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1. A MUNKA ELOZMENYEIL CELKITUZESEI

A sajtgyartds melléktermékeként nagy mennyiségben keletkezd
tejsavo  értéknoveld feldolgozasa kiemelt tudomanyos ¢€s ipari
jelentdséggel bir. A savokezelés altalanos modja annak frakcionalésa,
mely sordn a savo f6 komponenseit (a laktdzt és savofehérjéket)
szeparaljak és kiilon hasznositjak. A savofehérje magas tapértéke
kovetkeztében altalaban étrendkiegészitoként keriil forgalomba,
azonban a laktéz élelmiszeripari felhasznalasa kristalyosodasra valo
hajlama és a laktdz-intolerans fogyasztok aranyanak novekedése
miatt erésen korlatozott.

Az utobbi években a savo eredetii laktdz, mint a prebiotikus hatast
galakto-oligoszacharidok (GOS) szintézisének prekurzora, kiemelt
figyelemhez jutott. A GOS enzimes szintézisét a [B-galaktozidaz
katalizalja laktdz szubsztratbol, annak magas koncentracioja mellett.
Ezért az ilyen célu felhasznalds esetében a savo laktoz tartalmanak
bestiritése sziikséges, azonban a reakciohoz elengedhetetlen magas
laktéz koncentracid elérésének lehetdségeit eddig még nem
vizsgaltak.

Az enzimes GOS szintézis végterméke prebiotikus GOS frakciokat,
nem-reagalt laktozt, illetve melléktermékként gliikozt és galaktdzt
tartalmazé keverék (in. nyers GOS). A laktdz €s a monoszacharidok
a GOS készitmények nemkivanatos komponensei, eltavolitdsuk
altaldban SMB (simulated moving bed/szimulalt mozgoagyas)
kromatografidval torténik. A koltséges SMB  kromatografia
alternativdja lehet a mono- ¢és diszacharidok eltavolitasa
mikroorganizmusok altali szelektiv hasznositassal. A témaval
kapcsolatos eredmények alapjan ez laktoz-pozitiv Kluyveromyces
torzsekkel valosithatd meg, azonban a folyamathoz magas kezdeti

sejtkoncentracié alkalmazasa ¢és a keletkezett etanol utolagos
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eltavolitasa sziikséges. Mindkét tényezd a koltségek novekedéséhez,
igy a szelektiv fermentacid versenyképességének csokkenéséhez
vezet.

A fehérjementes tejsavo (savo permeatum) hasznositasanak tovabbi,
tradicionalis moédja annak tejsavas erjesztése, mellyel értékndvelt
fermentalt italok allithatok eld. A savo permeatum tejsavas
erjesztésének f6 kérdése, hogy a tejsavbaktériumok Osszetett
tapanyag- és szerves nitrogénforras sziikséglete mennyiben
egyeztethetd Ossze ezzel a kozeggel. Ezzel kapcsolatban azonban
kevés  mikrobiologiai és  fermentacio-kinetikai  ismerettel
rendelkeziink.

Doktori munkam célja egy integralt, értékndveld tejsavo-kezelési
eljaras  kidolgozdsa  volt, mely els6 fazisa a savd
membranszeparacidja, majd az igy keletkezett savd permeatummal
végzett GOS szintézis volt. Ezt kovetéen célul tiiztem ki a savo
alapok kidolgozéasat. Ennek eredményei alapjan célom volt a két
eljaras kombinacidja a nyers GOS mono- és diszacharid tartalméanak
szelektiv fermentacidjaval, prebiotikus ital-alap kifejlesztése céljabol.
Végiil célul tliztem ki a nagy-tisztasdgia GOS eldallitasat élesztok
altali szelektiv fermentaciéval. Munkam soran a legjelentGsebb
koltség-noveld faktorok (nagy kezdd sejtkoncentracid és a termelt
etanol eltavolitasa) mérséklésének lehetOségeit  vizsgaltam
Kluyveromyces torzsekkel végzett kisérletek segitségével.

