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Osszefoglalés

A probiotikumok védelmi funkcidkat toltenek be a szervezetben. Elsédleges feladatuk a kdros anyagokkal
szembeni védelem. Az egyik legjelentésebb probiotikumot termeld mikroorganizmus a tejsavbaktérium. A
fermentdlt élelmiszerek iz anyagban gazdagabbak, eltarthatobbak és biztonsdgosabbak is. A joghurtok olyan
erjesztett tejtermékek, amelyek Streptococcus thermophilus-t és Lactobacillus bulgaricus-t is tartalmaznak.
Rendszeres fogyasztdsuk az immunrendszer szadmdra elényds. Kutatdsunkban 15 kuldénbdzd probiotikus
aktivitdsu Lactobacillus bulgaricus tdrzs szaporoddsat kdvettlk nyomon fiziko-kémiai tulajdonsagok alapjan. A
kisérletet megelézéen kalibracios tesztet végeztink a harom csoportbdl kivalasztott egy-egy mintaval. A
kisérlet sordn sovany tejporbdl készult tejkészitményben aktivalt tdrzsekbdl beoltott, frissen készitett
tejkészitményeket 11 6ran &t 37 °C-on tartva meghatdroztuk a pH-t, a sejtszdmot és a mintdk viszkozitasat. Az
eredmeények kiértékelésekor a pH goérbék inflexids pontjat, a 4 és 11 6randl meghatdrozott pH, sejtszim és
viszkozitas értékeket, valamint az pH gérbe inflexios pont elérésének idépontjGban mért értékeket vizsgaltam.

A vizsgdlt 15 minta 4 és 11 6randl, valamint az inflexids pontban vett pH értékeinél nem taldaltunk szignifikans
kaldbnbséget az eltérd probiotikus aktivitdst mutatd csoportok kdzott, atlaguk és szorasuk megkodzelitdleg azonos
volt. A szaporoddst vizsgdlva a probiotikus mintak atlagos telepszédma volt a legmagasabb, de szignifikdnsan
nem kuléndlt el a masik két csoporttdl. A probiotikus tdrzsek viszkozitdsa 4 és 11 6rdndl dtlagban harmada a
masik két csoport értékeinek, emellett szignifikdnsan elklénal téluk. A pH gdrbe inflexids pontjanak
idépontjdban meghatdrozott viszkozitds-értékeket nézve a nem probiotikus térzseké volt a legmagasabb, a
legkisebb a probiotikus torzseké, emellett utdbbiak szignifikdnsan elkulonUitek a tobbitdl. Osszességében
elmondhatd, hogy a viszkozitas, mint fizikai paraméter alkalmas lehet a ktlénb6z6 probiotikus aktivitdst mutatd
térzsek elkulonitésére.

Kulesszavak: probiotikum, Lactobacillus bulgaricus, fiziko-kémiai tulajdonsdgok, ndvekedés
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Bevezetés

A probiotikumok olyan mikroorganizmusok, amelyek
védelmi funkcidkat toltenek be a szervezetben, féleg a

bélben. Olyan mikrobiotat alkotnak, amelyekben
emésztést segitdé enzimek taldlhatdéak. Elsédleges
feladatuk  kulénbodzd  karos  anyagokkal  szembeni

védelem. A probiotikus baktériumoknal kimutattak, hogy
hatdsuk van a tdlérzékenységi reakciokra agy, hogy
stimuldaljak az immunrendszer ingerkuszobét.
Kutatdsokban arra a koévetkeztetésre jutottak, hogy
egyes betegségek pl. ételallergia, bélgyulladds
kezelhetdk probiotikumok alkalmazasaval (Isolauri et al,
2001).

