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1. A munka el6zményei, célkitiizések

A 21. szézadi tarsadalomban, az élelmiszeripar szamos jelentOs valtozason esett at. Az ipari,
gyartasi technologidk fejlodésével egyidejliileg az élelmiszeripari termékek is valtoztak. A
jelen kor fogyasztoja egyre nagyobb figyelmet fordit a tudatos és egészséges taplalkozasra.
Bizonyitott, hogy a helytelen taplalkozas hozzajarul bizonyos betegségek kialakulasdhoz. A
helytelen taplalkozas mellett az embereket érd stresszhatas és a felgyorsult életvitel szamos
negativ kovetkezménnyel jar, mint példaul a metabolikus zavarok kialakulasa. Ilyen
metabolikus zavarok kozé tartozik az elhizas, magas vérnyomas és a sziv és érrendszeri
megbetegedések. Az emlitett metabolikus stresszhatas kovetkeztében  kialakuld
megbetegedések, eltolodott szabad gyokok — antioxidans egyensuly helyreallithato, illetve
szamos, a szabadgyokok altal indukalt megbetegedés csokkentheté bioaktiv peptidek
fogyasztasaval. Ezen bioaktiv peptidek kiilonbozd ¢élelmiszerek enzimes hidrolizise,
fermentécidja révén is eldallithatok. A bioaktiv peptidek egyik legmeghatarozobb forrasa a
tej. Ezen peptidek eldallitasanal figyelembe kell venni az egyes allergiat okoz6 anyagok
jelenlétét. Korunk népbetegsége az allergia, melynek szamos tipusa és fajtaja ismert. A tej
allergia, a tejben 1évo fehérjékre adott ellenreakcio. A fehérjék allergenitdsa nagymértékben
fligg a fehérjék Osszetételébdl és azok felépitésébdl. A hipoallergén peptidek eldallitasa egy
Uj piaci szegmenst nyithat meg a fogyasztok szamara. Kutaté munkdm soran célom olyan
bioaktiv peptidek eléallitasa, melyek novelt antioxidans tartalmukkal, angiotenzin-konvertald

enzim (ACE) gatl6 hatassal, antimikrobialis és hipoallergén tulajdonsaggal rendelkeznek.
Célkitiizések

Kutatdsi munkam soran célom bioaktiv peptidek eldallitasa tehéntejb6l membransziirés,
enzimes hidrolizis és fermentacid (tejsavas) kombinalt alkalmazasaval. A tripszinnel végzett
enzimes hidrolizis soran a fehérjék immunreaktivitasanak csokkenését varom, mely a

hidrolizis soran bekdvetkezd molekulatomeg csokkenése kovetkeztében 1€p fel.
A bioaktiv peptidek eldallitdsa soran, az aldbbi célokat tliztem ki a kutatdsom soran:

1. Szakirodalmi forrasok attekintése a bioaktiv peptidek eldallitasanak technologiajarol,

illetve a szervezetre gyakorolt pozitiv élettani hatasairol.

2. Az optimalis membransziirési paraméterek meghatarozasa laboratoriumi koriilmények
kozott 2P-n kisérletterv szerint az elérhetd legnagyobb fluxus érték és energetikai

hatékonysag, mint fiiggetlen valtozok vizsgalata szempontjabol.



Statisztikai probdk elvégzése SPSS 25.0 programmal, tovabba az egyes analitikai
vizsgalatok soran kapott eredmények Osszehasonlitasa Tukey-féle Post Hoc teszt
alkalmazéséaval. A Post Hoc teszt sordn vizsgdlom tovabba az egyes csoportok kozotti

szignifikans kapcsolatok meglétét.

A kiilonbdzd enzimkoncentracidos bedllitdsokon végzett hidrolizis hatdsanak

vizsgalata a tejfehérjék allergenitasara.

A membransziirés soran eldallitott ultrasziirt tejfehérjesiiritmény enzimes hidrolizisét
kovetden a peptidek (dipeptid, tripeptid, oligopeptid) eloszlasaban bekovetkezo

valtozasok nyomonkovetése.

Az eldallitott tejfehérjestiritmény és hidrolizatum fermentacidja Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus és Streptococcus thermophilus starter kultaraval gliikkoz

hozzéadasa mellett.



2. Anyag és modszer
2.1 Alkalmazott UHT tej

Doktori munkdm sordan UHT tehéntejet hasznaltam, melyet a SPAR Magyarorszag
Kereskedelmi Kft Budapesti szupermarketében vasaroltam. A vizsgalt UHT tej tejfehérje,
laktoz és zsirkoncentracioja atlagosan 31 + 0,1 g/L, 47 £ 0,84 g/L és 1 + 0,12 g/L érték volt.

2.2 Membransziiré berendezés

A keresztaramban miikddtetett membransziird berendezésben (1. abra) a betaplalt tej kétféle
uton tud haladni a berendezésen beliil. Az egyik aramlasi irdnyban a tej, a szivattyan,
membranmodulon, rotaméteren, majd végiil a taptartalyon keresztiil vezet, mig a masik

esetben egy Bypass elkeriilé agon at.
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1.abra: UHT tej nanosziirésére kialakitott membransziird berendezés

Az UHT tej siiritése keramia csdmembran alkalmazasdval tortént, amit egy rozsdamentes
acélbol késziilt egycsatornas keresztarami membranmodulba helyeztem. A membransziirés
soran egy 5 nm-es nanosziird membrant (Membralox® T1-70, Pall Corporation, Crailsheim,
Németorszag) alkalmaztam. A kereskedelemben kaphatd csémembrant modositottam egy
6,5 mm atméréjli, 241 mm hosszu statikus keverdvel, mely a rendszerb6l barmikor

eltavolithato, illetve cserélhetd, melyet a 2. dbra mutat be.



