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Osszefoglalés

Napjainkban szdmos inger ér minket életink minden teruletén, melyek mind hatassal vannak dontéseinkre,
beleértve az élelmiszervdlaszt is. A dontéshozatal sordn a szemmozgds szémos informdaciot nydjt, melyek
segitségével megismerhetd a dodntéshozatali folyamat és ennek megfelelbéen példdul a gyartdk kitudjdk
alakitani az idedlis csomagoldst vagy a kiskereskedelmi egységekben megfelelbéen tudjdk kialakitani a
polcképet. A termékvalasztds egy meghatdrozd 1épés a vasarlds sordn, igy ennek vizsgdlata fontos és
informativ.

A mérésunk sordn 61 résztvevd szemmozgdsdat kovettlk egy statikus szemkamera segitségével. A mérés
sorén a résztvevdknek egy 4 alternativas kotelezd valasztasos (4AFC) képsorozatot mutattunk be, a képek négy
ktlénbdzé izU tablas Milka csokolddét tartalmaztak. A résztvevok feladat az volt, hogy kivalasszak az daltaluk
leginkdbb kedvelt terméket. A termékvalasztas sordn a kévetkezd paramétereket mértik: fixaciok és Iatogatdsok
szdma, valamint azok hossza, illetve az elsé fixacidig eltelt idétartamot és az elsé fixaciod hosszat. Az eredmények
értékelése sordn megdllapitottuk, hogy a termékalternativinak szignifikns hatdsa van a szemmozgds
paraméterekre. A résztvevék szignifikdnsan nem néztek tdbbet a kivalasztott termékre, vagyis az egyik résztvevd
nem néz tébbet az dltala kivalasztott termékre, mint a masik résztvevd az ¢ dltala valasztott termékre. A
résztvevdk az dltaluk kivalasztott termékre szignifikdnsan tébbet néznek.

Az eredmények alapjan megdllapithatd, hogy a termékmintdk nem befolydsoltdk o szemmozgdsi
paramétereket az elsé fixacidig eltelt idétartam kivételével. Ezt a kivételt a képek elhelyezkedésével
magyardzhatd, ugyanis az olvasds miatt az emberek tébbsége a bal felsd sarokbdl indul, majd az édramutatd
jarasaval azonos irdnyban halad tovabb. Az eredmények alapjdn az is elmondhatd, hogy a valasztott termékre
tényleg nagyobb vizudlis figyelem érkezett, mind a latogatdsok és fixaciok esetén, viszont az elsé fixacidig eltelt
id6 és az elsd fixGcid hossza nem befolydsolta a doéntést. Vagyis a résztvevék nem minden esetben azt a
terméket valasztottdk, amit elészor megpillantottak. A szemmozgdsi paraméterek és a vdlasztdsok kdzotti
interakciokat megvizsgdlva az dllapithaté meg, hogy a legnagyobb vizudlis figyelmet a mdina izesitést Milka
csokoladé kapta, mar a legelsd latogatas alkalmaval is. A legkisebb vizudlis figyelmet az eper izesitésu Milka
csokoladé kapta, mind a ldtogatasok, mind a fixdcidk szempontjabol.

Kulesszavak: szemmozgds, szemkamera, élelmiszer-vdlasztas, Tobii
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Elelmiszer-valasztas elérejelzése szemmozgds alapjan

Bevezetés

Manapsdg észre sem vesszUk, hogy szdmos tényezd
befolydsolja az élelmiszervdlasztdssal kapcsolatos
dontéseinket. A pillantdsunkat akkor ragadja meg
valami, ha az nagyon kirivd és vonzza a tekintetet. Ez
dltaldban a két szélsé véglet fenndlldsakor kévetkezik
be: ha nagyon szépnek vagy nagyon taszitdnak,
csunydnak talalunk valamit. A gydartdk szeretnék elérni,
hogy a vasarlok az & terméklket vdalasszdk és ezért
mindent meg is tesznek. Sok esetben nem a termék
belsé tartalma miatt vesszik meg azt, hanem a
csomagolds, a termék polcon vald elhelyezése vagy a
rekldmok miatt.

A szemkamera mar régota ismert és haszndlt eszkoz
az egyének vizudlis figyelmének tanuimdnyozdsara.
Segitségével nyomon tudjuk koévetni a résztvevék
szemmozgdsat: hova és mennyi ideig néz, hova nézett
elészor és mennyi ideig nézte az adott terméket.

Az érzékszerveink azok, amik 6sszekdtnek bennunket
a  kérnyezetunkkel. S szemUnk a legfontosabb
érzékszervink, hiszen a  kdrnyezetunkbdl  érkezd
informd&cidok mintegy 80%-a rajta  keresztdl jut az
agyunkba. A latas fontossagat az is aldtdmasztja, hogy
az agyunk térfogatdnak egynegyedét a vizudlis
képfeldolgozas és integrdcid foglalja el. Mivel nagyobb
terUletet foglal el az agyban a vizudlis feldolgozds, igy
tébbet is tudunk a latésrédl, mint o  tobbi
érzékszervunkrdl (Zurawicki, 2010).

Ahogy a kutatok egyre mélyebben megértik oz
emberi érzékszervek mukoddését, a marke-tingeseknek
egyre nagyobb rdlatdsuk lesz, hogy a fogyasztok
hogyan reagdlnak a kulénbozd érzetekre (Zurawicki,
2010). Koéztudott, hogy egy terméket észre kell venni a
polcon ahhoz, hogy esélye legyen bekerllni a
bevdasarlokosarba. Koévetkeztetésképpen, egyre
nagyobb a keres-kedelmi érdekl6édés a vizudlis
figyelemnek a fogyasztéi vdlasztdsban  betodltott
szerepe irant (van der Laan et al, 2015). Mivel a vizudlis
figyelem  szimos  kontextusban  szikséges d
kivGlasztdshoz, a kivalasztds &sszetett folyamatdnak
megfejtéséhez meg kell érteni, mi vonzza a vizudlis
figyelmet, mi tartja fenn és hogyan befolydsoljak ezek a
tényezék a kivalasztast. Ez a probléma kihivast jelent,
mivel a folyamat sz&dmos tényezét érint - az alacsony
szintd vizudlis tényezoktdl, mint példdul a vizudlis
kiemeltség és az elemek pozicidjao, a magas szintl
szemantikai tényezékig, mint példaul a felhaszndld
érdeklédése vagy preferenciai a kuldnbdzd elemekkel
kapcsolatban (Navalpakkam et al, 2012).

Jovancevic-Misic és Hayhoe (2009) egy természetes
kornyezetben végzett szemmozgds-vizsgdlatban
kimutattdk, hogy a résztvevék megtanulnak figyelni a
kérnyezet fontos eseményeire és hogy a fixalas
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valdszinlsége, valamint az egyes fixdciok idétartama
nd, mig az inger elsd fixdldsdhoz szukséges idd csdkken
a fontos események esetében, ahogy a résztvevdk
egyre tapasztaltabbd valnak a feladatban. A tanulds
egy masik perspektivaja a szakértelem figyelemre
gyakorolt hatdsain keresztul valésul meg. A vizualizaciok
megeértésére gyakorolt szakeértoi hat&sokkall
kapcsolatos vizsgdlatok azt mutatjak, hogy a szakérték
rovidebb ideig fixadlnak, tébb fixacidot végeznek o
relevans teruletekre és kevesebbet fixalnak az irrelevans
tertletekre (Orquin et al, 2016).

Krajbich és munkatérsai (2010) kutatésa szerint a
fixacio befolydsolja a résztvevok végsd dontését és ez a
valasztds torzitds@hoz vezet. A kutatdsi modellik azt is
kimutatja, hogy a kulturélis normak (példaul a balrdl
jobbra olvasas) hogyan Iéphetnek kolcsénhatéasba az
6sszehasonlitd folyamatokkal, hogy kulturdlis dontési
torzuldsokat eredményezzenek. Ezek a torzitGsok
segitenek megmagyardzni példdul azt, hogy miért
értékesebb a polcon és a szamitdbgép képernysdjén
balra fent 1évd terdlet, mint mds pozicidk. Tovabbd az
ide kapcsolodd tanulmdanyok kimutattdk, hogy a relativ
fixacios idétartamok exogén manipuldlasdval torzitani
lehet a vdlasztasokat. Az utolsé megdllapitds pedig,
hogy valdszinlleg az lesz a preferdlt termék, amire az
utolso fixacio esik.

Jelen kutatds célja, hogy meghatdarozzuk a valasztds
miként befolydsolja a szemmozgdsi paramétereket,
vagyis a fixdcidok és latogatdsok hosszdt  és
mennyiségét, lletve az els¢ fixacidé hosszat és
mennyiségét, valamint, hogy ezen adatok tudatdban
miként lehet megjosolni az alany valasztasat.

Anyagok és modszerek

A mérés a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
hallgatoéi részvételével készult. Osszesen 61 fé (37 ng,
24 férfi) vett részt a kutatasban, akik tobbségében 20 és
23 év kozottiek voltak. A résztvevék mindegyike a
csokolddé termék-kategoridba tartozd termékeket
IGttak a szamitdgép monitorjan, ezen belll is a Milka
marka egyes termékei koézUl kellett vdalasztaniuk. A
méréshez a Tobii Pro X2-60 (Tobii Pro AB, Danderyd,
Svédorszag) szemkamerat és a Tobii Pro Lab v.1171 (Tobii
Pro AB, Danderyd, Svédorszdg) szoftvert haszndltuk. A
szemkamerdt a szdmitdgép monitorjdhoz rogzitettlk,
amely a résztvevok szemétdl korulbelll 60 cm
tavolsagra helyezkedett el. A mérés fontos aspektusa
volt, hogy nyugodt csendes koérulmények kozodtt
végezzUk, melyhez az egyetem egyik kisebb méretl
(18 m2) tantermét hasznaltuk.

A mérés egy 9 pontos kalibracioval kezdédott,
melynek sordn egy kort kellett a résztvevéknek o
szemukkel végig kévetni Ugy, hogy koézben a fejuket
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nem mozgathattdk. A sikeres kalibraciot kdvetden a
monitoron az elézetesen dsszerakott képsort (timeline-
t) prezentdltuk. A legelsd dian egy tdjékoztatd szdéveget
IGthattak a résztvevdk, mely informdlta dket a mérés
menetérél. Ezt koévetéen egy gyakorld képtriad
kovetkezett: egy fixdcids kereszt, egy kép 3 termékkel —
melyek eltéréek voltak a mérés targydatdl -, mellyel
megismerkedtek a termékekkel, végul tovabb kattintva
ugyan azt a 3 terméket tartalmazd képet Iathattdk, de
ebben az esetben az egérrel kattintva vdlasztaniuk
kellett a termékek kozul. A gyakorld képeket kdvetden a
tényleges mérés kovetkezett, ahol a kordbban emlitett
modon  képtriGdok jelentek meg, ezdttal viszont a
csokoladé termékek kozal kellett  vdalasztaniuk. A
termékek az aldbbiak voltak: Milka eper, Milka maina,
Milka mogyord és Milka Oreo. A mérés alatt a kdvetkezd
parameétereket mértuk:

- TTFF (Time to First Fixation, els® fixGcidig eltelt ido),

- FFD (First Fixation Duration, elsé fixacié
idétartama),

- FD (Fixation Duration, fixacié idétartama),

- FC (Fixation Count, fixaciok széma),

- DD (Dwell Duration, latogatésok idétartama) és

- DC (Dwell Count, latogatasok szamay).

A mérés sordn kapott eredményeket ismételt méréses
varianciaanalizissel (Repeated Measures Analysis Of
Variance, RMANOVA) elemeztiik ki.

Eredmeények és értékelésuk

A szemkamerds mérések eredményei szinte minden
esetben a vart értéket mutattak. Megdllapitottuk, hogy
egy résztvevd a négy termék szemlélésében van
kGldnbség, vagyis a termékalternativanak szignifikéins
hatdsa van a szemmozgds paraméterekre. Ezen feldl
azt is megdllapitottuk, hogy az egyes résztvevdk
valasztasa kdzétt nincs szignifikans kuldnbség, tehdt az
egyik résztvevé nem néz tdbbet az dltala kivalasztott
termékre, mint a mdasik az & dltala preferdlt termékre.
Végul, de nem utolsdé sorban azt is megdllapitottuk,
hogy a résztvevdk nagyobb vizudlis figyelmet
forditottak arra a termékre, amit végul vdlasztottak,
tehdt szignifikGns kulénbség tapasztalhatd a vdlasztas
&s a termék kélcsénhatdsa kézott.

A szemmozgdsra vonatkozd paraméterek esetében
azt az eredményt kaptuk, hogy maguk a mintdk nem
befolydsoltdk sem a latogatdsok szadmdt  és
idétartamat, sem a fixaciok szdmdat és iddétartamadt,
sem pedig az elsd fixacié hosszdt, viszont az elsé
fixGcidig eltelt idétartamot befolydsoltdk. Ezt a minta
elhelyezkedésével magyardzzuk, hiszen az emberek az
olvasds miatt hajlamosak a bal sarokbdl indulni, majd
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oramutato jardsaval azonos iradnyban haladni. Tovabbd
megdllapitottuk azt is, hogy a vdlasztott termékre tdbb
IGtogatds és fixacid esett, idétartamuk is hosszabb volt,
viszont az els¢ fixacidig eltelt idétartam és az elséd
fixGcid hossza nem volt hatdssal a dontésre. Tehat a
résztvevok nem feltétlentl az elészér megpillantott
terméket valasztjak.

Az elemzés utolsé részében megyvizsgdltuk, hogy az
egyes paraméterek és a vdlasztds kozoétt milyen
osszefuggések vannak o négy csokolddé mintara
lebontva. Azt az eredmeényt kaptuk, hogy a legnagyobb
vizudlis figyelmet egyértelmien a malna izesitésd
termék kapta, melyet mind a fixdcidk, mind a
IGtogatdsok eredményei aldtdmasztottak. Az elsd
IGtogatdsok sordn is jobban szemrevételezték o
résztvevok a malna izesitésd Milka csokolddét. Ez azzal
magyardzhatd, hogy az emberek nem ismerik annyira
jol ezt a terméket, ezért tobb részletre fixdltak és tdbb
ideig iddztek rajta, akdr visszaugrdlt a pillantasuk ra.
Ezzel ellentétben a legkisebb figyelmet az eper izesitésu
csokolddé kapta, joval elmaradt a tobbi termék
értékeitdl. Valdszinlleg az eper izesitésu Milka csokoladé
ismertebb a kdztudatban, ezért dtlagosnak tartottak a
résztvevok és mint jol tudjuk, az atlagos nem hivja fel a
figyelmet magdra, ezért gyorsan tovabb ugrott a
pillantasuk a kdvetkezd termékre.

Kovetkeztetések, javaslatok

Eredményeinkbdl arra kdvetkeztethetlnk, hogy rendkival
hasznos lehet a vasarldk szemmozgdasat rogziteni olyan
esetekben, amikor arra vagyunk kivancsiak, hogy milyen
terméket fog valasztani a vasarlds alkalmaval, hiszen a
mérési eredmények segitségével meg lehet josolni
mely termék lenne az, amit szivesen valasztandnak és
fogyasztandnak, ugyanis az a termék, amelyik nagyobb
vizudlis figyelmet kap, az valdszinl jobban tetszik nekik,
igy nagyobb valdsziniséggel kerul bele a vasarlok
kosardba. Ezek ismeretében a jovében olyan érdekes
szoftverek fejlesztésére is lehetdség nyilhat, mint a Pizza
Hut 2014. évben elkészitett applikdcidja, amely a
szemmozgds kovetésével oOsszedllitia o  vendég
szdmara leginkdbb tetszd alapanyagokbdl a tokéletes
pizzat (Pizza Hut, 2014).
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Prediction of food choice based on eye movement data

Szakal D., Fehér O., Szlovencsak L., Gere A.
Abstract

Nowadays, we are exposed to many stimuli in all areas of our lives, all of which affect our decisions, including
food choices. During decision-making, eye movement provides a lot of information, with the help of which the
decision-making process can be understood and accordingly, for example, manufacturers can design the
ideal packaging or the shelf image in retail units can be properly designed. The choice of product is a decisive
step during the purchase, so its examination is important and informative.

During our measurement, we followed the eye movements of 61 participants using a static eye camera. he
participants were shown a series of 4 alternative forced choice (4AFC) pictures, the pictures contained four
Milka chocolate bars with different flavors. The task of the participants was to choose the product they liked
the most. During product selection, we measured the following parameters. number of fixations and visits, as
well as their length, the time elapsed until the first fixation and the length of the first fixation. During the
evaluation of the results, we established that the product alternative has a significant effect on eye movement
parameters. The participants did not significantly look more at the selected product, that is, one participant
did not look more at the product he selected than the other participant at the product he selected.
Participants look significantly more at the product they have selected.

Based on the results, it can be concluded that the product samples did not influence the eye movement
parameters except for the time elapsed until the first fixation. This exception can be explained by the location
of the images, because most people start from the upper left corner when reading, and then proceed
clockwise in the same direction. Based on the results, it can also be said that the chosen product really
received more visual attention, both in the case of visits and fixations, but the time elapsed until the first
fixation and the length of the first fixation did not influence the decision. In other words, the participants did not
always choose the product they saw first. Examining the interactions between the eye movement parameters
and the choices, it can be concluded that the raspberry-flavored Milka chocolate received the most visual
attention, even during the very first visit. Strawberry-flavored Milka chocolate received the least visual
attention, both in terms of visits and fixations.

Keywords: eye movement, eye camera, food choice, Tobii
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Osszefoglalés

kutatasokra megfeleld.

Bevezetés

A sildzdas folyamatdt sokféleképpen lehet definidini, a
legditaldnosabban elfogadott, hogy a silo-takarmany,
amely z6ld vagy nedves termények anaerob
kéralmények kézott  torténd taroldsabol és
fermentaciojaboél szarmazik (Cullison & Lowry, 1987).

A kukoricaszildzs  (Zea  mays L) egész
kukoricandvényekbdl készul. Ez az egyik legértékesebb
takarmany a kérédzé dllatok szdmara, és mindenhol
haszndljak, ahol a kukorica novekedhet, a mérsékelt
égovtdl a tropusokig. A kukoricaszildzs népszerlsége

2017-ben egy bdlasilét és 8 mikrosilot (200 liter), 2018-ban pedig 8 mikrosilot toltdttink meg sildkukorica
szecskaval, ahol 150 napon keresztll vizsgdltuk a sildzasban szerepet jatszd fébb mikrobacsoportok, az dsszes
csiraszam, tejsavbaktériumok, penész- és élesztégombdk szadmanak alakuldsat. Célunk annak igazoldsa volt,
hogy a kukorica-silozdsi kisérletekhez létrehozott 200 literes mikrosilok alkalmasak a nagymeéretd silokban, mint
példaul egy balasildban (800 kg) a sildzasi folyamat alatt lejatszédd mikrobiologiai folyamatok modellezésére.
Eredményeinkkel igazoltuk, hogy a kialakitott kisérleti mikrosilok esetében a kisebb méret nem befolydsolta a
silézads folyamdan a sildkukoricdban lejatsz6dd mikrobioldgiai folyamatokat, a mikrobiom 6sszetételének
valtozasat, megfelelben modellezi az eredeti, j6val nagyobb silékat, haszndlatuk a tovabbi oltdanyag-

Kulesszavak: bdlasilo, mikrosilo, mikrobiom, évjarat, Iéptékcsdkkentés

tobb tényezdének kdszonhetd. izletes és nagy energidj
takarmany a kérédzék minden osztdlya szdmdara,
beleértve a tejeld szarvasmarhdkat, hdsmarhdkat,
juhokat és kecskéket. Ez az egyik legjobb hozamu
takarmanynaévény, kevesebb munkaerdt igényel (mivel
egy muveletben takaritjék be), és altaléban olcsébb az
elédllitdsa, mint mdas takarmdnyndvények esetében,
akar a fagy, esé vagy aszdly dltal karosodott
kukoricatermést is lehet kukoricaszildzzsd alakitani
(Arvalis, 2011). Bar viszonylag kénnyen elédllithato, a
kukoricaszildzshoz  j6  termés- és  betakaritds-
gazddlkodds, valamint gondos sildézasi  gyakorlat
szukséges (Arvalis, 201).
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Hazdnk éghajlati  adottsdgaibdl  kifolydlag, a
haszondllatok éves takarmanyszukségletét az aprilis és
november kozotti iddszakban kell megtermelni, a
felhaszndldsig  tartésitani  szikséges, hogy d
tobbségében szdlastakarmdnyt megdvjuk a novényi
légzés tapanyag-veszteségétdl és a mikrobdk okozta
romlastol. A leghatékonyabb modja a takarmany
megdrzésének a sildzas, amely nem olyan érzékeny a
rossz idére, mint a széndzds, és az 6si idék ota ismert és
ma is a legelterjedtebb moddja a takarmany
tartositdsanak. A sildzds tovabbi eldnyei kézé tartozik,
hogy sokkal kisebb tdpanyagveszteséggel jar mint a
széndzbs és egyszerlen gépesithetd a folyamat.
Kulonféle silotipusok  1éteznek:  kazalsild, szalmasilo,
foldbe asott verem, szilardfala falkézi silo (tégla vagy
beton), bdlasilo, toronysilé és foliahengerbe térténd
silézds.

A tarolt gabona romldsénak & okozdi a
penészgombdk. Az Elelmiszer- és Mezégazdasdagi
Szévetség (Food and Agriculture Association) becslései
szerint  a  vildg  élelmiszernévényeinek  25%-a
szennyezd&dik mikotoxinokkal a névekedés és a tdrolds
sordn. A penészgombdk kdartétele a mdasodik helyen Al
a tarolt gabonatermékekben a rovarok dltal okozott
karok mogott.

Kutatécsoportunk egy konzorcium tagjaként olyan
kutatasfejlesztési  programban vett részt, amely a
kukoricasilok aflatoxin kontamindacidjéanak
minimalizalasat tdzte ki célul. A program elsé felében
feladatunk volt a silékban zgjlé  mikrobiolégiai
folyamatok monitorozdsa, valamint a sild  aflatoxin
kontamindlédasanak lehetséges mechanizmusdnak
feltarasa. A koltségek csdkkentése, valamint annak
érdekében, hogy tébb oltdanyag és silozasi paraméter
hatdsdt is tesztelhessUk, kisérleti mikrosildkat hoztunk
létre. A kisérleti mikrosilok haszndlatdnak elsd lépése az
volt, hogy meghatdrozzuk, milyen  mértékben
befolydsolja a kisebb méret a sildézas folyamdn a
silokukoricaban lejatsz6dd mikrobiologiai folyamatokat,
a  mikrobiom &sszetételének valtozasdt, mennyire
modellezi a kisérleti mikrosildé az eredeti, joval nagyobb
silékat.

Anyagok és moédszerek

Szilézs eldallitdsara silokukoricabodl (1. @bra) 2017-ben
balasilot (2. abra) dllitottunk Gssze. Egy balasild témege
korulbelul 800 kg.

Ugyanebbdl a sildkukoricGbdl kukorica-szecskaval
megtoltéttunk 8 db egyenként 200 literes kisérleti
mikrosilét (3. a@bra).

A harmadik vizsgdlt silé egy évvel késébb, 2018-ban
kerult &sszedllitésra, sildkukoricabdl, itt szintén a 8 db
kisérleti mikrosilot haszndltuk.
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2. abra: Balasilok

3. bra: Mikrosilok

A bdlasildobdl a mintavételezés a 0, 1, 3, 7, 14, 28. és
60. napon, a mikrosilokbdl a mintavételezés mindkét
évbena 0,1, 3,7,14, 28, 60, 110. &s 150. napon tortént.
Minden mintavétel a sild belsejébdl tortént, egy-egy
minta korulbeldl fél kild mennyiségu volt.

A mintdk feldolgozdsa sordn 10 gramm mintabdl
kiindulva tizes alapl higitasi sort készitettink steril
peptonvizben (9 g NaCl és 1 g pepton 1000 mL deszillalt
vizben). A &sszes élécsiraszam  meghatdarozdasat
dltalénos mikrobiolégiai taptalajoan (Plate Count Agar,
VWR) végerztik, a lemezeket 3-5 napig 30 °C-on
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inkubaltuk. A tejsavbaktériumok szdmanak
meghatdrozdsa MRS (De Man, Rogosa, Sharpe Agar,
VWR) téptalajra  szélesztéssel tortént, a lemezeket
37 °C-on két napig inkubdltuk. A penész- és
élesztégombdk szamat RB (Rose Bengal
Chloramphenicol Agar, VWR) lemezen szélesztéssel
hatdroztuk meg, a lemezeket szobahémérsékleten 5-
7 napig inkubdltuk. A szildzsok pH-jat desztilldlt viz
hozzdaddasdval pH-mérd készulék (Honno instruments,
HI 2210) segitségével mértuk.

A vizsgdlt mintdk szdma minden mintavétel
idépontban a bdla esetében 3, a mikrosilok esetében
8-8 volt.

Eredmények és értékelésuk

Osszes élécsira

A sildkukorica 6sszes élécsiraszédma  betakaritdskor
mindkét évben 108 és 10° TKE/g (telepképd egységek
szama/g) kozott volt. Mivel a 2017-ben készult balasilo

Mezofil aerob dsszes élacsira
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&s mikrosilok ugyanabbdl a silékukoricabdl kerultek
Osszedllitdsra, a mért csiraszdmok kozétti kaldnbségek
a mikrobdk egyenetlen elosziGsaval magyardzhatok.
Két hét és egy honap kozétti iddtartam kellett ahhoz,
hogy mindhdrom sild dsszes élécsiraszama bedlljon
egy 107-108 TKE/g értékre, ezek az értékek a silozas
végéig, valtozatlanok maradtak. Sem az évjarat, sem a
silok mérete nem okozott szdmottevd kuldnbséget a
stabilizalodott kukoricaszildzs dsszes élécsiraszamaban
az 5 hénapos silézasi folyamat alatt (4. @bra A).

Tejsavbaktériumok

A tejsavbaktériumok jelenléte meghatdrozd a sildzds
folyamata sordn. A homofermentativ
tejsavbaktériumok feladata a silokészitésben a gyors
savanyitds, hiszen a baktériumok altaldban 4,5-es pH
alatt nem képesek szaporodni, a heterofermentativ
baktériumok pedig képesek penészgombagdtldé- és
egyéb anyagcsere-termékeikkel a szildzsok aerob
(silonyités utani) stabilitdsat alapvetéen befolyasolni
(Muck et al, 2013). A kisérlethez felhaszndilt silékukorica

Tejsavbaktérium
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4. abra: Mikrobaszémok és a pH alakuldsa a 2017-es balasiloban (Balasilol7, n=3), a 2017-es mikrosilékban (Mikrosilé17, n=8) és a
2018-as mikrosilékban (Mikrosilé17, n=8). A - 6sszes élécsiraszéam, B — tejsavbaktériumok, C — penészgombdk, D — élesztégombadk,
E - pH
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kezdeti tejsavbaktérium szdma mindkét évben 108-
109 TKE/g volt. Egy hoénap alatt bedlit o silék
tejsavbaktérium szdma arra az értékre, amely utdna a
silézds végéig megmaradt, ez a 2017-es sildk esetében,
fuggetlenul a silok méretétdl, 107 TKE/g, a 2018-as évben
pedig 10° TKE/g volt. A két évjarat kozotti eltérés oka a
kukorica esetlegesen eltéré érési dllapota, tdpanyag-
dsszetétele lehetett (4. dbra B).

Penészgombak

A penészgombdk jelenléte nem kivanatos a sildban,
hiszen egy sor  takarmdany-mindségi, illetve
egészségugyi probléma forrdsa ez a mikrobacsoport. A

penészgombdakkal atszott takarmany a
haszondllatokndl légzési problémdkat, a benddben
foly6 emésztés zavardt, szaporoddsbiologiai

problémdkat, vesekdrosoddst, bér- és szemgyulladdst
okozhat. A takarmdnybiztonsdgi eldirdsok szerint a
szilazs 10° TKE/g feletti penészgomba szama mar a
kifogasolt kategoridba esik. A sildbdl izoldlt leggyakoribb
penészgombdk az Aspergillus, Penicillium és a Fusarium
nemzettségbe tartoznak (Samson et al, 2010). A
mikotoxinok kulonbézd penészgombdk dltal termelt
masodlagos anyagcseretermékek, melyek
elfogyasztva, azok mennyiségétdl és a fogyasztds
idétartamatol fuggden, az dllati és emberi szervezetre
egyarant toxikus/mérgezd hatast fejtenek ki. Kozuluk
talén a legstlyosabb problémat okozd mikotoxinok az
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus és Aspergillus

nominus gombdk dltal termelt aflatoxinok. Az
aszpergilluszk  hagyomdnyosan megtaldlhatéok a
szdntofoéldeken, azonban Magyarorszdg  klimatikus

viszonyai mellett ez iddig nem okoztak gondot. A
kimavaltozds  hatdsdra  azonban  hazdnkban s
megemelkedett a kiemelkedéen magas hémérséklet’
napok szdma, ez pedig jelentésebb
csapadékmennységgel parosulva a nydri hébnapokban
mar kedvezd feltételeket biztosithat a penészgomba
toxintermeléséhez, illetve az emelt toxintermelésre
képes Aspergillus  flavus penészgomba  tdrzsek
elszaporodésahoz (Dobolyi et al, 2014).

A penészgombdk széma a szantofoldrdl frissen
betakaritott terményben nagymértékben fugg az adott
év idsjarasi koralményeitdl (Temba et al, 2021). A KSH
adatai szerint 2017-ben Magyarorszdgon a héségnapok
szdma dupldja volt a 2018 évinek, a magasabb nydri
hdmérséklet kedvezett a szantofoldi penészgombadk
szaporoddsdnak. A 2017-es kiinduldsi penészgomba
szam a bdlasilbban és a mikrosiléban 108 TKE/g volt,
mig a hlvésebb, csapadékosabb 2018-as évben
108 TKE/g. A silokban nagyon hamar kialakulé anaerob
kéralmények kovetkeztében a penészgombdk szdma
drasztikusan csokkent, egy hét alatt kérulbeltl 103 TKE/g-
ra, majd a 40. naptdl mar mindhdrom sildban mérettd|
és évjdrattol fuggetlendl a kimutathatésagi hatar

ETT 72. évf. 1-2. szam, 6-10. oldal

kdzelébe, 102 TKE/g ald, amely utana a sildézasi folyamat
végéig ezen a szinten is maradt (4. ébra C).
Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést lehet
levonni, hogy a penészgombdk szimdara a sildban
uralkodé  kértlmények  nem  megfeleléek  az
élettevékenységuk folytatdsdhoz, pdr nap alatt
elpusztulnak, tehdt ennek kovetkeztében toxint sem
képesek termelni. Amennyi mikotoxint a siléban
kimutatunk, az a silézas elétt, illetve a sild megbontdsa
utdn, UGjra aerob kornyezet kialakuldsa mellett
termelédhet csak meg.

