M 5,58+0,16 0,58+0,14 1,5+0,14 0,69+0 nd
GOS+KP - 1,77+0,23 Nd nd nd 0,11+0
0,056M 4,51+0,12 0,15+0,04 nd 0,21+0,05 0,13+0
0,10M 6,17+0,37 0,17+0,07 1,56+0,88 0,43+0,05 0,14+0,02
0,15M 6,47+0,16 0,31+0,17 2,08+0,01 0,52+0,03 0,224+0
L. plantarum 2108 GOS+SZP - 2,55+0,15 0,0340,05 nd nd 0,17+0
0,06M 3,76+0,08 0,19+0,05 0,08+0,13 0,21+0,02 0,18+0,01
0,10M 5,55+0,14 0,39+0,22 2,66+0,21 0,51+0,04 0,19+0
0,15M 5,50+0,18 0,55+0,12 1,74+0,15 0,95+0,08 0,19+0
GOS+KP - 2,57+0,09 0,03+0,05 nd nd 0,18+0,02
0,05M  4,49+0,23 0,29+0,19 nd 0,240,01  0,16+0,01
0,10M 6,46+0,18 0,25+0,02 1,63+0,42 0,27+0,14 0,21+0,02
0,15M 6,18+0,36 0,50+0,28 2,31+0,05 0,47+0,01 0,17+0,01

nd: nem detektalt
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A pufferelés nagyban befolyédsolta a savtermelés Ossz-mennyiégét, és a keletkezett
savprofilokat is. A nem-pufferelt fermentacios kozegekben csak nagyobb mennyiségii
alapvetéen megndvekedett a savtermelés, valamint a tej- és propionsav mellett nagyobb
mennyiségben a citrom- és borkdsav is detektalhato volt. Ezen feliil kisebb mennyiségben
ecet- és almasav (>0,1 g/L) is megjelent az L. acidophilus N2 és L. plantarum 2108
torzsekkel végzett fermentacid soran.

Az homofermentativ tejsavbaktériumok alma- és ecetsavtermelése széles korben ismert,
mivel ezek tdpanyaghidany esetén képesek a kevertsavas erjedés anyagcsere utvonalra
véltani (GANZLE, 2015).

A tejsavbaktériumok nem rendelkeznek teljes citromsav korrel, ezért citromsav
termelésiik meglepd lehet. Azonban Morishita és Yayima (1995) kimutattak a citrat
szintaz enzim miikodését L. plantarum, L. casei, L. helveticus és L. acidophilus
torzsekben. Tovabba tobb kutatdcsoport publikalta citromsav termelését L. plantarum és
L. conyformis (NURYANA ET AL., 2019), L. acidophilus (COSTA ET AL., 2016) és L.
plantarum, L. paracasei és L. rhamnosus (ZALAN ET AL., 2010) esetén.

Ugyan a tejsavbaktériumok citromsav termelésének metabolikus Gitvonala nem ismert, a
megfigyelések alapjan képesek ezen szerves sav eldallitasara. A termelt citromsav
mennyisége jelentdsen magasabb volt 0,1-0,15 M puffer koncentracid esetében,
mennyisége elérte a tejsav 30 %-at. A citromsav termelés a fermentacid késdbbi
szakaszaban (48-72 o6ra) valt intenzivebbé, mely egybeesett a tejsav mennyiségének
csokkenésével, ¢és a hasznosithato tadpanyagforrasok kimeriilésével. A fenti
megfigyeléseket figyelembe véve, a citrat szintézis egy lehetséges utvonala a tejsav
konverzidja lehet. A tejsav egyéb szerves savakka (ecetsav, borostydnkdsav, hangyasav,
vajsav) torténd konverzidjat tobb kutatdocsoport, szamos tejsavbaktérium torzs esetén
megfigyelte (LINDGREN ET AL., 1990; ELFERINK ET AL., 2001; LI1U, 2003; ASUNIS
ET AL., 2019), azonban a citromsav keletkezését csak ritkan kovetik nyomon tejsavas
fermentaciok esetében.

Osszefoglalva, a higitott GOS szirup fermentacidja soran szerves savak széles spektruma
keletkezett. Legnagyobb mennyiégben a tej- és citromsav volt mérheté minden torzs

esetén. Mivel a citromsav ,,gyengébb” sav a tejsavval Osszehasonlitva, jelenléte
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organoleptikus szempontbodl kedvezd, igy a két sav kombinacioja kedvezd lehet fermentalt
italt eléallitasa esetén.

Meéréseim soran meghataroztam a tejsav két sztereo-izomerjének (D- és L+) mennyiségét
is. Minden esetben foként L-izomer keletkezett (2,1-6,7 g/L), a D-laktat csak kis
koncentracioban (0,0-0,7 g/L) volt mérhetd. Az eredmények alapjan az is lathatd, hogy a
D-tejsav aranya némileg novekedett magasabb, 0,1-0,15 M pufferkoncentracio esetén.
Mas szerzOk megfigyelései bizonyitottdk, hogy szdmos kornyezeti faktor, mint a
hémérséklet és a fermentacids kozeg osszetétele (CHRAMOSTOVA ET AL., 2014),
valamint a puffereld komponensek, pl. natrium-acetat (DE VRESE ES BARTH, 1991)
befolyasoltak egyes L. acidophilus és L. sakei torzsek L és D-tejsav termelésének aranyat.
Ezek a megfigyelések megegyeznek mas kutatécsoportok eredményeivel, ahol L.
acidophilus, L. casei és L. plantarum torzsek is hasonlo aranyban termelték a tejsav L és
D izomereit (MIRDAMADI ET AL., 2002; HORACKOVA ET AL., 2014). Neal-
Mckinney és munkatarsai (2012) altal vizsgalt L. acidophilus torzs azonban a tejsav két
sztereo-izomerjét azonos mennyiségben allitotta el6 MRS taplevesben, mikroaerob

koriilmények kozott.