A doktori munkam célkitlizéseit a kovetkezd pontokban

fogalmaztam meg:



1. Koncentralt fehérjementes savo (savo permeatum) eléallitasa
membransziiréssel és felhasznalasa galakto-oligoszacharidok
(GOS) enzimes szintézisére

A munkapont soran f6 célom a GOS szintézishez alkalmazhaté
szubsztratum elballitdsa, és az chhez sziikséges ultra- dia- és

nanosziirési miiveletek dsszehangolasa volt.

ere s

mikrobioldgiai alapok kidolgozasa

Munkam soran célom volt a fehérjementes savd tejsavas
kiilonbo6z6 kiegészitd tapanyagforrasok mellett, majd az eredmények
alapjan a megfeleld savo permedtum-alapt tapkozeg Osszetételének

meghatdrozasa.

3. Nyers GOS-keverék mono- és diszacharid tartalmanak
szelektiv eltavolitasa tejsavbaktériumokkal funkcionalis ital-alap
eldallitasa céljabol

Célom a tejsavbaktérium torzsek Screenelése volt, optimalt
tapkozegben végzett, szelektiv mono- €s diszacharid fermentécios
képességiik alapjan. A tovabbiakban a szelektalt torzsek fermentacios

profiljat és az altaluk termelt metabolitokat vizsgéltam.

4. Nyers GOS-keverék mono- és diszacharid tartalmanak
szelektiv eltavolitasa élesztogombakkal

A munkapont soran lakt6z hasznositd Kluyveromyces fajok szelektiv
mono- ¢és diszacharid felhaszndldsat vizsgaltam, nagytisztasagu

(metabolit-mentes) GOS eléallitasa céljabol



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Koncentralt fehérjementes savo (savé permeatum)
eloallitasa membransziiréssel és alkalmazasa galakto-
oligoszacharidok (GOS) enzimes szintézisére

A demineralizalt tejsavd fehérje- és laktoztartalmat ultra- és
diasziiréssel ~ valasztottam szét, majd a savé-permeadtum
viztartalméanak egy részét nanosziirés segitségével tavolitottam el. A
savo permeatum-alaptu GOS szintézis szubsztratjai a membransziirés
soran gyujtott frakciok voltak. Az enzimes szintézis kevert tartaly-
reaktorban, 50°C-on, 0,5 w/w % Biolacta N5, Bacillus circulans-
eredetli B-galaktozidaz mellett, 24 6ran keresztiil zajlott. A reakcio
szénhidrat-0sszetételének alakuldsat HPLC-vel kovettem nyomon.
2.2. A savé permeatum tejsavas fermentiaciojahoz sziikséges
mikrobioldgiai alapok kidolgozasa

Munkdam soran hét Lactobacillus és két Lactococcus tdrzzsel
dolgoztam. A torzsek probiotikus termékekbdl, tejipari starterekbdl és
kiilonbozd torzsgylijteményekbdl szarmaztak. A torzsek vitamin és
aminosav-igényét lyuk- és agardiffizios modszerekkel vizsgaltam.
Fermentacios kisérletek soran a 20 g/L laktdéz tartalma savo-
permeatumot minimal sok keverékével, valamint szervetlen
(ammonium-szulfat) és szerves nitrogénforrasokkal (savofehérje,
szoja és kazein pepton) egészitettem ki. A kisérletek 15-50 mL
centrifugacsovekben, 107 sejt/mL kezdd sejtkoncentracio mellett,
30°C-on, anaerob koriilmények kozott, 48 oran at zajlottak. A
kisérletek soran mértem a torzsek szaporodasat (ODeoo, szélesztés), a
savasodast (pH mérd), az aminosav-felhasznalasat (OPA-moédszer),

¢s a szénhidrat-profil alakulasat (HPLC).