Elesztégombak

Szdmos élesztégomba faj — a valédi gombdk kozott
egyeduldlléan - néhdny cukrot anaerob  Gton,
erjesztéssel is képes felhaszndini. A szerves anyagok
mennyiségének csodkkentésével, a sild hémérsékletének
emelésével és kellemetlen 1z- és illatanyagok
termelésével aktivitdsuk nemkivanatos a sildban. A
silébban bekdvetkezd barmely valtozds hatdsara kdzuluk
egyesek felszaporodhatnak, metabolizmusukkal a
tejsavat bonthatjdk, anyagcseretermékeikkel ronthatjak
a szildzs mindségét, a sild kdaros felmelegedését s

okozhatjdk, emiatt megjelenéstk nemkivanatos.
Ugyanakkor, jelenlétuk gdtolhatja is egyes toxinogén
gombak tevékenységét (Dedk, 1998). A

tejsavbaktériumok jelenléte a sildban gatat szabhat az
élesztégombdk térnyerésének. Az dltalunk vizsgdlt silok
élesztégomba szdma a kiinduldsi idépontban 107~
108 TKE/g kozott volt. A silézas elsé hetében nagyon
érdekes folyamatok voltak megfigyelhetdk. Az elsé par
napban a sildkukorican jelenlévd, az aerob kérulmények
kozott jOl szaporodd élesztdgombdk szamdaban jelentds
csdkkenés figyelheté meg, ahogy a kérulményeik
anaerobbd valtoznak, majd anyagcseréjuk
atallitadsaval, illetve olyan fajok térhoditasaval, amelyek
kedvelik az anaerob kérdlményeket, sz&muk ismét
névekedésnek indul. A silézds sordn aztdn az
élesztdbgombdk mennyisége lassan csoékkenni  kezd,
majd a sildzds végére sildmérettdl és  évjarattol
fuggetlenul 104 TKE/g értékre csokken (4. abra D).

PH

A sildkukorica pH-ja a besildzds idépontjdban 5 koruli
érték volt mindkét évben, amely megegyezik a
szakirodalomban taldlhaté adatokkal (Haigh & Parker,
1985). Féként a tejsavbaktériumok  anyagcsere
tevékenységének kdszénhetbden az elsd pdr hétben ez a
PH, ktldéndésen a 2017-es évben készitett silokndl, kicsit
tovabb is csdkkent, azonban a 60. napra mindhdrom
sild pH-ja 4-es értékre allt be és ez az érték nem is
valtozott a sil6zasi folyamat végéig (4. abra E). A szildzs
beltartalmi  értékeinek megoérzésére, mikrobiologiai
biztonsdgossdgdra és eltarthatésagdra ez a pH érték
idedlis (Kaewpila et al, 2021).
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Kovetkeztetések, javaslatok

Célunk annak igazol@sa volt, hogy a kukorica-silozdsi
kisérletekhez  Iétrehozott 200  literes  mikrosilok
alkalmasak a nagymeéretd sildkban, mint példdul egy
balasiloban (800 kg) a silozasi folyamat alatt lejatszodo
mikrobiologiai folyamatok modellezésére. Ehhez 2017-
ben egy balasilot és 8 mikrosilot (200 liter), 2018-ban
pedig 8 mikrosilot toltéttink meg  sildkukorica
szecskaval, ahol 150 napon keresztll vizsgdltuk a
silozasban szerepet jatszd fébb mikrobacsoportok, az
Osszes csiraszdm, tejsavbaktériumok, penész- és
élesztdgombdk szdmdanak alakuldsat. Eredményeinkkel
igazoltuk, hogy a kialakitott kisérleti mikrosilok esetében
a kisebb méret nem befolydsolta a silézas folyaman a
silékukoricdban lejatsz6dd mikrobioldgiai folyamatokat,
a mikrobiom O&sszetételének valtozdsdt, megfeleléen
modellezi az eredeti, joval hagyobb sildkat, haszndlatuk
a tovabbi oltdanyag-kutatdsokra megfeleld.
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In 2017, a bale silo (800 kg) and 8 microsilos (200 litres), and in 2018, 8 silos were filled with chopped full corn,
and the changes in the numbers of total bacterig, lactic acid bacteria, moulds and yeasts, the major
microbial groups involved in ensiling, were determined from 0 to 150 days. Our aim was to demonstrate that
the 200-litre microsilos created for maize silage experiments are suitable for modelling the microbiological
processes that take place during the silage process in large silos such as a bale silo. With our results we
proved that in the case of the experimental microsilos the smaller size did not affect the microbiological
processes taking place during silage period, changes in the microbiome composition properly models the
original, much larger silos, their use is suitable for further starter culture research.

Keywords: bale silo, microsilo, microbiome, vintage, downscaling
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Osszefoglalés

A tejsavbaktériumok és azon belll a Lactobacillus toérzsek széles kérben megtaldlhatdak a természetben és az
emberi béltraktus mikroflorajénak is fontos tagjai. Szémos kutatds foglalkozik ezen mikroorganizmusok
szdmunkra elényods tulajdonsagaival, amelyek egyre vildgosabbd teszik, hogy nélkuluk elképzelhetetlen lenne
az életunk. Ezért is fontos, hogy minél tébb informdciéval rendelkezzink ezen nélkuldzhetetlen
mikroorganizmusokrol. Munkdnk sordn egy eredetileg humadn sejtek vizsgdlatdhoz alkalmas kolorimetrids
modszert adaptdltunk és optimalizGltunk az dltalunk vizsgdlt tesztmikroorganizmmusok enzimaktivitdsdnak
méréséhez. Az irodalomban kdzolt mddszer modositdsdaval, paramétereinek bedllitdsdval egy gyors eljdrdst
kaptunk, amelynek segitségével kevesebb mint négy ora alatt kdzvetlenul kimutathatd a baktérium sejtek
enzimaktivitdsa és kdzvetve azok sejtszima is. Az adaptdcié soradn megdllapitottuk az optimalis paramétereket
(baktériumsejt koncentréciot, MTT koncentraciot, inkubdcios idét, pH hatdst), amelyek esetén szoros korrelécio
all fenn a sejtszdm és a keletkezett formazdn koncentrdcid kodzétt. Méréseink sordn azt tapasztaltuk, hogy a
Lactobacillus térzsek enzimaktivitdsdt nagymeértékben befolydsolja azok pillanatnyi szaporoddsi fdzisa, a
taptalaj mindsége, tovabbd a térzsek kozott is jelentds kuldnbség figyelhetd meg.

Kulcsszavak: MTT, Lactobacillus, enzimaktivitds, kolorimetria

talajoan és még az emberi béltraktusnak is szerves
Bevezetés részét képezik, amelyek  igy nagymértékben
hozzdjarulnak az egészséges immunrendszer
A tejsavbaktériumok és koztik a Lactobacillus-ok  fenntartdsdhoz és az emésztési folyamatokat is segitik.
évezredek 6ta kozeli kapcsolatban dlinak az emberrel, A Lactobacillus-ok  jotékony  hatdsukat oz
amely nem annyira meglepd, mivel ezek a dnyagcseréjik  sordn - termelt  elsédleges  és

mikroorganizmusok a kérnyezetinkben szdmos helyen — Masodlagos anyagcseretermeékeik segitségével fejtik ki.
megtaldlhatéak, mint példaul a ndévények felszinén, a Mar idészamitasunk elétti korszakokban kihaszndlta az
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ember ezeket az elényds tulajdonsagokat, zéldség, hus
és tej fermentdcidjara is, igy hosszabbitva meg az
élelmiszereik eltarthatosagat. Az élelmiszerek
tartositasan tdl élvezeti értékuket és emészthetdséguket
is nagymértékben noévelik e mikroorganizmusok.
Mindezen dalddsos tevékenységukon feldl, a  napi
rendszerességgel megfelelé mennyiségben fogyasztott,
laktobacilluszt  tartalmazd, Ggynevezett  probiotikus
élelmiszerek bizonyitottan javitjak az immunrendszerink
mukodését, illetve szdmos betegség kialakuldsanak
kockd&zatat csdkkentik.

.Nincs a baktériumoknak még egy olyan csoportja,
amely az emberrel olyan sokoldalld viszonyban aling,
mint a tejsavbaktériumok. Ezért fontos és szUkséges
8ket jobban megismerni” (Dedk, 2005).

Szdmos ma is haszndlt mikrobiolégiai  vizsgdlati
modszer tdébb mint szdz éve alakult ki. Vildgszerte a
vizsgdlatok  millioit  végzik  évente  ezekkel a
hagyomdnyos  tenyésztéses modszerekkel annak
ellenére, hogy idé- munka- és anyagigényesek, az
eredmény gyakran csak tdbb napos vizsgdlatsorozat
utadn értékelhetd (Dedk, 2006a; Dedk, 2006b). A
mikrobiologiai vizsgdlati modszerek
tovabbfejlesztéseinek céljai, hogy gyorsabban, tdbb
mintabdl, kevesebb él6 munkdval, olcsdbban és mégis
informativabban jussunk eredményekhez.

MTT kolorimetrids médszer

A 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélium-
bromidot (MTT) 1957-utdn szintetizdltdk és kezdték el
tanulmanyozni  (Altman, 1976). A meérfoldkévet a
Mosmann (1983) dltal leirt modszer jelentette az MTT
alapu eljardsok tekintetében. Mosmann eredetileg
emlés  sejtek  aktivitdsdnak, ndévekedésének  és
talélésének tanulmdnyozdsara fejlesztette ki az MTT
kolorimetrig¢s ~ médszert  (Mosmann, 1983), «a
késobbiekben szédmos publikdcid jelent meg, amely

Mosmann modelljét alapul véve kisebb-nagyobb
maodositasokkal atalakitva kiterjesztette
alkalmazhatésagat (Gerlier & Thomasset, 1986;

Scudiere et al, 1988). A tovabbfejlesztett modszereket
sikeresen alkalmazzdk az immunologidban,
toxikologidban, a sejtbiolégidban kalonbozd
emldssejtek, koéztuk daganatos sejtek,
életképességének, novekedésének és
vegyszerérzékenységének (Carmichael et al, 1987,
Twentyman & Luscombe, 1987, Alley et al, 1988§;
Campling et al, 1991; Berridge & Tan, 1993; Liu et al, 1997,
Takahashi et al, 2001), valamint a mikrobiologidban
szdmos mikroorganizmus, baktérium, éleszté-  és
penészgomba  szaporoddsdnak, életképességének,
antibiotikum rezisztencigjénak vizsgdlatara is (Peck,
1985; Stowe et al, 1995; Abate et al, 1998; Freimoser et
al, 1999; Dias et al, 1999; Stentelaire et al, 2001;
Gabrielson et al, 2002; Saravanan et al, 2003; Wang et
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al, 2007; Wang et al, 2010; Wadhawan et al, 2010).

Az MTT és dltaldban a tetrazdlium soék redukciéjan
alapuld kolorimetris modszerek legnagyobb elénye az
egyszerlségUkben és a gyorsasagukban rejlik. Azonban
ahhoz, hogy a Iényegesen tdbb munkdt, iddt és
vegyszert igényld hagyomdnyos modszerek
alternativdjaként  szolgdljaonak, szdmos paraméter
pontos meghatdrozdsa és bedllitdsa szukséges. A
modszer az él6 sejtek azon tulajdonsdgdn alapszik,
miszerint  képesek a vizoldhatd tetrazdlium  sot
vizoldhatatlan formazénnd alakitani  (Twentyman &
Luscombe, 1987) és az igy keletkezett formazdn
mennyisége spektrofotometrids Gton meghatdrozhato,
amibél az élé sejtek szamara kodvetkeztethetlnk
(Mosmann, 1983; Peck, 1985; Denizot & Lang, 1986). Ezek a
megdllapitdsok emlds és bakteridlis eredetl sejtekre
egyardant igazak (Abate et al, 1998). Az MTT esetében a
sarga sziny, vizben jol oldodo tetrazdlium sot redukaljak
a sejtek vizben oldhatatlan lila formazdan kristalyokka
(Plumb et al, 1989).

Az MTT prébdt annak ellenére, hogy széles korben
alkalmazzdk  sejtéletképesség és  sejtszaporodds
mérésére, a redukci® mechanizmusa és a felelés
enzimek pontos elhelyezkedése nem teljesen ismert
(Collier & Pritsos, 2003). Egy korai tanulmanyban Slater
és munkatdrsai 1963-ban  megdllapitottdk, hogy a
szukcindt fuggd MTT redukcidja a patkény mdj sejtek
mitokondriumd&ban megy végbe. Késdbbi tanulmanyok
bebizonyitottdk, hogy a szukcindt dehidrogendz fuggd
MTT redukcid mellett NADH és NADPH fuggd formazdan
termelés is torténik, amely a mitokondriumon kivul a
belsé membranban megy végbe (Berridge & Tan, 1993).
Tovabbi tanulmdnyok eredményei is megkérddjelezték
a  mitokondrium  kizGrdlagos szerepét az MTT
redukciojaban (Liu et al, 1997), illetve bebizonyitottak azt
is, hogy sok mads, nem mitokondridlis dehidrogendz
enzim és flavin oxiddz is képes redukdini az MTT-t.
Szdmos eredmény taldlhatd az irodalomban arra s,
hogy az MTT redukcidja él6 sejtek jelenléte nélkdl,
kGlénbozd  flavonoidok, magnézium oxid vagy akar
porozus szilicium (PSI) mikrorészecskék hatdsara is
spontdn végbemehet, amely igy hamis pozitiv jelet
eredményezhet (Peng et al, 2005; Laaksonen et al,
2007; Talorete et al, 2007; Fischer et al, 2010).

Az MTT vizsgdlati modszer két 6 részre, a redukcios
és az oldoédasi folyamatra oszthatd fel. A redukcids
folyamat pontos megértése és az esetleges hamis
pozitiv  vagy negativ jelet produkdld tényezdk
kikiszobolése mellett a keletkezett formazdn kristalyok
hatékony felolddsa is elengedhetetlen a pontos
eredmény elérése érdekében. Oldoddas szempontjabol
a tetrazdlium sokbodl keletkezett formazan kristalyok
lehetnek vizben, illetve vizben nem, csak valamilyen
szerves  oldbészerben  oldhatéak. A vizoldhatd
formazdnok esetében az olddsi folyamat nem igényel
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kalon lépést, mivel a kristalyok a sejtek szaporoddsat
biztositd tdptalajban intenziv  szinreakcid mellett
feloldodnak. A vizben oldhatatlan formazdan kristalyt
képzd tetrazdlium sok esetében, amilyen az MTT is,
azonban az oldbszer kivalasztdsa is fontos 1€pés. Az MTT
redukdloéddsdanak folyamatdt az 1. abra szemiélteti.

N mitokondridis Q
Z N demidrageniz Ny
i onzim 7 R
N=N
Y=

—_— N=N

My

1. @bra: Az MTT redukdldéddsa formazdnnd

Munkdnk sorén célul tUztuk ki, hogy oz MTT
kolorimetriais moédszert — amely azon alapul hogy az élé
sejtek mitokondridlis dehidrogendz enzimje az MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil  terazolium-bromid)

tetrazélium  gyudrGjét  vizben  oldhatatlan  szines
formazannd alakitjo, igy annak mennyisége ol
korrelalva az &l sejtek szdmaval, kolorimetridsan
meghatdrozhatd -  alkalmassd  tesszik  ezen

mikroorganizmusok gyors és egyszerU vizsgdlatdhoz.

Anyagok és modszerek

Tesztmikroorganizmusok

A vizsgdlatainkhoz a koévetkezd Lactobacillus torzseket
alkalmaztuk: Lactobacillus plantarum 2142 (Perugia-i
Egyetem Mezégazdasdagi Tanszék, Tejipari Intézet,
Olaszorszag), Lactobacillus rhamnosus VT (Kémiai
Technolégiai Intézet, Tej és Zsirtechnologiai Tanszék
Praga, Csehorszég), Lactobacillus casei  Shirota
(Utrecht-i  Egyetem, Allatorvosi  Kar,  Hollandia),
Lactobacillus sakei (Perugio-i Egyetem Mezégazdasdagi
Tanszék, Tejipari Intézet, Olaszorszag).

Taptalajok
A tesztmikroorganizmusok felszaporitdsara MRS (de
Man, Ragosa, Sharpe) taplevest (Merck KGaA,

Darmstadt, Németorszag) és MRS (de Man, Ragosa,
Sharpe) agart (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag)
alkalmaztunk. Természetes tdpkodzegként csicsoka
taplevet alkalmaztunk (Csicsokapor (Dr. Fitokup Kft,
Budapest) 100 g + desztillalt viz 900 mi).

MTT kolorimetrias médszer

A felszaporitott  tejsavbaktérium  lecentrifugdlasat
kdvetben eltavolitottuk az MRS tdplevest a sejtekrd|,
majd 108 - 10° sejt/ml-re dllitottuk be a sejtkoncentréciot
fiziologids sdoldat segitségével. A bedllitott sejtszdmot
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mikrotiterlemez-leolvasé  segitségével 630 nm-en
ellendriztuk. A megfeleld sejtszim esetén 1 ml-t
pipettdztunk a mintdbdl egy 2 mi-es Eppendorf csdbe,
majd hozzdadtunk a vizsgdini kivant gatldanyagbol
100 pl-t, illetve 100 pl elézéleg elkészitett 8 - 9 mg/ml
koncentracioja MTT-t. A tetrazélium-bromidot foszfat
pufferelt séoldatban (pH 7,2) oldottuk fel majd 0,2 um-
es fecskenddszUrdén atszdrtik. Az 6sszemért mintakbol
minden esetben 3 pdrhuzamost készitettlink, amelyeket
37 °C-os inkubdtorba helyeztunk 2 ordra. Az inkubdcids

idé elteltét kdvetbéen a  csdveket 9000 g-n
lecentrifugdltuk, majd a felUldszét elontéttuk. A
visszamaradt formazdan  kristalyokat 1 ml DMSO
hozzdaddséval és 400 fordulat/perces razatassal

szobahémérsékleten 10 perc alatt oldottuk fel. Az igy
kapott  oldat  szinintenzitdsat  spektrofotométer
segitségével mértuk 595 nm-en. Egyes méréseknél az
MTT kolorimetrids modszer miniatdrizalt,
mikrotiterlemezre  kidolgozott  véltozatat  (MMCA)
alkalmaztuk, amely id8, energia és vegyszer
megtakaritdst tett lehetévé. E mobdszer annyiban
ktlonbozik az elézéekben leirt eljardstdl, hogy o
mintdkat steril 96 lyuklG mikrotiterlemezre mértlk 6ssze,
igy a Llactobacillus sejteket tartalmazd fizioldgids
sooldatbdl 200 pl-re, a gdatlbanyagbdl 20 pl-re és a
feloldott MTT-bél is (8 mg/ml) csak 20 pl-re, illetve a 2-
ords inkubdcié elteltével és a felullszd eltavolitasat
kdvetben a DMSO-bdél is minddssze 200 ul-re volt
szUkség, amely a fent leirt mddszerhez képest 6tdd
annyi mennyiségeket jelent.

Eredmények és értékelésuk
MTT  kolorimetriGs  médszer
alkalmazésa

Az elséként Mosmann (1983) dltal leirt MTT kolorimetriés
modszert, amelyet eredetileg emlds sejtek vizsgdlatara
dolgozott ki, sokan alkalmaztak sajdt kutatdsaikhoz
kGlonb6z6 modositdsokkal. A szdmos maodositds kézdl
az egyik ilyen a Wang Fang és munkatérsai (2007) dltal
leirt MTT modszer, amelyet a Micrococcus luteus Gram-
pozitiv baktérium vizsgdlatdhoz fejlesztettek ki. Ezt az
eljarast alapul véve kivantuk atalakitani a modszert Ggy,
hogy a Lactobacillus térzseink vizsgdalatdhoz alkalmas
legyen. A modszer két fontos részre oszthato fel, az egyik
az él6 sejtek dehidrogendz enzimei dltal a tetrazélium-
bromidbdl képzett formazan képzddése, a masik pedig
a keletkezett, vizben oldhatatlan kristalyok felolddsa
szerves oldoszerrel. A keletkezett formazdn kristalyok
mennyisége fugg a sejtek szdmatdl, illetve azok
dehidrogendz  enzimeinek  aktivitadsatél,  valamint
nagymeértékben fugg a hozzdadott kezdeti tetrazolium
s6 koncentréciojatdl. A vizoldhatatlan  formazén
kristalyok maradéktalan felolddsa is elengedhetetlen

adaptdlasa és
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ahhoz, hogy pontos eredményeket kapjunk. Az MTT-bd|
keletkezett formazdn kristalyok olddsdhoz alkalmazott
megfeleld olddszerekkel kapcsolatban eltérd
eredmények taldlhatdéak az irodalomban. Huamin és
munkatarsai  (2002) szerint az izopropanol @
legmegfeleldébb olddszere az MTT-bdél keletkezett
formazdan kristalyoknak, azonban az irodalmi adatok
nagyobb  szdmban utalnak  arra,  hogy a
legalkalmasabb erre a célra a dimetil-szulfoxid (DMSO),
amely maradéktalanul képes feloldani a formazdn
kristalyokat, illetve kelléképpen stabil, szines oldatot
eredményez (Carmichael et al, 1987, Twentyman &
Luscombe, 1987; Alley et al, 1988; Campling et al, 1991).
Vizsgdlataink sordn is azt tapasztaltuk, hogy a térzsek
Altal termelt formazdn kristalyokat maradéktalanul
feloldja a dimetil-szulfoxid, amely 24 6ra elteltével is
valtozatlan abszorbancidval rendelkezett. A moddszer
adaptaldsakor tehdt fontos a kuldénbdzd paraméterek,
MTT koncentrdci6, inkubdcios ido, sejtkoncentracio
pontos meghatdrozdsa, valamint a megfelelé oldoszer
kivalasztasa is.

A taptalaj redukalé hatasa
Amint azt sokan mdsok is tapasztaltak a tetrazdlium sok
alkalmazasa sordn igen sok tényezd okozhatja azok
redukalodasdt a  vizsgdini - kivant  él6  sejtek
dehidrogendz enzimein kivul (Peng et al, 2005;
Laaksonen et al, 2007; Talorete et al, 2007; Fischer et al,
2010). A vizsgdlataink sorén azt tapasztaltuk, hogy a
tejsavbaktériumok  szaporitdsara  alkalmazott MRS
tdptalaj igen nagy mértékben képes redukdlni a
hozzdadott tetrazdlium-bromidot mikroorganizmnusok
jelenléte nélkdl, fals pozitiv jelet eredményezve. Az MRS
téptalaj MTT-t redukdld hatdsdt a 2. abra szemlélteti. A
hiba kikUszobdlésére a vizsgdlatok sordn minden
esetben szUkséges az MRS tdptalaj maradéktalan
eltavolitdsa a sejtekrél az MTT hozzdaddsa eldtt. A
2. abra 6l szemlélteti hogy cz MRS tdpleves élo
mikroorganizmusok jelenléte nélkul is képes redukdlni az
MTT-t. A sejtek szaporitdsara alkalmazott kuldnféle
téptalajok MTT-t redukdld hatdsairdl kordbban szdmos
esetben beszamoltak mar (Denizot & Lang, 1986; Dias et
al, 1999; wWang H. et al, 2010), ezzel szemben Wang F. és
1.000 -
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2. abra: Az MRS-téptalaj redukdld hatésa
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munkatarsai (2007) nem tettek emlitést a szaporitd
tapkdzeg redukdld hatdsa dltal okozott problémarol.

Az inkubaciés idé és az MTT koncentrdcio
kivalasztasa Lactobacillus térzsek dehidrogendz
enzimaktivitasanak méréséhez

A vizsgdlni kivant sejtektél és mikroorganizmusoktol
fuggden az alkalmazott MTT koncentrdcid igen tdg
hatdrok kézétt mozoghat, az irodalmi adatok szerint
1 mg/ml és 10 mg/ml koncentréciok kdzétt alkalmazzak
(stowe et al, 1995; Abate et al, 1998; Dias et al, 1999).
Leggyakrabban az eredeti modszert alapul véve
(Mosmann, 1983), 5 mg/ml  koncentraciéban
alkalmazzdk az MTT-t (Wcmg et al, 2010; Saravanan et
al, 2003). Az idedlis inkubdcios idé megvalasztdsa is
fontos, e paraméter is tag hatdrok kézétt mozoghat, par
oratol akdr 24 6rdig is (Abate et al, 1998; Dias et al, 1999;
Saravanan et al, 2003; Wang et al, 2007). Az optimdlis
MTT koncentrdcio és az inkubdcios ido
meghatdrozdsdhoz Lactobacillus  plantarum 2142
torzset  alkalmaztunk, amelynek  sejtszimat  6-
7*108 sejt/ml koncentréciora dllitottunk be. A bedllitott
sejtszdmud mintdbdl 1-1 ml-t pipettdztunk 2 ml-es
Eppendorf csévekbe, amelyekhez hozzdadtunk 100
ismert koncentrécioja (5, 6, 7, 8, 9, 10 mg/ml) MTT
oldatot. Az 6sszemért oldatokat 37 °C-os inkubdtorba
helyeztik, majd 2, 3 és 4 o6ra elteltével mértuk az
abszorbancidt 595 nmM-en spektrofotométer
segitséségével. Az eredményeket az 3. abra mutatja
be. A 9 mg/ml koncentrécioju MTT esetében kaptuk a
legnagyobb jelet mindegyik inkubdcios idd esetében. A
10 mg/ml koncentracioju MTT esetében megfigyelhetd
jel csdkkenés oka az lehet, hogy ebben a
koncentracidoban az MTT mar gatldé hatdst fejthet ki a
tesztmikroorganizmusra (Tengerdy et al, 1967; Stowe et
al, 1995). Az inkubdciés idd ndvelésével a keletkezett
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3. abra: Lactobacillus plantarum 2142 formazdn képzése
ktlonbdzd MTT koncentrdcid és eltérd inkubdcios idé esetén

formazdn mennyisége is novekszik. Mivel egy
gyorsmodszert |étrehozésa volt a célunk, a 2 ords
inkubdcios idét valasztottuk a tovabbi vizsgalatainkhoz.
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A legkedvezdébb sejtkoncentrdacié meghatarozasa

Az optimdlis mérési tartomdny meghatdrozdsdhoz
higitasi sort készitettink a Lactobacillus plantarum 2142
torzsbél 10° és 108 sejt/ml koncentracio kozott. Ebben az
esetben is 1 ml mintdhoz adtunk 100 pl 9 mg/ml MTT
oldatot és 37 °C-os 2 6rds inkubdciot kdvetéen mértuk
a keletkezett formazdn mennyiséget. Az eredményeket
a 4. abra mutatjo, ahol Iathatd, hogy Lactobacillus
plantarum 2142 esetében, 108-10° sejt/ml koncentracio
tartomdnyban linedris 6sszefuggés tapasztalhatd a
sejtszdm é&s a keletkezett formazdn  kristdlyok
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4. abra: Optimdlis méréstartomany meghatdrozdsa
Lactobacillus plantarum 2142 esetén

mennyisége kozott. Lactobacillus  plantarum 2142
esetén 108 sejt/ml sejtkoncentracié alatt nem kaptunk
értékelhetd jelet.

MTT médszer alkalmazéasa mikrotiter lemezen

Az MTT kolorimetrids modszer mikrotiter lemezen
térténd alkalmazdsa szémos térzs és  paraméter
egyideju vizsgdlatat teszi lehetévé, illetve igen 1ényeges
szempont, hogy a Kkisérletek sordn kevesebb
mennyiségl vegyszer és tdptalaj felhaszndldsa
szUkséges. Azonban ahhoz, hogy a mobdszer ilyen
maodon is alkalmazhatd legyen, ebben az esetben is
elengethetetlen a paraméterek eldzetes optimaldsa. Az
inkubdcids id6 és az idedlis MTT koncentracid
meghatdrozdsdhoz mikrotiter lemezen Lactobacillus
plantarum 2142 térzset alkalmaztunk  7*107  sejt/ml
sejtkoncentrdcidban. A megfelelé MTT koncentrdcid
meghatdrozdsdhoz, foszfat  pufferelt  sdoldatban
feloldva 5, 6, 7, 8, 9 és 10 mg/ml koncentraciojd
oldatokat készitettunk. Az abszorbancidt 2 éras 37 °C-os
inkubdciot kdvetdéen mértuk. A kapott eredményeket a
5. abra szemlélteti. A keletkezett formazdn mennyisége
9 mg/ml koncentrécio kézdtt  nincs  szignifikans
kUldnbség 95%-os biztonsagi szinten (Minitab 13.1), ezért
o tovdbbi vizsgdlatokhoz a8 mg/ml  MTT
koncenetrdciot alkalmaztunk. Az idedlis inkubdcios idd
megdllapitésahoz elézdleg optimalisnak taldlt 8 mg/ml
koncentrécioja MTT oldatot alkalmaztunk 7#107 sejt/ml
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koncentrdciojl Lactobacillus  plantarum 2142 torzs
esetében. A lemezeket 37 °C-os inkubdtorba helyeztik 1,
2, illetve 3 ordra. A kapott eredményeket a 6. abra
szemlélteti. A  keletkezett formazdn mennyisége
négyszer nagyobb volt a 2 6rds inkubdcios idd

esetében, mint az 1 érds inkubdcidt kdvetden, azonban
az inkubdcids idd tovabb noévelésével, az Eppendorf
csére kidolgozott mddszerrel ellentétben, itt mar nem
volt elérhetd nagyobb formazdn mennyiség. Ez az
eltérés azzal magyardzhatd, hogy a mikrotiterlemezes
modszer esetében Iényegesen kisebb a reakcidelegy
révidebb

térfogata, amely igy id6 alatt elérte a

0.600
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0.400

0.300

abs. [595 nm]
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5. abra: Lactobacillus plantarum 2142 formazdn képzése
ktlonb6zd MTT koncentrdciok esetén
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6. abra: Lactobacillus plantarum 2142 formazdn képzése
8 mg/ml MTT koncentracio és kulénbozé inkubdécios idék
esetén

reakciohoz szUkséges idedlis hémérsékletet. A tovabbi
kisérletekhez a 2 6rds inkubdcios idét és 8 mg/ml
koncentrdcidju MTT oldatot alkalmaztunk.

MTT redukdlé képesség vizsgalata kiilonbé6z6é térzsek
esetében

Az eléz6ekben megdllapitott optimdlis paramétereket
alkalmazva mikrotiter lemezen vizsgdltuk a kilénbozd
tejsavbaktérium torzsek enzimaktivitdsat. Ahogyan azt o
7. abra is |0l szemlélteti, a kulénbdzd Lactobacillus
térzsek  eltéréd  dehidrogendz enzim  aktivitdssal
rendelkeznek  ugyanakkora  sejtszdm  mellett. A
legnagyobb mennyiségl formazant a Lactobacillus
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sejt ml”

+ 2142 a V1 a Sakei

rhamnosus VT1 képezte a vizsgdlt torzsek koézul, mig a
7. @bra: Formazdn képzddés és a sejtszdm osszeflggése

Lactobacillus plantarum 2142 és Lactobacillus sakei
DSM 20017 kbzel azonos mennyiséget képeztek.

