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Osszefoglalés

A kutatdmunka sordn nyolc probiotikus Lactobacillus torzs szaporoddsi tulajdonsdga, illetve azok hidrogén-
peroxid termelésének nyomonkévetése kerult meghatdrozdsra. Az igéretesnek tund  torzsek
termeldképességének fokozdsa a  kornyezeti  tényezdk  (torzsfenntartdshoz —alkalmazott — tdpkdzeg
megvalasztdsa, aerob szakaszban alkalmazandd hémérséklet optimaldsa, levegdztetés, valamint a szénhidrdt
elldtottsag) valtoztatasaval tortént. A L. crispatus LCRO1 torzs bizonyult a legjobb H,0, termeldnek fuggetlentl a
termeld szakaszban alkalmazott szénhidrat mindségétdl. A hidrogén-peroxid szintetizald képesség alapjdn ezt
a L. helveticus R-52, és a L. fermentum HA-179 tdrzsek kdvették. Az alkalmazott szubsztrdtumok koézul a maltdz
bizonyult a legjobb szénhidrdt forrasnak, tenyésztdkdzegként pedig a LAPTg. A kérnyezeti paramétereket
tekintve pedig a 37 °C és razatott kéralmény (250 perc™).

Kulesszavak: Lactobacillus, hidrogén-peroxid, optimalds
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Bevezetés

Az evollcid sordn évmilliok alatt az dllati és emberi
szervezetben milliGrdnyi mikroorganizmus telepedett
meg. Az emberi mikrobidlis kézosséget (dkoszisztémat)
a nagyszdmban egymdssal kapcsolatban 1évd és éld
mikroorganizmus hdaldézat strd populdcioja adja, amely
megtaldlhatd az orrban, szdjban, torokban,
vastagbélben, bdérén, hagycsdben és a vagindban
(Goldstein et al, 2015; Crucitti 2017). A Lactobacillus
nemzetség az egyik legjelentésebb és legnagyobb
fajszdmU nemzetsége a tejsavbaktériumoknak. Az
élelmiszerek, valamint az emberi és dllati szerveztek

adoédoéan starter és védd kultGraként is alkalmazhaté.
Bizonyitott, hogy egyes fajok probiotikus tulajdonsaggal
is birnak, ami jotékony hatdst fejt ki a humdn
szervezetre. llyen tdbbek koézdtt a  koleszterinszint
csdkkentése, gyomor-bél mikrobidtdinak egészségre
gyakorolt pozitiv hatdsa a hasmenés kezelése, az
allergia elleni rezisztencia kifejlesztése stb. (Crucitti,
2017). Szédmos  Lactobacillus  fajt  alkalmaznak
fermentdlasra, ami egyedi izt és aromdat kdlcséndz az
élelmiszernek, tovabbd tartositéiskor ezek a
tejsavbaktériumok olyan anyagokat  szintetizdlnak
(olkohol, CO,, szerves savak, antimikrobdas anyagok stb‘),
ami a romldst okozd mikrobdk, patogének ndvekedését
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gatolja (Kaewnoppara et al, 2013, Kovachev, 2017). A
szakirodalomban bdséges informdacid taldlhatd o
laktobacilluszok sav és bakteriocin termelésérdl, viszont
szUkdésebb az ismeret a hidrogén-peroxid szintézisukrd|,
noha oxigén jelenlétében a tejsavbaktériumok
hidrogén-peroxidot is szintetizalhatnak a flavoprotein-
oxiddz, ill. a nikotinamid-adenin-dinukleotid-peroxiddz
aktivitasuk dltal, és mivel kataldz negativak nem
képesek lebontani azt (zalan et al, 2005; Goldstein et al,
2015). A hidrogén-peroxid antimikrobds hatésa ol
ismert, ez a vegyulet citotoxikus, mivel reaktiv gydkoket
(hidroxil, szuperoxid) generdl, melyek erésen oxidativak.
A hidroxil szabadgyokdk képzése mellett a hidrogén-
peroxid a nydlkahdartya-szekrétumokban aktivalhatja a
laktoperoxiddz-rendszert, mely hatasdra hipotiocianat-
ionok keletkeznek, melyek a legjelentésebb koérokozd
baktériumok, virusok és gombdk ellen is hatdsosnak
bizonyultak (Denev, 2006). Ezért a kutatémunka célja
kUlbnb6z6  Lactobacillus  térzsek H,O, szintézisének
vizsgdlata, amelynek aktualitésa, hogy fontos élettani
szerepe lehet mind azon testlregekben, ahol az oxigén
jelenlétével és a potencidlis patogének
megtelepedésével szdmolhatunk.