2.abra: Statikus keverd beépitése 5 nm-es keramiacsdmembranba

A membransziirést szakaszos lizemelési mod mellett végeztem. Kisérleteim soran vizsgaltam
tovabba a membransziirés energiafogyasztasat, melyhez a mikodési paramétereket
valtoztattam. A transzmembran — nyomaskiilonbséget (TMP) 2 — 3 bar érték, a recirkulacios
térfogataramot (RFR) 100 — 200 L/h kozott valtoztattam statikus keverd alkalmazasaval és

nélkiile.
2.3 Tejfehérjestiritmény enzimes hidrolizise

A bioaktiv peptidek eldéllitasdhoz a membransziirés sordn keletkezd retentatumot (fehérje
stiritmény) hasznaltam. Az enzimes hidrolizis megkezdése eldtt a stiritményt 1 6ran keresztiil
40 °C-on inkubéltam. Az inkubélast és az enzimes hidrolizist a Solida Biotech (Miinchen,
Németorszag) altal forgalmazott laboratériumi bioreaktorral végeztem. A fehérjestiritményt
az inkubacids 1d6 letelte utan kiilonb6z6 koncentracidban kezeltem tripszin enzimmel, mely
koncentraciok a kovetkezok voltak: N1=0,008 g/L, N2=0,016 g/L, N3=0,032 g/L. A vizsgalt
tripszin torzsoldat enzimaktivitasa 15,6 AU/(seug) volt.

A fehérjestiritmény enzimes hidrolizisét 40 °C-on 10 percig 175 rpm (Revolutions Per

Minute) értéken, mig az inaktivalast 70 °C-on 30 percig végeztem.
2.4 Mikrobialis fermentdcio

A fermentaciot Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus és Streptococcus thermophilus

mikroba torzsekkel végeztem.

Az enzim deaktivalasa utan a tejfehérje-koncentratum hdmérsékletét 45 °C-ra csokkentettem.
A hiitést kdvetden, a tovabbi vizsgalataimhoz a Solida Biotech bioreaktorban eldallitott 500
mL tejfehérje-koncentratumot hasznaltam. A tejfehérje-koncentratumhoz és enzimekkel
kezelt folyékony tejfehérje-koncentratumhoz aszeptikus koriilmények kozott kiilon

hozzaadtam 40% -os steril gliikkoz torzsoldatot.



Mindegyik mintat inkubatorban (HACH, Diisseldorf, Németorszdg) a fermentacio
hémérsékletére eldmelegitettem, hogy elérje a 45 °C-os hémérsékletet, majd ezt kdvetden az
egyes mintdkba 30 pL torzstenyészetbOl szarmazd kultarat oltottam be. A mintak

fermentalasat 45 °C hémérsékleten 6 6ran 4t inkubétorban végeztem.

2.5 Analitikai vizsgalatok
2.5.1 SDS-Poliakrilamid gélelektroforézis

A molekulatomeg szerinti fehérje-eloszlasanak meghatarozéasara vertikalis gélelektroforézis
rendszert hasznaltam (Bio-Rad Mini Protean 3 Cell, Bio-Rad Hungary Ltd). A hasznalt
molekula standardok (BioRad, Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, 1610374,
USA), illetve kazein (20-30 kDa) és savofehérjék (a-laktaloumin - 14,4 kDa; (B-laktoglobulin
- 18 kDa) a gél kontroll savjaira kertiltek felvitelre. BioRad power PAC1000 fesziiltségado
késziiléket alkalmazva, a beallitott paraméterek a kovetkezok voltak: U = 200 V konstans; | =
54 mA, P = 11W, futtatas idé = 60 perc.

Az elektroforézis sordn alkalmazott akrilamid és biszakrilamid tartalmt futtatogél és a
gyljtégél koncentracidja 15%, illetve 6% volt.
A gél zsebeibe a mintak felvitele (10 uLl) el6tt futtato-pufferrel toltéttem fel az egyes

zsebeket.
A gélek kiértékelése BIO-RAD Gel Doc 2000 rendszerrel tortént.

25.2 Antioxidans tartalom meghatarozasa
2.5.2.1 Osszes antioxidans kapacitds meghatdrozasa FRAP ( Ferric Reducing

Ability of Plasma - Vasredukadloképesség) modszerrel

Az antioxidans tartalom mérés megkezdése el6tt a nanosziirt tejfehérje-sliritményt, az enzim
kezelt és a fermentdlt mintdkat homérséklet szabalyozott laboratoriumi centrifugaba
helyeztem (Z206A; Hermle Labortechnik ;Wehingen, Németorszag). Az alkalmazott
centrifuga bealltasai a kovetkezok voltak: fordulatszam - 10000 rpm centrifugalas ideje - 20
perc. A higitott 100 pL feliiliszéhoz 2,9 mL reagenst adtam. Az igy elkésziilt mintakat 35
°C-os hémérsékleten 30 percig inkubaltam (HACH, Diisseldorf, Németorszag). Az inkubalasi
1d6 letelte utan az abszorbanciat 517 nm-en mértem UV-Vis spektrofotométerrel
(EvolutionTM 300; Thermo ScientificTM, Waltham MA, USA). Vak mintak elkészitéséhez

100 pL desztillalt vizet és 2,9 mL reagenst hasznaltam.