A taptalaj hatdasa az enzimaktivitasra

Az eléz8 kisérletekbdl vildgossa valt, hogy a kulonbozd
tejsavbaktérium térzsek azonos sejtszdm mellett eltérd
enzimaktivitassal rendelkeznek, vagyis adott
mennyiségl MTT-bdl eltéré mennyiségl formazant

képesek redukaini. A tovabbi kisérletekben
megvizsgdltuk, hogy miként valtozik a tdrzsek
enzimaktivitdsa, ha mesterséges tdptalaj helyett

természetes csicsoka taptalajon szaporitjuk azokat. A
természetes és mesterséges tdptalajokat egyardnt
10° sejt/ml induld sejtszammal oltottuk be, amelyeket
30 °C-os inkubdtorba helyeztunk. Tizenhét 6Ords
inkubdciot kévetéen a mintakat lecentrifugdltuk, o
feluluszokat eltavolitottuk és a sejtszdmokat azonosra
dllitottuk  be fiziologids séoldat segitségével. Ezt
kévetden meértuk a sejtek dehidrogendz
enzimaktivitdsdt, amelyek eredményét a 8. dbra
mutatjo. Az eredmények azt mutattdk, hogy
ugyanakkora sejtszdm mellett kulonbdzd tdptalajon
szaporitva az azonos torzsek esetében is eltérd
enzimaktivitds figyelheté meg. A csicsdka tdptalajon
szaporitott baktériumok enzimaktivitdsa mind a két
térzs esetében lényegesen nagyobb volt, mint az MRS-
en szaporitott mikroorganizmusoké. Azt feltételeztik,
hogy az azonos térzsek klldnbozd taptalajon mutatott
dehidrogendz enzimaktivitasbeli kuldnbsége az egyes
taptalajok eltérd  szubsztrdtumdabol eredd  kuldonbodzd
szaporoddsi sebességekbdl is kdvetkezhet. Ennek a
hipotézisnek az igazoldsdra a kdvetkezd kisérleteket
végeztuk el. Mesterséges MRS tdaptalaj higitdsaval érttk
el, hogy a teszt mikroorganizmus azonos szaporoddsi
goérbét  mutasson  mindkét  tdptalajon, melynek
eredményét a 9. dbra mutatjo. A szaporoddsi
gorbékbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy az &tszoérdsére
higitott MRS tdptalajon és a csicsdka taptalajon a Lb.
rhamnosus VT térzs azonos sebességgel szaporodott.
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8. abra: Lactobacillus plantarum 2142 és Lactobacillus
rhamnosus VT1 formazdn képzése azonos sejtszdm és eltérd
taptalaj esetén
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9. adbra: Lactobacillus rhamnosus VT1 szaporoddsi
sebességének bedllitdsa

A szaporoddsi sebességi egyutthatdkat kiszdmolva is
kozel azonos eredményeket kaptunk  (csicsoka:
0.01 1/min MRS/5: 0.009 1/min). A tovdbbi kisérletben
Otszdrésen higitott MRS tdptalajt s a csicsoka taptalaijt

10,0 -
9,5 4
=z
o 9,0
8,5
3‘0 L
VT1
m MRS 9,11
Ocsicsoka 9,12

10. abra: Lactobacillus rhamnosus VT1 sejtszdma 4 6rds
inkubdciot kdvetden csicsoka- és dtszordsére higitott MRS
taptalajon szaporitva




Kolorimetrids médszer adaptaldsa tejsavbaktériumok vizsgdlatahoz

Lb. rhamnosus \T1
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1. @bra: Lactobacillus rhamnosus VT1 formazdn képzése
(8 mg/ml MTT) azonos sejtszém és eltérd taptalajon torténd
4 ords szaporitast kdvetden

azonos induld sejtszammal beoltva (5*108  sejt/ml)
4 ordés inkubdciét kévetden mintat vettink, majd
meghatdroztuk a sejtszdmukat és az enzimaktivitsukat
spektrofotométer segitségével. A 10. abra j6I mutatjag,
hogy azonos induld sejtszdmmal beoltva a
taptalajokat, 4 6ra elteltével mind a higitott MRS, mind a
csicsbka taptalajon azonos sejtszdmot ért el a
Lactobacillus rhamnosus VTI toérzs. Mint azt a 11. abra
mutatja, az azonos sejtszim és szaporoddsi sebesség
ellenére a csicsoéka taptalajon kézel négyszer nagyobb
enzimaktivitdst mutatott a teszt mikroorganizmmus oz
MRS tdptalajon mérthez képest. Megdllapithatjuk, hogy

a baktériumok enzimaktivitsat a  sejtszam, illetve
szaporoddsi  sebességen kivil a szaporitGsukhoz
alkalmazott taptalaj mindsége is nagymértékben

befolyasolja. Ennek oka a kuléonbdzd taptalajokban 1évé
eltéré szénhidrat forrds lehet, amelyeknek eltérd
metabolizdcidja sordn a sejtek kuldnbdzd meértékd
dehidrogendz enzimaktivitdssal rendelkeznek (Berridge
etal, 1996).

A pH hatasanak vizsgalata
A pH okozta vdltozadst a sejtek MTT redukdldsi
képességében a Lactobacillus casei Shirota torzs

példdjan keresztul mutatjuk be. A teszt
mikroorganizmus  sejtszémat  2.36*10°  sejt/ml-re
bedllitottuk fiziologias sdoldatban. A térzsoldatbol

3 millilitereket kivettlk és bedllitottuk ktlon-kaldén a pH-
kat (6,01, 5,01, 4,01, 3,61). A pH bedllitasara 0,01 M-os HCI
és NaOH oldatot alkalmaztunk. A térzsoldat eredeti pH-
ja 412, A kuldnbozd pH-jU sejtszuszpenzidkat 37 °C-os
inkubdtorba helyeztink 1 6rdra. Az inkubdciot kévetden
mikrotiter MTT modszert alkalmazva mértik oz
enzimaktivitast.

A 12. @bran bemutatott eredményekbdl jol IGthato,
hogy a sejtek tetrazélium-bromid redukdld képessége
a pH esésével csoékkend tendencidt mutat. A pH-
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12. abra: Lactobacillus casei Shirota formazdn képzése
ktlonbo6zd pH-értékeken
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beadllitas nélkdli sejtszuszpenzid a 4,01-re bedllitott pH-ju
mintdéhoz hasonld enzimaktivitdst mutatott. Az
eredményeink jol egyeznek azokkal a megdllapitasokkal
miszerint a tetrazdlium soék redukdaldddasdénak o pH
optimuma a semlegeshez kozeli (Jdmbor et al, 1956;
Cesari et al, 1969). Az eredményekbdl az is
megfigyelhetd, hogy a kapott jelek nagysdga elmarad
a kordbbi mérések sordn kapott hasonld sejtszém
mellett mért eredményektdl. Az eltérés azzal
magyardzhatd, hogy a fizioldgids sdoldatban bedllitott
pPH-jU sejtszuszpenzidk enzimaktivitdsdnak mérését
1 6ras inkubdcid elézte meg, amely sordn a sejtek
élettevékenysége és igy az enzimaktivitdsa is a
tGpanyagok hiagnydban lecsdkkent.

Kovetkeztetések, javaslatok

Sikeresen adaptéltuk Wang és munkatarsai (2007),
eredetileg Mosman  (1983) dltal human sejtekre
kidolgozott MTT mobdszerét Lactobacillus  torzsek
élésejtszém  meghatdrozasdra.  Megdllapitottuk  az
optimdlis paramétereket: baktériumseijt koncentréciot,
MTT koncentrdaciot, inkubdcios idédt, pH hatdst, amelyek
esetén szoros korreldgcio all fenn a sejtszdm és a
keletkezett formazdn koncentrdcid kozédtt. Az adaptdlt
modszer segitségével kevesebb mint négy 6ra alatt
meghatdrozhatd o  tesztmikroorganizmusok — él6

sejtszama.
A modszer laboratériumi kutatdsokban
megkérddjelezhetetlen  |étjogosultsdga mellett  a

gyakorlatban is hasznosithatd szémos élelmiszeripari
termék, legféképpen olyan funkciondlis termékek gyors
vizsgdlatdhoz, amelyeknek a fogyasztas pillanatdig
meghatdrozott szimU élé sejtet kell tartalmaznia a
hozzaflzott  jotékony hatds  kifejtése  érdekében
(probiotikumok), illetve ami még lényegesebb lehet, az
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élelmiszerekben eléforduld romidst okozd és patogén
mikroorganizmusok gyors kimutatasdara, ami a modszer
paramétereinek tovabbi modositasaival
megvalosithato.

Irodalomjegyzék

Altman, FP. (1976): Tetrazolium salts and Formazans.
Progress in Histochemistry and Cytochemistry,
9(3)1-51.
https://doi.org/10.1016/s0079-6336(76)80015-0

Dedk, T. (2005): A mikrobavilag molekularis szemiélete.
Elelmezési Ipar, 59(4):105-111.

Dedk, T. (2006a): Elelmiszer-mikrobiologia. Mezégazda
Kiadd, Budapest.

Dedk, T. (2006b): Mikrobiologiai vizsgdalé modszerek.
Budapesti Corvinus Egyetem, Mezdgazda Kiadd,
Budapest.

Denizot, F, Lang, R. (1986): Rapid colorimetric assay for

Hegyi és mtsai, 11-18. oldal

cellular growth and survival: Application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal of
Immunological Methods, 65:55-63.
https://doi.org/10.1016/0022-1759(83)90303-4

Peng, L, Wang, B, Ren, P. (2005): Reduction of MTT by
flavonoids in the absence of cells. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 45:108-1.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2005.07.014

Twentyman, PR, Luscombe, M. (1987): A study of some
variables in a tetrazolium dye (MTT) based assay for
cell growth and chemosensitivity. British Journal of
Cancer, 56:279-285.
https://doi.org/10.1038/bjc.1987.190

wang, F, Cao, L, Hy, S. (2007): A rapid and accurate 3-
(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide colorimetric assay for quantification of
bacteriocins with nisin as an example. Journal of
Zhejiang  University SCIENCE B, 8(8):549-554.
https://doi.org/10.1631/jzus.2007.00549

Wang, H, Cheng, H, Wang, F, Wei, D, Wang X. (2010): An

cell growth and survival Modifications to the
tetrazolium dye procedure giving improved
sensitivity and reliability. Journal of Immunological
Methods, 89:271-277.
https://doi.org/10.1016/0022-1759(86)90368-6
Mosmann, T. (1983): Rapid Colorimetric assay for

improved 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheny!
tetrazolium bromide (MTT) reduction assay for
evaluating the viability of Escherichia coli cells.
Journal of Microbiological Methods, 82:330-333.
https://doi.org/10.1016/jmimet.2010.06.014

Adaptation of MTT (3-(4,5-dimethyithiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) colorimetric assay for the analysis of Lactobacillus strains

Hegyi F., Perjéssy J., Zalan, Zs.
Abstract

Lactic acid bacteria, including Lactobacillus strains, are widely found in nature and are important members of
the human intestinal microflora. There has been a lot of research into the beneficial properties of these
microorganisms for us, and it is becoming increasingly clear that without them, life would be unimaginable.
This is why it is important to have as much information as possible about these essential micro-organisms. In
our work, we have adapted and optimized a colorimetric method, originally suitable for human cells, to
measure the enzyme activity of the test microorganisms we are investigating and to provide information on
the importance of these microorganisms. By modifying and adjusting the parameters of the method reported
in the literature, we obtained a rapid method for the direct detection of the enzyme activity of bacterial cells
and, indirectly, their cell number in less than four hours. During the adaptation, the optimal parameters
(bacterial cell concentration, MTT concentration, incubation time, effect of ,oH) were established, for which
there is a close correlation between cell number and the formazan concentration produced. Our
measurements have shown that the enzyme activity of Lactobacillus strains is strongly influenced by their
instantaneous growth phase, the quality of the medium and that there is a significant difference between
strains.

Keywords: MTT, Lactobacillus, enzyme activity, colorimetry
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Osszefoglalés

A dolgozat célja egy alternativ érleménybdl készult zéldségliszttel dusitott szdraztészta fejlesztése, majd a
tészta vizben oldhatd antioxiddns tartalmdnak névelése volt. A fejlesztés sordn hdrom, kllonbdzd ardnyud
Osszetétell szdraztészta készult. Az alapanyagok a quinoa liszt, az édesburgonya liszt, a konjakliszt, valamint az
ivoviz volt. Vizsgdltuk a liszteket, lisztkeverékeket, szaraztésztdkat, valamint fott tésztdkat is. A mintak vizben
oldhat6 antioxidans kapacitasat FRAP (Ferric reducing ability of plasma) moédszerrel hataroztuk meg, mely a
minték vasredukalo képességén alapszik. Az érzékszervi birdlat soran elvégeztuk az MSZ 20050/3-83 szabvany
alapjan az izesitett és dusitott szaraztésztakra vonatkozo érzékszervi mindsitést, valamint egy JAR (Just About
Right) optimum skélds mindsitést is, melyet Penalty Analysis bévitménnyel értékeltink ki. Eredményként
medgfigyelhetd, hogy a vizben oldhaté antioxiddns kapacitds noévelés a legtdébb édesburgonya lisztet
tartalmazé mintakndl volt sikeres, valamint a fétt tésztdk nagyobb értéket mutattak, mint a szdraztésztak. Az
érzékszervi mindsités sordn a 30% édesburgonya lisztet tartalmazo tészta kapta a legjobb értékelést.

Kulesszavak: édesburgonya, quinog, szaraztészta

kivalasztdséndal célunk volt a minél kedvezdbb
Bevezetés beltartalmi jellemz&k elérése, ezért esett a magas

fehérje tartalmuad quinodra, mint alternativ érleményre a
A kutatébmunkdank célia egy alternativ, valamint a  Vvalasztas, zéldséglisztnek pedig az édesburgonya liszt,
természetébdl addédéan gluténmentes Srleménybol  hiszen  az  édesburgonya  magas  antioxiddns
z6ldségliszttel dusftott, tovabbd vegdn étrendbe is  tartalommal bir. Szdmos mérést végeztink, hogy a
beilleszthets,  vagyis  tojésmentes  szdraztészta fogyasztok szdmdra a felsorolt jellemzdk a legjobban
fejlesztése volt, amely tésztaként helyet kaphat az —megfeleljenek. Ezen mérések eredményeit szeretnénk
egészségtudatos  tdpldalkozasban. Az alapanyagok —bemutatni.
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Botanikai  értelemben a quinoa nem igazi
gabonaféle, hanem egy kétszikl ndvény, szemben a
legtdbb gabonafélével, példaul buzaval, arpdval, rizzsel,
melyek egysziklek. A quinoa a pszeudoceredlidk kdzé
tartozik. A pszeudoceredlidk magjai dsszetételukben és
funkciéjukban hasonlitanak a valddi gabonafélékhez. A
kdzdnséges gabonafélékhez képest a pszeudoceredliak
fehérjéinek aminosav &sszetétele kiegyensUlyozottabb,
valamint  magasabb  az  esszencidlis  aminosav
tartalmuk. Az amardntnak magasabb a fehérjetartalma
a quinodndl, azonban a hajdindnak alacsonyabb,
valamint a bazénak is (Alverez-Jubete és tdrsai, 2010).
Gabonafélék, példaul buza és kukorica fogyasztdsa
esetén a lizin, mint esszencidlis aminosav erdsen
hiGnyban van a taplalkozdsban. Azonban a legtébb
novénytdl eltéréen a quinoa aminosav spektruma
szélesebb, mint a tébbi gabonaféléké, huvelyeseké. Lizin
&s metionin tartalma a fehérjéinek jéval magasabb,
mint mds gabonaféléknek (Arendt és Zannini, 2013). B-
vitaminok tekintetében a quinoa 6 riboflavin, tiamin és
folsav forrds, ezenkivul kivald E-vitamin forrds is
(Alverez-Jubete és tdrsai, 2010). Arendt és tarsa szerint
az E-vitamin jelenléte védi oz Osszes zsirsavat, mivel
természetes antioxiddns vegyuletként mukodik.

Az édesburgonya gydkerei is fajtdjatol fuggden
gazdagok kemeényitében, fehérjében, élelmi rostban,
lipidekben, polifenolokban, karotinoidokban,
vitaminokban é&s  dasvanyi  anyagokban,  példdaul
kalciumban  és  kdliumban. Az  édesburgonya
fehérjetartalmat  féleg sporaminok  adjak, mely
molekuldk esszencidlis aminosavakban igencsak
gazdagok, gy az édesburgonya fehérjetartalma
versenyképes mdas  kivald mindségi  fehérjéket
tartalmazo zoldségekkel. Az édesburgonya proteinjeinek
hidrolizaGtumai jelentés antioxiddns aktivitdst mutatnak.
Az édesburgonya élelmi rostja j6 fizikai-kémiai
jellemzdékkel és funkciondlis tulajdonsagokkal
rendelkezik (Mu és Singh, 2019). Az édesburgonya
antioxidédnsokban, példaul polifenolokban gazdag. Az
édesburgonya  gazdag  R-karotinban, féleg «a
narancssarga hasu fajta. A kaldénbodzd édesburgonya
fajtdk esetében a hdsuk szinének vdltozasabol
adéddéan  az antioxiddns  kapacitdsuk is  erdsen
valtozékony (Lu és Gao, 201).

A Magyar Elelmiszerkényv 2-321 szama irdnyelve
szerint az egyéb szdraztészta olyan tojassal vagy tojds
nélkul készitett szaraztészta, amelyben a bdzadrlemény
mellett, vagy helyett mas  gabonadrieményt,
gabonakészitményt, gabonahelyettesitd készitményt,
egyéb izesité- vagy dusitdbanyagot tartalmaz. A Magyar
Elelmiszerkonyv  2-321 szamU irGnyelve alapjan  a
gabonahelyettesitd készitmények olyan dalgabondkbol
(pszeudogabonabdl)  (amarant,  hajding,  quinoa)
elédllitott készitmények, érlemények, amelyek
szdraztészta gydrtasara is alkalmasak, valamint azt is
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meghatdrozza, hogy az izesité- és dusitdanyagok olyan
anyagok, amelyek a termék jellegét, élvezeti értékét
javitjak.

Munkdank sordn haromfajta szdraztésztat
készitettink, melyek az édesburgonya liszt és a quinoa
liszt ar&nyaiban tértek el egymadstol. Az édesburgonya
liszttel vald dusitds novelésével a cél a termék
antioxidanstartalmdnak noévelése volt. Tovabbi célunk
volt, hogy az elkészitett termékek a fogyasztok szimara
megfeleld élvezeti értékkel birjanak.

Anyagok és modszerek

A célkitizések  megvalositdsdhoz  kereskedelmi
forgalomban kaphaté quinoa lisztet (Eden Prémium),
édesburgonya lisztet (SzafiReform) és konjaklisztet
(Naturmind) haszndltunk fel. A fejlesztés soran készult
egy 90% quinoa lisztet és 10% édesburgonya lisztet
tartalmazd, egy 80% quinoa lisztet és  20%
édesburgonya lisztet, valamint egy 70% quinoad lisztet és
30% édesburgonya lisztet tartalmazd szdraztészta. A
szdraztészta mintdk egyenld mennyiségU konjakliszttel
és vizzel készultek. A vizsgdlatokhoz mintdk készultek a
lisztekbdl, lisztkeverékekbdl, valamint a fejlesztett
szlraztésztakbdl és azok fott verzidjabdl is. A kisérletek
sordn meghatdroztuk a mintdk vizben oldhatd
antioxiddns kapacitasdat, fozési idejét,
nedvességtartalmat,  vizfelvevd  képességét  és
vizaktivitdsat. A kémiai vizsgdlatok mellett érzékszervi
mindsitést is végeztunk.

Az alapanyagok és az elkészitett szdraztésztdk,
valamint fétt tésztdk nedvességtartalmat Sartorius MA
50 gyors nedvességmeérd készulékkel hatdroztuk meg.
Novasina MSI tipust berendezéssel végeztlk o
vizaktivitas értékek meghatdrozasat.

A vizfelvétel meghatarozéséhoz az MSZ 20500/1-85
szabvanyt haszndltuk. A fézési idé megdllapitdsdhoz
szintén az MSZ 20500/1-85 szabvanyt hasznaltuk fel.

Az  alapanyagokbdl  kivonatokat — készitettlnk,
kvarchomok felhaszndaldsdval, mechanikai feltardssal.
Az extrahdldszer desztilldlt viz volt. A kapott masszat
centrifugacsébe toltjuk (0] g/ecm?®) és 15 percig
centrifugdljuk 4 °C-on 4000 percenkénti
fordulatsz&mmal. A centrifugdlds utdn a csében 1évd
felliszOt egy Eppendorf csébe pipettdzzuk és
felhaszndljuk a célul kittzott méréshez.

A vizben oldhatdé antioxiddns kapacitdsat a
mintdknak FRAP modszerrel hatdroztuk meg. A
modszert, amely a mintdk vasredukdldo képességén
alapul, Benzie és Strain (1996) dolgozta ki.

Az érzékszervi mindsitéshez elvégeztik az MSZ 20500/3-
85 szdmU magyar szabvany szerinti szdraztésztdkra
vonatkoz6 érzékszervi vizsgdlati moddszert, valamint
elvégeztink egy JAR, vagyis optimum skalds érzékszervi
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Eredmeények és értékelésuk

A nedvességtartalom mérések eredménye alapjan
megdllapithatéd, hogy a Magyar Elelmiszerkényv alapjan
meghatdrozott lisztekre vonatkozd legfeljebb 15%
nedvességtartalom értéket nem haladja meg egyik liszt
nedvességtartalma sem, valamint a szdraztésztak
nedvességtartalma is o szdraztésztdkra vonatkozd
maximum 13% alatt van.

A vizaktivitds eredmények alapjdn megdllapithato,
hogy minden mért lisztkeverék az alacsony vizaktivitdsa
élelmiszerek kozé sorolhatd, igy a lisztkeverékek
mikrobiologiailag stabilnak  tekinthetbek, hiszen 0,6
vizaktivitds érték alatt a mikroorganizmusok nem
képesek szaporodni.

Mindhdrom mintanak szinte azonos a
duzzadodképessége, igy megdllapithatd, hogy az
édesburgonya liszttel vald dUsitds nincsen jelentds
hatdassal a tésztdk vizfelvevoképességére.

A 10%, valomint a 20% édesburgonya lisztet
tartalmazd mintdk esetében szinte azonos a f6zési ido,
azonban a 30% édesburgonya lisztet tartalmazé tészta
esetében tapasztalhatd a legrévidebb fézési idd. Ez
alapjan  feltételezhetd, hogy a bizonyos mértéku
édesburgonya liszttel vald dlsitds mar befolydssal van
a tészta fézési idejére.

A vizben oldhaté antioxiddns kapacitds mérés
eredménye az 1. dbran van feltntetve. A diagramon jol
IGthatd a 100% édesburgonya liszt antioxiddns
kapacitdsa mennyire kiemelkedik a tobbi liszt értékei
kozul. Tovébbd megfigyelhetd, hogy az édesburgonya
adagoladsa  noéveli a  lisztkeverékek — antioxiddns
kapacitdsat, azonban a noévekedés nem ardnyos a
dusitds novelésével. A szdaraztésztdk és a fott tésztak
esetében is az figyelhetd meg, hogy a 10%-kal és 20%-
kal duasitott mintdk antioxiddns kapacitds értékei a
kontroll (100% quinoa) mintéhoz képest csokkennek,
majd a 30% édesburgonydval dusitott tészta mutat
magasabb  értékeket a  kontroll- és a tobbi
tésztamintandl. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a
célként  megfogalmazott  antioxidédns  kapacitas
novelése az elkészitett, valamint a megfézott tésztak
esetében csak a 30%-os dusitdssal érhetd el. Az is
megdllapithatd, hogy a szdraztésztdkhoz képest a
fétteknek emelkedett a vizben oldhatd antioxiddns
kapacitds értéke. A fdzésrél ismert, hogy a kémiai
Osszetételben jelentds valtozdsokat indukal,
befolydsolva a zéldségek bioaktiv vegyuleteinek a
koncentraciojat, valamint a biolégiai hozzdférhetdségét
is. A zoldségfajok morfologiai és  taplalkozdsi
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tulajdonsagaitdl fuggden ez a vdltozds lehet pozitiv
vagy negativ is, valamint a hdkezelés ideje, tipusa és
hédmeérséklete is eltérd hatdssal lehet a zdéldségek
antioxidans tulajdonsagaira (Pellegrini és tarsai, 2009).
Dolinsky és tdrsai 2015-6s kisérleteik sordn kuldénbdzd
z6ldségek antioxiddns aktivitGsanak valtozdsat figyelték
meg kulonbdzd  hdkezelések hatdsara és  azt
tapasztaltdk, hogy pdrolds esetén minden dltaluk
vizsgdlt zoldségnek nétt az antioxiddns aktivitasa, fézés
hatasdra pedig ugyan nem minden, de tébb minta
esetében is tapasztaltak névekedést, amit  azzal
magyardztak, hogy a pro-oxiddns aktivitdst serkentd
peroxiddz enzimek magas hémérsékleten
inaktivaloédnak, ennek kdszénhetden tud ndvekedni az
antioxidans aktivitds. Az dltalunk elért eredmény tehat
feltehetdleg szintén azzal magyardzhatd, hogy a tésztdk
fézése sordn az elbbb emlitett Ggymond az antioxiddns
aktivitdst  gatld  enzimek a hoékezelés hatdsdra
inaktivalddnak, igy az antioxiddns kapacitdsd molekuldk
nem sérulnek és né az aktivitasuk.
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. @bra: Mintdk vizben oldhatd antioxidéns kapacitds értékek
aszkorbinsav egyenértékben kifejezve

Az érzékszervi birdlat eredményeit a 2., 3. és
4. abrak mutatjdk. A 2. abrarel leolvashatd, hogy szin,
ragacsossdg és dllag szempontjabdl is a résztvevék
tobb mint 50%-a pont j6 értékelést adtak a 10%
édesburgonyat tartalmazd tésztamintdnak, azonban a
globdlis iz esetében a birdlok 46%-a a nem tdl intenziv
jelzbvel értékelte a tésztat. Ezen tésztaminta illata o
résztvevok 39%-a szerint pont j6, viszont a birdlok kozel
azonos hdanyada, szdm szerint 36%-a szerint nem elég
intenziv. Az illat és a globdlis iz nem tdl intenzivre vald
értékelése minden bizonnyal az édesburgonydval csak
10%-kal valé dusitasnak tudhatd be. Ezen minta
esetében a kedveltséget nagyban befolydsolo tényezd
a ragacsossdg, emellett a nem elég intenziv illat is
jelentds hatdassal volt a tészta kedveltségére. A 20%
édesburgonyat tartalmaozd tészta eredményei a
3. abran lathatéak. Szin, illat, ragacsossdg és dllag
szempontjabdl is a biralok tobb, mint 50%-a pont jonak
értékelte a tésztat. Globdlis iz esetében medfigyelhetd,
hogy nagyobb szdzalék itélte meg a terméket pont
jonak, mint a 10% édesburgonydval dusitott tésztat, sét
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nem elég intenzivnek mar csak a résztvevok 29%-a
vélte a terméket, viszont a résztvevok 32%-a mar a tdl
intenziv kategéridba sorolta be ezt a tésztat. A termék
illatat is kevesebben itélték meg nem elég intenzivnek.
Ez, tovGbbd a globdlis izre kapott jobb értékelés
vélhetéen az  édesburgonydval  vald  dUsitas
fokozasdnak készénhetd. A termék szinét a biraldk kozul
tobben itélték meg pont jonak, kevesebben nem elég
intenzivnek, valamint ugyanannyian tdl intenzivnek, mint
a 10%-kal dusitott tésztandl, igy az édesburgonya-
tartalom emelésével kedvezéen vdltozott a tészta
megitélése szin alapjan. A nem elég intenziv szin, mint
jellemzé tulajdonsdg volt a leginkdbb negativ hatdssal
ezen tésztaminta kedveltségére. A 4. abran a 30%

édesburgonyat tartalmazoé tészta érzékszervi
eredményei lagthatdéak. Ezt a tésztamintdt minden
vizsgdlt szempont szerint a birdlaton résztvevék
legaldbb 50%-a pont jonak értékelte. A 30%

édesburgonydaval dusitott tészta szinének értékelésénél
a birdlok 29%-a mar tdl intenzivnek itélte meg a szint,
azonban 64% pont jonak és 7% még nem elég
intenzivnek. A 20% édesburgonydval dusitott tésztdhoz
képest ennél a tésztamintdndl mar tébben értékelték tal
intenzivnek és kevesebben pont jonak az illatot. A tészta
globdlis izét ugyanannyian értékelték tal intenzivnek,
mint a 20 % édesburgonydt tartalmaozd tésztat, de
tobben értékelték pont jonak, pontosan a résztvevok
50%-a. A hdrom tészta kdzul ez érte el a legtdbb pont j6
értékelést az dllag szempontjgbdl. A birdldk a 20%
édesburgonyadt tartalmaozd tésztdhoz képest ezt o
tésztat ragacsosabbnak, viszont a 10%-ot tartalmazotol
kevésbé ragacsosnak itélték meg. Ezen tésztaminta
esetében mar egyik jellemzé sem befolydsolta
szignifikinsan a termék kedveltségét.

A Magyar szabvany szerinti mindsités eredménye
alapjdn a harom tésztamintébdl kettd az I. osztdlybag,
egy pedig éppen lemaradva az I. osztdlyrol, csak a Il.
osztdlyba sorolhatd be. Az illat, az iz és az dllomdany
tulajdonsagok alapjan a 30 % édesburgonya liszttel
dusitott szdroztészta érte el a legjobb értékelést,
valomint ez a minta érte el a legmagasabb
osszpontszdmot is, gy ez volt a résztvevok dltal
leginkdbb kedvelt termék.