Anyagok és modszerek

Alkalmazott mikroorganizmusok

A kutatdmunka sordn nyolc probiotikus Lactobacillus
torzs: Lactobacillus  crispatus  LCROl,  Lactobacillus
helveticus R-52, Lactobacillus fermentum HA-179,
Lactobacillus  reuteri HAI88, Lactobacillus salivarius
HAN8, Lactobacillus casei 01, Lactobacillus plantarum
299V, Lactobacillus acidophilus La5 hidrogén-peroxid
szintézis nyomonkdvetése tortént. A tdrzseket a
Probiotical, a Lallemand Health Solutions és a
Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
GyUjteménye (NCAIM, Budapest) biztositotta.

A baktériumok térzsfenntartasa

A laktobacilluszok tenyésztése 37 °C-on, 24 6rds
inkubdcios idé mellett LAPTg (pepton 15 g/l, tripton
10 g/l, glukéz 10 g/, élesztdkivonat 10 g/l, tween80 1 ml)
vagy MRS (pepton 10 g/, huskivonat 8 g/l, élesztékivonat
4 g/l, glukoéz 20 g/l, tweens80 1 ml, K,HPO, 2 g/l, Na-acetat
*3H,0 5 g/l, triammonium citrat 2 g/, MgSO,*7H,0
02 g/, MnSO,*4H,0 0,05 g/l) taplevesben tértént. A
fermentacio friss 24 6ras kémcsdtenyészettel 1 V[V %-
nyi mennyiséggel indult.

A laktobacilluszok elészelekciéja hidrogén-peroxid
szintézis kvalitativ kimutatasaval

Friss, 24 6rds tenyészetek szélesztése kulonbdzd
osszetételt (LAPTg, MRS) agarral kiegészitett szilard
tapkozegre. A tapkdzegekhez peroxiddz enzim mellett,
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kromogén reagensként  3,3)5,5-tetramethylbenzidin
(TMB)  szolgdlt, igy a zoldeskék  elszinezddés
detektdlhatova tette a H,O, termelést (Rabe & Hillier,
2002).

A hidrogén-peroxid termelés mennyiségi
meghatdrozasa (Villegas & Gilliland, 2006; Zalan et al,
2005 nyomadn)

A felszaporitott Lactobacillus torzseket tartalmazd 40 mi
tenyészleébdl a sejtek OsszegyUjtése centrifugdldssal
(10000 rpm, 4 °C, 10 perc) tortént. Ezt kovette a kinyert
biomassza kétszeri dtmosdsa 40-40 ml fiziologids
sooldattal, majd a sejtek felszuszpenddldsa 40 ml
vizsgdlati kdzegben.

Az alkalmazott vizsgdlati kdzegek: 05 M ndatrium-
foszfat puffer (pH=6,5) valamint 1(m/v)% szénhidratot
tartalmazd pufferolt kdzegek. A vizsgdlatokba bevont
szénhidratok:  glukdz, galaktdz, laktdz, maltdz  és
szacharoéz.

Az elédllitott sejtszuszpenzidkat kuldnbdzd kdrnyezeti
paraméterek koézodtt tartva folyaomatos mintavételezés
mellett meghatdrozdsra kerllt a szintetizalt hidrogén-
peroxid mennyisége.

A H,O, koncentracié meghatdrozdsa sordn haszndlt
peroxiddz enzimes modszer 1ényege, hogy peroxiddz
(POD) enzim katalizalja H,0,-rol az elektronok Gtvitelét a
kromogén 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid (ABTS) reagensre. A H,0, mennyiséggel
ardnyos abszorbancia érték 414 nm-en
spektrofotométerrel hatarozhaté meg (Chin és Cortes,
1982). Az abszorbancia értékek és a hidrogén-peroxid
mennyiségek kozotti  OsszeflUggést az  eldzetesen
felallitott kalibraciés egyenes meredekségébdl (1,4504)
Allapithatd meg:

HIO:I:E] (0 [Ab:zorbﬂnciﬂ[d-ld mn]] ! higités
ml 1.4504

Eredmények és értékelésuk

Az el6szelekcid sorén egyértelmlen kiderult, hogy a
vizsgailt torzsek hidrogén-peroxid termelését
befolyasolta a toérzsfenntartdsra alkalmazott tdpkdzeg
Osszetétele. Megdllapithatd, hogy a LAPTg tdapkdzeg

sokkal elénydsebb a hidrogén-peroxid termelés
szempontjapbdl, mint az MRS tdpkdzeg. Ennek
magyardzata feltételezhetéen az, hogy a LAPTg

feleannyi gltkozt tartalmaz, mint az MRS, ugyanakkor a
szerves nitrogén forrdsok koncentrdcioja jelentdsen
nagyobb és szervetlen sokat sem tartalmaz.