A tejsavbaktériumok gram-pozitiv, spordt nem képzé

baktériumok, amelyek pdlcdk vagy  kokkuszok
formdjaban jelenhetnek meg. Ezek a
mikroorganizmmusok  aerob  tolerdns  anaerobok,

mukoddésikhdz nem szukséges oxigén, de jelenlétében
is aktivak maradnak. A szénhidrdtokat, elsésorban a
glukézt és a laktozt tejsavva bontjdk. Ennek jelentds
szerepe van, ugyanis a keletkezett tejsav a kérnyezete
pH-jat a savas tartomanyba tolja el, ezzel meggatolva
a koérokozok jelenlétét (Cubas-Cano et al, 2017). A
tejsavasan  erjesztett  élelmiszerek  alapanyaga
ktlonbdzd élelmiszer csoportbdl szarmazhat, mint pl. tej,
has és zoldségek. Fermentdcié sordn ezekbdl oz
alapanyagokbdl egyedi késztermékek készithetdek el
amelyek iz anyagban gazdagabbak, eltarthatdbbak és
biztonsagosabbak is. (Es, et al, 2017)

A joghurtok olyan erjesztett tejtermékek, amelyek
Streptococcus thermophilus-t ~ és  Lactobacillus
bulgaricus-t is tartalmaznak. Pu et al. (2017)
vizsgalatukban Nyugat-Kina teruletérdl valasztottak ki
45 évnél idésebb nbéket és férfiakat. A kisérletben
résztvevoket két csoportba osztottdk, az egyiknek
probiotikumot tartalmazé joghurtokat adtak, mig o
madsik volt a kontroll csoport, akik nem kaptdk ezt a
terméket. Kdzben vérvizsgdlattal kévették nyomon a
folyamatot. A végeredmény igazolta a probiotikumok
kedvezd tulajdonsagdt. Az emberek, akik, fogyasztottak
a joghurtot, mérhetden jobb immunszintet értek el.

Mdasik fontos paraméter a kémhatds volt. Szdmos
kisérletet végeztek Minto et al. (2014), hogy miként
befolydsolja a reakcidk végbemenetelét a pH valtozdsa.
A puffer képességek befoly@soljgk o kémhatdst,
azonban a kivalasztott tenyészet nincs rd nagy
hatdassal.

Eredményeik alapjan a joghurt taroldsa sordn mért
adatokbdl Iathatova valt a pH szignifikdns csdkkenése.
A tejsavbaktériumok a tejben 1évd szénhidratokat pl.
glukoézt, laktozt tejsavva alakitja, ezért id6 elteltével pH-
ja csokkeni fog. Ez megakaddlyozza mds esetleg karos
fajok elszaporoddsdt. A j6 minéségl joghurtban 11 az
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arénya a kokkuszoknak és s palcaknak.

KUlonbdzd hatdsok és paraméterek befolydsoljdk az
anyagok szerkezeti jellemzdit. Figura (2007) kényvében
a reologidt vizsgdlta, azaz az anyagokat és azok
valtozasait valamilyen erd hatdsara. Az aramlds egy

folyamatos deformdcié, ami az id6é mualasaval
jellemezhetd. Ebbdl arra lehet koévetkeztetni, hogy
minden anyag folyékonnyd tehetd. Az dllandd

nyiréfeszultség hatdsara aramidsok keletkeznek. Ez o
jelenség egy viszkézus viselkedés. A viszkozitds mads
néven belsé sUrlddds egy folyadék vagy gdz belsd
ellendlldsdnak mértéke. Szdmos tanulmany foglalkozik
a probiotikus joghurtok viszkozitdsdval, azonban azok
z6mmel kész joghurtok tdrolds alatti viselkedését
vizsgdljak (Costa et al, 2015; Mousavi et al, 2019).

Jelen kisérletink célja egyrészt a kuldnbozd
probiotikus aktivitdst mutatd tdérzsek ndvekedésének
nyomon kovetése volt a sejtszdm és pH mérése
alapjan. Célunk volt tovabbd megvizsgdini, hogy a
viszkozitéissal, mint fizikai parameéterrel
megkulonboztethetdk-e egymastol az eltérd
probiotikussagl térzsek az alvadds folyaman.

Anyagok és modszerek

A Kkisérlet sorén 15  Lactobacillus  bulgaricus
baktériumtdrzset vizsgdltunk, melyek a probiotikus
aktivitdsuk alapjan 3 csoportba sorolhatdk: probiotikus,
mérsékleten probiotikus €s nem probiotikus.