Kovetkeztetések, javaslatok

Kutatdmunkdnk sordn legfontosabb célunk volt egy
olyan zdldségliszttel dusitott gluténmentes, emellett
alternativ érleménybdl készult szaraztészta fejlesztése,
amely kedvezé beltartalmi tulajdonsagokkal, valamint a
fogyasztok  korében  érzékszervi  szempontbdl s
optimdlis  paraméterekkel  rendelkezik. A célok
megvalodsitdsdhoz mind az alapanyagoknak, mind a
szAraztésztdknak, mind a foétt tésztdknak mértik a
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4. abra: 70% quinoa, 30% édesburgonya tészta JAR adatainak
osszegzése

vizben oldhato antioxidans kapacitasat
spektrofotometridsan. A kémiai mérés eredményeképp
az lett megdllapitva, hogy a 30% édesburgonya lisztet
tartalmazd lisztkeverék, szdraztészta, valomint foétt
tészta mutat jelentés emelkedést a vizben oldhatd
antioxiddns kapacitds tekintetében a 100% quinoa
lisztbdl készult kontroll mintaval ésszevetve. Azonban a
10%, valamint a 20% édesburgonya lisztet tartalmazé
szraztésztak és fott tésztdk esetében a mérések nem
mutattak névekedést a kontroll mintdhoz képest. A fott
tésztak esetében a szdraztésztdkhoz képest antioxiddns
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kapacitds novekedés figyelhetd meg. Egyre tdbb
kutatas igazoljo, hogy bizonyos zdldségeknek kdztuk
akér az édesburgonyanak is  kulonbdzd  fézési
modszerek  (pdrolés,  vizben  fézés)  hatésara
novekedhet az antioxiddns aktivitdsa. Az érzékszervi
mindsités eredményei alapjagn mindhdrom tészta |6
eredmeényt ért el, azonban a legjobb értékelést a 30%
édesburgonya lisztet tartalmazd tészta érte el. A 10% és
20% édesburgonya lisztet tartalmazéd tésztak esetében
a legtdbben az illat és az iz intenzitdsdt hidnyoltdk,
azonban a 30%-ot tartalmazd tészta ezen szempontok
alapjn  mar a legtdbbjuk tetszését elnyerte.
Osszeségében a kapott eredmények alapjan a
termékfejlesztést, emellett a j0 beltartalmi jellemzdk
elérését, az antioxiddns kapacitds ndvelését sikeresnek
mondhatjuk és Gagy gondoljuk, hogy az érzékszervi
birdlat alapjan a fogyasztok szdmdara is egy megfeleld
terméket sikerult eldallitani.
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Investigation of quinoa flour based pasta enriched with sweet potato flour

Kreszaldé6 L., So6s A., Szedljak I.J.

Abstract

The aim of the research was to develop a dry pasta made from alternative flour and enriched with vegetable
flour, then to increase the water- soluble antioxidant content of the pasta. We made three dry pasta, each
containing different proportion of the ingredients. The ingredients were quinoa flour, sweet potato flour,
cognac flour, and water. During our examination we examined the flours, the mixtures of flours, the dry pasta
and the cooked pasta. The water- soluble antioxidant capacity of the samples was determined by the FRAP
(Ferric reducing ability of plasma) assay, which is based on the iron-reducing ability of the samples. For the
sensory qualification we did the sensory qualification for flavored and fortified dry pasta according to the MSZ
20050/3-83 standard, and we also did a JAR (just about right) optimum scale rating, which we evaluated with
the Penalty Analysis extension. As a result, it was observed that the increase of the water-soluble antioxidant
capacity was successful in the samples containing the most sweet potato flour, and the cooked pasta
showed a higher value compared to the dry pasta. The result of the sensory qualification shows that the pasta
with 30% sweet potato flour content received the best rating.
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Osszefoglalés

A takarmdny aminosav- és zsirsavosszetétele jelentésen befolydsolja a halhls érzékszervi és technologiai
tulajdonsagait. A takarmanyok fehérjetartalma elsédlegesen fontos, mert ellentétben a névényekkel, az dllatok,
szervezete nem képes elddllitani, ezeket a takarmdanybdl veszik fel. A haltap dllati és ndvényi eredetl
fehérjeforrasai  eltérd oOsszetételben tartalmazzdk a kuldnbézd aminosavakat, és minden fehérje
emészthetésége mds. A haltGpokkal szembeni elvards a j6 emészthetdség, a fenntarthatd és gazdasdgos
beszerezhetéség. A kutatok Gj, alternativ fehérjedls takarmanyalapanyagok (pl. rovarliszt) bevondsaval
probaljdk fejleszteni a tapok bioldgiai értékét, hogy ezzel elérjék a halak megfeleld ndvekedését, a halmindség
javitasat.

A bevezetésre keruld haltakarmanyok mindségének igazoldsara in vitro hal emésztési modellek fejlesztése a
cél, amely nagy kihivast jelent a kutatok szdmdra. A halak nagy diverzitdsa, az emésztési folyamat
komplexitdsa, az emésztést befolydsold tényezdk sokfélesége, az in vivo fizioldgids kérlimények imitdldsa
rendkivil nehéz feladat.

Kulesszavak: haltakarmany, in vitro emésztési modell

tépanyagtartalom, az emészthetdség, a peszticidektd!
qutqquményozés és egyéb méreganyagoktél valé mentesség. Az

emészthetd és a metabolizGlhatd energia kedvezd
A halak fehérjét, zsirokat, energidt, vitaminokat és ardnyban kivald novekedést tesz lehetévé, nagy
asvanyi anyagokat igényelnek taplalékukban alapvetd mennyiségu zsir felhalmozodasat mellézve. Altaldban a
élettani funkcioik (ndvekedés, szaporodds stb.) normadlis  halak  névekedése egyenesen ardnyos a  tdp
mukoédésének fenntartdsdhoz. A tdpokkal szemben fehérjetartalmaval, a haltest szarazanyag tartalmdanak
alapveté — mindségi  feltételekk o  hozzaférhets kb. 70%-dt adjdk a fehérjek, ezért ezek a haltdpok
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legfontosabb vegylletei, egyben a haltdp mindségi
mutatéi. Ugyanakkor o fehérje a legkoltségesebb
haltap dsszetevd (Wang et al, 2021).

A fehérjetartalom optimdlis szintje fugg a fajtdl, az
életkortdl, a  vizhdmérséklettd, a napi  adag
nagysagatdl, az etetési gyakorisGgtdl, a fehérje
mindségétdl, vagyis az aminosav o6sszetételétdl és a
nem-fehérje eredetl energia mennyiségétdl (Hancz,
201).

A kereskedelmi forgalomban kaphato vizi dllatoknak
szdnt takarmany Osszetétele a f& fehérjeforras
szempontjabdl hagyomdényosan a halliszttdl fugg. A
halliszt elérhetéségének csékkenése, és a kdltségének a
novekedése, az alternativ vdlasztdsi lehetdségek
keresését 6sztonzi. Ugyanakkor a halliszt alkalmazdsa
mint f& fehérjeforrds nem kérnyezetbarat (Toviho &
Barsony, 2020).

Az allati eredetli fehérjék -amelyek tobbnyire az
élelmiszeripar melléktermékei (pIA baromfiliszt, hUs- és
csontliszt, toll-liszt) - alkalmasak a halliszt kivaltasdra.
Ezek a fehérjeforrdsok azonban koltségesek és
korlatozottan hozz&férhetdek.

A noévényi eredetli fehérjék, mint a szdjabab,
csillagfurt, repce, borso, kukoricaglutén, bdzaglutén és
gyapotmag lisztjei jelentés figyelmet kaptak halliszt-
helyettesitéként ezek kénnyebb hozzdférhetbsége,
alacsony draik €és magas fehérjetartalmuk miatt.

A noévényi alapd takarmdnyokban a fehérje
mennyiség és az esszencidlis aminosav egyensudly
dltaléban  elégtelen, anti-nutritiv.  komponenseket
tartalmaznak, és a hallisztre  jellemzd  bizonyos
osszetevék (pl. taurin és hidroxiprolin) hiényoznak
beldllk, ami rossz noévekedési teljesitménnyel, bél
gyulladdassal és a halhUs izének romldsdaval kapcsolatos
potencidlis gondokat okozhat (Toviho & Barsony, 2020).
Mindezek korlatozzdk o halliszt helyettesitéként vald
alkalmazasukat.

A haltpban 1évé  dllati és névényi  eredetd
fehérjeforradsok  kaldnbdzd  aminosavakat  eltérd
Osszetételben  tartalmaznak.  Ugyanakkor, minden

fehérje emészthetésége eltérd, és a halak igénye is
ktlonbozik. Mindemellett a megfeleld haltap-osszetétel
iranti  névekvd igények, a draguld és nehezen
hozzaférhetd takarmdnytdpok miatt egyre inkdbb
szUkség van Uj takarmdnyalapanyagok keresésére,
innovativ tGpreceptdrdk kidolgozasdra.

A haltépban  1évé  novényi és dllati  alapu
fehérjeforrasok  alternativ  fehérjeforrasokkal  (pl.
rovarliszt; baktériumokbdl, élesztdgombakbal,
mikroalgdkbdl és ehetd gombdkbdl készllt egysejtl
fehérjek) torténd felvaltdsa vagy kiegészitése erre
megoldds lehetne (Wang et al, 2021).

A rovarok fenntarthatd tdpanyagforrasként toérténd
alkalmazasdval  kapcsolatos  érdeklédés az egész
vilagon kulénésen nagy figyelmet kapott (Toviho &
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Barsony, 2020).

A megfeleld fehérje forras arany (rovar fehérie és
esetleg novényi fehérie és halliszt) alkalmazdsa a
tapban, lehet legaldbb olyan hatékony mint a halliszt
kizarélagos  alkalmazdsa, és  ugyanakkor gy
gazdasdagosabb,  fenntarthatébb,  kénnyebb  és
folyamatos lehetne a hozzaférés a tdphoz, ezenkivdl
kedvezdbbé teheti a halok emésztési folyamatdt, az
anyagcserefolyamatait, a takarmdnyhasznositdst, ami
pozitiv hatdssal lehet a halak ndvekedésére, és
javithatjia a hal mindségét (jobb érzékszervi és
technolégiai mindsités) is (Wood et al, 2004; Haug et al,
2008, Wulff et al, 2012). A rovarok feldolgozasa (pl.
zsirtalanitds, kitin - eltavolitds, technoldgiai kezelés)
szintén novelheti a tap mindségét (iz, emészthetdség),
de mérlegelni kell a koéltség és a tap bioldgiai értékét
noveld hatékonysag kozotti dsszefuggést (Henry et al,
2015).

In vitro hal emésztés modellezése - a

haltakarméanyok mindsitése céljabol

A kUldnbdzd  takarmdanykészitmények emészthetd-
ségének a hal ndvekedésére és mindségére gyakorolt
hatasdt rendszerint in  vivo haldllat  kisérletekkel
vizsgdljdk, de az ilyen jellegu vizsgdlatok idéigényesek
és dragdk, éppen ezért gyors in vitro emésztési
modellek feldllitdsara van szukség a hal emésztés
szimulal&sara.

Ezek a modellek az 0 haltenyésztési modok
kidolgozdsa sordn vdlaszt adnaok arra, hogy o
takarmany vajon milyen élettani hatdssal van a hairg,
és hogy milyen médon igazithatjuk ezt az informdciét a
novekedéshez és a hal széveti fehérjéinek mindségéhez.
Amikor a takarmdny belép a gyomor-bélrendszerbe, a
pyloric ceca a gyomor utdn az elsé szerv, amely
érintkezésbe kerldl a takarmdnnyal. Ha a takarmdny
megvdaltozik, a pyloric ceca-nak alkalmazkodnia kell az
Uj takarmdanykomponensek kezeléséhez. Az ilyen
adaptdciok kézé tartoznak olyan morfologiai valtozdsok,
mint példaul a bélgyulladds, vagy a kivalasztott enzim
aktivitdsoknak és szintjeiknek valtozdsai (Wulff et al,
2012). A halak emésztérendszerének élettani vondsai
tehat képesek bizonyos meértékig alkalmazkodni a
tapanyag igény és az étrend vdltozasaihoz (Kumar et
al, 2019).

A halak emésztérendszere

Az in vitro hal emésztési modellek kidolgozdsa eldtt
meg kell ismernink a halak emésztésének élettani
folyamatait, az emésztérendszeruket. A halfajok szdma
meghaladja o 20000-et, az emésztérendszerik
anatomidja eltérd.
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A fejbél a szdjat és a garatot foglalja magdban. Az
elébél részei a nyelécsd és a gyomor (Olsson, 2011). Az
emésztés helyszine a halak esetében a nyelécsd hatulsd
része, a gyomor (a kulénbozd halfajok gyomranak
mérete és alakja jelentds mértékben eltér; vannak
halfajok ahol pedig nincs gyomor), a kdzépbél
(~vékonybél, 3 része: proximalis, kdzép és disztdlis bél,
nincs olyan egyérteimd makroszkopikus jelleg, mely
elvdlasztand e harmat egymastoél. A felosztds sokszor
tetszbéleges, mindegyik korulbelll egyharmadnak felel
meg.) és az utdbél (rectum, ~vastagbélnek, végbélnek

feleltetheté meg), valamint a pylorus-fuggelékek
(pyloric  ceca). A pylorus- fuggelékek zsakszer(
képzddmények, a felszivd fellletet novelik meg,

ugyanakkor az athaladdsi idét is meghosszabbitjak. A
gyomor végén taldlhatdéak, a proximdlis bélnek a
kiterjesztései - epitelidlis réteguk nem kulénbodzik a bél
tobbi részétél - (nem minden fajndl vannak jelen;
valddi csontoshalakndl vannak: valtozd a méretlk és
szamuk; akar 1000 fuggelék is jelen lehet). Ezek a
zsAkszerU képzdéddmeények béltartalommal telnek meg
(tarolés), folytatjgk a gyomorban  megkezdett
emeésztést, az emésztménybdl felszabaduld
tdpanyagokat felszivjdk, valamint az drulést a bél
iranyéba szabalyozzak (Rust, 2002).

A pilorusz-fuggelékeket gyakran pankreatikus szovet
és a hasnydlat valamint az epét szallitd vezetékek veszik
korbe (Olsson, 2011; Rust, 2002). A pylorust kévetden nyilik
az epevezeték az emésztérendszerbe (Olsson, 201).

Az utébelet gyakran egy szelep (ileorectalis)
valasztja el a bél tébbi részétdl, és a mucosa
megjelenése is eltérd ezen rész esetén. A bél dltaldban
az andlis zaréizommal fejezddik be.

Azokndl a halfajokndl, melyek esetén hidnyzik a
gyomor (agasztrikus fajok), a nyelécsd egyenesen a
vékonybélbe nyilik (Olsson, 2011). A gyomor nélkuli fajok
esetén a tdarolasban szerepet jatszO bélgumd
(Lintestinal bulb”) is megjelenhet (Rust, 2002).

A bélgumonak is az élelem tdroldsdban van szerepe,
akarcsak a gyomornak, de funkciondlis és hisztologiai
tulajdonsagait tekintve inkdbb egy nagy pildrusz-
fuggelékre hasonlit. A bélgumd tdbb szempontbdl is
klénbozik a valoédi gyomortdl: a fala vastagabb, nem
valaszt ki savat, a végén nincs pylorus. A gyomor nélkuli
fajok (melyeknek nincs bélgumoja) jellegzetesebb
vondsa az epevezeték belépésének a helye, ami a
proximdlis bélben taldlhatd, kdzvetlentl a nyeldcsovet
kévetden. Bélgumob megjelenése esetén az epevezeték
nyildsa lehet a bélgumo eldtt, vagy akar kdzvetlenll a
bélgumdban.

Néhany halfajnak  zGzégyomra van. A halak
zGzégyomra elhelyezkedhet az igazi gyomrot kdvetden,
de az is lehetséges, hogy nem tarsul valdédi gyomorhoz
Az a szerepe, hogy az emésztményt kicsi élelmiszer

Antal és mtsai, 24-31. oldal

részecskékre orolje.

Bizonyos fajok belének egy része (pl. capak, rajak,
tudéshalak, porcos- vértes halak (pl. tokfélék)) spirdlis
reddket tartalmaz, ami megkdnnyiti a kaldnbdzd
bélrégiok megkulonbdztetését (Olsson, 201). A spirdlis
redék tulajdonképpen a mucosa (és submucosa)
hajtogatéddsai, melyek a  bél mentén, spirdlis
mintdzatban haladnak végig, megnoévelve az epitelidlis
(felszivo) fellletet, anélkul, hogy a bél hosszara hatdassal
lennének. A spirdlis reddk ugyanakkor az emésztmeény
haladdasat is lelassitjak (Olsson, 201).

Néhany halfaj (pl. capdk, rajak, tudéshalak) esetén
azonban az utdbél lezdrdsa a kloakdnak nevezett
Uregben végzddik, amibe az emészté-, hugy- és
ivarvezetékek nyilnak (Olsson, 2011).

Jarulékos emésztészervek a  hasnydimirigy, az
epehodlyag és a maj (Olsson, 2011; Rust, 2002). A halak
hasnydlmirigye képezhet egy j6l meghatarozott szervet
(pl. csuka, capdk, tokhal, angolna) vagy lehet diffaz (a
leggyakoribb eset). Ez utobbi esetben a pankreatikus
csomok lehetnek szétszérva a  zsirszdvetben, a
mesenteriumban, o mdjban, az epevezeték, az
epehdlyag, a pylorus- fuggelékekés a bél korul, valamint
mads helyeken. Amikor a hasnydalmirigy egy egyedi szerv
formdjaban van jelen, képezhet egy vagy két szervet. Az
elhelyezkedése lehet a lép koézelében, a portdlis véna
mentén, a mdj elétt, a bél mentén vagy mas, a bélhez
kozeli terUleteken. A hasnydlmirigy vezetékei lehetnek
kdzosek az epeholyagbdl induld vezetékkel (mely
esetben kdzos epevezetékrdl beszélink) és/vagy
lehetnek kulondllo vezetékek. Az exokrin pankreatikus
szoévet egyedi szigeteihez szamos kicsi vezeték tarsulhat,
melyek a teljes bél hosszaban vezetnek a lumenbe (Rust,
2002).

A legtobb halnak (de nem az &sszesnek) van
epehdlyagja. A halok mdja lehet egyelten szerv, de
rendezédhet két vagy tébb kuldonalld lebenybe is.

A tdpanyagok emésztését emésztéenzimek segitik
az adott bélszakaszoknak megfeleld pH tartomdnyban
(1. tablazat). Az emésztéenzimeknek tobb izoformdja is
lehet, eltéré aktivitdssal, pH optimummal, vagy
szubsztrat- specificitassal; amelyek akar a kualdnbdzd
kornyezeti tényezékhoz vald adaptacioknak
kdszdnhetdek. A gyomorban a pH 2-5; mig a bélben, a
pylorus utdn 7- 8. A gyomorban, a hasnyalimirigyben
termelédnek az emésztéenzimek, melyeket az 1.
tablazatban foglaltunk éssze (Olsson, 2011; Rust, 2002). A
gyomornélkuli halak esetében a bélgumo - a gyomorral
ellentétben - nem tartalmaz savat vagy pepszinogént
kivalasztd epitelidlis sejteket, a fehérjék lebontdsdért
elsésorban a tripszin  felelés, mely a pilorusz-
flggelékekben és a bél lumenében fejti ki hatasat
(Olsson, 201).
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1. tablazat A halak néhdany emésztéenzimének dltalénos tulajdonségai (Rust, 2002)

[Enzim | Szintézis helye

Aktivitis helve

| pH optimum |

Szubsztrit/ mikidés

Mem specifikus endoprotedz, melyet a savas kdzeg
aktivil

Az enterokindz dltal aktivalt endoproteiz. A bazisos
oldallanecal rendelkezd aminosavak melletti peptid
kitések hidrolizisét katalizalja

A tipszin altal aktivilt endoprotedz. A hidrofob
oldallanccal rendelkezd aminosavak melletti peptid
kitések hidrolizisét katalizilja

A tripszin dltal aktivalt endoprotedz. A glicin és alanin
melletti peptid kotések hidroliziset katalizalja

A tripszin dltal aktivilt endoprotedz, mely elsdsorban a
kollagént hasitja

Exopeptidaz, a peptid linc N-terminalis végéril hasitja
az aminosavat

Exopeptidiz, a peptid lainc N-terminilis végéril hasitja
a leucint

Exopeptidaz, a peptid linc C-terminilis végérdl hasitja
az aminosavat
Elstsorban gyomor eredetil triacilglicerol lipaz

Tibb, pankreatikus eredeti lipaz tartozik ide, gyakran
az epe s0k aktivaljak
A triacilglicerol 1 és 3 pozicidjdban taldlhato

hasitja, néha a kolipazzal egyiitt

Termékiek)

Peptidek

Peptidek

Peptidek

Peptidek
Peptidek
szabad

Kis peptidek és
aminosavak

Kisebb peptidek ¢és szabad
leucin

Kisebb peptidek és szabad
aminosavak

Lasd a triacilglicerol lipdzt
és foszfolipazt

Lisd a triacilglicerol lipazt
és foszfolipazt
2-monogliceridek és szabad
zsirsavak

Pepszin Gyomor . oxynticopeptic™ Gyomor lumen Savas
sejtjei (savat is termelnek)
Tripszin Exokrin hasnyalmirigy Bél-lumen, Semleges
Pilorusz-fliggelékek lumene
Exokrin hasnyalmirigy Bél-lumen, Semleges
Pilorusz-fliggelékek lumene
_ Exokrin hasnydlmirigy Bél-lumen, Semleges
Pilorusz-fiiggelékek lumene
Kollagensiz Exokrin hasnyalmirigy Bél-lumen, Semleges
Pilorusz-fliggelékek lumene
Amir tidiz Gyomor, Gyomor lumen; Savas/
Exokrin hasnyalmirigy, Bél és a pilorusz-fiiggelékek  semleges
Bélhamsejtek (enterocytak)  lumene & kefeszegélye
Bélhamsejt Membrinnal  tirsulva, a Semleges
aminopeptidiz kefeszegélyben
(pelda semleges
aminopeptidizra
Exokrin hasnyilmirigy és A bél és a pilorusz-figeelékek Semleges
bethamsejtek lumene és kefeszegélye
N nkreatikus A gyomor nyilkahirtya Gyomor lumene Savas
LTS (mucosa) gyomormirigyei
Exokrin hasnyalmirigy A bél &s a pilorusz-fligeelékek  Semleges
lumene
Gyomor, exokrin Gyomor lumen, a bél é a Savas/
hasnyilmirigy, és  pilorusz-figgelékek lumene és leg
bélthamsejtek kefeszegélve
Bélhamsejt A bél és a pilorusz-fiiggelékek  Semleges
kefeszegélye
Exokrin hasnyélmirigy A bél és a pildrusz-fiiggelékek  Semleges
lumene
i T8 Exokrin hasnyalmirigy A bél és a pilorusz-fiiggelékek  Semleges
lumene
Bélhamseit, bélfora, Bél és bélflora Semleges
hasnyalmirigy
Celluliz Bél mikroflora, az endogén Bél lumen Semleges
termelést nem igazoltik
Gyomor és exokrin  Gyomor  lumene, bél és Savas
hasnyalmirigy pilorusz-fiiggelékek semleges

Halak osztalyozasa taplalkozasi
szokasaik alapjan

A halak eltéré éldhelyeken élnek és nagyon kulonbdzd
tdpanyagforrdsokat  igényelnek, mindemellett a
taplalkozasuk gyakorisadga is eltéré (Olsson, 2011). A
halak tapldlkozdsi szokdsaik alapjdn lehetnek detritusz
fogyasztok, ndvényevok, mindenevok és husevok.

Mindegyik kategoéridn belll, tovabbi osztdlyozds
lehetséges: a halak lehetnek eurifagok (az elfogyasztott
élelem jellege nagyon vdltozatos), sztenofégok (a
taplalék valtozatossaga korlatozott) vagy monofagok
(csak egy fajta taplalékot fogyasztanak). Az
akvakultdrédban fontos halak tébbsége vagy eurifag
hasevé/ragadozéd (pl. lazac, sugér, keszeg, laposhal,
rombuszhal, lepényhal), eurifdg mindenevd (pl. pettyes
harcsa, tildpia) vagy eurifag névényevé (pl. némelyik
pontyféle) (Rust, 2002) (1. abra).

A halak taplalékforrasa, valamint az
emésztérendszerik megjelenése és szerepe kozott
kodzvetlen 6sszefuggés van (1. é@bra). A husevéknek a
bele révid, a mindenevdké kézepes hosszUsagl, mig a
novényevoké hosszi (a testhosszhoz viszonyitva). A
novényi  étrend (névényevd halak) nehezebben

A 2-monogliceridekrdl hasitja a zsirsavat Zsirsavak és glicerol
A foszfolipidekro] hasitja a zsirsavakat Zsirsavak és lizofoszfolipidek
A viasz észtereket hidrolizilja Zsiralkoholok
A keményitit hidrolizilja Poliszacharidok és
moneszacharidok (cukrok)
A celluldzt hidrolizilja Glitkoz
vagy Az N-acetilglikozamint (kitint) hidrolizilja Poliszacharidok és

monoszacharidok (cukrok)

emészthetd, és ezért szikség lehet a hosszabb bélre (a
testhosszhoz viszonyitva), hogy az emésztési idd
novekedhessen. Ezen dllitGdsokat azonban &vatosan
lehet dltaldnositani, hisz szdmos kivétel |étezik. A
noévényevék és husevdk bél hosszara vonatkozd
eltérések az egyedfejlédés sordn is megfigyelhetdk,
amikor az adott faj étrendje megvaltozik (kezdetben
hasevd, majd késébb inkdbb mindenevd tapldlozdsra
valt). Ez dltaléban a relativ bélhossz valtozdsaval
tarsithatd. Azonban, tébb eltérd, valdszindleg fontosabb
modja is létezik a bél felszinének a megnodvelésére
(Olsson, 2011). Ha a bél felszivo felszinének a tertletét a
hal térfogatdhoz viszonyitva vizsgdljuk, a kulénbségek

kisebb mértékben fejezédnek ki, mivel igy mar
figyelembe vesszUk a fuggelékeket, az epitelidlis
hajtogatdédds meértékét, és az olyan specializdlt

képzédmeények jelenlétét, mint a spirdlis redé (Rust,
2002).

Az algdkat, korallt, puhatestleket, detrituszt vagy
planktont  fogyasztd  halak  specidlis  eseteket
képviselnek, melyek gyakran nem kévetik a hlseve,
mindenevd vagy noévényevd osztdlyozds esetén
megfigyelhetd jellegeket. Példaul a zooplankton (vagy
fitoplankton)  fogyasztok és a  ndvényevdk s
rendelkezhetnek zUzégyomorral. Bizonyos fajoknak
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gyomruk és zGzégyomruk is van, mdasoknak csak egyik
a kettd kdzul. Azon halak esetén, melyek sok kdlcium
karbondtot tartalmazd  gerincteleneket (pl.  korallok,
puhatestliek) fogyasztanak, hiényozhat a savas
(gosztrikus) emésztés, annak ellenére, hogy husevok.
Néhany tildpia esetén, melyek vadon él6 kértimények
kozott detrituszt, algdt és baktériumokat fogyasztanak,
nagyon alacsony a gyomornedv pH-ja (<15); ami az
alga-sejtfalak lizisét elésegitdé adaptdcid lehet. Mds
noévényevd fajokban is bizonyitottdk az alacsony
gyomor pH-t (Rust, 2002).
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vizhédmérséklet vdaltozdsa szintén befolyasolhatja az
emésztérendszer morfologidjat. Pl a rovid tdvon
hideghez hozzaszoktatott pettyes harcsa (lctalurus
punctatus) esetén a bél hosszanak és stlyanak a
novekedését figyelték meg. A ponty esetén a bél hossza
nem vdltozott, de a nydlkahartya felszini terUlete
megnovekedett. A bél paraméterek novekedése
esetleg ellensUlyozhatja a kevésbé hatékony felvételt
alacsonyabb hémérsékleten. Az évszakokra jellemzd
fuggnek,
beleértve a hédmérsékletet és a tdpldlék elérhetdségét,
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1. abra: A tipikus hal emésztérendszer tagoltsag vézlatos dbrézolésa. a) eurifag ragadozod y alakd gyomorral (pl. lazac, pisztrang),
b) eurifag mindenevs (féleg dllati eredet élelmet fogyaszt) kidudorodé (zsak-alaka) gyomorral (pl. harcsa, tilépia), ¢) eurifag
mindenevé (f8leg névényeket fogyaszt); nincs gyomor (ponty és aranyhal). d) sztenofég planktoneve; lemezes gyomor izmos

zGz6gyomorral (Rust, 2002).

A halak emésztését befolyasolo tényezék

A halak in vivo emésztését szamos tényezd befolydsolja.:
pl. a halak nagy diverzitdsa, a kulénbdzd kdrnyezeti
tényezékhdéz  vald  alkalmazkodds, a  kuldnbdzé
taplalkozasi formakhoz idomult faj-specifikus
gasztrointesztindlis traktus morfologidja (Olsson, 201).

Az  étrenden  kival a fejlédési stadiumnak és az
egészségi dllapotnak is fontos szerepe van. A

és az idényjellegl hormon szintnek is fontos szerepe
lehet. KUlbnb6z8 betegségek is okozhatnak morfolégiai
zavarokat a gasztrointesztindlis traktusban (Olsson, 2011).
A viz savasoddsa (8- aspH- rol7,5- r¢ és a tenyésztési
hémérséklet (18 °C-tol 2 °C-ig) a bél protedz aktivitast
akdr 36- 5%B- kals lecsdkkentheti. A viz sétartalma és
oxigén szintje szintén szignifikans maodon
befolydsolhatja a IGgos protedz aktivitdst. Kimutattdk,
hogy a tenyésztés sordn alkalmazott tap befolydsolja a
protedz aktivitast (Wang et al, 2021).

Mindezen felsoroltak bizonyitjok, hogy a hal-




Hal in vitro emésztési modellek kidolgozdasa

specifikus in vitro emésztési modellek feldllitdsa nem
egyszerl feladat, nagy kihivas a kutaték szémara.

In vitro hal emésztési modell kidolgozasa
A halak esetében nincs standardizdlt, egységes

protokoll az emésztési modellre vonatkozdéan, ami a
halak diverzitdsabdl is ered. Azonban halspecifikusan,

az adott halfajta emésztésének élettani
sajatossagainak  ismeretében lehetéség adodhat
haltakarmdanyok emészthetéségének in vitro

vizsgdlatdra. Ehhez ismerni kell tehdt az adott halfajta
emésztérendszerét, a haltartési hémérséklet
tartomanyt (amelyben késébb meghatarozhato in vitro
oz emésztési hdmérséklet optimumo), oz emésztési idd
hosszdt, az emésztéenzimek atlagos aktivitdsat, amikor
a tép jelen van a gasztrointesztindlis traktusban. A
rendszer feldllitdsandl az elején tébbnyire irodalmi
adatokra tudunk tamaszkodni (pl. bélrendszer pH-ja,
emésztési idd), majd egy-egy paraméter bedllitasaval,
majd vdltoztatasaval Gjabb ismeretekhez juthatunk (pl.
ktlonbozd hémérsékleten tartott halak esetében o
hémérséklet hatasa a bélnedvek enzimaktivitasara).

Az in vitro vizsgdlatokhoz emésztbéenzimekre van
szUkség, és az emésztési folyamatokat imitdld
bélrendszeri fizioldgids korulmények biztositasdra. A
legtdbb vizsgdlat mely halak in vitro emésztését
modellezte, az emésztérendszer klUldNbdzd részeibdl
kinyert enzim kivonatokat haszndalt (Moyano et al, 2015).