5.4.2.5. A szelektiv fermentacio végterméke, mint funkcionalis ital alapja
Klinikai kisérletek alapjan a GOS pozitiv élettani hatasa napi 2,5-10 g fogyasztasaval

érheté el. Azonban a magasabb koncentraciok keriilése célszerli, mivel nagyobb
mennyiségli GOS elfogyasztdsa ozmotikus hasmenést okozhat. Ezeket a szempontokat
figyelembe véve a kereskedelemben kaphato prebiotikus termékek altalaban 1,5-5 gramm
GOS-t tartalmaznak (SVENSSON ES HAKANSSON, 2014; EUROPEAN COMISSION,
2017). A munkam soran eldallitott, szelektiven fermentalt GOS termékek GOS tartalma
megkozelitéleg 5 g/L. Ennek megfelelden kb. 500 mL fogyasztasa sziikséges a GOS
egészségjavito hatdsdnak érvényesiiléséhez.

Az elfogyasztott GOS mennyiég mellett a termék KH2PO4 és KoHPO4 tartalmat is
figyelembe kell venni. Mindkét komponens engedélyezett élelmiszeradalék az Eurdpai
Unié és az Amerikai Egyesiilt Allamok teriiletén. Az élelmiszerekben torténd
felhasznalasuk terén az EFSA 40 mg foszfat/testtomeg kg-ban definidlja a napi
elfogadhaté fogyasztasi mennyiséget (ADI) (EFSA PANEL ON FOOD ADDITIVES
AND FLAVOURINGS (FAF), 2019), mig a WHO 70 mg foszfor/testtomeg kg-ot fogad

el maximum toleralhat6 napi fogyasztasként (MTDI) (FAO/WHO, 1982). Amennyiben a
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az EFSA alapjan meghatarozott ADI érték 52 és 78%-at, illetve FAO/WHO altal
megengedett MTDI mennyiég 30 és 45%-at teszi ki. Ugyan a fermentalt termékkel bevitt
foszfat mennyiség egyik esetben sem haladja meg az ajanldsok mértékét, de az egyéb
¢élelmiszerekkel bevitt foszfatot figyelembe véve elényosebb az alacsonyabb (0,1 M)
pufferkoncentraci6 alkalmazasa. Ugyanakkor feltételezhetden a végtermék foszfat
tartalma kisebb, mint a kezdeti koncentracid, mivel egy részét a tejsavbaktériumok
felhasznaljak anyagcseréjiik soran.

A fermentalt termékkel bevitt D-tejsav mennyiség megbecsiilése is sziikséges. A D-tejsav
¢lelmiszerekben alkalmazhaté mennyiége csak a csecsemo tapszerekben korlatozott (max.
2000 mg/mk, (CODEX ALIMENTARIUS, 2019). ADI vagy MTDI értékkel nem
rendelkezik, mivel természetes OsszetevOje szdmos fermentalt élelmiszernek, ¢és
fogyasztasa nem okoz problémat az egészséges emberek szdmara. A kifejlesztett,
tejsavasan fermentalt termék 500 mL-ének elfogyasztasakor kazein peptonnal torténd
kiegészités esetén 0,1-0,2 g, sz6ja peptonos dusitassal 0,2-0,3 g D-laktat keriilne be a

szervezetbe. Ilyen mennyiség elfogyasztasa nem emeli meg jelentdsen a vérszérum D-

crer

nézve a D-tejsav acidozis magas kockazata (DE VRESE ES BARTH, 1991; SEHEULT
ETAL., 2017).

55. Mono- ¢és diszacharidok szelektiv eltavolitasa Kluyveromyces torzsek
alkalmazasaval nagy tisztasagu GOS eléallitasa céljabol
Az el6z6 pontokban bemutatott munka célja a tejsavbaktériumok GOS keverékek

alapok kidolgozasa volt. Az eredmények alapjan lathatd, hogy egyes szelektalt
tejsavbaktérium torzsekkel, megfelelé korilmények kozott lehetséges mono- €s
diszacharidok eltavolitdsa nyers GOS szirupbol. A kifejlesztett eljarassal eldallitott
termék idedlis alapja prebiotikus hatdsu, fermentalt italok formulazasahoz.

Azonban a bemutatott eljards a tejsavbaktérium toérzsek fizioldgiai és metabolikus
készitmények eldallitasahoz. Egyrészt a térzsek alacsony ozmotikus tolerancidja, és kis
hatasfokt szénhidrat fermentacidja miatt a nyers GOS kozeget rendkiviil nagy mértékben

sziikséges higitani, illetve a keletkezett szerves savak eltavolitasa is sziikséges lenne.
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Az iparban, a mono- és diszacharidok (laktdz) szelektiv fermentacidja a szakirodalmi
adatok alapjan magas ozmotikus toleranciaju, robosztus élesztokkel, ezen beliil is
Kluyveromyces torzsek felhasznalasaval elérhetd. A szakirodalom alapjan legjobb
eredményeket Kluyveromyces lactis és Kluyveromyces marxianus térzsekkel érték el (LI
ETAL.,2008; GUERREROETAL., 2014; SUNETAL., 2016; TOKOSOVA ET AL., 2016;
SANTIBANEZ ET AL., 2017). Ezen fermentaciok kozos jellemzéje a folyamat soran
alkalmazott rendkiviil magas kezdeti sejtkoncentracié (0,15-0,7 Qsejt sza. /gSzénhidrat), illetve
az ¢lesztosejtek altal termelt nagy mennyiségli etanol felhalmozodéasa a fermentacios
termékben. A magas kiindulo sejtkoncentracio eléréséhez sziikséges sejttomeg eldallitasa
rendkiviil koltséges, valamint a keletkezett etanol eltavolitasa is tovabb noveli a miiveleti
koltségeket.

A doktori munkam soran ezért célom volt ennek a két tényezdnek (magas kezdeti
sejtkoncentracid €s nagy mennyiségben keletkezett etanol) a kikiiszobdlése nagy
tisztasagu GOS termékek eldallitasa soran.