2.3. Nyers GOS-keverék mono- és diszacharid tartalmanak
szelektiv eltavolitasa tejsavbaktériumokkal funkcionalis ital-alap
eloallitasa céljabol

Kilenc tejsavbaktérium torzs szelektiv fermentacios képességét
vizsgaltam 15 g/L 0Ossz-szénhidrat-tartalmura higitott, 0,25-10 g/L
szbja vagy kazein peptonnal kiegészitett, nyers Vivinal GOS szirup-
alapu tapkozegben. Az eredmények alapjan harom torzset (L.
acidophilus N2, L. paracasei PB9 és L. plantarum 2108) szelektaltam,
melyekkel tovabbi kisérleteket végeztem, 2,5 g/L szdja vagy kazein
pepton kiegészités mellett. Mivel az eldzetes eredmények alapjan a
pH gyors csokkenése hatraltatta a torzsek szénhidrat-felhasznélasat, a
kozeg savasodasat 0,05-0,15 M foszfat pufferrel szabalyoztam.

A kisérletek 15-50 mL centrifugacsdvekben, 107 sejt/mL kezdd
sejtkoncentracioval, 30°C-on, anaerob koriilmények kozott, 72 oran
at zajlottak. A mérések soran nyomon kdvettem a sejtek szaporodasat
(ODeoo, szélesztés), szerves sav (HPLC) és D-tejsav (enzimes Kit)-
termelését, a szénhidrat-profilt (HPLC), valamint a feliiliszoba
kiszabadul6 B-galaktozidaz aktivitast (ONPG-modszer).

2.4. Nyers GOS-keverék mono- és diszacharid tartalmanak
szelektiv fermentacioja éleszt6gombakkal

Harom Kluyveromyces: a K. marxianus DMB Km-RK, K. lactis
DMB KI-RK ¢s a K. nonfermentans NCAIM Y.01443 torzset
hasznaltam. A Vivinal GOS szirupot 100 g/L Kkoncentraciora
higitottam ¢és 5 g/L élesztokivonattal, vagy minimal sokkal
egészitettem ki. A kisérletek 100 mL fermentacios kozegben, 5%10°
sejt/mL induld sejtkoncentracioval, 30 °C-on, 220 rpm-es raztatas
mellet, 72 oOran keresztiil tartott. Nyomon kovettem a torzsek
szaporodasat (ODeoo), a kozeg pH értékét (pH mérd) és szénhidrat-
Osszetételét (HPLC).



3. EREDMENYEK

3.1 Koncentralt fehérjementes savé (savé permeatum) eléallitiasa
membransziiréssel ¢és alkalmazasa galakto-oligoszacharidok
(GOS) enzimes szintézisére

A savo UF/NF (ultraszlirés/nanosziirés) frakcionalasaval GOS-
szintézisre alkalmas szubsztratumot allitottam el6. Az UF soran
gyljtott permeatum frakciokban a a Bioacta N5 B-galaktoziddz altal
katalizalt laktoz hidrolizis iranyaba tolddott el a reakcio, mig az NF-
fel eldallitott, 200 g/L-es laktoz koncentracioji savd permeatum
stiritményben GOS szintézis dominalt. Az enzimes szintézis soran az
GOS kihozatal (32-34 w/w%) a Biolacta N5-re jellemz6 maximum
értékhez (36 w/w %) kozeli volt, és a GOS frakcidok bomlasa is csak
lassan kovetkezett be. A 200 g/L-nél magasabb laktdézkoncentracid
elérése NF-fel laktoz veszteséggel jart. Tovabba a koncentralt savo
permeatum nativ pH-ja (pH=7,5) megfelelének bizonyult GOS
szintézis szempontjabol, azaz nem sziikséges a kozeg pH-jadnak
allitasa.

3.2. A savo permeatum tejsavas fermentacidjahoz sziikséges
mikrobiologiai alapok kidolgozasa

A vizsgilt tejsavbaktérium torzsek szaporoddsanak és szénhidrat-
felhasznalasdnak  eldsegitéséhez a  savo-permeatum  alapd
fermentacios  kozeget szerves  nitrogénforrassal  sziikséges
kiegésziteni. A Lactococcus torzsek alacsony proteolitikus
aktivitasuk  kovetkeztében nem voltak képesek a nagy
molekulatomegli savofehérjék hasznositasara. A Lactobacillus
torzsek szaporodtak ugyan savofehérie jelenlétében (5-8*107 sejt/mL
végs6 sejtkoncentracio), de a savd permeatum laktdztartalmat az
exponencialis szaporodasi fazisban nem csokkentették, ezzel

szemben a kozeg aminosavtartalmanak 11-51%-at felhasznaltak.