Enzimatikus aktivitas
mérése
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Bizonyos esetekben, a teljes szervezetet vagy a benne
lévé  emésztményt haszndltdk fel enzim forrds
kinyerésére (Moyano et al, 2015). Yasumaru & Lemos
(2014) foglalkoztak haltakarmanyokkal etetett halak in

vitro emésztésével, amelynél oz emésztés
modellezésére fajspecifikus - gyomorbdl, pylorus-
fuggelékekbdl és a bélbdl kinyert - emésztési

enzimkivonatokat hasznaltak fel.

Azonban tébb tanulmany emiés (pl. sertés eredetti)
vagy baktérium eredetld kereskedelmi forgalomban
kaphatd enzimet haszndlt. A kereskedelmi forgalomban
kaphatd tisztitott enzimekkel, az in vitro modell
alkalmazdasa révén azonban csékkenthetjuk a kisérleti
célra felhaszndlt halak sz&mat, és ez igy egy ellendrzoétt,
reprodukdalhatd (nincsenek inter-individudlis
kulbnbségek) modja lehetne a haltépok
emészthetdségének és mindségének jellemzésére
elézetes tdjékozoédasként.

Szdmos  kutatocsoport  hasonlitotta  6ssze  a
halspecifikus forrasbdl szérmazd és a kereskedelmi
forgalomban kaphatd emids enzimekkel végzett in vitro
emésztések eredményeit (Moyano et al, 2015).
Bebizonyitottdk, hogy a hal emésztéenzimek, kuldndsen
a protedzok, a tébbi gerinces emésztéenzimtdl eltérd
tulajdonsagokkal rendelkeznek, féleg a szubsztratokkal
szembeni affinitésra, a reakciosebességre, a
hémeérséklet optimumra és az inhibitorokkal szembeni
érzékenységre vonatkozéan. Az emlds emésztod-
enzimeket sokkal nagyobb mértékben gatoljgk o

" optimaiis pH, enzim-szubszirat
arany és inkubacios ido
megallapitasahhoz szikséges
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* Pepszin (Anson, A=280 nm)
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2. abra: Hal in vitro emésztési modellek kidolgozasi lehetéségei (Wang et al, 2021)
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reakcidtermékek, mint a hal emésztéenzimeket. Tébb
szerzd szerint ezért a faj- specifikus emésztéenzim
kivonatokkal végrehajtott in vitro emészthetbség
vizsgdlat az in vivo kérdlmények reprezentativabb
modellezését, a bioldgiai elérhetéség sokkal pontosabb
becslését teszi lehetévé (Wang et al, 2021).

Azonban a hal eredetd emésztéenzimek nem
kaphatdak kereskedelmi forgalomban, igy magdbdl a
halbdl kell kivonni &ket.

A 2. abra a hal in vitro emésztés kidolgozdsdnak
fontosabb lépéseit (enzim kivonds, ~tisztitds,
- aktivitGsmérés reakciokorulmények  (optimalis  pH,
enzim-szubsztrat arany, inkubdcios idé megallapitasa))
és o lehetséges  modell  tipusokat  (pl.
statikus/dinamikus) mutatja be. Ezen kivil ¢sszefoglalja
azokat az in vitro emésztés végén alkalmazhatd
analitikai (pl. SDS- PAGE kromatografia) maodszereket,
melyeket sokan alkalmaznak fehérje emészthetdség
felmérésére (Wang et al, 2021).

2011-ben indult el az Gn. COST INFOGEST FAI005 Akci6
Jmproving health properties of food by sharing our
knowledge on the digestive process” cimmel, amelynek
feladata volt vezetd eurdpai intézetekbdl allé haldzat
felépitése egy kdzds cél: az élelmiszerek emésztése, és
a tépcsatorndban torténd lebomldsi folyamatok teljes
megismerése érdekében. A COST 4 éves periddusa
alatt megszuletett szdmos in vitro emésztési protokoll
OsszefésUlt vdltozata, az Gn. harmonizdlt protokoll,
melyben az eddig ismert elénydket, hdatranyokat
figyelembe vették, valamint a valds kordlményeket a
legjobban megkozelitették. Publikalasra is kerult az
INFOGEST protokoll (Minekus et al, 2014; Brodkorb et al,
2019), amelynek Gjdonsaga, hogy az enzimes bontast a
modszer meghatdrozott aktivitdssal, meghatdrozott
szubsztrat- enzim ardnnyal, meghatdrozott emésztési
ideig, adott hémérsékleten, stb. végzi.

Mivel a halak esetében nem szuletett egységes
konszenzus az emésztési modellre vonatkozéan, igy
ebbdl a humdan emésztésre vonatkozd egyezményes
protokollbdl  kiindulva  szintén elképzelhetd a hal
emésztési modellek felépitése. A legtdbb hal in vitro
emésztési modell statikus. Az egyik legigéretesebb
humdan modell, amit hal emésztés modellezésére lehet
atalakitani, a szemi-dinamikus INFOGEST modell, mely a
gyomor szakasz bizonyos vondsait dinamikus modon
modellezi, de megdrzi a Minekus et al. (2014) dltal
kifejlesztett modell koltség- és eszkdz-hatékonysdgat
(Mulet-Cabero et al, 2020).

A  membrdan bioreaktor modell a folyamatos
tapanyag felszivédast is modellezi, két kamrdabdl all. A
belsé reakcid kamra és a kulsé kamra kdzoétt egy dializis
membran taldlhato.

A pH-stat modszerrel, mindamellett, hogy oz
emésztés pH-jat lehet szabdlyozni, a fehérje dsszetevd
hidrolizisének a mértékét is lehet vizsgalni (Wang et al,
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2021).

A) halfajtol és a fejlédési stadiumtol fuggden, az in
vitro gasztrointesztindlis modell dllhat egy vagy két
szakaszbol. A gyomor nélkuli halak esetén nincs szlkség
gasztrikus szakaszra, de ha gyomorral rendelkezé fajt
vizsgalunk, a bél szakaszt egy savas, gasztrikus fazis kell
megeldézze. A hal larvadknak még nincs funkciondlis
gyomra, ezért ez esetben elég egyetlen szakasszal
modellezni az emésztést, a teljes larvabdl kivont
enzimekkel (Wang et al, 2021).

A halak altal kivalasztott emésztdéenzim mennyisége
és aktivitdsa jelentdés mértékben fugg a koérnyezeti
tényezoktdl és a taplaléktodl, éppen ezért is nehéz a hal
emésztés modellezése. Egyelére iddig az enzim-
szubsztrat ardny meghatdrozdsdra nem  szlletett
egyértelm( konszenzus (Moyano et al, 2015).

Yasumaru & Lemos (2014) a haltakarmanyokkal
etetett halak in vitro emésztése utdn tudta alkalmazni a
fehérje- hidrolizisfok in vitro pH- stat meghatarozasdat a
takarmanyfehérjgk minéségének felmérésére és a
fehérje-emészthetdség joslasdra.

Ugy gondoljuk, hogy e mobdszer megfelelésége
akkor tekinthetd elfogadottnak, ha az in vitro hal
emeésztési modell egy elére megdllapitott
paraméterekkel bedllitott rendszer, melyben pontosan
ismerjuk oz alkalmazott enzimek aktivitdsat, gy
nagyobb reprodukdlhatésdgot és kénnyebb,
egyértelmUbb kiértékelést biztosit(hat), mint az in vivo
hal kisérletek.
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The amino acid and fatty acid composition of feed influences the sensory and technological properties of fish
meat. The protein content of feed is very important, because animals, including fish, can build up the proteins
in their body only from proteins. Fish have to gather several amino acids from the feed, because their
organism is not able to synthesise them. Animal- and plant- based protein sources of feed contain the
different amino acids in various proportions, and the digestibility of each protein is different. Good digestibility,
sustainable and economical availability are required for fish feed. Researchers are trying to improve the
biological value of feeds by involving new, alternative protein-rich feed materials (e.g. insect flour) in order to
achieve proper growth of fish and improve fish quality.

The goal is to develop in vitro fish digestion models to verify the quality of fish feed, which will be a big
challenge for researchers. The great diversity of fish species, the complexity of the digestive process, the
variety of factors that influence digestion, and the implementation of the in vivo physiological conditions are

extremely difficult tasks.
Keywords: fish feed, in vitro digestion model
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Bevezetés

Az dllati eredetl élelmiszerek kedveltséguk és daruk
miatt gyakran célpontjai az élelmiszerhamisitdsoknak.
Emellett azonban a tématertletnek egészségvédelemi
(pl. vad fajok és haszondllatok eltérd mikrobiolégiai
dllapota), export-import ellendrzési, vallasi fogyasztasi
tabuk figyelembe vétele, dllatvédelemi és vadorzdsi
(védett fajok vadaszata, illegdlis  behozatala)
vonatkozdsai is lehetnek. A fogyasztok tdjékoztatdsara,
a mindségi termék-elddllitds biztositadsara szolgdl a
megfeleld jogszabdlyi kérnyezetben a koételezd jeldlések
és nyomonkdvethetéségi rendszerek kialakitdsa. A

A husok és hustermékek vizsgalatGban az élelmiszer-biztonsdg és a mindségbiztositds szempontjait
figyelembe véve fontos lehet az dllatfajok azonositésa, és az idegen fehérjék (ndvényi és nem-has eredett
dllati fehérjék) kimutatésa. Az eredetvizsgdlat muszeres megkodzelitését indokoljo, hogy dardlt hasok,
fagyasztott tdmbhuasok, kulénféle histermékek esetén a fajok érzékszervileg sokszor mar nem azonosithatok. A
gazdasdgi okok mellett a husok azonositGsanak egészségi, valldsi és dllatvédelmi szempontbdl is nagy a
jelentésége. A husok faj-specifikus eredetének meghatdrozdsdra az élelmiszeranalitikai eljarasok széles skaldja
alkalmazhatd, mely modszerek leggyakrabban a fehérjék vagy a DNS vizsgdlatdn alapulnak, cikkinkben ezeket

Kulesszavak: dllatfaj azonositds, fehérje kimutatds, DNS kimutatds

dokumentacid mellett azonban szlkséges olyan
analitikai  modszerek  rendelkezésre  dlldsa  és
fejlesztésére, melyekkel egy egyszert/osszetett vagy

friss/feldolgozott termékben is megvalésithatd a
szelektiv, faj és/vagy fajta-specifikus huseredet
vizsgdlat. A leggyakrabban haszndlt moddszerek

dltaléban specifikus  fehérjék vagy DNS-szakaszok
azonositasdnak elvén mukdédnek. Az SDS-poliakrilamid
gélelektroforézis (SDS-PAGE), kétdimenzios
elektroforézis (2DE), izoelektromos fokuszalas (IEF),
kapillaris elektroforézis (CE) és az immunanalitikai
technikék (ELISA, immunkromatogrdfia) dltalGnosan
haszndlt fehérje kimutatdson alapuld modszerek. Ezek a
technikdk azonban nem minden esetben alkalmasak
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voroésaruk és konzerv-tipusl hudstermékek vizsgdalatdra,
mivel a legtdbb oldhatd fehérje a tartositdsi eljarasok
sorén aggregalodik vagy degraddlodik. A hasfehérjék
és az ellenanyagok kovalens kotésu
immunkomplexének kimutatdsan alapuld
immunanalitikai technikak (ELISA) egy része hékezelt
termékek esetében is mukodik.

Hatranyuk azonban, hogy egyes fajok egymds
melletti kimutatésa esetében (csirke-pulyka; sertés-
vaddiszno; marha-birka-szarvas) a kifejlesztett
immunszérumok keresztaktivitdst mutathatnak.

A DNS kimutatdsra alapozott technikak elénye, hogy
a DNS szekvencia az adott élélényre jellemzd, minden
sejtjében azonos. A polimerdz ladncreakcion alapuld DNS
sokszorozés (PCR) technikajanak kidolgozasa (Mullis,
1987), illetve kulénbozd  valtozatainak  elterjedése
szdmos terlleten hozott jelentds djitdsokat a buntények
felderitésétdl egészen az élelmiszer-analitikdig, orvosi
diagnosztikdig. Az eljards alapja egy adott DNS
szekvenciasor in vitro felszaporitdsa 1 kopidrdl, elméleti
szinten akdr 1 milli® madsolatra. A moddszer szamos
valtozatdt dolgoztdk ki hus-eredet meghatdrozdsra,
mint az egyszerU-PCR, multiplex-PCR, PCR-RFLP, real-
time PCR. LegUjabb fejlesztések koézé tartozik az
izotermdlis PCR eljaras, mely dllanddé hémérsékleten
torténd vizsgdlatot jelent, eltéréen a kordbbi ciklikus,
héprofilos PCR és real-time PCR eljardsok helyett, igy
akar terepen is alkalmazhatdé dn. field-teszteket
alapozva meg.

Fehérje alapu vizsgalatok

Az élelmiszeranalitika tertletén az utdbbi évtizedekben
igen nagy szerepet kaptak az elektroforetikus és
kromatografids modszerek a fehérjék izoldladsdban és
tisztitdsdban, valamint az dllati és névényi eredetd
fehérjék jellemzésében.

A husfehérjék kutatasGban az elektroforetikus
vizsgdlatok - az dllatfajok azonositdsdn és az idegen
fehérjek  kimutatdsan  tdl - alkalmazhatéok @
fehérjemintézatra hatd kuldnféle tényezdk, (pl. fajta,
tartasi mod, érlelés, fagyasztdas, hdkezelés stb.) nyomon
kbvetésére is. Az izomfehérjékben bekévetkezd
valtozdsok tanulmdnyozdsa szempontjabol elényds,
hogy az elektroforézist kévetéen az dltaldnosan
alkalmazott fehérje festéseken kival mds, nagyobb
érzékenységl és kulonféle specificitdst detektdldsi
modszerek is haszndlhatok. A fehérjék elektroforetikus
szepardlasa alapul szolgdalhat tovabbi, pl. immunolbgiai
vagy enzimes vizsgdlatok elvégzéséhez is. A hds fehérjéi
kobzal a szarkoplozma  fehérjékre jellemzd, hogy
fajspecificitassal rendelkeznek. A miofibrillaris fehérjék
kevésbé fajspecifikusak, mdsrészt a tdrolds sordn

részben bomldst szenvednek. Ezért az dllatfajok
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azonositésdra elsdésorban  a szarkoplazma fehérjék
haszndlhatdk, mig az egy dllatfajon beldl, a fehérje
szerkezetében az élelmiszeripari technoldgidk hatasdara
bekdvetkezd, a termék mindségét  befolydsold
vdaltozdsok nyomon kévetésére a miofibrillaris fehérjék
megfelelébbek.

A natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid
gélelektroforézis (SDS-PAGE) modszerrel
molekulatdmeg szerint szepardljuk a fehérjéket, igy az
egyes fajokra jellemzd mintdzat a  fehérjék
molekulatdmegének eltérésein alapul. Ekici  (2008)
sertéshls és birkahls fehérjemintdzatdt hasonlitotta
6ssze, és megdllapitotta, hogy a modszer alkalmas 5%
hozzdadott sertéshus kimutatasdra keverékeikbdl is. Ezt
az eljardst sikeresen alkalmaztak halfajok azonositdsara
is. Tajvani kutatdk szdmos murénafaj fehérjéit
hasonlitottak dssze, és a miofibrillaris fehérjék esetén az
alacsony molekulatémeg tartomanyban (< 30.0 kD)
olyan mintdzatot kaptak, ami lehetévé tette az
ételmérgezést okozd fajok elkulonitését (Chen és mtsai,
2010).

Az izoelektromos fékuszdalds (IEF) az egyes fehérjék
izoelektromos pontjanak eltérésén alapul. Az IEF egy igen

nagy felbontoképességgel rendelkezd  analitikai
maodszer, kuldnésen akkor, ha a vékonyrétegben
immobilizalt pH-gradienst alkalmaznak. A

makromolekuldk ilyen kéralmények kdzoétt mar 0,001 pH
izoelektromos pont kuldnbséggel is elvalaszthatok.
(Hajos, 1993). A fajok azonositasara a szarkoplazma
fehérjék kozul a mioglobin frakcidk vizsgdlata kuldndsen
elényds, mivel az egyes mioglobin sévok izoelektromos
pontja jellemzé a fajokra. Mivel a mioglobin 6nmagdban
is szines, a mintdzat nagy mioglobin tartalmd hasok
esetén festés nélkul is felismerhetd. A mioglobin frakciok
azonban a hemfehérjék peroxiddz aktivitdsa alapjan az
elektroforetikus elvalasztast kdvetden pszeudoperoxiddz
festéssel specifikusan és érzékenyen detektalhatok, igy a
vildgosabb husrészekbdl is kimutathatok (1. @bra). Az
egyes élelmiszeripari technologidk azonban
megnehezithetik a fajok azonositasat, erésen hdkezelt

1- nydlhas
2 - csirkehiis
3 - pulykahiis
4 - libahus
5- kacsahias
6 - sertéshiis
‘ 7 - vaddisznéhiis
8 - marhahis
9 - birkahis
10 - lémioglobin
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1. @bra: Mioglobin atlasz (szerzék sajat eredménye)
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termékek, pl. konzervek esetén a mioglobin mint&zat
alapjén az dllatfajok azonositdsa mdr nem lehetséges.
Csehi és munkatérsai (2016) a nagy hidrosztatikus
nyomaskezelés  (HHP)  hatésat  tanulmdényozva
hasmintdk mioglobin mintdzatara azt tapasztaltdk,
hogy a sertéshusbdl szdrmazé mioglobin 300 MPa
nyomason jelentés mértékben denaturdldédott, mig a
marhahds mioglobinja 500 MPa-ig is nativ maradhat.

e _ s o

Sszilard fazisa immunanalitikai moédszerek
(ELISA)

Az immunkémiai mobdszerek  élelmiszer-analitika
terdletén toérténd alkalmazdsdnak az elsé publikécioja
1974~es, Ludstrom és munkatdrsainak kutatasdrol jelent
meg, amely a vdagosertésekben és vaddiszndéban
eléforduld  Trichinella  spiralis  parazita  kimutatasat
taglaljo. A nyers husok faj-szerinti azonositdsdhoz
elsésorban nagy molekulasulyd vérszérum fehérjéket,
albuminokat, globulinokat haszndinak. Itt  probléma
lehet, hogy a hdsban a maradék vértartalom fuigghet a
vagds minéségétsl  (Griffith  és  Bellington, 1984),
valomint  felmerll o keresztreakci® kérdése s,
amennyiben a termék vérfehérjét, illetve nem huas-
eredetl fehérjét, mint tej- vagy tojdsfehérjét tartalmaz
(Goodwin, 1992). Alkalmazasuk hatranya, hogy nem
specifikusak  és  keresztreakcidkat  mutathatnak
haszndlatuk sordn. llyen keresztreakciokat adhatnak faj-
specifikus  meghatdrozds esetében a sertés és
vaddisznd; a marhag, szarvas és birka, valamint a
kGlonb6zd baromfi fajok mintdi. A késébbiekben a
modszerfejlesztések sordn igyekeztek felvaltani a
szérumfehérjéket vizoldhatd husfehérjékkel. A tovabbi
érzékenység novelésére ,szendvics”  elrendezésu
modszereket fejlesztettek. Emellett az immunszérum-
specifitds novelésére a  keresztaktivitast fehérje
kimeritéssel szlntették meg a mérés elbtt. Ezt a
technikat alkalmaztak Martin és munkatarsai (1988a, b,
C) sertés, 16 és csirke hUsok kimutatdsdra nyers
huskeverékekbdl. A hibriddbma technika terjedésével,
antigénként megtartva az oldhatd izomfehérjéket a
monoklondlis  ellenanyag  elédllitdsénak  irdnydba
tolddott el a kutatds.

Ennek segitségével dolgoztak ki csirke (Martin és
mtsai, 1991), sertés (Morales és mitsai, 1994)
azonositdsara alkalmas mérérendszereket, melyeket
nyers hasok meghatdrozsdhoz tudtak igen ol
felhaszndini. Ekdézben mind nagyobb igény volt arrag,
hogy az azonositas hdkezelt, feldolgozott termékekbdl is
megvaldsithatd legyen. Héstabil antigéneken alapuld
ELISA  rendszerek  kidolgozdsdban  Sherikar  és
munkatarsai (1993) indirekt ELISA rendszert dolgoztak ki
hdsazonositds céljdbdl.  Sajat  fejlesztést  héstabil
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fehérjekomponenst haszndltak specifikus
immunszérumok eléallitdsara. A poliklondlis szérumban
jelenlévd a keresztreakciok kiveédésére a keresztreagdld
fehérjékkel kimeritették a szérumokat, igy téve azokat
mono-specifikussa. Jelenleg a kereskedelmi
forgalomban is vannak olyan ELISA tesztek, melyekkel
Allatfaj kimutatdsi vizsgdlatok elvégezhetdk.

DNS kimutatasra épiilé technikak

A polimerdz lancreakcion alapuld eljardsok, réviden
PCR-technikdk o sejtek genetikai informdcidjat
meghatdrozdé DNS kimutatdsan alapulnak, melynek
lépései: a DNS izoldldsa, a DNS-szakaszok enzimes
reakcioval torténd megsokszorozdsa, é€s a kapott
termék/termékek azonositdsa. Az 1970-es évek elején
Khorana és mtsai. irtdk le elséként a DNS
oligonukleotidok és DNS polimerdz enzim segitségével
torténd,  in vitro”  megsokszorozdsat, A DNS
felsokszorozdsnak (amplifikacio) l&ncreakciova
fejlesztését Kary Mullis dolgozta ki, aki munkassagdnak
elismeréseként 1993-ban Nobel-dijat kapott. A PCR-
modszer felhaszndlasaval, néhdny ora lefutdsa alatt
néhdny molekuldbdl millidrdos kopiaszdmu fragmens
allithatd eld, mely mar alkalmas a kimutatdsra.

A dezoxiribonukleinsav (DNS) kimutatdsan alapuld
modszerek  élelmiszer-analitikai  célokra  torténd
alkalmazasdnak kritikus pontja azonban a technikdk
egyik alaplépése a minta DNS tartalmdnak kivondsa.
Elelmiszerek vagy a husok érése sordn ugyanis atlagos
DNS lancméret csokkenéssel és  matrixhatassal
(élelmiszer sokkomponensu dsszetétele) is szamolni kell.
A friss hasbdl izolalhatd DNS-IGnc  hossza  20-
50 kilobdzispdr, mely néhdny napos érlelés és tdrolds
sordn is 15-20 kilobdzisparra csokken, és két hét utdn
mar a 100-300 bdzispdr tartomdany felé vald eltolddds
figyelheté meg. Szintén fragmens méret csdkkenés
tapasztalhatd a fermentdcids Gton elddllitott szaladmik
és kolbdaszfélék esetében. A hdkezelés, kuldndsen a
121 °C-on vald  sterilezés  pedig  drasztikus
fragmensmeéret csdkkenést okoz, és az atlagos bdzispdr
méret 400 bdazispar ald esik vissza (Teletchea, 2005).
Emellett az éleimiszerminta bdrmiféle fizikai vagy kémiai
kezelése (pl. pH, hoémérséklet, nyird erék) a DNS
karosoddsdhoz, fragmens méretének csdkkenéséhez
vezet és a kuldnbdzd helyeken bekdvetkezd IGnctdrések
miatt, eléfordulhat, hogy a kimutatds lehetetlenné valik.
Mdsrészrél a technika mennyiségi mérésre alkalmassa
tétele sem teljesen megoldott probléma, pl. a mintdnak
megfeleld technologilag Jkezelt” standardok
megkozelitésében. Allatfajok vizsgdlata esetében, pedig
pl. az emlésdk és madarak eltéré genomhossza okozhat
problémat. Szintén kevéssé tanulmanyozott tertlet az is,
hogy az élelmiszer-matrixbdl torténd izoldlast kdvetden
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a kapott minta (izolalasi eljarastol fuggden) hogyan
reprezentdlja a termék eredeti dsszetételét.

Az egyszer( PCR és a PCR-RFLP a DNS alapu dllatfaj
azonositds legegyszerlbb vdltozatainak tekinthetdk. A
specifikus vizsgdlatokban egyszerl PCR esetében csak
a kapott allatfaj mintéjanak jelenléte esetében kapunk
jelet a mintabdl, melyet gélelektroforézises elvalasztast
és festést kovetden teszUnk lathatova. Egyszerd és
pontos modszer, sikeres alkalmazdsardl nagy szémud

publikadcid taldlhatd meg emldsdék és madarak
vonatkozdsdban.  Kezdetben  genomidlis  géneket
haszndltak, a késdbbiekben, a 2000- res években
megjelent anyagokban, a mitokondidlis  gének

alkalmazasat irjdk le, mivel ezek esetenként nagy,
sejtenként akdar 1000- es kopiaszdmban taldlhatdk a
sejtekben, igy a kimutatds sikeresebb. Cytokrom b, D
loop illetve 12S RNS-t k&dold szekvencidkat haszndlnak a
szerzék (Farag és mtsai, 2015)

PCR-RFLP vdltozat alkalmazdsakor a PCR reakciot
kdvetben egy restrikcios enzimes kezelés kovetkezik, igy
az elvdlasztd gélen egy savmintdzat jon létre, mely
fajtajellemzd, hasonléan a fehérje mioglobin atlaszéhoz
(2. @bra). A restrikcios enzimek specifikus, 4-8 nukleotid
hosszU szekvenciat ismernek fel a DNS-I&ncban és azt
annak meghatdrozott pontja mentén hasitjak el. Az
ezzel az eljarassal nyert DNS- fragmensek mérete és
szdma lesz fajra jellemzé. Allatfajok PCR- RFLP alapU
azonositdsdra leggyakrabban mitokondridlis eredetd
gének, kozuluk is a citokrom b fehérjét kédold gén
rovidebb- hosszabb szakaszait sokszorozzdk fel. A
legtébb eziranyG kutatds alapja Meyer és mtsai. (1995)
Altal  publikalt  citokrom b fehérjét kodold gén
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359 bdzispdr hosszU szakaszénak PCR- RFLP vizsgdlata.
Kutatdsuk sordn meghatdroztdk a sertés, marha,
vaddiszné, bolény, birka, kecske, 16, csirke, pulyka és
emberi génszakasz mintegy hat (Alul, Rsal, Tagl, Hinfl,
Hoelll és Mbol) restrikcids enzimes hasitds uténi
fragmenshossz eloszlGsat. Munkdjuk érdeme volt az is,
hogy haszondllatok (sertés, baromfi és birka)
huskeverékeit is elemezve, arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy maximum harom fajkeverékbdl alldé minta
elemezhetd eredményesen a mintdzatok Osszetétele
miatt

A terUleten sz&mos publikécid jelent meg,
haszondllatok (kerodzok, sertés), vaddészhatd
nagyvadak  (szarvasfélék) és  baromfi  fajtak

elkulonitésének témakorében (Mane, 2016)

A real-time PCR eljardsok kidolgozdsa sordn |étrejott
rendszerrel a futdsi idében nyomonkdvethetd grafikusan
is a sokszorozott DNS (8. dabra). Ezzel a rendszerrel
kivalthatd a termék futtatds-festés folyamata, o
berendezés beruhdzdsi és fenntartdsi koltsége viszont
jelentésen nagyobb lehet, mint az egyszerd PCR
rendszerekben. Ennek ellenére a modszer széles kdrben
elterjedt, kuléndsen a GM ndvények mérésében, mely
megkdveteli a kvantitativ eredményeket, illetéleg az
orvosi diagnosztikaban.

Allatfaj azonositasban is j6 eredményeket értek el
vele, viszont a mennyiségi analizisben tovabbra is sok a
nyitott kérdés, igy pl. sejtmag vagy mitokondridlis
eredetll tobb koépids géneket haszndljunk, a DNS
mennyisége hogyan konvertdl a fehérje illetéleg az
izomszovet, zsirszévet mennyiségéhez (Ballin és mtsai,
2009).
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2. abra: Kulénbdzé haszon- és vadallatok cytbl-cytb2 primerrel sokszorozott PCR-RFLP mintézata (Alul; Hinfl. és Msel restrikcios
enzimes emésztést kdvetden) (Meyer és mtsai 1995)
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3. abra: A real-time polimerdz I&dncreakcié sordn kapott
grafikus gérbe (Forras: Applied Biosystem)

Real-time PCR (Q-PCR), kvantitativ analizisben
térténd haszndlata sordn  leggyakrabban  relativ
mennyiségeket szdrmaztatnak, melyet az ismert
standardbdl kapott vonatkoztatdsi és keresett gén
kiszoéb ciklus értékének (Ct) kuldnbsége alapjan az
ismeretlen minta Ct érték kaldnbségébdl szamitanak. A
mérés szempontjabdl az Gn. Ct érték a meghatdrozd,
mely az a kuszéb ciklusszim, mely esetében a jel
szignifikGns eltérést mutat. Minél nagyobb egy minta Ct
értéke, anndl kissebb mennyiségl vizsgalt dsszetevét
tartalmaz.

A kvantitativ  analizishez azonban a minta
Osszetételének  és eléallitasi technologidjanak
megfeleld standard referencia anyag, illetve ismert
kbpiaszédma,  fajon belll kevéssé varialédo
szekvencidra, mint vonatkoztatdsi génszakaszokra van
szukség. A modszert Sawyer és mtsai.  (2003)
eredményesen adaptdltdk marhahls mennyiségi
kimutataséra birkahts mellett  (0,1%-100% nyershis
keverékekben). Munkdjuk sorén a viszonyitasi alap egy
univerzdlis, eml&sdkre specifikus primerparral
sokszorozott jel volt, ehhez hasonlitottdk a marha-
specifikus primerekkel kapott jeleket. A mobdszer a
felhaszndlt modellrendszerben megfeleléen mukodott,
de a szerzdk a késdébbiekben szUkségesnek tartottak az
Osszetdredezett DNS-tartalmd  mintdk  elemzését,
valamint szévetekben és dllatfajokban mitokondridlis
génkopidk eltéréségének vizsgdalatat.

Rodrigez és mtsai. (2005) kvantitativ PCR modszert
fejlesztettek ki sertéshis  mennyiségi  mérésére
marhahds mellett, TagMan proéba alkalmazdsaval,
mitokondridlis 12S riboszoma RNS-gének alapjan. A
modszer regresszids paramétereit, linearitdsat  és
érzékenységét vizsgdlva a 0,5-5%-os tartomdanyban
nyers, sterilezett modellek és plazmidba integrdit
standard sort haszndltak és hasonlitottak &ssze.
Mindhdrom kalibrécié megfelelének bizonyult azonban
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egymastol eltéré paraméterekkel rendelkeztek, igy ez az
eredmény is megerdsiti azt a tényt, hogy az adott
hastermék csak az adott technologidnak megfeleléen
felépitett kalibrdld sor mellett kvantifikadlhato.