2.5.2.2 Gydkfogo kapacitas mérése DPPH (2,2-diphenyl-1-pycrylhydrazyl -

Gyokfogo kapacitas) modszer alkalmazasaval

A DPPH moédszer els6 [épéseként a mintdkat 20 percig centrifugaltam 10000 rpm
fordulatszamon, 20 percen keresztiil. A higitott 100 pL feliiliszéhoz 3,9 mL 6-10° M DPPH-
metanol oldatot Ontéttem, majd Vortex kémecsérazdo (Vortex MX-S; AA Labor Kft)
alkalmazaséaval elegyitettem Oket. A kontroll mintdk elkészitését 100 uL metanollal és 3,9
mL 6-:10° M DPPH-metanol oldattal végeztem majd szintén Vortex keveré alkalmazasa

mellett elegyitettem Oket.

Az inkubalast sotét szobaban végeztem el. Az inkubalasi id6 letelte utan az abszorbanciat 517

nm-en mértem UV-Vis spektrofotométerrel.

2.5.3 Az angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) gatlds aktivitasanak vizsgadlata

A vizsgélatra szant mintakat 20 percig, 10000 rpm fordulatszamon centrifugaltam
laboratoriumi berendezésen. A kisérletek elvégzéséhez sziikséges reakcioelegyet a megadott
protokol alapjan készitettem el. A centrifugalas soran keletkez6 feliiluszot és a fermentlevet
higitani kellett, hogy a mérési tartomanyon beliil vizsgalhatoak legyenek, mely higitasi érték
10-10" kozétti volt.

A reakcid a szubsztrat hozzaadasa utan kezdodott el. A fluoreszcens jelintenzitasban torténd
valtozéast fluoreszcens lemezolvasoban (BMG Novostar, BMG Labtech, Németorszag)
végeztem 37 °C hoémérsékleten. A gerjesztési hullimhossz A= 340 nm az emisszids
hullamhossz A= 405 nm volt. Az aldbbi beallitaisokon végeztem a méréseket 5 perces

1d6kozonként 90 percen keresztiil.

2.5.4 Enzimaktivitas vizsgalata

Az enzimaktivitds meghatarozasa soran 10 pL tripszin torzsoldatbol (tripszin koncentracidja
0,009 g/mL) indultam ki. Ezt kdvetden elkészitettem a TRIS puffer oldatot a megadott leiras
szerint. A szubsztrat oldat készitését kovetéen az elkészitett szubsztrat oldatbol 1,63 pL-t
Osszekevertem 1,3 mL TRIS puffer oldattal. A reakcio elegy Osszeallitdsdhoz 10 pL tripszin
torzsoldatot, 10 pL TRIS puffer oldatot és 80 puL szubsztrat oldatot hasznaltam. Az elkészitett
100 pL mintat lemezolvasdba pippetdztam, majd a fluoreszcens jelintenzitasban torténd

valtozast fluoreszcens lemezolvasdban végeztem 30 percig, 37 °C hdmérsékleten.



A gerjesztési hullamhossz, hasonloan az ACE gatlas vizsgalata soran (2.5.3-as fejezet), A=
340 nm az emissziés hullamhossz A= 405 nm volt. Vak mintak elkészitéséhez 10 pL

desztillalt vizet és 90 pL szubsztratot hasznaltam.

25.5 Mikrobiologiai aktivitas vizsgalata

A mikrobiologiai aktivitds vizsgalata soran, fejezetben a tej, illetve tejtermékekben
leggyakrabban eléfordul6 patogén mikrobak (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Listeria monocytogenes CCM 4699) gatlasat vizsgaltam. A mintak elékészitését az
el6z6 fejezetekben ismertetett centrifugaval 10000 rpm fordulatszamon és 20 percen
keresztlil végeztem. A frissen elkészitett baktérium kultirakat MRD (Maximum Recovery
Diluent) oldat alkalmazéasaval higitottam hogy a vizsgalat elvégzéséhez sziikséges 10° TEK

/mL koncentracio biztositott legyen.