A kisérleteim soran harom Kluyveromyces torzs, a K. lactis DMB KI-RK, K. marxianus
DMB Km-RK, és egy, kevéssé ismert faj, a K. nonfermentans NCAIM Y.01443 torzsének
szelektiv mono- ¢és diszacarid fermentacios képességét vizsgaltam (7. Tablazat). A
doktori munkédmban alkalmazott torzsek kivalasztasa egy szakirodalmi screenelés, illetve
szénhidrat-felhasznalassal kapcsolatos laboratériumi kisérlet-sorozat alapjan tortént
(PAZMANDI ET AL., 2020). A K. nonfermentans faj fontos jellemz&je, hogy a K. lactis
¢és K. marxianus fajokkal szemben nem képes a gliikoz és laktoz erjesztésére, ezért a vele

végzett fermentacio soran nem keletkezik etanol.

5.5.1. Kluyveromyces torzsek szaporodasa minimal sékkal és élesztékivonattal
kiegészitett GOS szirup fermentacioja soran
A kisérleteim soran a 4.2.5. szakaszban leirtak alapjan, 100 g/L-re higitott Vivinal GOS

szirupot minimal sok keverékével (MM), vagy ¢€lesztokivonattal (YE) egészitettem ki,
valamint alacsony kezdd sejtkoncentraciot (5*10° sejt/mL) alkalmaztam. A fermentaci6
soran 24 Oranként vettem mintdkat, amelyekben meghatdroztam az élesztétorzsek
szaporodasat, valamint a kdzeg pH értékét és szénhidrat-osszetételét.

A kisérletek soran megfigyelt szaporodds eértékek a 22. Tablazatban kertltek
Osszefoglalasra. Az eredmények szerint mindharom Kluyveromyces torzs képes volt
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szaporodni a minimal sokkal (GOS+MM), és az ¢élesztOkivonattal kiegészittetett
(GOS+YE) fermentacios kozegben is, azonban a GOS+YE esetén a torzsek kissé
magasabb sejtkoncentraciokat értek el. A K. lactis DMB KI-RK és K. marxianus DMB
Km-RK torzsek sejtkoncentracioi  hasonléak voltak mindkét kozegben, a K.

nonfermentans NCAIM Y.1443 hozzajuk képest csak kisebb mértékben szaporodott.

22. Tablazat: Kluyveromyces torzsek sejtkoncentracioja 100 g/L-es, minimal sok
keverékevel (MM) és élesztokivonattal (YE) kiegészitett GOS szirup 72 oras fermentacioja
soran

Sejtkoncentracid, sejt/mL*108

Eleszté torzs 100 g/L GOS+MM 100 g/L GOS+YE

24h 48h 72h 24h 48h 72h
K. lactis
DMB KI-RK 2,01+0,1 2,13+0,03 2,17+0,1 2,82+0,2 3,11+0,1 3,03+0,2
K. marxianus
DMB Km-RK 1,34+0,2 2,07£0,03 2,47+0,5 2,47+0,1 3,18+0,2 3,36+0,2

K. nonfermentans

NCAIM Y 01443 0,72+0,0 1,56+0,00 1,50+0,0 1,29+0,0 1,51+0,0  1,66+0,1

5.5.2. Kluyveromyces torzsek szénhidrat felhasznalasa minimal sékkal és
élesztokivonattal kiegészitett GOS szirup fermentacidja soran

A GOS szirup fermentacidja soran megfigyelt szénhidrat felhasznalast a 36-38. Abra
mutatja.
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36. Abra: Szénhidrat koncentracick alakuldsa 100 g/L-es GOS szirup Kluyveromyces
lactis DMB KI-RK torzzsel végzett fermentacioja soran Al élesztékivonat és Bl minimal

sokkal valo kiegészités mellett.
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37. Abra: Szénhidrat koncentrdacick alakuldsa 100 g/L-es GOS szirup Kluyveromyces
marxianus DMB Km-RK torzzsel végzett fermentdacioja soran Al élesztékivonat és Bl
minimal sokkal valo kiegészités mellett.

A K. lactis DMB KI-RK és K. marxianus DMB Km-RK torzsek a higitott GOS kozeg
kiegészitésétol fliggetleniil gyorsan, ¢és teljes mértékben felhasznaltdk annak
gliikoztartalmat, de a K. marxianus DMB Km-RK torzs némileg intenzivebb gliikkoz
fermentéaciot végzett (36. és 37. Abra).

A két torzs a GOS+YE kozeg teljes galaktoz mennyiségét eltdvolitotta, mig a galaktdz-
hasznositas a GOS+MM kozegben csak részleges volt.

A DP2 frakcié csokkenése a GOS+MM kozegben elhanyagolhatd volt, azonban a
GOS+YE fermentacidja soran a K. lactis DMB KI-RK a frakcié nagy részét, a K.
marxianus DMB Km-RK pedig annak egészét felhasznalta. Mivel a DP2 frakcio a gyartoi
specifikacid alapjan laktdoz €s nem-laktdoz komponensek 1:1 aranyt keverékébdl all,
elmondhat6, hogy a két torzs képes a laktozon kiviili egyéb diszacharid GOS komponens
felhasznalasara is.

A K. lactis DMB KI-RK és K. marxianus DMB Km-RK t6rzsek etanolt (10-40 g/L) is
termeltek, mely felhalmozddott a fermentaciés kozegben, ennek eltavolitdsa a

tovabbiakban sziikséges nagytisztasagu GOS termékek eldallitasahoz.
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38. Abra: Szénhidrat koncentrdacick alakuldsa 100 g/L-es GOS szirup Kluyveromyces
nonfermentans NCAIM Y.01443 torzzsel végzett fermentdcioja soran Al élesztékivonat és
B/ minimdl sokkal valo kiegészités mellett.

A K. nonfermentans NCAIM Y.01443 torzs szénhidrat felhasznalasa kevésbé volt
intenziv a K. lactis és K. marxianus torzsekkel 6sszehasonlitva (38. Abra). A GOS+YE
kozegben a gliikoz és galaktdz teljes eltavolitasa 72 oOra alatt zajlott le. Ez id6 alatt az
egyéb szénhidrat frakciok (DP2 és DP3-6) koncentracidja nem valtozott. A GOS+MM
fermentéacids kdzegben a szénhidrat felhaszndlds mértéke még alacsonyabb volt. Ebben
az esetben kizardlag a gliikéz fele keriilt hasznositasra, az egyéb szénhidrat frakciok
mennyiége valtozatlan maradt.