Izotermalis PCR rekombindaz polimeraz

enzim felhasznalasaval (RPA

Egy UGjabb tipusy, DNS alapl vizsgdlati modszer az
dgynevezett izotermdlis PCR, amely egyesiti a PCR
szelektivitdsat és érzékenységét, a mérési eljaras
jelentds egyszerUsitésével és minimalis
muszerhaszndlattal. Ez utdbbi lehetdvé teszi, hogy akar
terepen  (szantoféld,  Uzemcsarnok)  elvégezhetd
vizsgdlatok legyenek fejlesztheték az alkalmazdsaval.
Vegyszerkoltsége jelenleg még jelentds, a primerek és
probdk tervezése gyakorlatot igényel. A DNS-
rekombindz enzimet alkalmazva a DNS sokszorozds 37-
40 °C-on, dllandd hémérsékleten torténik, ez teszi
lehetévé, hogy a reakcié 30-40 perc alatt végbemenjen
a kordbbi ciklikus hémeérsékletet igényld, hosszadalmas
nagymuszeres analizis helyett. Az izotermdlis PCR
abban is kualdnbodzik a hagyomdanyos PCR modszertd|,
hogy specidlis, legaldbb 30-35 bp hosszG primerek
szUkségesek hozzd. A vizsgdlatokhoz ezen kivil szikség
van egy 50-55 bp hosszisdgu proba szekvencia
haszndlatdra is, amelyet Ggy kell megtervezni, hogy a
proba 5’ végétdl 29-30 bp tdvolsagra 1évd timin bdzist
tetrahidrofurénra cserélink. A sokszorozds sordn
ugyanis a DNS-rekombindz enzim ezen a helyen tud
kétédni az egyszald DNS-hez és innentdl kezdi meg a
komplementer  szakasz = sokszorozdsdt. A DNS-
sokszorozdst kovetden az eredmények kiértékelése
egyszerli modon tesztcsikkal vagy Sybr green festékkel
tehetd lathatova (4. abra).

A modszert elséként viroldgiai, mikrobiolégiai,
vizsgdlatokra  haszndltdk, de gyorsan elterjedt
élelmiszeripari haszndlata is a 2010-es évektd|, tobbek
kozott  dllatfaj  azonositGsra. A terUleten  sikerrel
alkalmazték nagyvagé dllatok (sertés /Mangalica,
marha, 16, birka) és baromfi hsok kimutatdsara (kacsa,
csirke) (Szanto-Egész és mtsai, 2016, Cao és mtsai,
2018.; Zhu és mtsai, 2018; Kissenkodtter és mtsai, 2020).

- invalid
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4. abra: Tesztcsik kiértékeléssel végzett RPA vizsgdlat menete
(Lin és mtsai, 2021)
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Overview of animal species-specific testing procedures based on protein
and DNA detection

Janosi A., Koppdanyné Szabé E., Némethné Szerdahelyi E.

Abstract

In the investigation of meat and meat products, the identification of animal species and the detection of
foreign proteins (plant-derived and non-meat animal proteins) may be important, taking into account food
safety and quality assurance considerations.

The instrumental approach to origin testing is justified by the fact that in the case of minced meat, frozen
block meat and various meat products, the species can often no longer be identified organoleptically. In
addition to economic reasons, the identification of meat is also important from health, religious and animal
welfare points of view. A wide range of food analytical methods can be used to determine the species-
specific origin of meats. Commonly used methods are based on the analysis of proteins or DNA, which we
review in our article.

Keywords: animal species identification, protein detection, DNA detection
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Osszefoglalés

Az egészséges tdpldlkozds fontos része a megfeleld fehérjebevitel is, mely mdara mdar nem csupdn oz
elfogyasztott fehérje mennyiségét, hanem a minéségét (emészthetdség, felépité aminosavak minésége és
mennyisége, egyéb antinutritiv komponensek jelenléte) is jelenti. A fehérjéket felépité aminosavak vizsgdlatara
egyre nagyobb igény mutatkozik, mely a fehérje és az aminosav molekuldk sokféleségébdl addddan kihivasok
elé allitjdk mind a kutatdkat, hatésagokat, mind pedig a muiszergydartd cégeket is. Munkdnk célja ésszefoglaldst
adni a fehérje hidrolizis, mint az aminosav analizis egyik kulcslépésének kdvetelményeirdl és nehézségeird|, a
felszabaditott aminosavak elvdlasztdsdnak és detektdldsdnak sokrétlségérdl a hagyomdnyos és Gjonnan
fejlesztett modszerek bemutatasaval arra keresve a vdlaszt, hogy lehetséges-e egy egységes, szabvdanyositott
modszer kialakitdsa az aminosavak meghatarozasdra.

Kulcsszavak: aminosayv, fehérje-hidrolizis, kromatogrdfia, szrmazékképzés

mindségének, tapértékének vizsgdlatdhoz kapcsolodik.
Aminosav vizsgélatok je|ent¢’$sége Mdra egyre szélesebb kérben elfogadott az a nézet,

hogy az egészséges tdplalkozashoz szUkséges napi
Az aminosavak kémiailag sokszint, és igy eltérd fiziko-  fehérjebeviteli mennyiség, illetve az ehhez tartozd
kémiai sajatsagokkal rendelkezé molekulacsalad. A referenciaértékek  megitéléséhez, az - elfogyasztott
legismertebb 20 fehérjeépité aminosav mellett tobb  fehérje mennyisége dnmagdban nem nydjt elegendd
tucat tovdbbi természetes és egyéb szintetikus informdciot. A fehérje tdpértékét tobb - tényezd
aminosavat ismertink (Zarandi & Szolomdijer, 2017). Ezek  egyUttesen hatarozza meg. Ezek kozul kiemelends i) az
vizsgalatara irdnyuld médszerek az élelmiszeriparban  aminosav  osszetétel, i) a  fehérje/aminosavak
és takarmdnyozdsban egyardnt egyre nagyobb —emészthetésége és iii) a fehérje/aminosav emésztést
jelentéséggel  birnak.  Legfontosabb  alkalmazasi  befolydsols, az  elfogyasztott  fehérjével — egyutt
tertletuk taldn az élelmi  fehérjék taplalkozasi — elfogyasztott Un. antinutritiv 6sszetevok mindsége és
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Aminosav-vizsgalatok - kihivasok és megolddsok

mennyisége. Az  élelmi  fehérjék  mindségének
jellemzéséhez tehdt kulcsfontossdgu, hogy ismerjuk
annak aminosav osszetételét, illetve legaldbb bizonyos
esszencidlis aminosavak mennyiségét.

A fehérje, illetve abban taldlhatd aminosavak
emészthetéségének meghatdrozdsa sordn  szintén
szerepet kaphat az aminosav-tartalom
meghatdrozdsa. A fehérjemindsitési mutatdk egy
csoportja a fehérjet aminosav-forrdsnak tekinti, igy
ezen mutatdk esetében a fehérjemindséget az
aminosav osszetétellel hozzdk 6sszefluggésbe. A human
taplalkozastudomdanyban a fehérjek aminosav alapu
értékének meghatdrozdsdra hosszU ideig a PDCAAS
(Protein Digestability Corrected Amino Acid Score [
Fehérije emészthetéséggel korrigdlt aminosavérték)
mutatd alkalmazdsa volt a standard. E mutatd alapja
oz aminosav  érték  (amino acid score, AAS)
meghatdrozdsakor a mindsitendd fehérje 7 esszencidlis
aminosav-tartalmaéanak (hisztidin, izoleucin, lizin, leucin,
treonin,  triptofdn, valin), illetve az &sszesitett
kéntartalm@ (metionin  és cisztein) és dsszesitett
aromds  aminosavak  (fenilalanin  és  tirozin)
mennyiségét (mg/g) ©sszevetjuk az idedlis elvi’
referenciafehérje azonos mutatdinak mennyiségével
(mg/g). Ezen aranyok legkisebb értékét tekintjik az
aminosav értéknek. A vonatkozd WHO/FAO
Utmutatéban rogzitett idedlis elvi” referenciafehérje
aminosav osszetétele — az eltérd igények alapjdn -
korcsoportfuggd modon kerult megdllapitasra. Az igy
kapott AAS értéket ezt kovetden a teljes fehérje
emészthetdségi faktordval kell korrigdini ahhoz, hogy
megkapjuk o PDCAAS értéket. Ennek az atlagos
emészthetdségi korrekcids faktornak az alkalmazdsa
jelenti a PDCAAS mutatd egyik legjelentdsebb korlatjat.
Ennek oka, hogy jelentés mennyiségi eltérés
mutatkozhat a teljes fehérje nyersfehérje alapon
szdmolt emészthetdségében az egyes nélkuldzhetetlen
(esszencidlis) aminosavak egyedi emészthetdsége
kozott.

A PDCAAS mellett, a WHO/FAO 20l1-es szakmai
konzultdcidja nyomdn 2013-ban megjelent javaslat
alapjan a DIAAS (Digestible, indispensible amino acid
score/Emészthetd  nélklldzhetetlen  aminosavérték)
mutatot helyezi elétérbe, hiszen ez élettani szempontbodl
relevansabb informdciét szolgditathat az esszencidlis
aminosavak hasznosithatésagarsl (FAO/WHO, 201). A
PDCAAS és a DIAAS mutatdk kozodtti leglényegesebb
kldnbség, hogy mig a PDCAAS esetében az aminosav
értéket (AAS) a teljes fehérje eredd emészthetéségi
faktoraval kell korrigdini, a DIAAS mutatd esetén, az
emeészthetbséget aminosav-specifikusan kell
meghatdrozni és aminosav-specifikus korrekciot kell
alkalmazni. A fent emlitett két fehérjetdpérték-mutatd
meghatdrozdsdhoz elengedhetetlen a termék, illetve
DIAAS esetén annak emésztményébdl szGrmazd mintdk
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aminosavprofilozasa is.

Az aminosav  profil, illetve az aminosavak
mennyiségének ismerete, a fehérje tapérték mutatodk
meghatdrozdsan tdl, tovabbi informdciét nydjthat az
élelmiszer minéségére vonatkozéan.

Fényt derithetink példaul az élelmiszer-feldolgozds
sorén alkalmazott magas hédmérséklet okozta — akar
aminosav szintd kémiai valtozdsokra, melyek szintén
kedvezétlen hatdssal lehetnek a tapértékre (Mehta &
Deeth, 2016). Ezen tul, az aminosavak vizsgdlataval
kézelebb juthatunk akdr hamisitdsra utald jelek
feltrGsdhoz. Ennek legismertebb példdja a hds és
hastermékek  kotészéovet-aradny  meghatdrozdsara
kidolgozott rutinszerd élelmiszerminéségi vizsgdlat. A
fogyasztok élelmiszerekkel kapcsolatos tajékoztatasarol

sz6l6  EU-rendelet [1169/2011/EU  rendelet] ugyanis
eléirasokat fogalmaz meg a maximdalisan
megengedhetd kotdszdvet-tartalomra (egész

pontosan a kollagén/izomfehérie arényra) a ,has”
kifejezéssel jelolt élelmiszer-osszetevdk esetében. E
mutatd meghatdrozdsdhoz a nyersfehérje tartalom
ismerete mellett szikség van a kollagéntartalom
vizsgdlatdra is. Ez utdbbit, konszenzusos mobodon, a
hidroxiprolin-tartalom 8-szorosaként, szé&mitdssal
becsulhetjuk.

Elelmiszerminéség és -biztonsdg szempontjabol
szintén érdekesek az aminosavak deamindldasi vagy
dekarboxilezési reakcidinak  termékei,  amelyek
modositjidk  az  aminosavprofilt,  illetve  olyan
vegyuleteket hoznak létre, amelyek szerepet jatszanak
az élelmiszerromldsi folyamatokban, illetve élettani
szempontbdl is aktivak. Ezek kdzé tartoznak a biogén
aminok, amelyek az aminosavak dekarboxilezésével
alakulnak ki és a dezamindlas sordn keletkezd o-
ketosavak. Ezek vizsgdlatdra alkalmazhatd analitikai
modszerek nagymértékben hasonlitanak az
aminosavak vizsgdlati modszereire (Onal, 2007).

Végul az aminosav vizsgdlatok (mért aminosavak
dsszesitett  mennyiségét alapul  véve) hasznos
informd&ciot  nydjthatnak  mintdban  1évé  fehérje
mennyiségének meghatdrozdsdhoz olyan esetekben
amikor a nyersfehérje-tartalom vizsgdlati modszerek
csak korlatozottan alkalmazhaték (pl rovarfehérjék,
gombak vizsgdlata), illetve ilyen modszerekkel kapott
eredmények (korrekcios faktorok) validalasa soran.

A fenti példakbdl lathatd, hogy az aminosavak
vizsgdlata széles koérben alkalmazhaté az
élelmiszeriparban, ugyanakkor meghatdrozasuk a ma
napig szdmos kihivast tartalmaz. Az ezekre adott
ktldnb6z8 valaszok és megkdzelitések miatt ezért nem
létezik olyan domindns, vagy akdar egyeduralkodd
analitikai modszer, amely széles koérben rutinnd vdalt
volna. E munkdban az ismertebb mobdszerek
sajatsagait, kulcsfontossagu 1épéseit, a legelterjedtebb
megolddsi lehetdségeit, megkodzelitéseket tekintjuk at.
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Aminosav vizsgalati médszerek
attekintése

A fentiekben emlitett élelmiszeripari,
taplalkozastudomanyi kérdéseken tdl, szdmos egyéb
terUletrél érkezd igény mutatkozik az aminosavak
vizsgdlatara. Altaldnossdgban elmondhatd, hogy a
tobb (sok) aminosav egyuttes szelektiv
meghatdrozdsara  alkalmas  muUszeres  analitikai
modszerek harom plusz egy kulcspontja i) a fehérje
aminosavakkd térténd  hidrolizise, i) a keletkezett

aminosavak  kromatogrdfiGs  elvalasztasa, i)  az
aminosavak kimutatasa és mennyiségi
meghatdrozdsdra  alkalmazott detektdlasi  eljards,

valamint plusz egy faktorként, az elvdlasztdsra és a
detektdlasra is hatassal 16vé kémiai szarmazékképzési
eljards jelenti.

Az élelmiszervizsgdlati gyakorlatban szémos, a fenti
megkdzelitésen  alapuld, doéntéen  kromatogrdafids
technikan alapuld aminosav vizsgdlati protokoll terjedt
el. Vannak dltaldnosabb érvényl szabvanyos, vagy
szabvanyszerl modszerek, és gyakran taldlkozunk

gyartéi  applikacidkon alapuld moddszerekkel is. Ez
utdbbiak  legtébbszér a  derivatizéciés,  és/vagy
elvalasztéstechnikai kulcslépésekhez eszkozt,

reagenseket fejleszték moddszerei. Fontos megjegyezni,
hogy a mddszerek nagy része egyedi termékcsoportra
és sokszor csak bizonyos aminosavakra kidolgozott és
validalt aminosav meghatdrozdsi vizsgdalati modszert

takar. Mi tébb, egy részik csupdn a vizsgdlt
termékekben, mintdkban eléforduld szabad
aminosavak (illetve ezek kozal néhany)
meghatdrozdsdra  dsszpontosit, azaz nem  ad
Utmutatast  a  hidrolizis  1épésre vonatkozéan. Az
1. tablazatban néhdny ismertebb, szabvdnyos

(szabvanyszer(i) moédszert foglaltunk dssze.

1. tdblazat: Néhany ismertebb, szabvanyos (szabvanyszer()
aminosav vizsgdlati muszeres analitikai médszer

Alkalmozott
technika
aminosav-tartglom HPLC

Madszer azonositd analitilai

MSZ EN IS0
meghotarozasa
2000 Gywmolcs- s zoldséglevek A srobodominosow- HPLC

0s0. Folyodeékkromatografids modszer

/itarmin Preparotions titralas, fotometria
le) in Nutritional Supplements HPLC
Acids in Food and Feed Ingredients i
S08531 Lemon Juice __

ACAC 99412 Amino Acids in Feeds

139032005 Tokormanyok Az

MSZ EM 127

kromatog
AC 13 Lysine, Methioning, ond Threoning in Feed Grode Aminc  Aminosay
Acids ond Premixes ( .

voy OPF&
szarmozékképréssel

n Milk-Bosed Infant  HPLC

0B Totol Aminc Acick in Infont Formulos ond Adult UHFLC-UV

NS09 Totol Proteinogenic Armino Acids and Toufing In Infant  UHPLG
Formulba and Adult/Pediatric Formula
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Osszességében elmondhatd, hogy az érzékelhetd
igény és az ezt kiszolgdini szdndékozd toérekvések
ellenére, jelenleg nem létezik atfogd, azaz minden
élelmiszertipusra, és tapldalkozasi szempontbdl minden
lényeges aminosav vizsgdlatara egyardnt alkalmasnak
tekinthetd egységes, validalt modszer, kivaltképp az elsé
kulcslépésnek tekinthetd hidrolizis tekintetében.

Fehérje hidrolizis

Az aminosavak meghatdrozasdnak elsé kulcslépése az

élelmiszerekben [evo fehérjék hidrolizise, a
peptidkotések bontasaval az aminosavak
felszabaditasa. A hidrolizis kéralményeinek

megvdalasztdsa sordn figyelembe kell venni az egyes
aminosavak stabilitdsat és a kialdnbdzd peptidkdtések
ellendllasat. Olyan peptidkétések, ahol valin, izoleucin
vagy leucin van jelen, ott a hidrolizis nehézkes, hosszabb
idét igényel, hogy a teljes aminosav mennyiséget
kinyerjuk. Ezzel ellentétben, a savérzékeny aminosavak,
mint a szerin, treonin ilyen hidrolizis id6 mellett még a
meérés elétt részben roncsoldodhatnak, igy ott révidebb
hidrolizis id6t kell valasztani. Kdvetkezésképpen az egyes
fehérjék kulonbozéképpen fognak reagdini — mas-mas
aranyban szabadulnak fel vagy vesznek el/sérulnek az
aminosavak — a hidrolizis folyamatdra attdl fuaggden,
hogy milyen az eredeti aminosav szekvencidjuk, igy
szUkséges valamilyen korrekcids faktorokat alkalmazni,
rosszabb esetben ugyanazon fehérje pontos aminosav
osszetételének meghatdrozdsdhoz kuldnbdzé hidrolizis
folyamatoknak van aldvetve a minta, majd ezekbdl
ktlén torténik a mennyiségi analizis. Az aminosavak
vizsgdlata igy is idSigényes és sokszor draga
laboratériumi  vizsgdlat, de a hidrolizis mobdszerek
fejlesztése és a mérési idé optimalizGldsa lehetévé
tenné a rutin alkalmazast (Darragh & Moughan, 2008).
A klasszikus, dltalédnosan alkalmazott eljards sordn a
minta hidrolizise 6 M sbésavval 100-165 °C-on,
vakuumban, oxigénmentes kdézegben 24-72 h alatt
toérténik meg. A moddszer nagy hatradnya a hosszu
hidrolizis id¢ illetve bizonyos aminosavak instabilitGsa
és érzékenysége. A kéntartalmd aminosavak (ciszt(e)in,
metionin) illetve triptofan meghatérozésa esetén a fenti
modszer nem megfeleld. A ciszt(e)in és metionin
méréséhez egy elboxiddcios |épésre van szUkség az
érzékeny aminosavak megvédéséhez, mely egy
perhangyasavas reakciot jelent jeges koérulmények
kozétt, igy ciszteinsav illetve metionin-szulfon formaban
térténik az analizis. Hasonldképpen a triptofdn s
kGldnleges eset, melyhez viszont IGgos hidrolizis
alkalmazhatdé 42 M NaOH segitségével. A tirozin
meghatdarozésanak elésegitésére pedig fenol (0,1-1%-os
ardnyban) hozzéaddasa ajanlott.  Egyéb  hidrolizis
modszerek példdul a protedzok alkalmazdsa csak
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kisebb jelentéséggel birnak (Gilani et al, 2008; Otter,
2012). Egy szabvanyositott, széles termékkdrre
alkalmazhatd hidrolizis modszer kifejlesztése felé iranyul
tobb  kutatds is, hogy a fenti nehézségek
kikuszobodlhetéek legyenek (Marino et al, 20I10;
Rutherford & Dunn, 201). Elsédleges cél a
|éptékcsdkkentés, mint a minta és felhaszndlt vegyszer
mennyiségének redukdldsa, mdasrészt a hidrolizis idébeli
roviditése, ugyanakkor az aminosavak védelmét,
megfeleld feltarast is figyelembe véve.

A mikrohulldmu vakuumroncsolds alkalmas lehet
kisebb  mintamennyiségek felhaszndlasaval, joval
révidebb hidrolizis idével az aminosavak kétésbdl vald
felszabaditasara. A hidrolizis idejét, hémeérsékletét illetve
bemért  mintamennyiséget  optimalizélva  teljes
blzaszem fehérje hidrolizisét végezték 6M  HCI
jelenlétében mikrohulldmud roncsolast alkalmazva. A
200 mg-os mintamennyiség 150°C-on 3 oéran at tartd
hidrolizise, mint optimdlt hidrolizis  paraméterek
ellensUlyoztdk az aminosav maradékok felszabaditasat
a  blzamdatrixodl  valamint  limitaltdk a  késébbi
degraddcicdt illetve transzformdciot amellett, hogy 85%-
os teljes aminosav visszanyerést eredményezett a teljes
fehérjére vonatkoztatva (Kabaha et al, 2011).

Messia és munkatdrsai (2008) hdsok és histermékek
hidroxi-prolin  vizsgdlatdra alkalmaztak 20 perces
hidrolizis idét mikrohullédmad roncsoldssal, ahol ebben a
specidlis esetben hasonld precizitGst és pontossdgot
kaptak, mint a hagyomanyos moédszerrel. igy a 24 6ras
hidrolizis idét Iényegesen le tudtdk csdkkenteni, melynek
sordn bar csak a hidroxi-prolin mennyiségét mérték, a
tobbi aminosav esetén is hasonléan j6 pontossdgot
értek el nagy hatékonysdgu  anion  cseréld
kromatografidval amperometrids detektdldssal, ahol a
hidroxi-prolin  meghatdarozdsdhoz nincs szikség sem
oszlop elotti, sem pedig oszlop utani
szdrmazékképzésre.

Kutatdsi tevékenységunk sordn magunk is toébb
esetben szembesultunk a fehérje hidrolizis, valamint az
egyes aminosavak meghatdrozdsanak nehézségeivel.
A fehérjéket felépité aminosavak kémiai diverzitdsa,
eltéré stabilitdsa és a rendelkezésre d4ll6 mérési
rendszer ajdnlasai alapjan tdbbféle hidrolizis modszer
segitségével optimalizaltuk az aminosavak minél
pontosabb  meghatdrozdsdhoz szikséges fehérje
bontdsi lépést. A rendelkezésre d&lld6 mikrohullémd
vakuumroncsoléhoz (Milestone Ethos One) fejlesztett
kalén rotor alkalmassd teszi a készUléket fehérje
hidrolizis kivitelezéséhez. A mikrohullédma
vakuumroncsoléban  térténd  hidrolizis  1ényegesen
leroviditi a feltards idejét, kevesebb mint egy 6ra alatt,
kis mintamennyiségek (10-50 mg) és kevesebb
vegyszerhaszndlat (<50 ml HCI) mellett megy végbe a
peptidkotések felbontdsa. Munkdnk sordn figyelme véve
a fentebb emlitett aminosavak eltérd stabilitdsat és a
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készulékgyartd ajdnlasdt, révidebb — csak felmelegités,
illetve hosszabb - felmelegités utdn 20 perces
héntartds  hidrolizis  idét  alkalmaztunk 1%  fenolt
tartalmazé 6M HCI oldattal végezve a hidrolizist.
Tapasztalataink alapjan mindkét roncsoldsi modszerre
szUkség van a megfeleld pontossdgd mérésre, mert a
triptofdan hosszabb idé elteltével nagyrészt

elroncsolédik, nem detektalhato (1. abra).

:
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1. @bra: BSA minta 6M HCI, 1% fenolos kdzegben végzett rovid
(piros) és hosszu (fekete) mikrohulldmu roncsoldassal (részletek
a szévegben) és AQC szarmazékképzést kévetden felvett RP-
UHPLC-DAD kromatogramija

A kéntartalmU aminosavak instabilitdsa  miatt
perhangyasavas eléreakciot kdvetden végeztuk el a
mikrohulldmua  feltérast. A perhangyasavas  reakcid
tobbféle fehérje molekula esetében sem
eredményezett szignifikinsan jobb kimutathatdsdgot
(2. abra), igy sajat tapasztalataink alapjén, az AQC
derivatizaciot (részletesebben I1ésd késdbb) alkalmazd
UHPLC-DAD modszerrel torténd méréseinkhez
rutinszerlien, az 1% fenolt tartalmazé 6M HCI oldattal
végzett a révidebb és hosszabb hidrolizist alkalmazzuk.

— 5

@ R " " i " " [ W e 1w ™ ™ m aB =
frevsy

2. abra: BSA minta 6M HCI, 1% fenolos kdézegben,
perhangyasavas eldéreakciot kovetd (bordo) illetve anélkdli
(fekete) hidrolizis kromatogramia)

Aminosavak kromatogrdfias elvalasztasa
és detektalasa

A hidrolizist koveti a felbontott peptidkdtésekbdl
felszabaduld aminosavak elvalasztdsa, azonositdsa és
mennyiségi meghatdrozdsa. Az aminosavak

elvalasztdsa, mindségi és mennyiségi meghatarozdsa
tobbféle modszer terjedt. Az elvdlasztds torténhet
kapillaris elektroforézissel, illetve vékonyréteg
kromatografiaval, gdzkromatogrdafidval, ioncserés és
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forditott ~ fdzisd  folyadék  kromatogrdfiaval. A
legelterjedtebb technika az ioncserés és a forditott
fazis HPLC, illetve az utbbbi idében a forditott fazisd
UHPLC technika is egyre inkébb elétérbe kerul (Gilani et
al, 2008, Kaspar et al, 2009, Rutherfurd & Gilani, 2009).
Az alkalmazandd mobdszerek sokszinlségének egyik
oka, hogy az aminosavak tdbbsége - az aromds

gyuruvel rendelkezd aminosavak kivételével
(fenilalanin, triptofan, hisztidin, tirozin) - gyenge
kromofor és nem fluoreszkdl, ezért a legtébb
széleskorben és rutinszerten alkalmazott

folyadékkromatografids detektorral, Ggymint ultraibolya
(Uv), illetve a fluoreszcencids detektdalassal (FLD),
szdrmazékképzés nélkuli detektaldsuk nem megoldott.
Alternativa lehet a tdmegspektrometrids
meghatdrozds, amely esetén az aminosavak kis
iontdmegei és ikerionos szerkezete okoz nehézséget.
(Violi et al. 2020).

Sz&rmazékképzés nélkdl a meghatdrozds kevésbé
iddigényes és a szarmazékképzés lehetséges hibdi
(részlegesen  végbement  reakci6,  szarmazékok
stabilitdsa, esetleges mellékreakciok és azok termékei)
sem lépnek fel.

A kémiai szGrmazékképzés fent emlitett sajatsdgai
ellenére, rutinszerl kromatografids aminosav elemzés
sorén, az UV és FLD detektdlas robusztussGgdnak
elényéért ,cserébe” a leginkdbb elterjedt modszerek
dltaldban alkalmaznak valamiféle szarmazékképzési
eljarast. A sz&rmazékképzést alkalmazé kromatografids
modszerek esetében a derivatizécid kapcsdn  két
dltaldnos  megkozelités  1étezik.  Egyik, hogy az
aminosavak elvalasztésat nativ formdjukban végezzik
és a szarmazékképzést a kolonnan torténd elvalasztast
kévetden, de a detektdldst megeldzéen haijtjuk végre. Ez
a megkézelités az oszlop utani szdrmazékképzés (post-
column derivatisation). E megkézelités sordn a kémia
reakci6 a  derivatizGloszer  effluenshez  torténd
adagolasaval, aramlds kdzben (in-line) valdésul meg. Az
an. aminosav analizGtorok ezt a megkdzelitést
alkalmazzak. Jellegzetes elvdlasztdsi modszer a
kationcserés kromatografia és az elvdalasztast kévetd
ninhidrines szdrmazékképzésen alapuld
spektrofotometrias detektalas (Berisha et al, 2021). Az
oszlop utani szdrmazékképzési megkozelités eldnye,
hogy oszlopkromatogrdfids modszereknél jol
automatizalhaté megolddst jelent, ugyanakkor a
detektorba kerUls, feleslegben 1&vé derivatizdloszer
ronthatja a detektdlds mindségét.

Md&sik megkdzelités lényege, hogy a
szdrmazékképzés a  kromatogrdfias  elvalasztdst
megelézéen térténik meg. Ez az oszlop eldtti

szarmazékképzés (pre-column derivatisation). Ebben
az esetben a kromatogrdfias elvdlasztds ,alanya”
immdron nem a nativ aminosavak, hanem az azokbdl
képzett  szrmazékok. Ebben az esetben, «
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legalkalmasabb kromatografias modszer
kivalasztasandl, illetve optimalasandl figyelembe kell
venni az alkalmazott derivatizdloszer és a kialakuld
szdrmazék kromatogrdafids sajdtsagait. Az oszlop elbtti
szdrmazékképzést  alkalmazd  modszerek  esetén
leginkdbb a forditott fazisl, C18 oldalldncokkal fedett
kolonndkkal végrehajtott HPLC és UHPLC elvdlasztas
alkalmazésa terjedt el. (Aristoy & Toldrd, 2016).

Szarmazékképzés

A szarmazékképzésnél elvaras, hogy (i) a reakcio
legyen gyors és kvantitativ, (i) lehetéség szerint vizes
kdzegben menjen végbe, (iii) a reagens a primer-, és a
szekunder aminocsoportokkal is reagdlion, (iv) a
keletkezett szarmazékok stabilak legyenek (llisz et al.
2008). Altalénosségban elmondhaté, hogy az oszlop
elétti, és oszlop utani szdrmazékképzési modszerek
kdzUl az oszlop elétti szGrmazékolds az elterjedtebb. Az
oszlop utdni szrmazékképzésnek megvannak a maga
elényei, mint (i) a mellékreakciok nem fontosak, (i) nem
elvards, hogy a folyamat teljesen végbe menjen, mivel
a szadrmazékképzés mértéke reprodukalhaté, (i) nincs

szUkség  stabil  szGrmazékra. Az  oszlop  utdni
szarmazékképzés hatranyai kozott érdemes
megemliteni a reakcid paramétereinek

kérulményesebb,  korlatozottabb  kontrolldldsat, a
reagens-bevezetd rendszer miatti tdbbletkdltséget, a
minta hosszabb aramildsi  Gtjgt és ebbdl eredd
csUcsszélesedési jelenségeket, valamint a reagens
lehetséges interferencidjat a detektdalds sordn. Az
oszlop el6tti szrmazékképzés esetén is felmerdlhet a
melléktermékek vagy a nem reagdlt, visszamaradt
reagens dltal okozott interferencia, de a rendszerbe
jutatott mennyiség ebben az esetben lényegesen
kisebb.