Ny

petricsészében, melyekbe 5 mm atmérdji lyukakat készitettem. Az igy elkészitett iiregekbe
100 pL mintat pipettaztam. A beoltott mintdkat 37 °C hdmérsékleten inkubaltam 48 o6ran
keresztil (HACH, Diisseldorf, Németorszdg). Az inkubalasi id6 letelte utdn tolémérd
(UEMATSU SHOKAI CO., LTD., Sendai, Japan) segitségével lemértem a gatlasi zonak
atmérojét.
25.6 Fehérje koncentracio meghatdrozasa

A fehérje koncentracid vizsgalata sordn a 100 plL-re higitott mintdk mindegyikéhez 3 mL
Bradford-reagenst adtam majd Vortex kémcsé razé alkalmazasaval Osszekevertem. Az
elékészitett mintdkat ezutdn szobahdmérsékleten (~ 25 °C) inkubéltam 30 percig (HACH,
Diisseldorf, Németorszag). A spektrofotometrias mérést 595 nm hullamhosszon végeztem
spektrofotométerrel (Thermo ScientificTM, Waltham, MA, USA). A vizsgilat soran
standardként szarvasmarha-szérum albumint hasznéltam, mig a vak mintdk elkészitésé¢hez

100 pL desztillalt vizet és 3 mL Bradford reagenst kevertem ossze.

2.5.7  Ontott gélen elvalasztott fehérjék immunblottja
A fehérjék molekulatomegilik szerinti szétvalasztisa utdn a fehérje-alegységek 0,45 pm
porusméreti PVDF membranra (Merck Millipore, MA, USA) transzfer-pufferrel torténd
elektroforetikus atblottolasa (BIO-RAD Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell) félszaraz
rendszer(i késziilékkel tortént, beallitott paraméterek (U=0,25 V, I= 0,08 mA/cm2, blottolas

ideje: 1 6ra) mellett.



Immunreaktiv fehérjéket klinikailag igazolt IgE tejpozitiv, 0sszevont human szérummal
vizsgaltam. Mosas utdn a membrant PBS-oldatban megfelelden higitott elsddleges antitest-
oldatban (poolozott tejpozitiv humanszérum, 1:100) inkubdltam 1 ¢&jszakan at,
szobahdmérsékleten. Méasnap haromszor 10 percig mostam a membrant PBS-oldattal. Mosast
kovetéen a membrant PBS-oldatban megfeleléen higitott masodlagos, enzimmel jelolt
ellenanyag-oldatban (anti-human IgE, HRP konjugatum 1:1000) razattam 1,5 6ran keresztiil.
Az inkubacié utan a membrant haromszor 10 percig PBS-pufferrel mostam, majd a 4-kloro-
naftol szubsztrat-oldat hozzaadasaval eléhivtam az immunreaktiv fehérjesavokat. A reakciot
desztillalt vizzel allitottam le. Az immunblottok kiértékelése BIO-RAD Gel Doc 2000

rendszerrel tortént géldokumentacios rendszerrel tortént.



3 Eredmények és értékelésiik
3.1 Tejfehérjesiiritmény eloallitasa membransziirés alkalmazasaval

Az alabbi fejezetben a transzmembran nyomaskiilonbség ¢és a recirkuldcios-térfogataram

értékek hatasat vizsgaltam a gélréteg vastagsagara illetve a fluxus értékére.

A statikus keverd, membransziirés soran valod alkalmazésa pozitiv hatast gyakorol a fluxus
értékére. Statikus keverd nélkiil a vizsgalt membrans ziirési paraméterek mellett (TMP = 2
bar, 3 bar ; RFR =100 L/h, 200 L/h) a fluxus maximalis értéke 18 L/m?h volt (TMP = 3 bar,
RFR = 200 L/h). Ugyanezen iizemeltetési paramétereken, statikus keverd beépitésével a

maximalis fluxus érték 34,55 L/m?h volt.

A membransziirés energetikai koltségének az irdnyat nagyobb mértékben befolyésolja a

recirkulacids térfogataram, mint az alkalmazott transzmembran-nyomaskiilonbség.

100 L/h-as térfogataramon, ndvelt transzmembran-nyomaskiilonbségen (2 — 3 bar) az energia
a felére csokkent, mig dallandé transzmembran-nyomaskiilonbségen (2 bar), novelt

térfogataramon (100 — 200 L/h) az energia a kétszeresére nott.

A statikus keverd alkalmazasa mellett csokken a polarizacios réteg ellenallasa. Tovabbi
kisérleteimet a valasztott membranszirési paramétereken: TMP = 3 bar és RFR = 100 L/h
értéken végeztem mivel ezen bedllitdsok esetében a membransziirés fajlagos-energiakoltsége

a legalacsonyabb és maximalis a sziirletfluxus.

3.2 Permedtum fluxus 27 -n kisérletterv alkalmazdsdval

A kisérletterv elvégzését a Statsoft altal fejlesztett Statistica cimii programmal (Version 8.0)
végeztem, doktori munkam soran. A kisérletterv kiértékelése soran, az egyik legfontosabbnak
a 2°-n faktoros terv Osszesitd tablazatat tartottam, segitségével meghatarozhatoak a

paraméterek kozti 6sszefliggések, kapcsolatok €és az egymasra gyakorolt hatasuk.

Az adatok elemzése soran, majd a statisztikai egyiitthatok visszakddoldsa utan linedris
modellt allitottam, amellyel eldre jelezhetd a kezdeti fluxus értéke. Vizsgalataim soran 90 %-
os konfidencia szintet hasznaltam.

Q — 150
50

TMP — 2,5) _ (Q — 150)

— 24,426 + 9,402 (TMP _ 2’5) +0,0825 (
/=24 ’ 0,5 ’ 0,5 50

) +0,0825 - (

A vizsgalt modell (statikus keverd mellett) érvényessége csak megadott tartomanyon beliil
érvényes: TMP =2 — 3 [bar], RFR = 100 — 200 [L/h].