Az alkalmazott nyolc probiotikus Lactobacillus torzs
hidrogén-peroxid  kvalitativ  kimutatdsa kromogén
reagenst és peroxiddz enzimet tartalmazo LAPTg és MRS
szilard tdpkdzegen tortént. Az tdrzsek tenyésztése
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48 6ran at 37 °C-on anaerob koérdlmények kodzott zajlott,
majd levegdvel vald expozicid eredményeként kialakuld
z6ldes elszinezédés utalt a hidrogén-peroxid szintézisre.
Az igy kapott eredmény oz 1. tablazatban
osszefoglalva talalhato.

1. tablazat: Az alkalamzott Lactobacillus tdrzsek hidrogén-
peroxid szintézisének kvalitativ kimutatasa

i Tapkozegek
Lactobacillus torzsek [APTG MRS
L. casei 0l hg *
L. plantarurm 299V ek =
L. acidophilus Lab 5 =
L. fermentum HAI79 * =
L. helveticus R52 * =
L. reuteriHAIB8 * =
L. salivarius HANS = =
L. crispatus LCRO1 + i
+ ki thats a hidrogén-peroxid termalés; - nem datektslhaté hidrogén-peroxid tarmelés

A legintenzivebb szinelvdltozast add hidrogén-
peroxid termeld torzsnek (1. é@bra) a L fermentum
HA179, L helveticus R52 és L crispatus LCROI
mutatkoztak, ugyanakkor ezen toérzsek esetében nem
sikertlt  hidrogén-peroxid szintézist kimutatni MRS
téptalajon. Az igy kapott eredmények birtokdban, a
tovabbickban o LAPTg tdpkdzegben  eldnevelt
Lactobacillus  torzsek H,0, szintézisének részletes
vizsgdlataval folytatodott.

Az elbszelekciondl a legjobbnak itélt hidrogén-
peroxid termeld térzs — a Lactobacillus crispatus LCROI
— alkalmazdasaval kerllt a hidrogén-peroxid szintézis
optimdlis koérulményeinek meghatdrozdsra. A hidrogén-
peroxid szintézis szempontjabdl kedvezd hdémérséklet
o6sszehasonlitdsa 5 °C-on, amelyen e vegyulet bomldsa
visszaszorithatd, valamint a terdpids célt szem elbtt

1. abra: A kivalasztott Lactobacillus torzsek hidrogén-peroxid
szintézisének kimutatasa LAPTG (A) és MRS (B) tapkdzegeken
(1. L. fermentum HAI79, 2. L. helveticus R52,

3. L crispatus LCRO1)
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tartva 37 °C-on. Az oxigénelldtds szUkségessége allé és
rézatott kéralmények (250 perc™) alkalmazdasaval kertlt
felmérésre (2. abra).
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2. abra: A L. crispatus LCROI hidrogén-peroxid szintézise
kulénbozd kérnyezeti feltételek mellett pH=6,5 natrium-foszfat
pufferben (razatds fordulatszama: 250 perc™)
A:5°C,B:37°C

Megdllapithatd, hogy 5 °C-on kapott eredmények
még a 72 oOrds vizsgdlati iddtartamon belul s
elmaradtak a 37 °C-on mért maximdlis értéktél, amely
a vizsgdlat 24. o6rdjdban tapasztalhatd. Tovdbbd
megdllapithatd az is, hogy mig kezdetben a rdzatds
pozitiv hatdst gyakorolt a hidrogén-peroxid szintézisére,
addig 48 6rds inkubdlds sordn mar tapasztalhatd a
hidrogén-peroxid lebomldst fokozd hatasa. A fentiek
alapjan  a tovabbi kisérletek 37 °C-on, rdzatott
korulmények (250 perc™) bedllitésa mellett folytatodtak.