Az 1950-es években elsdk kozott  kifejlesztett
aminosav meghatdrozdsra alkalmas eljards ioncserés
kromatogrdfigra  épult  oszlop  utdni  ninhidrines
szarmazékképzéssel (Moore &  Stein, 1948). Az
aminosavak ninhidrinnel vald reakcidjanak terméke egy
olyan komplex, mely erds lila szinével teszi lehetévé a
meghatdrozdst 570 nm hullémhosszon. A szinreakcié
sdrga komplexet eredményez prolin illetve hidroxi-
prolin esetén, mely 440 nm-en detektalhato (3. abra).
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3. abra: Aminosavak reakcidja ninhidrinnel
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A ninhidrin  mellett mdig a legjellemzébb
szarmazékképzék még az orto-ftalaldehid (OPA), a
fenil-izotiocianat (PITC), a 9-fluorenilmetil-kloroformat
(FMOC), és a 6-aminokinolin-N-hidroxi-szukcinimidil-
karbamat (AQC).

OPA

Az orto-ftélaldehid mind oszlop elétti, mind pedig
oszlop utdni derivatizdloszerként is alkalmazhatd és
széles korben elterjedt. A keletkezett szarmazék
fluoreszcensen jol detektalhatd, mig maga az OPA nem
ad jelet (4. abra). A ninhidrinnel ellentétben az OPA
nem reagdl a prolinnal vagy csak egyéb reagens
jelenléte mellett, akkor is csak kis mértékben.
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4. abra: Aminosavak reakcidja orto-ftalaldehiddel

PITC

Fenil-izotiocianéat (PITC) az N-termindlis aminosavakkal
reagdl jol - ideértve a prolint is - feniltio-
karbamoil(PTC)-aminosavat képezve, melynek
abszorbancia maximuma 254 nm-en van (5. abra).
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5. dbra: Aminosavak reakcidja fenil-izotiociandttal

FMOC

A 9-fluoreniimetil-kloroformd&t az elsédleges és a
madsodlagos aminosavakkal is reagdl. A gyorsan
lejatsz6dd reakcid eredményeként stabil, fluoreszcens
szarmazék képzddik (6. abra). Az FMOC reakcio

hatrdnya, hogy o reagens vizes  kdzegben
hidrolizalédhat illetve dekarboxilezédhet floureszcens
alkoholt  képezve, mely egyutt eludlodik oz

aminosavakbodl képzett szarmazékokkal (Bank et al,
1996).

fluorenilmetl-kloroformat
szarmazék

9-fluorenilmetil-kloroformit

{FMOC)

Aminosay/amn

6. @bra: Aminosavak reakcidja 9-fluoreniimetil-kloroformattall
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AQC

Az aminosavak 6-aminokinolin-N-hidroxi-szukcinimidil-
karbamattal (AQC) térténd gyors reakcioja szintén egy
er6sen  floureszcens  szrmazékot — eredményez
elsédleges és masodlagos aminosavok esetén is.
Derivatizaciot kdvetden egy 55°C-on térténd héntartds
szUkséges, hogy egyrészt a tirozin kis mellékterméke
monoszarmazékkd alakuljon, masrészt a maradék AQC
reagenst 6-aminokilononnnd, n-hidroxi-szikcinimiddé
és szén-dioxiddd hidrolizdljo. Az aminosavak AQC-
szdrmazékai stabilak, UV-aktivak és a maradék AQC
valomint a keletkezd6 melléktermékek nem okoznak
gondot az aminosavak detektalasanal (7. abra).
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7. abra: Aminosavak reakciéja 6-aminokinolin-N-hidroxi-
szukcinimidil-karbamattal
Osszefoglaldsként elmondhatd, hogy az aminosavak
vizsgdlatdra szdmos analitikai megkdzelités egyszerre
van jelen a gyakorlatban, vagyis nem beszélhetlnk
egyeduralkodd szabvanyositott, egységes aminosav
analizis modszerrdl. Az elmdlt 50-70 évben kidolgozott,
rutinszer analitikai eljarasok, derivatizacids technikak
tovabbra is jol alkalmazhatdk, ugyanakkor a fejlesztések
célja robusztusabb, gyorsabb és szélesebb kdrben
alkalmazhaté szarmazékképzési modszerek
létrehozdsa. A mintaeldkészitési eljarasok tekintetében
az idé- és vegyszerszikséglet csdkkentése, valamint az
automatizalds jelenti a f6 fejlesztési célokat. E terlleten
a mikrohulldmUd roncsoldsi technika és a  stabil
szadrmazékképzésen alapuld UHPLC modszer otvdzése
egy jol mukoédd koncepcidt jelenthet a  kulonbodzd
fehérjetartalmd  mintdk vizsgdlatakor és jelentésen
egyszerUsitheti, lerdviditheti a hagyomdnyos minta-
elékészitési eljarasokat, a megfeleld reprodukalhatdsdg
elérése mellett.
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requirements and limitations as a first step of amino acid analysis, and collect the difficulties of separation
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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 kdldnbdzd probiotikus
aktivitdsu Lactobacillus bulgaricus tdrzs szaporoddsat kdvettlk nyomon fiziko-kémiai tulajdonsagok alapjan. A
kisérletet megeldzéen kalibracios tesztet végeztink a hdrom csoportbdl kivalasztott egy-egy mintaval. A
kisérlet sordn sovany tejporbdl készult tejkészitményben aktivalt tdrzsekbdl beoltott, frissen készitett
tejkészitményeket 11 6ran at 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
viszkozitds értékeket, valamint az pH gérbe inflexios pont elérésének idépontjdban mért értékeket vizsgdltam.

A vizsgdlt 15 minta 4 és 11 6randl, valamint az inflexidés pontban vett pH értékeinél nem taldltunk szignifikans
kaldnbséget az eltérd probiotikus aktivitdst mutatd csoportok kdzott, atlaguk és szorasuk megkodzelitdleg azonos
volt. A szaporoddst vizsgdlva a probiotikus mintak atlagos telepszdma 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 elklonal 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 téltenek be a szervezetben, féleg a

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

védelem. A probiotikus baktériumoknal kimutattak, hogy
hatdsuk van a tdlérzékenységi reakcidkra uagy, 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 képzéd

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

mukoddésikhéz nem szukséges oxigén, de jelenlétében
is aktivak maradnak. A szénhidrdtokat, elsésorban a
glukézt és a laktozt tejsavvd bontjdk. Ennek jelentds
szerepe van, ugyanis a keletkezett tejsav a kérnyezete
pH-jat a savas tartomanyba tolja el, ezzel meggatolva
a kérokozok 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)
vizsgdlatukban Nyugat-Kina teruletérdl valasztottak ki
45 évnél idésebb nbéket és férfiakat. A kisérletben
résztvevoket két csoportba osztottdk, az egyiknek
probiotikumot tartalmazé joghurtokat adtak, mig a
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.

Mdsik fontos paraméter a kémhatds volt. Szédmos
kisérletet végeztek Minto et al. (2014), hogy miként
befoly&solja a reakcidk végbemenetelét a pH valtozdsa.
A puffer képességek befolydsoljgk 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.
glukézt, laktoézt 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 palcdaknak.

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 mdualasaval
jellemezhetd. Ebbdl arra lehet kdévetkeztetni, hogy
minden anyag folyékonnyd tehetd. Az dllandd

nyiréfeszultség hatdsara aramidsok keletkeznek. Ez o
jelenség egy viszkézus viselkedés. A viszkozitds mds
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 Kisérlet sordn 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 6ran  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 felnaszndalt Lactobacillus
bulgaricus baktériumtdrzsek

Laoctobaocillus bulgaricus boktériumtorzsek

Probiotikus Mérsékleten probiotikus nem probiotikus

R1, 56, S10°, 51, 522 51, 57,58, 59, Y12, 528* S2,53% 54, 529, 530
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A kalibracidé sordn a beoltast kdvetden a sejtszimot
11 6radn &t minden oérdban meghatdroztuk a 37 °C-on
inkubdilt szuszpenzidbdl, hdrom pdrhuzamos méréssel,
MRS agarral rétegzett lemezdntési modszerrel. A
lemezdntéshez tizszeres higitGsokat készitettink hat
lépésben peptonos higitdfolyadék segitségével, és a
lemezeket inkubdtorba helyeztuk 72 orara 37 °C-on. A 15
mintabdl allé  kisérlethez is a torzs-szuszpenziodkkal
oltottuk be a tejporbdl készitett tejeket a kllonbdzd
vizsgdlatokhoz. A beoltott tej-szuszpenzidé 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 leszimoltuk, és
korrigdltuk az eredeti joghurt-szuszpenzié higitasaval. A
kdnnyebb 6sszehasonlitas 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 aktivalasa 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:

;JH:-:,aunu{Hféis}-p

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-
szuszpenzi6 viszkozitdsat DIinl0 Ti mérdéfejjel, 2 1/s nyirdsi
sebesség mellett 37 °C-on 11 6rdn at. A mért viszkozitds
értékek koézul a 4. éraban, 1. 6raban, a pH gorbe inflexios
pontjban mért értékeket, valamint a maximdlis
viszkozit@s 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 €s nem probiotikus mintdk
csupdn  5%107 - 9*107 sejt/ml  nagysagrendig
szaporodtak el.
1,E+10
S10-1 5102 -+ 510-3
1Espn | 5281 —=-528-2 —=-528-3 =

—-53-1 -+-53-2 =533

1,E+07 -

log TKE/ ml szuszpenzié

Idg, ora

1. abra: A kalibraciés baktérium-mintdk telepszamai

A 15 mintaval végzett kisérlet eredményeibdl a 4. és

vizsgdltuk. A pH méréssel pdrhuzamosan Haake
1. ordban meghatdrozott relativ telepszémokat a
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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
dllapot 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 a mintdk kozodtti  szoérds,  és
mindhdrom  csoportban egy-egy minta  kiugro
gyorsasdaggal szaporodik.

A 4 és 1 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 S
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

+ Rl 56 510 511 522
7.0 - —51 57 weesBl v v 58 — Y12
—52 53 ===-54 = . =529 —530

3,5

1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1d6, ora
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 mintak pH
értéke mindhdrom csoportndl.
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4. abra: A kUl6nbdzd probiotikus képességull csoportatiagok
4 6ras pH értéke (A), kalibracioval (B), 11 6rés pH értéke (C),
kalibracioval (D)

A Tl éras pH értékek esetében (4/C-D. abra) a
kalibraciés mintdk megnovelték a pH értékeket, de a
szordst ezzel szemben javitottak. 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 kuldnbséget az eltérd probiotikus
aktivitdst mutatd csoportok kézott, atlaguk és szorasuk
megkdzelitdleg azonos volt.
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pH gorbék inflexias
pontjanak ideje, h
T R - - - )

pH gorbék inflexids pontja

L
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mérsékelt nem
probiotikus

probiotikus probiotikus  mérsekelt nem

probiotikus

5. abra: A pH gorbék inflexiés pontjaban a pH értékek (A) és a
hozzé tartozé idék (B)




Probiotikus L. bulgaricus torzsek fiziko-kémiai tulajdonsagai

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 1
- 522 - probiotikus
o -
o 1200 —59 - mérsékelt
Nl
= 1000 1 3. nem probiotikus
=]
E 800 -
> 600 -
=]
& 400 -
©
E 200 A
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6. abra: KUldnbozd probiotikussdgd mintdk viszkozitdsanak
alakulasa az idé mulasaval

A kalibrécids mérések telepszémainak alakuldsa
alapjén  kivalasztott  idépontokban  meghatdrozott
viszkozitds értékek alapjan megdllapitottuk, hogy a
probiotikus torzsek viszkozitdsa 4 és 11 6randl atlagban
harmada a masik két csoport értékeinek. Tovabbd
szignifikinsan elkdlénul  a  probiotikus csoport  a
mérsékelten  probiotikus é&s  nem  probiotikus
csoportoktdl. A mérsékleten probiotikus és nem
probiotikus térzsek datlagos viszkozitdsa 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 elkulénultek a tébbitdl
(7. @bra).

I 46rds vistkozitis 11 dris viszkozitds inflexids pont viszkozitds

| I'§

probiotikus

g

Latszdlagos viszhozitas, Pas

7. abra: Latszolagos viszkozitds értékek 4. és 11. 6raban,
valamint a pH mérés inflexios pontjaban

A latszélagos viszkozitds maximdlis értéke esetében
(8. @bra) a csoportatlagokat — &sszehasonlitva
(8.A abra) nem lathatd szignifikéns kuldnbség, és a
csoportokon bellli szords is magasnak bizonyult. A
moximdalis  viszkozitds megjelenésének idSpontjait
vizsgalva (8.B d@bra) szintén nincs  szignifikdns
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kilbnbség, azonban lI&thatd, hogy a csoportatlagok
szerint leghamarabb a nem probiotikus mintdkndl, mig

legkésébb a probiotikus mintdkndl jelentkezik a
viszkozitds csucs.
1200 - £ 16
A ] B
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probiotikus mérsékelt nem
probiotikus

probiotikus mérsékelt nem
probiotikus

8. abra: A baktériumtorzsek maximdlis viszkozitds értékeinek
csoportatlaga (A) és megjelenési ideje (B)

Kovetkeztetések, javaslatok

A Kkisérlet 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 alapjan meghatdrozott
idépontok, Gagy, mint 4 6ra, 1 ora és inflexids pont
idépontjaban |évd 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 megismétiését és a
baktériumtoérzsek 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
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Osszefoglalés

A medvehagyma (Allium ursinum L) egyre névekvd népszerUségét tapasztalva, eldtérbe kertlt annak
lehetésége, hogy a ndvény szezondlis jellegét megsziintetve, egész évben elérhetd termékként, az év barmely
szakdban  kihaszndlhatjuk  ételizesité  aromdjat, egészségvédd tulajdonsdgait. A  medvehagyma
eltarthatdosdgdnak névelése és biologiai értékeinek megdrzése érdekében kisérletinkben hdarom kuldonboézd
kiméletes szdritdsi modszert alkalmaztunk: liofilezést, vikuumszaritast és mikrohulldmd-vakuumszaritdst. Az
alkalmazott szdaritdsi modszereket a levelek és a szdarrészek esetében is elvégeztlk, valamint vizsgdltuk a
kulonbozd szdaritasi hémérsékletek (40 és 50 °C) hatdsat.

Az elkészult szaritmdanyokat muszeresen és érzékszervileg mindsitettik. A vizaktivitds, szerkezet,
rehidralhatésag, valamint az antioxiddns-kapacitds és a polifenoltartalom értékeit figyelembe véve az 50 °C-
on liofilezett mintdk bizonyultak a legalkalmasabbnak szdaritott termék elddllitdsara. Az érzékszervi birdlat
eredményeit megvizsgdlva, 6sszbenyomds tekintetében a legjobb eredményt az 50 °C-on vakuumszaritott és
mikrohulldmua vakuumszaritott medvehagyma levelek érték el. Szdrak esetében zold szinUket leginkdbb a
vakuumszaritott mintdk tartottdk meg, a liofilezett mintdk pedig kifakultak.

Kulesszavak: medvehagyma, Allium ursinum L., szaritdsi mod, beltartalom

levelei fényes felUletlek, lehetnek elliptikusak, széles
[&éndzsa alokUak. Széra 10-40 cm hosszU, sima
tapintasd, vildgoszold szind. Aprilis-majusban viragzik,

Bevezetés

Egyes forrGsok szerint a germdnok ugy tartottdk, o
noévény 'medveerdvel’ bir, s ezért nevezték el a barna
medvérdl, melyet hagyomdnyosan hatalmas tisztelet
dvezett (Csurgd, 2012). A medvehagyma hossza nyell

fehéres szinl, 6 szirmU ernyds virdgzatokat nevelve
(1. abra). Toktermése nagy mennyiségui fehérjét (21,4%)
és zsiros olajat (188%) tartalmaz, utébbi jelentés
tokoferol-tartalommmal rendelkezik.
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1. @bra: Medvehagyma (Allium ursinum L.) (Treben, 1990
nyoman)

A medvehagyma fé hatdbanyaga egy cisztein-
aminosav-szarmazék, a kéntartalmd alliin, mely a friss
ndévénynek természetes alkotdja. Az eredeti vegyulet
szagtalan, a novény felszeletelése sordn azonban
jellemzd szagu, bomlékony vegyulet keletkezik, mivel az
allindz enzim az allint egy kevésbé stabil vegyuletté, a
szintelen allicinné alakitjia — ez adja az Allium fajok
karakteres aromd@jdt, izét. Az allicin antibiotikus és
vérzsirérték-csodkkentd hatdsa bizonyitott.

Az &talakulds sordn  poliszulfidok is  keletkeznek,
melyek lipidcsodkkentd hatassal rendelkeznek. A kevésbé
stabil allicin enzimek hidnydban részben ajoenné alakul,
mely  nagymértékben  csékkenti a  trombocita
aggregdcio, mds néven a vérlemezkék kicsapoddasdnak
esélyét (Berndth, 2013; Sobolewska, 2015).

Az Allium fajok, igy az Allium ursinum L is, d
flavonoidokban igen gazdag forrasok kdzé tartoznak.
(Carotenuto et. al, 1996)

Carotenuto és tarsai (1996) harom Gj flavonoid-
glikozid vegyuletet izoldltak medvehagymabdl, a mar
ismert két vegyuleten felll. A Wu és munkatarsai (2008)
dltal azonositott két Ujabb vegyulettel eddig dsszesen
hét flavonoid-glikozid (mindegyik kempferol-vegyulet)
izolalasara kerult sor medvehagymabdl. Ugyanebben
az évben egy, a nbvény minden szervét vizsgdlat ald
vetd tanulmany szerint, mds Allium fajokhoz képest a
medvehagyma bizonyult a legmagasabb antioxiddns-
és gyokfogd képességgel rendelkezd egyednek. A
relative  magas antioxiddns-kapacitast legnagyobb
mértékben a levelekben tapasztaltak, és tdbbek kézott
a magas flavonoid-tartalommal magyardazték (Stajner
et. al, 2008).

A feldolgozott élelmiszerek jelentés része veszit
biologiai értékébdl a feldolgozas sordn, s ez aldl az
antioxidéns-kapacitds és a polifenol tartalom sem
feltétlenul kivétel. Azonban szdmos kutatds I|Gtott
napvildgot azzal kapcsolatban, hogy bizonyos eljardsok
noévelni latszanak élelmiszereink bioldgiai értékét.
Vizsgdlataink kiinduldépontja volt a medvehagyma iranti
egyre nagyobb érdekldédés. Szdmos gasztrondmiai
témdajd weboldal, blog, radio- illetve televizid musor
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foglalkozott a medvehagyma pozitiv egészségugyi
hatdsaival és a konyhdban betdltétt szerepével. Egyre
tobb  élelmiszeripari  kis-=  és  kdzépvdllalkozds
kindlataban jelentek meg a medvehagymaval izesitett
termékek. A tartésitdsi modok  kézul kuldndsen a
szdritott valtozat kedvelt.

Fentiek alapjan kisérletink célkitizése kuloénbdzd
kiméletes szaritdsi moédok hatdsanak tanulmanyozdasa
volt a medvehagyma levél és szar antioxiddns hatasu
vegyuleteinek  és  érzékszervi  tulajdonsdgainak
alakulasara.

Anyagok és modszerek

Mintaelb6készités

A vizsgdlatokhoz felhaszndlt nyersanyag o Mecsek
észak-keleti erdéteruleteirdl szarmazdé medvehagyma
noévény levél és szdrrészei voltak. Elsé lépésben
kivGlogattuk a sérult, fonnyadt novényi részeket, igy
kizardlag ép, egészséges nyersanyagot dolgoztunk fel. A
virdgokat és bimbokat eltavolitottuk, majd a leveleket
megmostuk, a felesleges nedvességet papirtorld
segitségével ovatosan  felitattuk. A szdritas
hatékonysagdanak novelése érdekében a nyersanyagot
egységes méretl szeletekre vagtuk: a levelek kb.
5x5 mm-es négyzetekre, a szdr részeket hosszdban
szeleteltlk, szintén 5 mm-enként. A felapritott mintdk
elékezelés nélkul kerultek szaritasra.

Az alkalmazott szaritdsi médszerek
vakuumszaritasnal oz apritott nyersanyagot egy
rétegben, egyenletes eloszldssal helyeztuk el a tdlcan,
melyet a vakuumkamra flutélapjara tetttnk. Mind a szar,
mind a levél szaritésat 40, illetve 50 °C hdmérsékleten is
elvégeztlik, az alkalmazott nyomds 7,98 mbar volt. A
szaritdst Memmert  V0-200 tipusd  vakuumszaritd
berendezéssel végerztik.

Mikrohulldama véakuumszaritasra Labotron 600
tipusU szdritoét haszndltunk. Mind a szdr, mind a levél
szaritdsat 300 Watt teljesitmény mellett végeztik el. Az
apritott  nyersanyagot  szintén  egy  rétegben,
egyenletesen eloszlatva UGveg edénybe helyeztuk,
melyet a berendezésbe helyezve, a forgd tdlcdra
illeszkedd Uvegburdval fedtunk le. Az alkalmazott
nyomds itt is 7,98 mbar volt.

Fagyasztva szdritdst Leybold-Heraeus tipusU
liofilezd berendezéssel végeztik. A Petri-csészébe
helyezett mintdkat egy éjszakan &t fagyasztd
szekrényben tdroltuk, -18 °C hoémérsékleten. A
berendezés tdlcdjara egyidejileg 6 db Petri-csésze
kerdlt. A szaritds sordn a kamrdaban maximadlisan 1 mbar
nyomds uralkodott.

Mindhdrom  szaritdsi  modszer
nedvességtartalom vagy anndl

esetében 6,5%
alacsonyabb
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nedvességtartalom elérése volt a célt.
A kisérlet sordn elkészult mintdkat 6sszehasonlitottuk

egy kiskereskedelmi forgalomban kaphaté
medvehagyma levél szaritmdnnyal. Ennek eldallitasi
modja ismeretlen, azonban  tulajdonségai (nem
porézus szerkezet, erésen barnult szin) hagyomanyos
szaritészekrényes szaritdsra engednek kdvetkeztetni.

Mivel szdritott medvehagyma szdr kiskereskedelmi
forgalomban  nem  volt  kaphats, ezért az
6sszehasonlithatésag kedvéért 50°C-on hagyomdnyos,
meleg levegds, atmoszférikus (100 literes Labor
MUszeripari Mdvek LP 232/1 tipust) szaritoszekrényben
szdritott mintakat is készitettink.

A mintdk jeldlésére az 1. tablazatban taldlhatod
kédokat alkalmaztuk. Az elkészUlt szaritmdnyokat a 2. és
a 3. abra szemlélteti.

1. tablazat: A szdritdsi eljdrasokhoz tartozd jeldlések

Jelolés Szaritasi eljras megnevezese

|L40°C Liofilezés 40 °C-on
|Lb0°C Liofilezés 50 *C-on
|V40°C Vakuum-szaritas 40 °C-on
|V50°C Vakuum-szaritas 50 °C-on
|VM MikrohullGma vakuumszaritas
Kiskeresk. Kiskereskedelmiforgalomban kaphato szaritott level |
: Szaritoszekr. Hagyomanyos, szaritoszekrényben szaritott szar 50 °C-on

2. abra: Szaritott levelek. (1. oszlop: L 50 °C, L 40 °C; 2. oszlop: V
50 °C, V 40 °C; 3. oszlop: VM, Kiskeresk.)

3. abra: Szaritott szarak. (1. oszlop: V 50 °C, V 40 °C; 2. oszlop:
L 50 °C, L 40 °C; 3. oszlop: VM, Szaritészekr.)
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Vizsgalati médszerek

Rehidralhatésag vizsgalata

A szaritmdnyok mindségére vonatkozéan rendkivul
meghatdrozd szempont a visszanedvesedés meértéke,
ktlénods tekintettel arra, hogy a félkész élelmiszerek
(agymint levesporok, instant martésok) iranti kereslet
egyre novekszik és a fogyasztd szdmdra mérvadd
tulajdonsag oz elkészitéshez szUkséges idd rovidsége,
tovabbd a visszanedvesedett komponens érzékszervi
mindsége. A  rehidrdciés rdta, madasnéven a
visszanedvesitési index kiszamitdsa az aldbbi képlet
alapjan tortént (Barta, 2007):

m
RR = —,

Mg,

ahol,
RR a rehidrdcios rata,
mr a rehidratalt minta tomege (g),
msz a szdraz termék tomege (g).

A vizsgdlat elsd lépéseként a kuldnbodzd szaritdsi
eljarassal tartésitott medvehagyma mintdk témegét
analitikai  mérlegen  megmeértuk, fézépoharakba
helyeztik, majd 35 illetve 90 °C-os destztilldlt vizzel jelre
toltottuk. A fézépoharakat allandd hémeérsékleten tartott
vizfUrdébe helyeztlk, 5 illetve 60 perc idétartamra. Az
idd leteltével a mintdkat kivettik, a szaritmanyokrél a
felesleges vizet szUrdpapir, télcsér és Erlenmeyer-lombik

segitségével lecsepegtettuk. A mintdk tdmegét
analitikai mérlegen visszamértuk.
A medvehagyma  szdritmdnyok  antioxiddns

kapacitasanak meghatarozasat (FRAP, Ferric Reducing
Ability of Plasma) Benzie és Strain (1996) dital
kidolgozott mddszerrel végeztik. A moddszer elve, hogy
antioxidans aktivitassal rendelkezd  vegyuletek
jelenlétekor a  ferri-(Fe3*)-ionok ferro-(Fe?*)-ionokkd
redukdlodnak, melyek alacsony pH-n tripiridil-triazinnal
(TPTZ) komplexet képeznek, szines terméket, a ferro-
tripiridil triazint hozva létre. A Fe?*-TPTZ erOteljes kék
szine miatt fotometrilsan mérhetd, 593 nm-en. Az
antioxidéns  kapacitds  értékét mmol  AS/100 g
szdrazanyagtartalomra adtuk meg.

Az 6sszes polifenol tartalom meghatdrozasat
Singleton és Rossi (1965) modszerével végeztik. A
meghatdrozdst Folin-Ciocalteu reagens segitségével
mértuk, a bekdvetkezd szinvdaltozdst 765 nm-en
hatéroztuk meg. Az eredményeket mg GSE/100 g
szdrazanyagtartalomra szdmolva adtuk meg.

A levél- és szir mintdk érzékszervi birdlatat
profilanalizissel végeztik 12 fé birdld bevondsdaval. A
birélok 10 osztdst tartalmazd, strukturdlt linedris skdlén
jelélték  be  tapasztalataikat 1 szempontnak
megfeleléen.
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Eredmeények és értékelésuk

A medvehagymdk szdritdsi idejét vizsgdlva a
legrovidebb szaritdsi iddvel rendelkezd modszernek a
mikrohulldmu vakuumszaritds bizonyult: levél és szar
esetében is 35 perc elegendd volt 5% (levél) és 4,5%
(szar) nedvességtartalom eléréséhez.

A legalacsonyabb nedvességtartalommal
rendelkezd szaritmdny az 50°C-on, vékuum-szaritédssal
tartositott medvehagyma szar lett (2,1%). Enhez 4 éranyi
folyamatos szdritdsra volt szikség. A leghosszabb ideig
a liofilezéssel torténd szaritas valdsult meg melyhez
8 6ra kellett.

Antioxidans kapacitdas

Eredményeink alapjdn egyértelmuUen Iathatd, hogy egy
kivételtdl (mikrohull@mU-vakuum szaritds) eltekintve, a
szdritott levelek antioxiddns kapacitdsa jelentésen
magasabb a szdritott szar mintakénal (4a. éabra).
Tovabbd a liofilizalt és a vakuum-szaritassal tartositott
mintdk esetében medfigyelneté az a tendencig,
miszerint magasabb szdaritdsi hémeérséklet magasabb
antioxidéns kapacitast eredményez. Ez a tapasztalat
megfelel az dltalunk tanulmdnyozott szakirodalmi
eredményeknek is. Ugyancsak egyértelmU tendencidt
tapasztaltunk a liofilezés és a vakuum-szaritds sordn
mért antioxiddns kapacitds értékeknél is, azonos
hédmeérsékletek esetében a liofilizalt mintdk antioxiddns
kapacitdsa bizonyult magasabbnak.  Vizsgdlataink
alapjan a levél szdaritmdnyok esetében az 50 °C-on
liofilizalt, szar esetében pedig a mikrohulldmd vakuum
szaritdssal tartositott minta rendelkezett a
legmagasabb antioxiddns kapacitassal.
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4. abra: Medvehagyma szdaritmdnyok antioxiddns kapacitdsa
(a) és 6sszes polifenol-tartalma (b)

Friedrich-Ivanics és mtsai, 52-57. oldal

Osszes polifenol-tartalom

A diagramon ol lathaté (4b. ébra), hogy a levél-
szaritmdnyok minden esetben sokkal magasabb
polifenol-tartalommal rendelkeznek, mint a szar mintdk.
Az antioxidans kapacitdshoz hasonléan itt is a
magasabb hémérséklet magasabb polifenol-tartalmat
eredményezett. Medfigyelhetd tovabbd az is, hogy
azonos hémérsékleteken (szintén oz antioxiddns
kapacitashoz hasonléan) a liofilizalt mintak polifenol-
tartalma magasabb a vakuum-szaritott mintakéndl,
mind a levél, mind a szdr esetében. Ez szintén egybeesik
a fentebb emlitett szakirodalmi adatokkal. JoI 1athatod,
hogy mind a szdr, mind a levél-szaritmdanyok koézdl az
50°C-on liofilezett mintak rendelkeznek a legmagasabb
teljes polifenol-tartalommal.

Erzékszervi birdlat értékelése
Az érzékszervi birdlat profilanalizisének eredményeinek
értékei (5-6. abra) szazalékban szerepelnek.