A statisztikai mutatok transzformalasat ebben az esetben is elvégeztem, majd modell (statikus

keverd nélkiil) egyenletet allitottam, szintén 90 %-0s konfidencia szintet alkalmazva.

TMP - 2,5
0,5

Q — 150
50

TMP — 2,5) _ (Q — 150)

= 12,242 + 3,797 -
J * ( 0,5 50

>+1,172-< >+1,102-(

3.3 Fehérjekoncentracio meghatarozdsa

A transzmembran nyomaskiilonbség 3 bar-ra torténdé novelésével, javul a retentatumban
mérhetd fehérjekoncentracio értéke a membransziirési folyamat végén (VCR = 2). 2 bar
transzmembran nyomadskiilonbségen ¢és 100 L/h recirkulacios-térfogatiramon mért
fehérjekoncentracio értéke 42,5 g/L értékrdl 59,2 g/L-re nbtt abban az esetben, ha a bestiritést

3 bar transzmembran nyomaskiilonbségen €s 100 L/h recirkulacios-térfogataramon végeztem.

A magasabb transzmembrdn nyomadskiilonbség hatasara a fehérjemolekuladk membran
porusain valdé atjutdsa romlott, ami elképzelhet6, hogy a nagyobb transzmembran
nyomaskiilonbség kovetkeztében alakult ki. A mérési adatok alapjan elmondhatd, hogy a
legmagasabb fehérjekoncentraciot a 3 bar transzmembran-nyomaskiilonbség és a 200 L/h-as
recirkulacios-térfogatiramon mértem, 62,83 g/L. Megfigyelhetd tovabba, ha ezen miveleti
paraméterek alkalmazasa mellett hajtom végre a membransziirést, az energiafogyasztas értéke

joval magasabb értéket képvisel.

3.4 Antioxidanskapacitdis meghatarozasa

A vizsgalt mintak antioxidans tartalma két kiilonallo modszerrel (FRAP, DPPH) kertilt
meghatarozasra. Az antioxidans kapacitast egyarant mértem a fehérjestiritményben, tovabba
az enzim kezelt, fermentalt mintdk esetében is hozzaadott gliikozzal, illetve nélkiile. Az
enzimkoncentracio  értékének megvalasztasa kiemelten fontos, ugyanis ha az
enzimkoncentracio tul magas, abban az esetben a termék organoleptikus tulajdonsagait is

negativ irdnyba tudja befolyasolni.

A mért eredményeken jol lathatd, hogy nanosziirt fehérjesliritmény antioxidans kapacitasa
167,35 £ 9,78 mg/L volt aszkorbinsavra vonatkoztatva (FRAP), mig a 0,032 g/L-es tripszin
enzimkoncentracio esetén volt mérhetd a legmagasabb antioxidans tartalom, ami 202,65
mg/L volt (FRAP). Hasonl6é eredményt tapasztaltam a DPPH modszerrel végzett vizsgalataim

soran.



A DPPH moddszer esetében a nanosziirt fehérjesiiritmény antioxidans kapacitasa 20,94 + 1,48

% volt, melynek értéke az 0,032 g/L-es enzimes kezelés soran 62,04 + 2,74 % nott.

A fermentaci6 hatasara csokkend érték tapasztalhatdo az antioxidans tartalomban, tovabba a
fermentacio soran hozzaadott gliikoz is negativan befolyasolja az antioxidans kapacitast,
melynek egyik oka a hidrofil és hidrofob peptidek aranya. Feltételezhetd, hogy a hidrofil

peptidek jelenléte csokkentheti a fermentalt termék altalanos antioxidans kapacitasat.

3.5 A tej-siiritmények fehérje-elolszlasaban bekévetkezd valtozdasok nyomonkovetése a
kiilonbozo koncentracioban hasznalt tripszines hidrolizis hatdsdra

A molekulatomeg szerinti fehérje-eloszlasnak a  meghatarozasara  poliakrilamid
gélelektroforézis modszert hasznaltam, mig az allergéntartalom valtozasanak a vizsgalatdhoz
tejpozitiv humanszérumot alkalmaztam, mely esetben a tej f6 allergén komponenseinek

(kazeinek, a-laktalbumin, B-laktoglobulin) jelenlétét mértem az egyes mintakban.

A hidrolizis hatasfoka az enzimkoncentraciok nodvelésével javult, minél nagyobb volt az
alkalmazott enzim mennyisége annal hatékonyabb volt a fehérjék hidrolizise a folyamat
soran. A tripszines kezelés hatasara a fehérjemintazat megvaltozott, a fehérjék
nagymértékben lebomlottak, tovabba a felsé nagymolekulatomegii savokban a fehérjék
mennyisége jelentdsen lecsokkent, a 0,008 g/L tripszin koncentracid hatdsara. A hozzaadott

gliikdz nem befolyésolja a tejsliritményben talalhatéd fehérjék hidrolizisét a folyamat soran.