A Kisérletet megeldzd kalibrécids mérés sordn, a
hdrom csoportbdl kivalasztott, 1-1 térzzsel kalibracios
mérést végeztunk, amelyhez az 1. tablazatban, o
csillaggal jeldlt mintdkat haszndltuk fel. A vizsgdlathoz
mikrobiologiailag  tiszta, sovany tejporbdl 3,5%-0s
fehérjetartalmG kikevert tejet készitettlnk sterilizalt
desztillalt viz hozzdaddsaval. 10 mg fagyasztva szdritott
baktériumot  kevert  tejjel 10 ml-re  felontve,
torzsszuszpenzidt készitettunk. A baktériumok
felélesztése érdekében a tdrzsszuszpenzidt 37 °C-on
24 6ragn  at  inkubdltuk, majd  Breed-festéssel
meghatdrozott kezdeti sejtszém alapjan az elkészitett
tejet oltottuk be ezzel az aktivalt baktérium-
szuszpenziéval, hogy a kezdeti sejtszam 10%/100 ml tej
legyen.

1. tablazat: A kisérlet sordn felnaszndlt Lactobacillus
bulgaricus baktériumtdrzsek

Loctobacillus bulgancus boktériumtorzsek

Probiotikus Mérsékleten probiotikus nem probiotikus

R1, 86, 510, 511, 522 51,57, 58, 59, Y12, 528* 52,53%, 54,529, 530
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A kalibracidé sordn a beoltast kdvetden a sejtszimot
11 6radn &t minden érdban meghatdroztuk a 37 °C-on
inkubdilt szuszpenzidbdl, hdrom pdrhuzamos méréssel,
MRS agarral rétegzett lemezdntési modszerrel. A
lemezdntéshez tizszeres higitdsokat készitettink hat
lépésben peptonos higitdfolyadék segitségével, és a
lemezeket inkubdatorba helyeztuk 72 orara 37 °C-on. A 15
mintabdl allé  kisérlethez is a torzs-szuszpenziodkkal
oltottuk be a tejporbdl készitett tejeket a kulonbdzd
vizsgdlatokhoz. A beoltott tej-szuszpenzid sejtszadmat
hdrom kivélasztott idépontban, 0, 4. és 1. ordban
hatdroztuk meg hdarom pdrhuzamos méréssel MRS
agarral rétegzett lemezéntési modszerrel. Ezt kdvetden
a Petri-csészéket 37 °C-on 72 ordat inkubdltuk. A
kalibracio és a kisérlet sordn a telepeket leszdmoltuk, és
korrigdltuk az eredeti joghurt-szuszpenzié higitasaval. A
kdnnyebb osszehasonlitas érdekében relativ
telepszdmot hatdroztunk meg 4. s 11. 6randl:

atlagos telepszam 1 ml szuszpenzidban 4 v. 11 érandl
relativ telepszém =
atlagos kezdeti telepszém 1 ml szuszpenzidban

A baktériumok aktivaladsa utdn és a fent emlitett
harom idépontban (0, 4. és 1. 6ra) Breed-festéssel,
fénymikroszképpal 100x nagyitads mellett, immerzids olaj
segitségével is végeztunk sejtsz&dm meghatdrozdast.

A joghurt-szuszpenzid beoltdsat kdvetden rogzitettuk
a pH valtozdsat 20 ordn at 37 °C-on. Egy Mettler Toledo
Seven Multi pH méré (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
segitségével a 4 percenként felvett értékekbdl
mintanként 300 adatot gyujtéttink. Meghatdroztuk a pH
gorbék inflexios pontjat Torrestiana és mtsai (1994)
cikke alapjan az aldbbi 6sszeflggés segitségével:

pH:f.'rl—Dw(l+I:%)E)+D

A pH gorbe inflexiés pontjanak pH és idd értékét is
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RotoViscol (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)
rotacids viszkoziméter segitségével mértik a joghurt-
szuszpenzié viszkozitdsat DInl0 Ti mérdfejjel, 2 1/s nyirasi
sebesség mellett 37 °C-on 11 6rdn at. A mért viszkozitds
értékek kézUul a 4. éraban, 1. éraban, a pH gorbe inflexios
pontjdban mért értékeket, valamint a maximalis
viszkozitas értéket haszndltuk fel. Az adatok kiértékelését
SPSS 25.0 szoftverrel, Microsoft Excel 2013 program
segitségével, valamint MS Excel Solver bdvitménye
felhaszndldsaval végeztuk.