Mivel a K. nonfermentans NCAIM Y.01443 nem termelt etanolt, a GOS+YE kozeg
fermentacidja egy gliikdz, galaktdz és etanol mentes, az eredetivel megegyezé GOS és
laktoz tartalmu terméket eredményezett. Az etanol hidnya a fermentacids végtermékben
rendkiviil elényds, mert igy 1d0- és energiaigényes tisztitasi lépések keriilhetok ki. Ugyan
a vizsgalt torzs metabolikus aktivitdsa alacsony volt, igy a tisztitasi folyamat hosszu id6t
(72 orat) vett igénybe, de a szelektiv fermenticioban demonstralt képessége a fajt
rendkiviil igéretessé tette. A tovabbiakban, széleskori torzsszelekcioval felderithetok
egyéb, a laktozt intenzivebben metabolizalo K. nonfermentans torzsek is, esetleg
torzsjavitassal is fokozhat6é a cukor metabolizalo képesség. A 23. Tablazatban keriilt
Osszefoglalasra a vizsgalt torzsek szelektiv fermentacios teljesitménye, kihozatal (Y) és

végso tisztasag (Tv) szempontjabol.

23. Tablazat: Kluyveromyces torzsek szelektiv fermentdcios teljesitményének elemzése
kihozatal (Y) és végso tisztasag (Tv) szempontjabol. A fermentdciok higitott, éleszto
kivonattal (YE) vagy minimal sokkal (MM) kiegészitett kézegben zajlottak.
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Fermentacios Torzs . Kezdeti Végso
. Kihozatal . . . .
kozeg (Y %) tisztasag  tisztasag
(Tk o) (Tvo)
K. lactis RK 100,0+0,42 39,3+0,29 49,57+0,21
K. marxianus RK 100,0+1,00 39,3+0,29 51,44+0,51
10 % GOS+MM ! ! ’ ’ ’ ’
K. nonfermentans Y.01443 86,37+0,41 39.6+0.00 44,16+0.21
K. lactis RK 90,94+0,86 41,6+0,88 91,49+0,87
10 % GOS+YE K. marxianus RK 97,43+2,51 41,6+0,88 100,0+2,58
K. nonfermentans Y.01443 100,0+3,24 39,7+0,11 52,18+1,46

Osszességében elmondhatd, hogy a GOS+YE kozeg eldnydsebb volt a mono- és
diszacharidok fermentacidja soran mindharom vizsgalt Kluyveromyces torzs esetén.

Az adatok alapjan lathatd, hogy GOS+MM koézegben a K. lactis KI-RK és K. marxianus
Km-RK torzsek nem csokkentették a DP3-6 mennyiséget, a GOS kihozatal 100 %-0s volt,
azonban a végsd tisztasag értékei viszonylag alacsonyok (50%) voltak.

Ez a két torzs jobb eredményeket adott a GOS+YE kozegben, ahol ugyan a GOS
kihozatala némileg csokkent, az elért végsé tisztasag nagy mértékben megemelkedett, és
a K. marxianus Km-RK esetén elérte a 100%-os értéket. Ezek az értékek elérik vagy
meghaladjak a korabban legsikeresebb munkakban publikalt, K. lactis (LI ET AL., 2008;
SUN ET AL., 2016; SANTIBANEZ ET AL., 2017) és K. marxianus (CHENG ET AL,
2006; GUERRERO ET AL., 2014; TOKOSOVA ET AL., 2016) torzsekkel elért
eredményeket. Santibaiez és munkatérsai (2017), Sun és csoportja (2016) valamint Li és
munkatarsai (2008) eljarasaval szemben az itt bemutatott eljaras elénye, hogy az altaluk
hasznalt kezdeti sejtkoncentraciokhoz képest (rendre 0,375; 0,08 és 2,5 Qsejt/Jszénhidrat,) aZ
itt alkalmazott. 5*10° sejt/mL (kb. 0,0005-0,0007 Qsejt/Qszénnidra) Mminimum  két
nagysagrenddel kisebb. Az alacsony sejtkoncentraciok alkalmazasa csokkenti az eljaras
koltségét, igy noveli a szelektiv fermentacid versenyképességét a tradiciondlisan

alkalmazott, kromatografias eljarasokkal szemben (SCOTT ET AL., 2016).
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7. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

11) A savd GOS szintézis céljabol torténd feldolgozasa elérheté a kidolgozott UF/NF
koncentralt savd permeatum allithato eld. Az igy eldallitott savd permeatum pH allitas

nélkiil felhasznalhato Biolacta N5 B-galaktozidazzal végzett GOS szintézishez.

2) A vizsgalt tejsavbaktérium torzsek szaporodasanak és szénhidrat felhasznalasanak
eldsegités¢hez sziikséges a savd permedtum szerves nitrogénnel vald kiegészitése szoja
vagy kazein pepton formdjaban. Nagy molekulaméretli savofehérje adagoldsa nem
javasolt, mivel a Lactococcus torzsek ezt nem képesek hasznositani, a Lactobacillus
torzsek pedig a savofehérje aminosavait kizardlagos tapanyag- és energiaforrasként

hasznositjak, a laktdz helyett.

3) Nyers GOS szirup mono- és diszacharid tartalmanak szelektiv eltavolitasa lehetséges
az L. paracasei PB9 ¢és L. plantarum 2108 torzsekkel, 15 g/L-es kezdd
szénhidratkoncentracio, 2,5 g/L szdja vagy kazein pepton, és 0,1-15 M, pH=7-en foszfat
pufferrel torténé pufferelés mellett. A leirt koriilmények k6zott mono- és diszacharid
mentes, kedvezd savprofilu, pH<5, biztonsdgosnak tekinthetd, foként tej- és citromsavat

tartalmazo6 termék jon létre.