Az egyes savok intenziv elszinez6dése az adott allergén fehérje jelenlétére utal. Mar az elsd
kezelés (0,008 g/L) soran megfigyelhetd volt, hogy az a-laktaloumin nem mutatott
immunreaktivitast a human tej-allergias szérummal szemben. Azonban a k-kazeinekben és a
konjugalt B-laktoglobulinban és a-laktalbuminban még mindig jelen van a fennmarado
allergén hatas a 2. kezelést (0,016 g/L) kovetéen. Megfigyelhetd, hogy az allergén hatas
tovabb csokkenthetd abban az esetben, ha az enzimesen hidrolizalt mintakat
tejsavbaktériumokkal fermentaljuk. Ez a tendencia szintén megfigyelheté a 0,016 és 0,032

g/L enzimkoncentracional is.



3.6 Angiotenzin-konvertdlo enzim (ACE) gatlas aktivitasanak vizsgalata

Az angiotenzin-konvertald enzim gatlasanak jelentOs szerepe van az egészség megérzésében,
gatlasaval csokkenthetéek a magas vérnyomas okozta karos sziv és érrendszeri

megbetegedések kockazata.

Az enzimkoncentracid novelésével csokkend 1Csq érték figyelheté meg a hidrolizis, illetve a

fermentacid kombinalt alkalmazasa soran.

Megallapithatod tovabba, hogy a hozzaadott gliik6z is hatdssal van a folyamat soran mért ICsg
értékre, ugyanis azokban a mintakban, ahol gliikozt adtam a mintakhoz kisebb ICsg értéket
kaptam, mint azoknal, ahol nem adtam gliikkozt a mintakhoz. Ez azzal magyarazhatd, hogy a
hozzaadott szénhidrat el6segiti a baktérium sejtek novekedését, melyek hatassal vannak a

fehérjék proteolizisére.

3.7 Mikrobiologiai aktivitds vizsgadlata enzimes hidrolizissel eldallitott mintak esetében

A tripszinnel végzett enzimes hidrolizis sordn megfigyelhetd volt az antibakterialis aktivités
Bacillus cereus és a Staphylococcus aureus mikroba torzsekkel szemben. Megallapithatd
tovabba, hogy a Gram + mikrobdk érzé¢kenyebbek a tejsavofehérjékbdl szarmazo peptidekre,

ellentétben a Gram — mikrobakkal.

A tripszin enzim koncentracidjanak 0,008 g/L értékr6l 0,032 g/L-re (N1 — N3) valo
novelésével a gatlasi zona mérete novekvo tendencidt mutat az alkalmazott baktérium torzsek
mindegyikénél. Bacillus cereus esetében vizsgalt gatlasi zona mérete az alabbiak szerint
valtozott: az enzim koncentracié 0,008 - 0,032 g/L-re torténé novelésével a gatlasi zona 2,5
mm-r6l 4,3 mm-re nétt. Ugyanezen koncentraciokat vizsgalva a Staphylococcus aureus
esetében is nott a gatlasi zona mértéke, mely ebben az esetben 2,3 mm-rél 3,6 mm-re

valtozott.



3. Kovetkeztetések és javaslatok

Kutatdsaim soran sikeriilt egy olyan egészségmegdrzd tejipari terméket eldallitanom,
melynek a jovoben széleskorli alkalmazasa valik lehetségessé. Nagy figyelmet forditottam a
termék allergéntartalmanak a csokkentésére, ugyanis a tejfehérjék okozta allergia évrol évre

ndvekvo tendenciat mutat.

Az allergénmentes termék eldallitdsa soran alapanyagként UHT tejet hasznaltam, melyet els6
Iépésben membransziiréssel bestritettem. Itt célom volt a fehérjetartalom ndvelése, mely
jelen vizsgalataim soran kétszeres volt. A membransziirés soran sikeriilt a permeatum fluxus
értékét az alkalmazott membranszlirési paraméterek mellett maximalizalni. Azonban kés6bbi
vizsgalatok sordn érdemes lenne a TMP (2 — 3 bar) és RFR (100 — 200 L/h) értékek
intervallumat bdviteni, vizsgalva a tovabbi fluxus és fajlagos energiafogyasztas értékét. A
valasztott 3 bar TMP és 100 L/h RFR érték mellett sikeriilt a kezdeti 31 g/L fehérjetartalmat a
kozel kétszeresére ndvelni, ami mellett minimalis volt a fajlagos energiafogyasztids. A
fehérjetartalom novelésével a késObbi hidrolizis sordn ndvelhetd a keletkezd termék
antioxidans tartalma, bioaktiv peptidek mennyisége, melyek kozvetleniil hatnak a

fehérjestiritmény ACE gétlo és antibakterialis hatasara.

Doktori munkdm kiemelt részét képezte a tejfehérje allergia megsziintetése az eldallitott
hidrolizatum esetében, ennek érdekében sikeresen csokkentettem/megsziintettem a fehérjék
allergenitasat melyet human szérum jelenlétében is vizsgaltam immunblot mérések
kivitelezésével. A kozepes és nagy enzimkoncentracid sikeresen megsziintette a fehérjék

immunreaktivitasat a folyamat sordn melyet az immunblot vizsgalatok is igazoltak.