6



Ebbdl levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a vizsgalt torzsek a
savofehérje aminosav tartalmat hasznaltak kizardlagosan szén és
nitrogén sziikségleteik fedezése céljabol. Ez a jelenség a kisebb
molekulaméretli szdja és kazein peptonok esetében nem volt
megfigyelhetd, jelenlétiikben a torzsek szaporodasa (8*107-108
sejt/mL végsd sejtkoncentracid), aminosav (29-73%) és laktoz
felhasznalasa (14-25%) egyarant intenziv volt a fermentacid egésze
alatt. A megfigyelt kiilonbségek feltehetéen a savofehérjék
bontasahoz sziikséges proteaz enzim aktivitasaval kothetok 0ssze.
3.3. Nyers GOS-keverék mono- és diszacharid tartalmanak
szelektiv eltavolitasa tejsavbaktériumokkal funkcionalis ital-alap
eléallitasa céljabol

A tejsavbaktérium torzsek szelektiv fermentacios képességének
screenelése soran a Lactobacillus acidophilus N2, Lactobacillus
paracasei PB9 ¢s Lactobacillus plantarum 2108 igéretes
eredményeket mutattak a gliikkoz eltavolitasdban, de mono- ¢és
diszacharid-mentes GOS egyik esetben sem keletkezett.
Feltételezésem szerint az alacsony szénhidrat felhasznalas oka a
fermentacios kozeg gyors savasodasa volt, ezért vizsgaltam a
pufferelés hatasat a szelektalt tortsekkel végzett kisérletekben.

A pufferelés serkentette a torzsek mono- ¢és diszacharid
felhasznalasat, valamint megnovelte a torzsek sejttomeg képzését, a
termelt szerves savak mennyiségét, a keletkezett savak diverzitasat,
valamint a sejtizissel a fermentlébe kiszabaduld B-galaktozidaz
aktivitast. Ugyan a fermentacidos kozegben jelentds B-galaktozidaz
aktivitas volt mérhetd, ez nem vezetett a GOS frakcidk hidroliziséhez,
ami a torzsek 4ltal termelt enzimek DP2 frakciora vonatkozo
specifitasat jelezte. Az L. paracasei PB9 és L. plantarum 2108 torzsek

képesek voltak a DP2 frakci6 nem-laktéz komponenseinek



felhasznalasara is, ami a két torzs probiotikus jellegével hozhato
Osszefliggésbe. A L. paracasei PB9 és L. plantarum 2108 torzsekkel
végzett fermentacid nagytisztasagun GOS termékeket eredményezett
(100% kihozatal, 94-97% tisztasag). Ehhez sziikséges volt a kozeg 2,5
g/L szdja vagy kazein peptonnal torténd kiegészitése, valamint 0,1
molos pH=7 foszfat puffer alkalmazédsa. A folyamat eredménye egy
pH<S5, biztonsagosnak tekinthetd tejsavasan fermentalt termék volt,
mely az 5,3 g/L prebiotikus GOS frakcié mellett tartalmazta a
tejsavbaktérium torzsek altal jelentds mennyiségben termelt L-
tejsavat (6,2-6,5 g¢/L) citromsavat (kb. 1,6 g¢/L), valamint Kis
koncentracidban megjelené D-tejsavat (kb. 0,3 g/L), borkésavat (0,4-
0,8 g/L) és propionsavat (0-0,3 g/L) is. A GOS terapias hatasanak
eléréséhez a keletkezett termék kb. 500 mL-ének napi elfogyasztasa
sziikséges. Ilyen mennyiség elfogyasztasa nem haladja meg a foszfat-
¢s D-tejsav. maximalis bevitelével kapcsolatos nemzetkozi
ajanlasokat és szabalyozasokat, igy az eldallitott fermentalt GOS
alkalmazhat6 prebiotikus italok alapjaként mely magaban hordozza a
torzsek altal termelt tejsav pozitiv élettani hatasait (antimikrobas,
immunrendszer-stimulalo stb.) is.