Eredmények és értékelésuk
A kalibracios mintak eredmeényei alapjén

megdllapitottuk (1. é@bra), hogy a nem probiotikus
minta szaporodott el a legnagyobb mértékben, elérve a

1¥10° sejt/ml nagysagrendet. Ezzel szemben a
mérsékelten probiotikus és nem probiotikus mintdk
csupdn  5%107 - 9*107 sejt/ml  nagysagrendig
szaporodtak el.
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1. @bra: A kalibraciés baktérium-mintdk telepszamai

A 15 mintaval végzett kisérlet eredményeibdl a 4. és
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2. abra: A mikrobatorzsek relativ telepszdma 4 és 11 6randil
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2. abra szemlélteti. Lathatd, hogy négy ordndl a
probiotikus torzsek telepszadmai noéttek a
legcsekélyebben, de a kezdeti telepszdmhoz képest
jelentds eltérések vannak. Az Sl1-nél kiugréban magas az
érték a tobbihez képest, ez fejlédott a legjobban.
Legkevésbé az S10 és az S22. A mérsékleten probiotikus
csoportndl elmondhatd, hogy az Y12 folyamatosan
gyarapodott telepekben egészen a kisérlet végéig.
Kozepes értékekkel fejlédott az S8. Az S9 a kezdeti
sejtszdmhoz képest. Ugyanezek elmondhatdak az Si-re
is, de a kiértékelés végére jelentdsebb telepszam
novekedést lehetett tapasztalni. Elmondhatd, hogy az
Y12 az eredi dllapotdhoz képest vdltozott a legtdbbet. A
nem probiotikus torzsek telepképzései az eredeti
dllapothoz mérten heterogének. Az S4-nél a kezdeti
Allapot volt a legkedvezébb, mig az S3-ndl és az S2-nél
kellett egy kis id6 eltelien mire a telepképzddés
jelentésebb lett volna. Ezzel szemben, az S30 lassabban,
de egyenletesebben képezte a telepeket.
Osszességében elmondhatd, hogy a nem probiotikus
csoport mintdinak szaporoddsa volt a legintenzivebb,
mig a leglassabb Utemben a mérsékleten probiotikus

torzsek  telepszima  noétt.  Emellett  mindhdrom
csoportban nagy o mintdk kozodtti  szérds,  és
mindhdrom  csoportban egy-egy minta  kiugro
gyorsasaggal szaporodik.

A 4 és N ordndl meghatdrozott sejtszdmok
eredményei  alapjdn a lemezodntéssel  végzett

telepszadmldlas megbizhatdbbnak bizonyult a Breed-
festéshez képest. A hdarom pdrhuzamos lemezdntés
telepszdma alapjan o probiotikus mintdk d&tlagos
telepszdma volt a legmagasabb, de szignifikdnsan nem
kalénult el a masik két csoporttdl, de mindhdarom
csoport elérte dtlagosan a 108 mi-enkénti telepszdmot.
A szuszpenziok pH értékeit dsszehasonlitottuk, és a 3.
abran ennek eredménye lathatd, de csak a sejt- és
telepszdmidldassal azonos idétartamig, 11 ordig. 11 ora
végére a legjobban az S8 savanyitott, szinte
megegyezett az S3 értékével. Utdna egyértelmuien az Sl
kovetkezett egy kissé nagyobb pH értékkel. Nagyon
érdekesen alakult az Y12 is. A kezdeti 6rakban alig indult
el a savanyitds, majd a 7. ordat kdvetden erdteljes pH

- R1 6 10 s11 s22
- -59
~ . -529

----58
----54

— Y12
—S30

7,0 -
6,5
6,0 -
55 4

T

o
50 4

45 4

4,0 4

3,5

o 1 2 3 4 s 6 7 8 95 1 u
1d6, 6ra
3. abra: A vizsgdlt 15 mikrobatorzs pH gorbéi 11 éra alatt (sarga
- probiotikus, lila — mérsékleten probiotikus, kék — nem
probiotikus)
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csokkenés tortént. Eimondhatd, hogy a mérés felénél
kisebb lett az Y12 a pH értéke, mint az Sl1I, ami elébb érte
el a kivan savanyitdsi tendencidkat.