Vizsgalataim soran tripszin enzimet alkalmaztam, azonban a késdbbi vizsgélatok soran
érdemes lenne mas enzimeket is kiprobalni, vizsgalni a hidrolizis hatasfokat, illetve a
keletkezé peptidek allergénhatasat. Erdekes lenne annak a vizsgilata is, hogy az egyes
enzimek milyen kocentracid alkalmazédsa mellet érnék el a termék allergénmentességét,
illetve az alkalmazott enzim milyen organoleptikus tulajdonsagokat kolcsondzne a

terméknek.



4. Uj tudomanyos eredmények

1. Statisztikai modszerrel modellt allitottam fel spiralis statikus keverdvel (lasd, 3.2
Membransziiré berendezés c. alfejezet) végzett membransziirés (NF, 5 nm, lasd 3.2.)

kezdeti fluxusanak becsléséhez/szamitasahoz:

Statikus kever6 alkalmazasa mellett -

= 24,426 + 9,402 (—TMP _ 2’5) +0,0825 (—Q _ 150) +0,0825 (TMP _ 2’5> (Q — 150)
= ' 0,5 ’ 50 ’ 0,5 50
Statikus keverd nélkiil -
— 12242 + 3797 (TMP - 2,5> 1172 (Q - 150> 1102 (TMP - 2,5) <Q - 150)
] - /] ] 0,5 ) 50 , 0’5 50

2-3 bar TMP és 100-200 L/h RFR kozotti, allandé hémérséklet (25 C) tartomanyban

modelleztem a térfogataram, nyomas, visszatartas, fluxusra kifejtett hatasat.

2. Vizsgéalataim sordn sikeriilt maximalizdlnom a szlrletfluxust, ami mellett a
membransziirés fajlagos-energiakoltsége is a legalacsonyabb volt, az alkalmazott
iizemi paraméterek mellett (TMP = 3 bar ¢s RFR = 100 L/h).

A laboratoriumi membransziirés soran spiralis kialakitasu statikus keverdt (lasd, 3.2
Membransziiré berendezés c. alfejezet) alkalmaztam. Szilirési kisérleteimet allando
25'C-on végeztem. Az alkalmazott membransziirési paraméterek mellett a fluxus

34,22+1,08 L/m?h, mig a fajlagos-energiafogyasztas 4,87 kWh/m? volt.

(A membransziirés sordn, mint nyersanyagot UHT technologiaval eldallitott,
homogenizalt 1,5%-os tehéntejet hasznaltam, melyet helyi szupermarketbol
vasaroltam. Az alkalmazott tej fehérje-, laktoz- €s zsirkoncentracidja atlagosan 31 +

0,1 g/L,47+0,84 g/L és 1+0,12 g/L



Egyszertisitett kompromisszumos optimalizalassal megallapitottam, hogy adott NF (5
nm) kerdmia membrannal, cross-flow mddban térténd bestiritésnél az optimalis lizemi
paraméterek TMP = 3 bar és RFR = 100 L/h, ezen értékeknél biztosithatdo a

legmagasabb fehérje koncentracio a retentaitumban (59,21 g/L).

Allandé nyomas (TMP = 3 bar) és valtozo térfogataram (RFR = 100 - 200 L/h)
mellett, a retentatum fehérjetartalméaban (g/L) nem mérhetd szignifikans kiilonbség,
azonban magasabb RFR mellett a membranszirés fajlagos-energiafogyasztisa
nagyobb volt (35 kWh/m®), igy gazdasagossagi szempontbol vizsgalataim soran az
RFR = 100 L/h-t alkalmaztam (lasd, 4.1 Tejfehérjesiiritmény elballitasa

membransziirés alkalmazasaval c. alfejezet).

Meérésekkel igazoltam, hogy az NF fehérjesiiritmény enzimatikus hidrolizise utan az
antioxidans tartalom az enzimkoncentracid kétszeresére torténd emelésével

szignifikansan nd a vizsgalt mintdkban.

Analitikai vizsgéalataim alapjaul a membransziirés soran kapott fehérjestiritmény
szolgalt, melyet kiilonféle enzim koncentraciok mellett hidrolizaltam. A tripszin
enzimmel végzett hidrolizis sordn az egyes enzim koncentraciokhoz tartozo
enzimaktivitds értékek a kovetkezéképpen alakultak: 0,008 g/L (0,014 AU/(sepg),
N2=0,016 g/L (0,028 AU/(s*png), N3=0,032 g/L (0,056 AU/(s*pg).

A fehérjestiritmény enzimes hidrolizisét 40 °C-on 10 percig, az inaktivalast 70 °C-on

30 percig végeztem.

DPPH esetében a novekedés tobb mint haromszoros, mig a FRAP viszgalat soran 20 —
50 %-os novekedés volt mérhetd, a membranszlirés sordn  kapott
tejfehérjestiritményéhez képest. Az N3-as enzimkoncentracid mellett a 0,032 g/L-es
enzimes kezelés soran 62,04 + 2,74 % volt a minta antioxidans tartalma a DPPH
modszer soran. Ugyanez a ndvekvd tendencia volt megfigyelhetd a FRAP modszer
soran is ahol az N3 enzimkoncentraci6 mellett 202,65 + 2,25 mg/L volt.
Véltozonkénti ANOVA mindkét faktor (kezelések, csoportok) esetén mindkét
valtozora (FRAP, DPPH) szignifikans hatast mutatott FRAP: F(2,24) = 44,39;
p<0,01; DPPH: F(2,24) = 60,31; p<0,01



A mintdk antioxidans tartalma a fermentdcid ¢s a hozzdadott gliikoz hatdsara
csokkend tendenciat mutat. DPPH modszer esetén 53,4 = 1,17 %, ami 15 %-o0s, mig
FRAP esetén 128,3 + 32,04 mg/L, ami 15 %-os csokkenést jelent az antioxidans

tartalom értékében.