3.4. Nyers GOS-keverék mono- és diszacharid tartalmanak
szelektiv eltavolitasa élesztégombakkal

A Kluyveromyces torzsekkel végzett kisérletek alapjan a K.
marxianus DMB Km-RK térzzsel végzett, alacsony (5*10° sejt/mL)
tisztasagl, mono- és diszacharid-mentes GOS eldallitasara (97%
kihozatal, 100% tisztasag). Ehhez szilikséges volt a ,,nyers” GOS 5 g/L
¢lesztokivonattal torténd kiegészitése. A fermentdcido sordn a K.
marxianus Km-RK jelentés mennyiségti (40 g/L) etanolt termelt,

mely eltdvolitdsdhoz tovabbi tisztitasi 1épések sziikségesek. A K.
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nonfermentans Y.01443 t6rzs ugyan nem volt képes a ,,nyers” GOS
DP2 frakcigjat eltavolitani, azonban 5 g/L élesztdkivonat hozzaadasa
esetén felhaszndlta a fermentacios kozeg teljes gliikkoz és galaktoz
tartalmat. Mivel a K. nonfermentans Y.01443 torzs nem termelt
etanolt, igy ezen torzs alkalmazasaval monoszacharid €s etanol-
mentes GOS keletkezett. Az ilyen jellegii, részlegesen tisztitott GOS

csecsemo-tapszerekben vald felhasznalas esetén rendkiviil elényos.



4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

1)

2)

3)

4)

A savd GOS szintézis céljabol torténd feldolgozéasa elérhetd a
kidolgozott UF/NF eljarassal jelent6s laktoz-veszteségek nélkiil.
permeatum allithaté elé, ami pH allitas nélkiil felhasznalhato
Biolacta N5 B-galaktozidazzal végzett GOS szintézishez.

A vizsgalt tejsavbaktérium torzsek szaporodasanak és szénhidrat
felhasznalasanak eldsegitéséhez sziikséges a savo permeatum
szerves nitrogénnel vald kiegészitése szdja vagy kazein pepton
formajaban. Nagy molekulaméretli savofehérje adagolasa nem
javasolt, mivel a Lactococcus torzsek ezt nem képesek
hasznositani, a Lactobacillus torzsek pedig a savofehérje
aminosavait  kizarolagos tapanyag- és  energiaforrasként
hasznositjak a lakt6z helyett.

»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
torténd pufferelés mellett. A leirt koriilmények kdzott mono- és
diszacharid mentes, kedvezd savprofili, pH<S, biztonsagosnak
tekinthetd, foként tej- és citromsavat tartalmazo termék jon létre.
Az L.paracasei PB9 és L. plantarum 2108 altal végzett szelektiv
fermentacio eredménye, mely egy prebiotikus GOS frakcidkat, L-
tejsavat és citromsavat tartalmazo termék, felhasznalhato
funkcionalis italok alapjaként. A GOS terdpids dozisat és a
foszfat-beviteli ajanlasokat figyelembe véve a 0,1 M puffer
koncentracio és az 500 mL napi fogyasztasi mennyiség ajanlott.
A tovabbiakban célszerii mas, engedélyezett pufferkomponens

kiprobalasa, valamint a funkcionalis ital kifejlesztéséhez a
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6)

6)

fermentalt ital-alap kiegészitése kiilonbozo izesitd anyagokkal
(gytimoéles aromak vagy koncentratumok) és édesitdszerekkel,
illetve az ezzel kapcsolatos érzékszervi vizsgalatok elvégzése
tisztasagu, metabolit-mentes GOS termékek eldallitasa, erre a
vizsgalt éleszttorzsek 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 fermentacios 1épést
kovetden a kozeg etanol tartalmanak eltavolitasa, valamint a GOS
bekoncentralasa sziikséges.