A kaldnbdzd szénhidratok — glukdz, galaktdz, laktdz,
maltdéz és szachardz - hatdsat vizsgdlva a hidrogén-
peroxid szintézisre megdllapithatd, hogy a hidrogén-
peroxid termeld torzsek szénhidrdtok jelenlétében
nagysagrendekkel  magasabb  termelési  szintet
mutattak a No-foszfat pufferben szintetizalt hidrogén-
peroxid mennyiségnél (3. abra). A L. crispatus LCROI
torzs bizonyult a legjobb hidrogén-peroxid termelének
fuggetlentl az alkalmazott szénhidrat mindségétdl.
Tovabbd a maltdz bizonyult a legjobb hidrogén-peroxid
szintézist tdmogatd szénhidrat-forrdsnak a szelektdlt
torzseknél. A L crispatus LCROl Adltal szintetizalt
mennyiségekhez — maltéz 162 pg/108 tke, szacharéz 132
ug/108 tke, laktéz 28 pg/l0® tke, glukdz 71 pg/l0® tke,
galaktéz 18 pg/108 tke és Na-foszfat puffer 3 ug/108 tke
jelenlétében — viszonyitva a L. helveticus R52 térzs dital
szintetizalt H,0, mennyiség tizennégy és negyvenegy

o w L. fermentum HA179

Maximalis H,0, mennyiség [ug/10°
)
o @ o
o o o

L. helveticus R52

® L. crispatus LCRO1
3. abra: A vizsgdilt Lactobacillus tdrzsek dltal szintetizdlt
maximadlis H,0, mennyiségek kaloénbézé szénhidratok
jelenlétében (37 °C, 250 perc™)
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szdzalék kozott valtozott. Az egyik legnagyobb eltérés a
szachardz esetén tapasztalhatd, hiszen csak 14%-a volt
a L crispatus LCROI dltal termelt mennyiségnek. A
L. fermentum HA179 térzs esetén még kisebb értékek
tapasztalhatéak, ami szachardz esetében csupdn 1,4%-
a, loktéz és galaktéz esetében 21 és 30%-a volt a
L crispatus LCROI dltal szintetizalt mennyiségeknek.

Kovetkeztetések, javaslatok

A Lactobacillus crispatus a ndi havely természetes
lakdja és az itt taldlhatd glikogén és bomids termékei
(maltéz,  glukéz)  szolgdlhatnak — szubsztratumként
metabolizmusdhoz. A Lactobacillus  helveticus a
sz@juregben taldlhatd, ahol a taplalékok elsddleges
lebontdsi termékei szolgdltatnak szubsztratumot e
baktérium faj szdmdra. A Lactobacillus fermentum a
kdbnnyen  hozzaférhetd  szénhidratokban — szegény
anaerob vastagbélben &éshonos, talédn ezzel
magyardzhatd gyengébb hidrogén-peroxid szintetizald
képessége.

Osszességében megdllapithatd, hogy a hatékony
hidrogén-peroxid szintézist elsddlegesen a tdrzsek
genetikai tulajdonsdgai  hatdarozzék meg, amelyekre
hatast  gyakorolhat az  &kologiai  kérnyezet is.
Ugyanakkor nagyon fontos tényezd a
szénhidratellatottsag is.

Gyakorlati alkalmazdas szempontjdbdl cél lehet a klor
kivaltdsa hidrogén-peroxiddal mind az élelmiszer-
feldolgozasban, mind a fertétlenitésben.

Koszénetnyilvanitas
A kutatdbmunka a KFI_16-1-2017-0077 és EFOP-3.6.3-VEKOP-16-
2017-00005 projektek anyagi tdmogatasdaval készult.

Study of hydrogen peroxide synthesis of probiotic Lactobacillus strains

Kilin A., Urban 1., Rezessyné Szabé J., Klosz K, Nguyen D.Q.

Abstract

During the research work, the reproductive properties of eight probiotic Lactobacillus strains were determined,
and their of their hydrogen peroxide production was monitores. The productivity of promising strains was
increased by changing the environmental factors (choice of nutrient medium used for strain maintenance,
optimisation of the temperature used in the aerobic phase, aeration, and carbohydrate supply). The strain L.
crispatus LCROI proved to be the best H,0, producer regardless of the quality of the carbohydrate used in the
production stage. Based on the ability to synthesize hydrogen peroxide, this was followed by L. helveticus R-52
and L. fermentum HA-179strains. Among the substrates used, maltose proved to be the best carbohydrate
source, and LAPTg was the culture medium. In terms of environmental parameters, the condition is 37 °C and

shaken (250 min™).

Keywords: Lactobacillus, hydrogen peroxide, optimisation
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