Megallapitottam, hogy a felsé nagymolekulatomegili sadvokban a fehérjék mennyisége
jelentdsen lecsokkent, megvaltozott a fehérjemintazat.

Az altalam alkalmazott legmagasabb enzimkoncentracional (0,032 g/L)
hidrolizal6dott az Gsszes jelentds allergén reakciot kivaltd protein (a-laktalbumin, -
laktoglobulin, kazeinek: o- pB- ¢és «k, immunglobulinok, laktoferrinek,
laktoperoxidazok).

Az allergén hatas tovabb csokkenthetd abban az esetben ha az enzimesen hidrolizalt
mintékat tejsavbaktériumokkal fermentaljuk (N1, N1Y és N1Y + G). Osszeségében
elmondhatd hogy 0,032 g/L tripszin koncentracid esetén mar nem figyelhetd meg
immunreaktivitds a szérummal szemben. Az immunblot vizsgéalatok soran
megallapitottam azt, hogy az enzimkoncentracié novelésével (0,008 — 0,032 g/L)
csOkkenthetd az allergén epitopok aktivitdsa melynek kozvetlen hatdsaként csokken a
fehérjék allergénhatasa. Az alkalmazott enzimkoncentracidok soran lathato, hogy a
0,032 g/L tripszin koncentracié mellett a fehérjék allergénhatdsa megsziinik, az
enzimes hidrolizis megsziintette az immunreaktiv fehérjéket. A 0,008 ¢és 0,016 g/L
enzimkoncentracio mellett még féleg a kazeinfehérjék mutattak immunreaktivitést,

illetve a fels6 molekulasdvban néhany fehérje.

Vizsgalataim soran megallapitottam hogy, a fermentalt mintadkon elvégzett ACE gatlas
analitikai vizsgalatai alapjan az enzimkoncentracio novelésével (0,008 — 0,032 g/L)
szignifikansan n6 (ANOVA - F (2,18) = 213,08; F (2,18) = 63,05, p<0,01) az ACE
gatlas mértéke az egyes mintakban (csokkend ICsp érték).

A csokkenés mértéke 20 — 40 % kozotti, a fermentacido és az enzimes hidrolizis
kombinalasa elésegiti az inhibicid6 mértékét. Minél kisebb ICsg érték volt mérhetd

annal nagyobb volt a mintdkban mért ACE gatlas mértéke.

A fermentécio, illetve a hozzdadott gliikkdz pozitivan hatott az ACE gatlasra, ugyanis

ezen esetekben az ICsy érték tovabb csokkent. 0,032 g/L enzimkoncentracido és



fermentacio hatasara az 5,8 mg/mL érték 3 (hozzédadott gliikéz nélkiil), illetve 2,5
mg/mL (hozzaadott gliikozzal) értékre csokkent.

Vizsgalataim sordn megallapitottam hogy a tejfehérjék tripszines hidrolizisének soran
felszabaduld peptidek a Bacillus cereus, Staphylococcus aureus és Listeria
monocytogenessel szemben szignifikansan antibakterialis hatast nydjtanak (ANOVA -
Bacillus cereus: F(3,16) = 47,52, Staphylococcus aureus: F(3,16) = 24,39, Listeria
monocytogenes: F(3,16) = 104,99, mindharom esetben p<0,001).

Az enzimkocentracié fokozatos novelésével (0,008 g/L-rél 0,032 g/L-re ndvelt
koncentracié soran) a gatlasi zona (2,5 mm-r6l 4,3 mm-re — 72 %) nétt Bacillus
cereus esetén, mig ugyanezen koncentraciok esetén a Staphylococcus aureus mikroba
torzs esetében is nétt a gatlasi zona mértéke, mely (2,3 mm-rél 3,6 mm-re — 56 %)
valtozott. A gatlasi zonak atmérdje a fermentacio hatasara tovabb nétt (10 — 20 %),
ami a hozzdadott glilkoz hatdsara tovabbi kismértékli (5 — 10 %) javulast mutatott,
ugyanis a hozzéadott gliikkéz eldsegitette a starter kultara
novekedését/metabolizmusat. A fermentacié soran Bacillus cereus esetén 4,76 mm
(hozzaadott gliikdz nélkiil) és 5 mm (hozzaadott gliik6z) volt a gatlasi zona értéke.
Hasonlo valtozas volt megfigyelheté Staphylococcus aureus esetén is, ahol a
fermentacio sordn 3,97 mm (hozzdadott gliikéz nélkiil) és 4,17 mm (hozzéadott
gliik6z) volt a gatlasi zona értéke.

Fermentalt mintak esetén Listeria monocytogenes torzsre is elvégeztem a
vizsgalatokat, ahol minimalis mértékben (5%) szintén ndtt a gatldsi zona atmérdje N1

= 0,008 g/L enzimes kezelés hatdsara 3,4 mm-re.
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