A kovetkezd diagramokon (4. @bra) a 4 és 1 6rdas
csoportatlagok lathatdéak a csoporton bellli szérassal 4
&s a1l ords pH értékekre nézve. Nem lathato szignifikdns
kGldnbség a csoportok kozdtt egyik esetben sem, de
némileg csoékkentette a szérdst a kalibracios mintdk pH
értéke mindhdrom csoportndl.
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s I s 1
o £
S
S 6 56
= <
-4 5
g° g
5 £
o 4 s a4
I T
a3 a3
probiotikus mérsékelt nem probiotikus  mérsékelt nem
probiotikus ibracioval Kalibracioval probioti
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S c
Bk £
I
5 6 56
= -
S5 - 5
]
.14 g’ ] 4@
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Q. probiotikus  mérsékelt nem Q probiotikus mérsékelt nem
probiotikus kalibracival  kalibréciéval  probiotikus
Torzsek Torzsek  kalibracioval

4. abra: A kUl6nbdzd probiotikus képességu csoportatlagok
4 6ras pH értéke (A), kalibracioval (B), 11 6rés pH értéke (C),
kalibracioval (D)

A Tl érads pH értékek esetében (4/C-D. abra) a
kalibraciés mintdk megnoévelték a pH értékeket, de a
szorast ezzel szemben javitottdk. Emellett elmondhatd,
hogy a nem probiotikus csoport mutatta a legnagyobb
szordst 4 és 11 6randl fuggetlenul a kalibracios mintaktol.
Szignifikans kulénbségrdl itt sem beszélhetlnk, amit az
SPSS is megerdsitett.

A pH gorbék inflexids pontjdban meghatdrozott pH
érték és az inflexids ponthoz tartozd  iddk
osszehasonlitGsakor megdllapitottuk, hogy a kalibrécios
mintak érdemben nem valtoztattak az eredményeken,
igy az 5. @bran a kalibrécioés mintdk nélkuli eredmények
IGthatoak.

A 15 mintaval végzett kisérlet eredményeibdl a 4 és 1
ordndl, az inflexios pontban mért pH értékeket, valamint
az inflexids ponthoz tartozd iddket &sszevetve nem
talaltunk szignifikdns kualdnbséget az eltérd probiotikus
aktivitdst mutatd csoportok kézott, atlaguk és szordsuk
megkdzelitdleg azonos volt.

o

E)
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5
@

wu o
» n

PH gorbék inflexids pontja
4l
w
pH gorbék inflexids
pontjanak ideje, h
£l v N 0 W
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N~

probiotikus  mérsékelt nem
probiotikus

probiotikus  mérsékelt nem
probiotikus

5. abra: A pH gorbék inflexios pontjaban a pH értékek (A) és a
hozzé tartozé idék (B)
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A latszolagos viszkozitds mérésekor a kisérlet 15
mint&jandl tapasztalhatd volt egy csucs a latszolagos
viszkozit@s értékekben, dm ezeknek nagysdga, valamint
idoébeli megjelenése eltérd volt. A 6. abra a kulénbozé
probiotikussagu csoportokbdl a leglatvanyosabbakat
szemlélteti. Lathatd, hogy a mérsékleten probiotikus
minta maximdlis viszkozitds értéke a legnagyobb.

1400 - L
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\(©
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E 800 -
> 600 -
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)
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6. abra: Kuldnbozd probiotikussdgd mintdk viszkozitdsanak
alakulasa az idé mualasaval

A kalibréciés meérések telepszémainak alakuldsa
alapjén  kivalasztott  idépontokban  meghatdrozott
viszkozitds értékek alapjan megdllapitottuk, hogy a
probiotikus térzsek viszkozitdsa 4 és 11 éranal dtlagban
harmada a masik két csoport értékeinek. Tovabbd
szignifikinsan elkdlénul  a  probiotikus csoport  a
mérsékelten  probiotikus  és  nem  probiotikus
csoportoktdl. A mérsékleten probiotikus és  nem
probiotikus térzsek datlagos viszkozitsa nem mutat
szignifik&ins kulénbséget egyik kivalasztott pillanatban
sem.