Gliikoéz, galaktoz és etanol mentes GOS termék allithato eld a
Kluyveromyces nonfermentans NCAIM  Y.01443  torzs
alkalmazasaval, 100 g/L-es, 5 g/L élesztokivonattal kiegészitett
GOS szirup fermentacidja soran. Az igy eldallitott termék
bekoncentralas utan fontos szerepet jatszhat laktéz tartalmu
prebiotikus termékek Osszetevdjeként, kiilonods tekintettel a

csecsemo-tapszerekre.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1)

2)

3)

A koncentrdlt savo-permedtum-alapu  GOS  szintézissel
kapcsolatos munkam eredményeként a kovetkezo
megallapitasokat teszem: (i) az UF permeatum nanosziiréses
bestiritése soran 200 g/L laktozkoncentracio elérése sziikséges a
nem-kivanatos hidrolizis visszaszoritasa ¢érdekében; (ii) a
koncentralt savo permeatum-alapu GOS szintézis kihozatala eléri
az irodalomban kozolt, pufferelt, nagytisztasagu laktdzzal kapott
kihozatalok szintjét; (iii) a membranos miveletsorral kapott
szubsztratum nativ pH-ja (7,5) elény0s az enzimes katalizis GOS
kihozatalanak szempontjabol.

A vizsgalt tejsavbaktérium torzsek szerves nitrogénforras
alkalmazott szerves fehérjeforrasok koziil a savéfehérje nem volt
megfeleld, mig a kis molekulatomegii peptideket tartalmazo
peptonok (szodja és kazein) a szaporodast €s a laktoz felhasznalast
lényegesen fokoztak. A Lactobacillus torzsek savofehérje és
laktoz tartalmu taptalajon kizarolagosan a savofehérje aminosav
tartalmat hasznaltak fel szén- és nitrogénforrasként. Ez a jelenség
peptonok adagolasa mellett nem volt megfigyelhetd.
Eredményeim alapjan a savofehérjék altal kivaltott proteolitikus
rendszer indukaldsa olyan moddon befolyasolja a vizsgalt
Lactobacillus torzsek anyagcsere utvonalait, hogy azok az
aminosavak oldallancait részesitik eldnyben szénforrasként a
laktozzal szemben.

A vizsgalt L. acidophilus N2, L. paracasei PB9 ¢és L. plantarum
2108  tejsavbaktérium  torzsek  B-galaktoziddz  enzimei

specifikusak a nyers GOS DP2 diszacharidjainak lebontasara,
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4)

5)

6)

7)

mivel a fermentlébe jutott aktiv B-galaktoziddz nem csdkkentette
a DP3-6 komponensek mennyiségét.

Az L. paracasei PB9 és L. plantarum 2108 torzsek alkalmasak 15
g/L teljes szénhidrat koncentraciora higitott GOS szirupbdl a
vagy kazein peptonnal vald kiegészitése mellett. A megfeleld
szénhidrat felhasznalas eléréséhez a kezdeti pH 7-es értékre valo
beallitasa sziikséges, 0,1-0,15 M foszfat puffer alkalmazasaval.
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 kimutathatd6 mennyiségben, pufferelés hatdsara a
tejsavon kiviil nagyobb mennyiségben citromsav, kisebb
mennyiségben pedig borkdsav ¢és propionsav is keletkezik
jelenleg nem feltérképezett anyagcesere utvonalakon keresztiil.

A vizsgalt Kluyveromyces marxianus DMB Km-RK torzs
alkalmas mono- és diszacharid mentes GOS termékek
eléallitasara, 100 g/L-es GOS szirupban, élesztokivonattal torténd
kiegészités mellett. Az eljaras a ,,nyers” GOS szirup mérsékelt
higitasa, €s az alkalmazott alacsony kezdeti sejtkoncentraciok
miatt alkalmas lehet mono- és diszacharid mentes tisztasagti GOS
eldallitasara ipari koriilmények kozott is.

A Kluyveromyces nonfermentans NCAIM Y.01443 torzs képes a
100 g/L-re higitott, €élesztd kivonattal kiegészitett GOS szirup

gliik6z és galaktoz tartalmat eltavolitani etanol termelése nélkiil.
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