4) Az L.paracasei PB9 és L. plantarum 2108 altal végzett szelektiv fermentacio
eredménye felhasznalhatd funkciondlis (tejsavasan fermentalt prebiotikus) italok
alapjaként. Az igy eldallitott termék a prebiotikus GOS frakcidkon kiviil tartalmazza a
torzsek altal termelt, pozitiv élettani és organoleptikus hatasu L-tejsavat- és citromsavat.
A GOS terapias dozisat tekintve az eldallitott termék ajanlott fogyasztasi mennyisége 500
mennyiségét figyelembe véve célszerti a 0,1 M pufferkoncentracié alkalmazasa, esetleg
mas, engedélyezett pufferkomponens kiprobaldsa. Funkciondlis ital kifejlesztéséhez
tovabbi vizsgalatok sziikségesek (pl. érzékszervi analizis), valamint a fermentalt ital-
alapnak kiilonboz6 izesitd anyagokkal (gylimdlcs aromak, vagy koncentratumok), és

édesitdszerekkel torténd kiegészitése is javasolt.
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mentes GOS termékek elballitasa, erre a vizsgalt éleszt6torzsek koziil a Kluyveromyces
marxianus DMB Km-RK a legalkalmasabb. Nyers GOS szirup 100 ¢g/L-re torténd
higitasa, és 5 g/L élesztokivonat hozzdadasa mellett mono- és diszacharid mentes GOS
termék érhetd el. A fermentacids 1épést kdvetden a kdzeg etanol tartalmanak eltavolitasa,

valamint a GOS bekoncentralasa sziikséges.

6) Gliikoz, galaktdéz és etanol mentes GOS termék allithato elé a Kluyveromyces
nonfermentans NCAIM Y.01443 t6rzs alkalmazasaval, 100 g/L-es, 5 g¢/L
¢lesztokivonattal kiegészitett GOS szirup fermentacidja soran. Az igy eldallitott termék
bekoncentralas utan fontos szerepet jatszhat laktdz tartalmt prebiotikus termékek

Osszevetdjeként, kiilonos tekintettel a csecsemo-tapszerekre.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1) A koncentralt savo-permedtum-alapit GOS szintézissel kapcsolatos munkam
eredményeként a kovetkezd megallapitasokat teszem: (i) az UF permedtum nanosziiréses
bestiritése soran 200 g/L laktdzkoncentracid elérése sziikséges a nem-kivanatos hidrolizis
visszaszoritasa érdekében; (ii) a koncentralt savo permedtum-alapa GOS szintézis
kihozatala eléri az irodalomban kozolt, pufferelt, nagytisztasagu lakt6zzal kapott
kihozatalok szintjét; (iii) a membranos miiveletsorral kapott szubsztratum nativ pH-ja

(7,5) elényds az enzimes katalizis GOS kihozatalanak szempontjabol.

2) A vizsgalt tejsavbaktérium torzsek szerves nitrogénforras kiegészitést igényelnek savo
nem volt megfeleld, mig a kis molekulatomegi peptideket tartalmazé peptonok (szdja €s
kazein) a szaporodast és a laktoz felhasznalast 1ényegesen fokoztak. A Lactobacillus
torzsek savofehérje és laktoz tartalmu taptalajon kizardlagosan a savofehérje aminosav
tartalmat hasznaltdk fel szén- és nitrogénforrasként. Ez a jelenség peptonok adagolasa
mellett nem volt megfigyelhetd. Eredményeim alapjan a savofehérjék altal kivaltott
proteolitikus rendszer indukalasa olyan modon befolyasolja a vizsgalt Lactobacillus
torzsek anyagcsere Utvonalait, hogy azok az aminosavak oldallancait részesitik elényben

szénforrasként a laktdzzal szemben.

3) A vizsgalt L. acidophilus N2, L. paracasei PB9 és L. plantarum 2108 tejsavbaktérium
torzsek B-galaktozidaz enzimei specifikusak a nyers GOS DP2 diszacharidjainak
lebontasara, mivel a fermentlébe jutott aktiv B-galaktozidaz nem csokkentette a DP3-6

komponensek mennyiségét.

4) Az L. paracasei PB9 és L. plantarum 2108 torzsek alkalmasak 15 g/L teljes szénhidrat

koncentraciora higitott GOS szirupbol a mono- ¢és diszacharidok szelektiv

crcr

megfeleld szénhidrat felhasznalas eléréséhez a kezdeti pH 7-es értékre valo beallitasa

sziikséges, 0,1-0,15 M foszfat puffer alkalmazaséaval.
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5) A pufferelés 1ényegesen befolyasolja az L. acidophilus N2, L. paracasei PB9 és L.
plantarum 2108 altal termelt szerves savak mennyiségét és spektrumat. Mig pufferelés
nélkiil csak tejsav keletkezik kimutathatd mennyiségben, pufferelés hatasara a tejsavon
kiviil nagyobb mennyiségben citromsav, kisebb mennyiségben pedig borkdsav és

propionsav is keletkezik jelenleg nem feltérképezett anyagcsere utvonalakon keresztiil.

6) A vizsgalt Kluyveromyces marxianus DMB Km-RK torzs alkalmas mono- és
diszacharid mentes GOS termékek elGallitasara, 100 g/L-es GOS szirupban,
¢lesztokivonattal torténd kiegészités mellett. Az eljaras a nyers GOS szirup mérsékelt
higitasa, és az alkalmazott alacsony kezdeti sejtkoncentraciok miatt alkalmas lehet mono-

¢s diszacharid mentes tisztasagi GOS eldallitasara ipari koriillmények kozott is.
7) A Kluyveromyces nonfermentans NCAIM Y.01443 torzs képes a 100 g/L-re higitott,

¢lesztd kivonattal kiegészitett GOS szirup gliikkoz és galaktdz tartalmat eltavolitani etanol

termelése nélkil.