A pH goérbe inflexids pontjdnak idépontjaban
meghatdrozott  viszkozitds-értékeket  megvizsgalva
elmondhat6, hogy a nem probiotikus térzseké volt a
legmagasabb, a legkisebb a probiotikus torzseké,
emellett utébbiak szignifikdnsan elkilonultek a tébbitdl
(7. @bra).
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7. abra: Latszolagos viszkozitdis értékek 4. és 11. éraban,
valamint a pH mérés inflexios pontjaban

A latszélagos viszkozitds maximdlis értéke esetében
(8. @bra) a csoportatlagokat —&sszehasonlitva
(8.A abra) nem lathato szignifikéns kuldnbség, és a
csoportokon bellli szords is magasnak bizonyult. A
moximdlis  viszkozitds megjelenésének idSpontjait
vizsgalva (8.B d@bra) szintén nincs  szignifikdns
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kilbnbség, azonban lI&thatd, hogy a csoportdtlagok
szerint leghamarabb a nem probiotikus mintdkndl, mig
legkésdébb a probiotikus mintdkndl jelentkezik a
viszkozitds csUcs.
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8. abra: A baktériumtorzsek maximdlis viszkozitds értékeinek
csoportatlaga (A) és megjelenési ideje (B)

Kovetkeztetések, javaslatok

A kisérlet sordn 15, eltéré probiotikus aktivitdst mutatd
Lactobacillus bulgaricus térzset vizsgdltunk 11 6rdn
keresztll. A pH vdltozdsa, a sejtszdm-ndvekedése és a
viszkozités valtozasa alapjan kuldnbségek lathatéak a
torzsek kozott. A viszkozitGsban az idé mualasaval a
joghurttd alakulds folyamdn egy kiugré csdcs, mint
maximdlis  érték jelentkezett. Emellett a sejtszdm
valtozGsa és a pH goérbe alapjdn meghatdrozott
idépontok, Gagy, mint 4 6ra, 1 ora és inflexids pont
idépontjaban |évé viszkozitds értékek segitségével a
probiotikus térzsek csoportja szignifiknsan elklléndlt a
mérsékelt- és nem  probiotikus  csoportoktdl.
Osszességében elmondhatd, hogy a viszkozitds, mint
fizikai paraméter alkalmas lehet a kulonbdzd
probiotikus aktivitdst mutatd térzsek elkulonitésére.
Javasoljuk  a  kisérletek megismétlését és a
baktériumtdérzsek meghatdrozott ardnyl szimbiotikus
tenyészetének vizsgdlatat, mivel a joghurtokban
tobbféle tejsavbaktérium (Streptococcus thermophilus
és Lactobacillus bulgaricus) van jelen egy idében.
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Monitoring the growth of Lactobacillus bulgaricus strains with different
probiotic activity using physicochemical properties

Kaszab T., Boda B., Pomazi A., Mohécsiné Farkas Cs.
Abstract

The primary task of probiotics is protection against harmful substances. The most important probiotic-
producing microorganisms are lactic acid bacteria. Fermented foods are richer in flavour, more shelf-stable,
and safer. Yogurts are fermented milk products that contain both Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus bulgaricus. Their regular consumption is beneficial for the immune system. In our research, we
monitored the growth of 15 strains of Lactobacillus bulgaricus with different probiotic activities based on
physico- chemical properties. Before the experiment, a calibration test was performed with one sample
selected from each group. During the experiment, the pH, cell count, and viscosity were determined from
freshly prepared milk products inoculated with activated strains kept for 11 hours at 37 °C. The inflection point
of pH curves, pH, cell count, and viscosity values were determined at 4 and 11 hours, and at the inflection point
of the pH curve.

No significant differences for the 15 strains were found at either sampling time. The average number of
colonies of the probiotic samples was the highest, but it was not significantly different from the other two
groups. The viscosity of the probiotic strains at 4 and 11 hours was on average a third of the values of the other
two groups, with significance. Looking at the viscosity values determined at the time of the inflection point of
the pH curve, the non- probiotic strains had the highest and the probiotic strains had significantly the lowest
value. Overall, it can be said that viscosity as a physical parameter can be suitable for separating strains
showing different probiotic activities.

Keywords: amino acid, protein hydrolysis, chromatography, derivatisation