103



8. OSSZEFOGLALAS

A sajtgyartas melléktermékeként keletkezo tejsavo értéknoveld feldolgozéasa az 1970-es
évektol kiemelt tudomanyos €s ipari figyelem targyava valt. A napjainkban leggyakrabban
alkalmazott eljarasok a savo frakciondlasan alapulnak, mely sorén a savé f6 komponenseit
(a laktozt és savofehérjéket) szeparaljak és kiilon hasznositjdk. A savofehérjék magas
tapértéke, techno-funkcionalis jellemzdi és pozitiv €élettani hatasa miatt altalaban magas
haszonnal, étrendkiegészitoként kerlilnek forgalomba. A laktdéz hasznositdsanak
lehetdségei ezzel szemben erdsen korlatozottak.

Az utobbi években a savo eredetli laktéz, mint prebiotikus hatdsu galakto-
oligoszacharidok (GOS) prekurzora kiemelt figyelemhez jutott. A GOS enzimes
szintézisét a B-galaktozidaz katalizélja, laktdz szubsztratbol, annak magas koncentracioja
mellett. Ezért az ilyen célu felhasznalas esetében a savd laktoztartalmanak bestiritése
sziikséges. Az enzimes szintézis végterméke egy prebiotikus GOS frakcidkat, nem-reagalt
laktozt, illetve melléktermékként gliikdzt és galaktozt tartalmazd keverék. A laktoz és a
monoszacharidok a GOS készitmények nemkivanatos komponensei, eltavolitasuk
altalaban SMB (simulated moving bed/szimulalt mozgdagyas) kromatografidval torténik.
A koltséges SMB kromatografia alternativaja lehet a mono- és diszacharidok eltavolitasa
mikroorganizmusok szelektiv fermentacioja altal.

A tejsavo hasznositasanak tovabbi, tradiciondlis modja annak tejsavas erjesztése, mellyel
értéknovelt fermentalt italok allithatok eld. A fermentalt termékek fogyasztasa évezredek
Ota az emberi taplalkozds része, mivel kedvezd érzékszervi jellemzdik mellet
fogyasztasuk pozitivan hat az emberi egészségre.

A doktori munkam célja egy integralt, értéknoveld tejsavo-kezelési eljaras kidolgozasa
volt, mely els6 fazisa a savd membranszeparacidja, majd az igy a keletkezett savo

permeatummal végzett GOS szintézis volt. Ezt kovetden célul tliztem ki a savd permeatum

crer

crer

céljabol. Végiil célom volt a nagy-tisztasagh GOS termékek é€lesztok altali szelektiv
fermentacigja soran legjelentdsebb koltség-ndveld faktorok (nagy kezdd sejtkoncentracio
és nagy mennyiségben termelt etanol) alternativainak vizsgalata Kluyveromyces

torzsekkel végzett kisérletek soran.
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A Kkutatasi tervem megvalositasa soran a sdmentes savo UF/NF (ultrasziirés/nanosziirés)
frakcionélasaval GOS-szintézisre alkalmas szubsztratot allitottam el6. Mig az UF soran
gyljtott permedtum frakcidkban a laktdz hidrolizise dominalt, addig az NF-el eléallitott,
Biolacta N5 B-galaktoziddz enzim transzgalaktolitikus aktivitasanak irdnyaba tolodott el.
Az igy végzett GOS szintézis soran az oligoszacharid frakciok kihozatala (34 w/w%) az
Biolacta N5-re jellemz6 maximum értékhez (36 w/w %) kozeli volt, és a GOS frakciok
bomlasa is csak lassan kovetkezett be. A 200 g/L-nél magasabb laktozkoncentracio elérése
NF-fel csak nagyobb lakt6z veszteségek aran volt kivitelezhetd. Ebben az esetben az NF
helyett kompaktabb, forditott ozmoézis (RO) membranok hasznalata javasolt. Az
eredményeim alapjan az is elmondhatd, hogy a koncentralt savd permeatum nativ pH-ja
(pH=7,5) megfeleld GOS szintézis szempontjabol. Ezért nem sziikséges a kozeg pH-janak
a Biolacta N5 optimumara (pH=6) val¢ allitasa, igy a bemutatott eljaras leegyszertisiti a
GOS szintézis kivitelezését.

kidolgozasa sordn kimutattam, hogy a vizsgalt tejsavbaktérium torzsek szaporodésanak és
szénhidrat-felhaszndldsanak eldsegitéséhez a kdzeget szerves nitrogénforrassal sziikséges
kiegésziteni. A Lactococcus torzsek alacsony proteolitikus aktivitasuk kdvetkeztében nem
voltak képesek a nagy molekulatomegii savofehérjék hasznositasara. A Lactobacillus
torzsek szaporodtak ugyan savofehérje jelenlétében, de a savo permeatum laktoztartalmat
nem csokkentették. Ebbdl levonhaté az a kovetkeztetés, hogy a vizsgalt torzsek a
savofehérje aminosav tartalmat hasznaltak kizarolagos és tdpanyag forrasként, mind szén,
mind pedig nitrogén sziikségleteik fedezése céljabol. Ez a jelenség a kisebb
molekulaméretii peptonok esetében nem volt megfigyelhetd. A savo permeatum szoja és
kazein peptonnal torténd kiegészitése mellett a torzsek szaporodasa, aminosav és laktoz
felhasznaldsa egyarant intenziv volt. A fermentaciondl megfigyelt kiilonbségek
feltehetden a savofehérjék bontasdhoz sziikséges protedz enzim aktivitasaval kothetok
0ssze.

A mikrobiolédgia alapok kidolgozasat kovetden a tejsavbaktériumok szelektiv mono- és
diszacharid fermentacios képességét vizsgaltam 15 g/L 6ssz-szé€nhidrattartalmu, szoja és
kazein peptonnal kiegészitett nyers GOS szirupban. A vizsgalt torzsek koziil a

Lactobacillus acidophilus N2, Lactobacillus paracasei PB9 és Lactobacillus plantarum
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2108 igéretes eredményeket mutattak a gliikoz szelektiv eltavolitasdban, de mono- és
diszacharid-mentes GOS egyik esetben sem keletkezett. Az eredmények alapjan a
megfigyelt alacsony szénhidrat felhasznalas a fermentéacios kozeg gyors savasodasaval
allt 6sszefliggésben. Ezért vizsgaltam a pH kontroll folyamatra gyakorolt hatasat. A harom
szelektalt torzzsel fermentacids kisérleteket végeztem pH=7-es 0,05-0,15 M
Az eredmények alapjan a pufferelés serkentette a tdrzsek mono- és diszacharid
felhasznalasat. A pufferelés a szénhidrat-hasznositas mellett megnovelte a torzsek
sejttomeg képzését, a termelt szerves savak mennyiségét, a keletkezett savak diverzitasat,
valamint a a sejtizissel a fermentlébe kiszabaduld B-galaktozidaz aktivitast. Ugyan a
fermentacios kozegben jelentds B-galaktozidaz aktivitds volt mérhetd, ez nem vezetett a
GOS frakciok hidroliziséhez, ami a torzsek altal termelt enzimek DP2 frakciora vonatkozo
specifitasat jelezte. Az L. paracasei PB9 és L. plantarum 2108 torzsek képesek voltak a
DP2 frakcio nem-lakt6z komponenseinek felhaszndlasara is, ami a két torzs probiotikus
jellegével hozhatd Gsszefliggésbe. A L. paracasei PB9 és L. plantarum 2108 torzsekkel
végzett fermentacid nagytisztasagi GOS termékeket eredményezett (100% kihozatal, 94-
97% tisztasag). Ehhez sziikséges volt a kozeg 2,5 g/L sz6ja vagy kazein peptonnal torténd
kiegészitése, valamint 0,1 molos pH=7 foszfat puffer alkalmazasa. A folyamat eredménye
egy pH<S5, biztonsagosnak tekinthet6 fermentalt termék volt, mely az 5,3 g/L prebiotikus
GOS frakcio mellett tartalmazta a tejsavbaktérium torzsek altal termelt L-tejsavat (6,2-6,5
g/L) és citromsavat (kb. 1,6 g/L) is.

A GOS terapias hatdsanak eléréséhez a keletkezett termék kb. 500 mL-ének elfogyasztasa
sziikséges. Ilyen mennyiség elfogyasztasa nem haladja meg a foszfat- és D-tejsav
bevitelével kapcsolatos nemzetkdzi ajanlasokat, igy az eldallitott fermentalt GOS
alkalmazhaté prebiotikus italok alapjaként. A fermentalt ital-alap a tovabbiakban
kiegészithetd kiilonb6z0 izesitdé anyagokkal (gylimolcs aromdk, vagy koncentratumok),
illetve édesitdszerekkel.

A Kluyveromyces torzsekkel végzett szelektiv GOS fermentacios kisérletek alapjan a K.
marxianus DMB Km-RK torzzsel végzett, alacsony (5%¥10° sejt/mL) kezdd
diszacharid-mentes GOS eléallitasara (97% kihozatal, 100% tisztasag). Ehhez sziikséges

volt a nyers GOS szirup higitasa 100 g/L 6ssz-szénhidrat koncentraciora és kiegészitése 5
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g/L élesztokivonattal. A fermentacio soran a K. marxianus Km-RK jelentds mennyiségii
etanolt termelt, mely eltavolitdsdhoz tovabbi tisztitasi lépések sziikségesek. A K.
nonfermentans Y.01443 torzs ugyan nem volt képes a nyers GOS DP2 frakciojat
eltavolitani, azonban 100 g/L 6ssz-Szénhidrat koncentracio ¢és 5 g/L ¢€lesztokivonat
hozzaadasa esetén felhasznalta a fermentacios kozeg teljes gliikoz és galaktoz tartalmat.
Mivel a K. nonfermentans Y.01443 torzs nem termelt etanolt, igy ezen torzs
alkalmazasaval monoszacharid és etanol-mentes GOS keletkezett, ami csecsemo-
tapszerekben valo felhasznalas esetén rendkiviil elonyos.

Osszegzésként elmondhatd, hogy munkam eredményei 1Uij ismereteket szolgéltatnak a
savo-eredetli GOS szintézis, a fehérjementes tejsavo tejsavas fermentécidja, illetve a
tejsavbaktériumokkal és Kluyveromyces torzsekkel végzett szelektiv fermentacios
folyamatokkal kapcsolatban. Tovabba eredményeim megfeleld alapjat képezhetik egy

értékndvelt, savo- alaptl, tejsavasan fermentalt prebiotikus ital kifejlesztésének.
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9. SUMMARY

The valorization of whey- a by-product of cheese manufacturing - has received increased
scientific and industrial interest from the 1970’s. The methods used most often today are
based on the fractionation of whey, during which the main components of whey (lactose
and whey protein) are separated and utilized individually. Due the high nutritional value,
techno-functional properties and positive physiological effect of whey proteins, they are
most often sold as dietary supplements at high market values. The possibilities of lactose
utilization, however, are limited.

In recent years, the use of whey-derived lactose as a precursor for prebiotic galacto-
oligosaccharides (GOS) has gained substantial interest. The enzymatic synthesis of GOS
is catalyzed by B-galactosidase, from lactose as a substrate at high concentrations.
Therefore, the lactose content of whey needs to be concentrated, when used for this
purpose. The result of the enzymatic synthesis is a mixture of prebiotic GOS fractions,
non-reacted lactose, glucose and galactose as by-products. Lactose and monosaccharides
are unwanted components in GOS products, their removal is usually achieved by
simulated moving bed (SMB) chromatography. Removal of mono- and disaccharides by
selective fermentation of various microorganisms could be an alternative to the costly
SMB chromatography.

Another, traditional method of whey valorization is lactic acid fermentation, by which
value-added fermented beverages can be produced. The consumption of fermented
products has been a part of the human diet for millennia, as beside their favorable
organoleptic properties their ingestion is known to have health-promoting effects.

The goal my doctoral work was to develop an integrated process for the valorization of
whey, the first phase of which consists of the membrane separation, and the use of the
produced whey permeate as a substrate for GOS synthesis. My next goal was the
elaboration of the microbiological foundations for the lactic acid fermentation of whey
permeate. Based on the results of the previous steps, my goal was to combine the two
processes by using selective lactic acid fermentation to remove mono- and disaccharides
from the crude GOS mixture, in order to create a prebiotic fermented beverage-base.
Finally, I aimed to investigate alternatives to the most relevant cost-increasing factors (use

of high initial cell concentrations and ethanol produced in large amounts) of yeast-
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mediated selective fermentation processes, by conducting fermentation experiments with
Kluyveromyces strains.

During the realization of my research-objectives, | produced a substrate suitable for GOS
synthesis by the UF/NF (ultrafiltration/nanofiltration) mediated fractionation of
demineralized whey. While hydrolysis dominated in whey permeates collected during UF,
the reaction in the concentrated 200 g/L lactose whey permeate, collected during NF,
shifted toward the trans-galactolytic activity of the applied Biolacta N5 [3-galactosidase.
During GOS synthesis, the yield of oligosaccharide fractions (34 w/w%) was close to the
maximum values characteristic to Biolacta N5 (36 w/w%), and the degradation of GOS
fractions only occurred slowly. Lactose concentrations above 200 g/L could only be
achieved by NF with considerable lactose loss, therefore the application of tighter-packed
reverse osmosis (RO) membranes would be more suitable for this task. Based on my
results, it can also be concluded that the native pH of the concentrated whey permeate
(pH=7,5) is appropriate for GOS synthesis. Therefore, modification of the pH to fit the
optimum values of Biolacta N5 (pH=6) is unnecessary, thus the proposed process
simplifies GOS synthesis.

During the elaboration of the microbiological foundations of whey-permeate fermentation
it was revealed that the investigated LAB strains required the addition of organic nitrogen
to stimulate their growth and carbohydrate utilization. Lactococcus strains were unable to
utilize large molecular weight whey protein, due to their low proteolytic activities.
Although Lactobacillus strains were able to grow in the presence of whey protein, they
did not decrease lactose levels of the whey permeate. Therefore, it can be concluded that
the investigated strains used amino acids in whey protein as a sole nutrient source to satisfy
their nitrogen and carbohydrate requirements alike.

This phenomenon could not be observed in the presence of small molecular weight
peptones. When adding soy and casein peptones to deproteinized whey, growth, amino
acid and lactose utilization alike was pronounced. The observed difference in fermentation
characteristics is most likely connected to the induction of the protease enzyme required
for the hydrolysis of whey proteins.

Following the elaboration of the microbiological foundations, I investigated the selective
fermentation of mono- and disaccharides by the LAB strains, in crude GOS syrup diluted

to 15 g/L total carbohydrates and supplemented with soy and casein peptones. Out of the
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investigated strains Lactobacillus acidophilus N2, Lactobacillus paracasei PB9 and
Lactobacillus plantarum 2108 showed promising results in terms of selective glucose
removal, but mono- and disaccharide-free GOS was not achieved in either case. Based on
the results, the low levels of carbohydrate utilization were connected to the rapid
acidification of the fermentation media. Therefore, | examined the effect of pH control on
the process. | carried out fermentation experiments with the three selected strains, by using
a pH=7 phosphate buffer in 0.05-0.15 M concentrations.

Results showed, that buffering stimulated mono- and disaccharide consumption of the
LAB strains. Along with the saccharide consumption, buffering increased the cell-mass
generation, overall acid production, diversity of produced organic acids, and the release
of 3-galactosidase enzyme into the fermentation broth through cell lysis as well. Although
high B-galactosidase activities were measured in the fermentation broth, GOS fractions
were not hydrolyzed at all, which indicated the selectivity of the harbored B-galactosidases
for the DP2-sized fractions. L paracasei PB9 and L. plantarum 2108 were able to remove
the non-lactose disaccharides of the DP2 fraction, most likely due to the probiotic
characteristics of these two strains. Fermentation by L. paracasei PB9 and L. plantarum
2108 resulted in high purity GOS products (Yield: 100%, Final Purity: 94-97%). This
required 2.5 g/L soy or casein peptone supplementation and the application of 0.10 M,
pH=7 phosphate buffer. The result of the process was a pH<5 fermented product,
considered safe, that contained approximately 5.3 g/L of prebiotic GOS fractions along
with L-lactate (6.2-6.5 g/L) and citrate (approx. 1.6 g/L) produced by the LAB strains.

In order to achieve the therapeutic effects of GOS consumption, approximately 500 mL
of the fermentation product needs to be ingested. Consumption of such amounts does not
surpass international recommendations for phosphate and D-lactate intake, hence the
fermented GOS produced here is appropriate as a base for prebiotic beverages.
Hereinafter, the fermented beverage-base can be supplemented with various flavorings
(fruit aromas or concentrates), and sweetening agents.

Based on selective GOS fermentation experiments conducted with Kluyceromyces strains,
the selective fermentation process carried out by K. marxianus DMB Km-RK with low
(5*10° cell/mL) initial cell concentrations is applicable for the production of high-purity,
mono- and disaccharide free GOS products (97% yield, 100% purity). For this, the dilution

of crude GOS to 100 g/L and its supplementation with 5 g/L yeast extract was necessary.
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During fermentation, K. marxianus Km-RK produced considerable amounts of ethanol,
removal of which requires further purification steps. Although Kluyveromyces
nonfermentans Y.01443 was unable to remove the DP2 fraction of crude GOS it removed
the complete glucose and galactose content of the fermentation media, in the case of 100
g/L total carbohydrate concentration 5 g/L yeast extract supplementation. As
Kluyveromyces nonfermentans Y.01443 did not produce ethanol, monosaccharide and
ethanol free GOS could be achieved with the application of this strain, which is highly
favorable for application in baby formulas.

As a conclusion it can be stated that the results of my work present new insights in the
fields of whey-based GOS synthesis, the lactic acid fermentation of deproteinized whey,
and the selective fermentation processes of LAB and Kluyveromyves strains. Moreover,
my results can be a basis for the development of a value-added, whey-based, lactic acid

fermented prebiotic beverages.
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