Levél —— Kiskeresk.
—L40°C
16Ig;jném\-’alal —L50°C
Gsszhenyomais .\N\ szininte nzitds —f 40
e ] e i 50 *C
csiphis iz /‘ WYy égett rések  ——VM

idegen iz illatintenzitds

hagymadra jellemzs iz hagymidra jellemad illat

izintenzitds idegen illat

5. dbra: Levél szaritmdanyok érzékszervi birdlat eredménye

——Szritosrekr.
Szar —anc
——L50°C

— A0 "

rildl seindrmyalat

dsszbenyomds szinintenzitds

— 5050

—

csipds iz égett részek

idegen iz illatintenzitis

hagymara jelemad hagymira jellemzd
iz # iHlat

izintenzitds idegen illat

6. abra: Szar szaritmanyok érzékszervi birGlat eredménye

A levél szaritmdanyok esetében a birdlok jelentds
mértéku eltérést tapasztaltak a mintdk szinintenzitasat

illetéen. A legerdételjesebb szinintenzitast a
mikrohulldmuad  v@kuumszdritdssal  kezelt — mintdk
esetében  érzékelték. Kis kuldbnbséggel, madsodik

legintenzivebb szinnel rendelkezd szdaritmdnyként az
50°C-on vdAkuumszdaritott mintat jeldlték meg. A
vakuum-szdritott  és  liofilezett mintdk sorrendben
egymast kovetik a szinintenzitast illetéen, azonban a
szaritds homérsékletére vonatkozéan nem vonhatunk le
kovetkeztetéseket. A leghalvanyabbnak a liofilezett
szdritmdnyok  bizonyultak:  rendkivili  mértékben
elvesztették sziniket. A zold szindrnyalat észlelése
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ugyanezt az eredményt hozta. Egett részeket leginkabb
a kiskereskedelmi forgalomban kaphatd
szaritmdnyban észleltek. A vakuum- és fagyasztva
szaritott mintdk esetében a birdlok nem tapasztaltak
szdmottevd mennyiségl égett darabot. A hagymara
jellemzé illat esetében feldllitott sorrend megegyezik az
illatintenzitds  sorrendjével.  Erdekes moédon a
mikrohulldmu vakuumszaritassal tartositott
medvehagyma levelek  izét tapasztaltak a
legintenzivebbnek, azonban a legjellegzetesebb
hagyma-izt az 50 °C-on vdkuum-szdritott mintdk
esetében érzékelték a birdlok. Az idegen iz jelenlétét
szintén a kiskereskedelmi forgalomban kaphatd
szaritmdnyban érezték a legerdteljesebbnek. Mind a
csipdsség, mind az dsszbenyomds tekintetében az 50

°C-on  vdkuum-szdritott és a  mikrohulldmu
vakuumszaritdssal tartositott medvehagyma levelek
szerepelnek az elsé helyen. A szarak birdlati

eredményeibdl 6sszedllitott sugdrdiagram a levelek
mindségi paramétereitdl, kedveltségi megoszlasatol
teljesen eltéré képet mutat. A z8ld szindrnyalat és a
szinintenzitds egyardnt a vakuum-szdritott mintak
esetében érzékelhetd leginkdbb. A z6ld szindrnyalat
legkevésbé a szdritdszekrényben szdritott mintdban
volt érzékelhetd: a sdarga szindrnyalat sokkal inkabb
domindlt. A zéld szin dominancidja és a kiméletes
szaritdsi modszerek sordn alkalmazott hémérséklet
kozott osszeflUggés tapasztalhatd: oz  alacsonyabb
hémérsékleten a medvehagyma szarak nagyobb
mértékben &rizték meg z6ld szinUket. A szinintenzitast
vizsgdlva itt is a liofilizalt mintdk bizonyultak o
legfakébbnak. A mikrohulldmd vékuumszaritassal kezelt
mintaban tadlzott mértékben fordult eld égett szdrrész.
Az illat intenzitdsa és a jellegzetes hagyma-illat a
levelekhez hasonldéan itt is a nem kiméletes szdritassal
eléallitott mintanadl volt a legerésebb. Iz tekintetében az
50 °C-on liofilizGlt medvehagyma szdr bizonyult
sikeresnek. A csipds iz jelenlétét csak kismértékben
érzékelték a biralok.

Rehidratdcios rata

A levélszaritmdanyok rehidralhatésagdval kapcsolatos
eredményeket  oszlop-diagramokon  (7-8.  ébra)
szemléltetjuk. Osszehasonlitva a 35 és 90 °C-on, 5 és
60 percig végzett visszanedvesitések eredményeit,
egyértelmuien kijelenthetd: hosszabb ideig tartd és
magasabb h&émérsékleten tortént rehidralds
magasabb rehidraldsi ratat eredményezett.
Eredmeényeink alapjan a visszanedvesités ideje sokkal
inkdbb befolydsold tényezd, mint az alkalmazott
h&mérséklet.

Levelek esetében 60 percnyi rehidrdlds alatt
csaknem megdupldzddott a rehidrécids rata értéke az
5 perces idétartamhoz képest. Ezzel szemben a 35 és
90 °C-os visszanedvesités kozétt csaknem minden
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8. abra: Szaritott szarak. (1. oszlop: V 50 °C, V 40 °C; 2. oszlop: L

50 °C, L 40 °C; 3. oszlop: VM, Szdritoszekr.)
esetben csupdn néhdny tizednyi eltérést tapasztaltunk
az értékekben. Az egyetlen kivételt a 60 percnyi
visszanedvesitésen dtesett mikrohullédma
levélszaritmdny  jelenti. A legnagyobb  mértéku
rehidréciora képes szaritmdnynak a liofilizalt mintak
bizonyultak. B&r a 40 és 50°C-on fagyasztva szdritott
mintak rehidralhatésdga koézétt a kaldnbség nagyon
csekély, az adatok alapjan a 40 °C-on liofilezett levél
rehidralhatobbnak  bizonyult. A liofilezett  mintdk
nagymertékl rehidralhatdésdga  pordzus, szivacsos
anyagszerkezetiknek készénhetd.

Kovetkeztetések, javaslatok

Kutatasaink sordn azt vizsgdltuk, hogy az dltalunk
alkalmazott  szdaritdsi  technolégidk, valamint a
hémeérséklet valtoztatdsaval melyik szaritdsi modszer
bizonyul alkalmasabbnak a medvehagyma beltartalmi
paramétereinek  és  érzékszervi  tulajdonsdgainak
megdrzésére. A nyersanyag szaritdsi idejét tekintve
legrévidebb ido alatt a mikrohullédmu
vakuumszaritdssal sikertlt a terméket megszaritani,
leghosszabb ideig pedig a liofilezés tartott. 10 °C
hémérséklet kuldnbség csekély, de minden esetben
azonos meértékben eredményezett nedvességtartalom
csokkenést. Azonos kérulmények kozott végzett szaritds
sordn a medvehagyma szarak végso
nedvességtartalma minden esetben alacsonyabb volt
a levelekéhez képest. Legalacsonyabb
nedvességtartalommal az 50 °C-on vdkuumszdritott
sz&r rendelkezett.

A vizaktivitds értékek alakuldsa fugg az alkalmazott
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szaritastol és a szdritdsi homérséklettdl. A magasabb
szaritdsi hémeérséklet minden esetben alacsonyabb
értéket kaptunk. A legalacsonyabb vizaktivitds értékkel
az 50 °C-on liofilezett szar rendelkezett.

Kimutattuk, hogy a rehidracios rdta alakulasa fugg a
visszanedvesités  idejétd| és az  alkalmazott
hémeérséklettdl, s csekély mértékben a  szdritds
hémeérsékletétdl is. Ezen tényezdk kodzul a rehidrdlds
idétartama  befolydsolta leginkdbb a rehidrdciot. A

leginkdbb  rehidralhatd termékeknek a liofilezett
szaritmanyok  bizonyultak, pordzus  szerkezetUknek
készdénhetden.

Méréseink sordn egyértelmu 6sszeflggést

tapasztaltunk a szaritdsi hémérséklet és az antioxiddns
kapacitds valamint a teljes polifenol-tartalom kdzott.
10°C-kal magasabb hd&émérsékleten szdritott mintdk
esetében magasabb értékeket meértink. A levél
szaritmanyokban az esetek tdbbségében magasabb
antioxiddns kapacitast és polifenol-tartalmat
mutattunk ki, mint a szdrakban.

A szinmérés aldtdmasztotta, hogy a szdritds
eredmeényeképpen a szaritmanyok tdbbsége sététebb
lett a nyers medvehagymdhoz képest. Liofilezésnél
azonban a szdrak jelentdés mértékben kifakultak. A
szinvizsgdlat eredményei ©6sszhangban vannak oz
érzékszervi birdlat sordn tapasztaltakkal. Sajnos a
hagymara jellemzd illat intenzitdsa gyengének bizonyult
a vakuum alkalmazasa miatt és a csipds iz karaktere
sem volt kelléképpen domindns. Osszbenyomds
tekintetében az 50 °C-on vdkuum-szdritott é&s a
mikrohullédmu vakuum szaritassal tartositott
medvehagyma levelek szerepelnek az elsé helyen. A
szdrak esetében pedig a liofilezett mintdkat preferditak
a biralok.

Koészénetnyilvanitas
A kutatds az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00005 pdlydzat
keretében valésult meg.

Influence of gentle drying methods on the changing of the nutritional
characteristics of ramson (Allium ursinum L.)

Friedrich-Ivanics J., Albert K., Banlaki-DomaE.

Abstract

The growing popularity of Allium ursinum L. has brought to the fore the possibility of using its seasonal nature
as a year-round product, taking advantage of its flavouring and health- promoting properties at any time of
the year. In order to increase the shelf- life and to preserve the biological values of ramson, three different
gentle drying methods were used in the experiment. lyophilisation, vacuum drying and microwave-vacuum
drying, respectively. The drying methods used were applied to both leaves and stalk parts, and the effect of
different drying temperatures (40 and 50 °C) was investigated.

The dried products were instrumentally and also organoleptically graded. Taking into account the values of
water activity, structure, rehydratability, antioxidant capacity and polyphenol content, the samples lyophilised
at 50 °C were found to be the most suitable for the production of dried product. When the results of the
sensory evaluation were examined, the best results in terms of general aspect were obtained for the vacuum
dried and microwave vacuum dried ramson leaves at 50 °C. In case of stalk, green colour was retained most
by vacuum-dried samples and faded by lyophilized samples.

Keywords: shallot, Allium ursinum L., drying method, contents
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Osszefoglalés

A vizkefir kevéssé ismert fermentdlt készitmény, amely a japdn kristalygomba fermentleve. A vizkefir
mikrobiologiai jellemzéi nagyban fuggenek a szérmazdsi helytdl, a fenntartastdl és a fermentdcio
kéralmeényeitdl. A munka célja egy izesitett vizkefir ital fejlesztése volt a mikrobioldgiai dsszetétel és érzékszervi
paraméterek vizsgdlata mellett. A mikrobidta Osszetételének vizsgdlata hagyomdnyos tenyésztéses
vizsgdlatokat koévetd MALDI —TOF MS készulékkel toértént. Az érzékszervi vizsgdlatok sordn 20 laikus birdld
mindsitette az elsd fermentdcid eredményeként készult izesitettlen valamint mdasodik fermentdcion dtesett
izesitett vizkefir termékeket. Mind az izesitettlen, mind az izesitett vizkefir italokban a tejsavbaktériumok,
ecetsavbatériumok és élesztbgombdk domindltak. Az azonositott ecetsav- és tejsavbaktérium fajok az
Acinobacter indonesiensis és a Gluconobacter oxidans spp. oxydans. valamint a Lactobacillus ghanensis és a
Lactobacillus satsumensis voltak. Mellettik 3 élesztbgomba faj, a Saccharomyces cereviseae, a Pichia
fermentans és a Wickerhamomyces anomalus kerult azonositésra. Az érzékszervi vizsgdalatok sordn a birdldk a
gyumolcsds izesitést mintakat preferditdk. A fejlesztett ital alternativaként szolgdlhat egyes fogyasztoi
csoportok (pl. tejérzékenyek, vegdnok) szamdra, mindemellett a szénsavas Uditéitalok egészségesebb
helyettesitdje is lehet.

Kulcsszavak: vizkefir, fermentdlt ital
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Bevezetés

Emésztérendszeriinket a rostban gazdag gabondk,
huvelyesek, gyumolcsok és zoldségek mellett fermentdlt
termékekkel, példaul a savanyu kdposztaval vagy a
kefirrel is tdmogathatjuk. Kevésbé ismert, de hasonldan
jotékony hatdsl fermentdlt készitmény a vizkefir, amely
a japdn kristdlygomba, mdasnéven tibicos fermentleve.
A kristdlygomba megjelenésérdl kapta a nevét, amely
egy kristalyszerd, glukopoliszacharid gélben él6 féleg

Lactobacillus, Leuconostoc, Acinetobacter,
Saccharomyces, Candida és Kloeckera
nemzetségekbdl  allé  szimbiotikus  kdzdsség. A

fermentdciohoz elsésorban kristdlygomba, cukor és viz
szUkséges. A terméket izesitve is elkészithetjuk pl. aszalt
gyumaolesdkkel, citrommal vagy gydémbérrel. Egy-két
napos, 20-25 °C-on végzett fermentdcidval készul el a
szénsavas, enyhén édes, savanykds ital, amelynek
szédmos j6tékony hatdst tulajdonitanak. A vizkefir
jelentds antioxiddns és probiotikum forrdsa lehet
(zeynep és tarsai, 2021). A vizkefir mikrobiologiai
Osszetétele nagyban fugg a szdrmazdsi helytdl, a
fenntartastol és a fermentdcio kortiményeitdl (Prado és
tarsai, 2015). Eléallitésa soran altaléban 10100 aranyban
oszlik meg a kristélygomba és az oldat (Fiorda és tarsai,
2017). Benne a mikrobdk szaporoddsat cukoroldat,
gyumolcslé, zdldséglé vagy valamilyen gabona alapu
ital  biztositja, amely megfeleldé mennyiségben
tartalmaz szachardzt vagy fruktozt. A termékben a &
fermentdcios végtermékek a tejsav, ecetsav, etanol és
szén-dioxid (Laureys és De Vuyst, 2017).

A gombaszemcséket dextran matrix alkotja (Fels és
tarsai, 2018), melyek 6ssztdmegének ndvekedése a
fermentdcio sordn 4-5%. A gombaszemcsék képzéséért
Lacticaseibacillus casei (korébban Lactobacillus casei),
Lactobacillus (L.) nagelii, L hordei, L hilgardii és
Leuconostoc mesenteroides (Davidovic és tarsai, 2015)
felelések. A fermentdcid sordn jellegzetes és fontos
mikrobdak a Lacticaseibacillus paracasei  (korabban
L. parocclsei), L. hilgardii, L. nagelli és Saccharomyces
cerevisiae (Laureys és De Vuyst, 2017). A L. hilgardii és a
L. nagelii kulcsfontossagu fajok a mikrobakdzdsségben,
kaldndsen az exopoliszacharid termeléstk miatt (Fels és
tarsai, 2018). A tejsavbaktériumok mellett ecetsav-
baktériumok, féleg Acetobacter fajok is részei a
mikrobakdzdsségnek,  ugyanakkor  nem  mindig
detektdlhatéak, akdr ugyanabban a kultdrdban sem
(Laureys és De Vuyst, 2014, 2017). Gluconobacter fajok,
mint a G. liquefaciens és a G. roseus/oxydans ritkabban
kertlnek kimutatasra (Laureys és tdrsai 2018). A
vizkefiroen az élesztégombak (pl. Saccharomyces,
Zygotorulaspora, Dekkera) jelenléte kulcsfontossagy,
mivel a szachardzt hidrolizaljak el extracelluldris p-D-
fruktofuranozidazukkal glukézra és fruktozra (Watson;
1993). A Saccharomyces cereviseae megtaldlhatod
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szinte az &sszes kultdrdban. M&s Saccharomyces fajok
sokkal kevésbé fordulnak elé a vizkefirben. A vizkefirben
rendszeresen taldinak Candida fajokat is, mint példaul
a C. ethanolica, C. californica, C. lambica, C. valida és a
C. valdiviana. Ritkdbban Dekkera, Zygotorulaspora,
Yarrowia és Pichia fajokat is kimutatnak (Lynch és tarsai,
2021).

Mivel a tejsav- és ecetsavtermelésnek kdszénhetden
a vizkefir pH-ja jellemzéen 45 alatt van az erjedés
kezdetétél fogva (Laureys és tdrsai, 2018), a nem
kivinatos  mikrobdk  novekedésének  kockdzata
alacsony. Néhany Enterobacter fajon kivul (Waldherr és
tarsai, 2010; Zanirati és tarsai, 2015) nem azonositottak
még Vizkefirben patogén mikroorganizmusokat. A
vizkefir etanoltartalma (ami féleg a fermentacio késoi
szakaszdban keletkezik és jellemzéen 0,02 és 2,0% kdzott
van) is segithet a patogénekkel szembeni védelemben
(Laureys és De Vuyst, 2014).

A munka célja egy kristalygomba-kultaraval
fermentalt ital fejlesztése volt a mikrobiologiai
Osszetétel és  érzékszervi paraméterek vizsgdlata

mellett.

Anyagok és modszerek

A vizkefir elkészitése

A kisérletek sordn alkalmazott vizkefirkultra egy egri
haztartasbdl szarmazott. A kultGra szobahdémérsékleten
valo fenntartdsdhoz 2 napos ciklusokban szikséges a
fermentdciot elvégezni. A vizkefir elkészitése sordn
elséként 75 g kereskedelemben kaphatd kristdlyos
szacharéz bemérése tértént 1000 ml forrasban 1&vé
vizbe, amit b perces forrGsban tartds kévetett. A 7%-0s
cukoroldat 25 °C fok ald vald lehulését kdvetden, tisztao,
csatos Uvegbe tdltés, majd 100 g vizkefirgomba és 25 g
héj nélkuli citromkarika hozzGaddsa kdvetkezett. Az Uveg
lezardsa utdn 25 °C-os, kodzvetlen fénytdl védett
helységben 48 6rdn keresztul zajlott a fermentdciod. Két
nap elteltével egy tiszta szlrd segitségével a fermentlé
és a vizkefirgomba elvdalasztasra kerult egymastol. Ezt
kévetden a leszdrt vizkefirgomba az elézbleg ismertetett
recept szerint Uj fermentacié sordn Ujra felhaszndldsra
kerult.

Mdasodik fermentdcié sordn az elsd fermentdcidban
elkészult, szdrt fermentlé tovdabbi erjesztése tortént
izesité anyagokkal. A sztrt 1& (1000 ml) tiszta, j6l zarodo
Uvegbe vald toltését kdvetden a 120 ml gyumolcslé
vagy cukoroldat (9 g szachardz 110 ml vizben oldva)
hozzéaddsa tortént. Ezt kdvetden 25 °C-os, kdzvetlen
fénytél védett helységben, 24 6rdn keresztll zajlott a
fermentdcio, majd tovabbi felhaszndldsig a mintdk
hétében voltak tarolva. A mérések elvégzéséhez
haszndlt 2. fermentdcios mintdk minden esetben
1 napos hutétaroldst kdvetden kertltek felhaszndlasra a
mikrobiologiai és érzékszervi vizsgdlatok soran is.
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Felhasznailt gyiilélcslevek

A 2. fermentdcidban felhaszndlt gydmdlcslevek
kereskedelmi forgalomban kaphatd 100%-os almalé,
100%-0s narancslé és 100%-os dafonyalé voltak. A
narancslé felhaszndlds elétt  szdrve lett, mivel a
fermentdcid sordn a rostok felUsztak a folyadék tetejére
és egy ,rostdugot” képeztek.

Mikroba csoportok szamdnak meghatdarozasa

Az els¢- és a madsodik fermentdciot kdvetden a
fermentlevekbdl tizedeld higitdsi sor készitése utdn a
megfelelé  higitdsi  tagokbdl szelektiv  tdptalajok
esetében szélesztéssel, mig az Osszmikrobaszdm
meghatdrozdsa sordn lemezdntéssel  tortént  a
mikrobasz&dmok meghatdrozdsa. Az osszes
mikrobaszém  meghatdrozésa TGE  agaron, oz
Acetobacter-ek  szdmdnak  meghatdrozdsa  ABA
tdpagaron 30 °C fokos 2 napig végzett inkubdlassal
zajlott. A tejsavbaktériumok szdmanak
meghatdrozdsdhoz haszndlt MRS lemezek inkubdcidja
anaerob  tenyészedényben 37 °C-on, mig oz
élesztészdm meghatdrozéshoz haszndlt RBC tdpagar
lemezek inkubdcidja 25 °C fokon toértént 3 napon
keresztdl.

Mikrobak identifikélasa MALDI-TOF MS-sel

Az identifikGldshoz tiszta tenyészetek elkészitésére volt
szUkség. Az izoldlas a kuldnbdzd mikroba csoportok
sejtszdmdanak meghatdarozdsdhoz készitett lemezeken
kGlonb6zd morfoldégiat mutatd telepekbdl tortént. Az
izolalt mikroorganizmusok azonositdsa Bruker Microflex
LT MALDI-TOF tdmegspektrométerrel tortént
hangyasavas  szuszpenzid készitési protokoll  szerint
(Horvath és munkatdrsai, 2020).

Erzékszervi biralat

A mintdk érzékszervi birdlatdt 20 laikus végezte. A
fogyasztoi  érzékszervi teszt o Magyar Agrdr- és
Elettudomanyi Egyetem Budai Campus L épuletében
zajlott. A mintdk 3 szdmjegyu kodjanak és sorrendjének
megalkotdsa véletlenszim generdtorral  toértént. A
fogyasztdi  érzékszervi  tulajdonsdgokat  a  birdlok
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5 pontos skalan értékelték. A birdldk a mintak mellé
kaptak egy pohar vizet, hogy 2 kostolds kdzott ki tudjak
obliteni a szdjukat. A birdlatok értékelését papirlapon
hajtotték végre. Az adatok elemzése Office Excel
feladatkezeldvel tortént.

Eredmények és értékelésuk

Mikrobaszam meghatarozas

Az els6 fermentdcid végére a vizkefir italban az dsszes
mikrobaszém 6,7 log tke/ml volt (1. tabléazat), melyben
hasonlé nagysdgrendben voltak kimutathatok a
tejsavbaktériumok, Acetobacter-ek és élesztdgombdk.
A 2. fermentdcidos mintdk mindegyikében az
Osszessejtszdm 1 nagysdagrenddel térténd noévekedése
volt megfigyelhetd. A tejsavbaktériumok mennyisége a
cukros mintéban kisebb mértékben (1 nagysagrenddel)
ndvekedett, mig a gyumolcsos mintakban
jelentésebben (2 nagysagrenddel) lett nagyobb a
mennyiséguk. Az eredmények alapjan a gyumolcsos
mintdknak tejsavbaktériumok esetében mikrobaszédm
noéveld hatds tulajdonithatd be o cukoroldattal
szemben. A gyumolcsmintdkat dsszehasonlitva az
afonydasban volt a legtébb tejsavbaktérium, ugyanakkor
nem volt nagysdgrendnyi kilénbség a mintdk kozott. A
cukros mintéban az 1. fermentdcidhoz képest az
Acetobacter-ek  szdma is  novekedést mutatott
(1 nagysagrenddel). A gyumolcsés mintak kozdl a
narancsosban volt nagyobb mennyiségl Acetobacter.
A cukros és gyumodlcsds mintdkban oz éleszték
mennyisége is nétt az 1. fermentdcidhoz képest, kodzUluk
a cukros tartalmazta a legtdbb élesztét, valdszintleg
mert a szachardzt oz éleszték tudtdk a legjobban
hasznositani.

A MALDI-TOF MS identifikalas eredményei

A mikrobdk azonositasa elétt a kuldonbdzé tapagarokrol
18 kulonbdzd morfologidjl telep lett felhaszndlva tiszta
tenyészet készitéséhez. Végul 7 mikrobafajt sikerdlt
azonositani, amelyek a 18 tiszta tenyészetben tdbbszér
eléfordultak.

1. tablazat: Mikroba csoportok sejtszdma a vizkefir mintdkban a fermentdcio végén

Mikrobaszam (log, TKE/mi)

Termek Osszes Tejsavbaktériu Acetoboktériu  Elesztd-  Penész-
mikroba mok mok gombak  gomibdk
1. fermentacia 6.7 45 40 48 <10
cukros 75 5.7 5.7 58 <10
almias 75 6,1 30 4.2 <10
afonyas 70 6,5 30 56 <10
narancsos 74 8,0 48 48 <0
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IdentifikGlva lett az Acetobacteriaceae csaladdba
tartoz6 Acinobacter indonesiensis (DSM 15552T) faj,
amely el®észér 2000-ben lett leirva (Lisdiyanti és tarsai,
2000). Ezek a baktériumok az alkoholt és a cukrot nem
teliesen oxiddljgk el, ami ecetsav képzédéshez vezet
oxigén jelenlétében. Az A. indonesiensis széles korben
elterjedt a természetben és szdmos forrasbdl izolalhato,
mint az ecet, az alkoholos italok, a tropusi gydmaolcsdk
vagy a viragok (Sengun és Karabiyikli, 2011). Laureys @s
tarsai 2018-ban mutattdk ki elészoér a fajt egy belgiumi
vizkefirbdl. Megdllapitottdk, hogy az A. indonesiensis
aktivabb volt anaerob kéralmények kozott, illetve a
folyadékban volt nagyobb mennyiségben jelen. A mdsik
azonositott  Acetobacteriaceae  csalddba  tartozd
ecetsav baktérium a Gluconobacter oxidans subsp.
oxydans (B544 UFL) volt. Ez az obligat aerob mikroba
szereti a cukros kdézegeket, mint az érett szél6, alma,
datolya, de megtaldlhatd méheken, ciderben, borban,
vagy a kerti talajban is.

Két Lactobacillus fajt is sikerdlt azonositani. A
L. ghanensis (DSM 18630T) a glukozt és szdmos mds
szubsztratot gdzképzés nélkul tejsavva alakitja. Eurdpai
vizkefirbdl 2019-ben Angelescu és tdrsai mutattak ki
elészor. Kozeli rokonsagban all vele a mdsik azonositott
Lactobacillus, a L. satsumensis (DSM 16230T), amely
szacharéz tdpkdzegben is képes szaporodni és
ismétlédd  D-glukdzbdl  allé  homopoliszacharidok
termeléséért felelds, kulondsen az a-(1,6)-glukanokeért,
amelyek oz elsédleges polimerei a gomba-
szemcséknek, tehdt ez a Lactobacillus részt vesz a
gombaszemcsék képzésében (Coté és tarsai, 2013).

Harom élesztégomba faj is azonositdsra kerult. A
Saccharomyces cereviseae (DSM 70868) jelenléte a
vizkefirben  kulcsfontossdgld, mivel a  szachardzt
extracelluldris B-D-fruktofuranoziddz aktivitasaval
glukézra és fruktdzra hidrolizaljo. A cukrokbdl képes
szén-dioxidot &s alkoholt el&dllitani, ezdltal nagyban
befolydsolja a vizkefir érzékszervi tulajdonsagait. A
Pichia fermentans (CBS 2068), anamorf nevén Candida
lambica a kérnyezetben is megtalalhatd, kuldndsen a
leveleken, a virdgokon, a vizben és a talajban. Néha
megtaldlhatdé gyumaolcsok feltletén, leginkabb a szélén.
A lambic (spontan fermentdacioval készult) sor egyik
jellegzetes alkotdja. A Wickerhamomyces anomalus
(DSM 6766NT), anamorf nevén Candida pelliculosa, a
borkészités egyik jellegzetes mikrobdja. A mikroba
megtaldlhatd a fakon, novényeken és
gyumolcshéjakon, rovarokon, az emberi bérén  és
arulékben, szennyvizben és a tengeri kdrnyezetben.
Széleskord  eldforduldsa nagy  tUréképességének
kdszonhetd, mivel birja a hdmérséklet-, pH- és az
ozmotikus valtozdsok okozta stresszt.
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Az érzékszervi biralat eredményei

A kostolast laikusok végezték, mert az dtlag fogyasztd
véleményének megismerése volt a vizsgdlat célja. Az
eredmeények szubjektivek, mert a kostolok sajdt izlésén

alapul, amely minden embernek mds. Az elére
meghatdrozott tényezdket a birdldknak 1-tél 5-ig
terjedd skalan kellett értékelnitk, hogy az adott

tulajdonsdg mennyire jellemzé vagy nem jellemzé az
adott mintara. A vizkefirek hdrom szmjegyl koéddal
lettek ellatva. Az érzékszervi birdlaton 20 ember vett
részt, 18 nd és 2 férfi, 23 és 62 éves kor kozdtt. Az
eredmények sugdr diagramon dbrdzolva Iathatok,
amely lehetéséget ad a mintdk szemléletes
o6sszehasonlitasdra, és az izprofiljuk felvételére. A
birGlatot megeldzd kérddiv kitdltését kdvetden kiderdlt,
hogy a biralok 75%-a rendszeresen fogyaszt probiotikus
termékeket, viszont csak  20%-uk ismerte «
vizkefirgombdat és ennek fele 10% ivott mar vizkefirt.

Az 1. abra szemléletesen mutatja a kuldonbozé
mintak kozétti  kUldnbségeket.  Legédesebbnek az
1. fermentdcios és a cukros mintdk bizonyultak a biralok
szerint, mig a legkevésbé édes a narancsos minta volt.
Ez az eredmény azért érdekes, mert az 1. fermentdcios
mintaban volt a legkisebb cukortartalom (nem publikait
meérési adat). Valészintleg ebben a mintaban a savak
nem nyomjdk el olyan mértékben a cukros izt, emiatt a
kisebb cukortartalom mellett is édesebbnek érzédik. A
legsavasabbnak és legsavanyubbnak az almas és a
narancsos mintdt tartottak a birdlok, mig legkevésbé az
1. fermentdcids és a cukros mintdkat. Egyik mintaban
sem volt kiemelked® a kefires illat és iz a birdldk szerint,

1. @bra: A vizkefir mintdk izprofilja
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ami pozitiv eredmény, igy oz erre érzékenyebb
fogyasztok is vdlaszthatjdk ezeket az italokat. A
legvizesebb izGinek az 1. fermentdlds mintdjat tartottdk,
valoszinlleg azért, mert az izekért felelés cukrok, savak
és aromdk ebben az italban kisebb mennyiségben
vannak jelen. A leggyumolcsdsebb minta az afonyds
volt, ezt kévette a narancs és az alma. Az eredmény
alapjén a gyumolcsds és cukros mintdkat el tudtdak
egymastol kaloniteni a birdldk. A legbuborékosabbnak
az almdas, illetve narancsos mintdkat itélték a birdlok. Az
els6 fermentdlds és az afonyds mintdkban kevésbé volt
buborék. Az d&fonyds minta pdrhuzamosok és
ismétlések esetén sem tartalmazott tdbb buborékot,
amibdl arra kdvetkeztetek, hogy a minta alacsony pH-
ja gatolja a szén-dioxid képzd mikrobdk, pl. a
Saccharomyces cereviseae mukodését. Utdize az
afonyas minténak volt a leginkdbb, illetve a narancsos
mintanak. Az afonyds minta utdizét 13-an kellemesnek
vélték, 4-en nem éreztek kuldndsebb utdizt és 3-an
kellemetlennek tartottdk a megjelend utdizt. A tdbbi
minta esetében kevésbé érzékeltek utodizt.
Osszességében a birdldknak az almds minta izlett a
legjobban (2. d@bra), ugyanakkor a kedveltséget
tekintve nem sokkal maradt le a madsik 2 gydmaolcsos
minta sem. Az 1. fermentdcids és a cukros minta joval
kevésbé nyerte el a birdlok tetszését, igy mindenképpen
érdemes tovabb folytatni a kutatést a kulénboézd
gyumaolcslevek alkalmazdsdaval a vizkefirkultardban.

Kovetkeztetések, javaslatok

Az egészséges bélrendszer mukddéséhez a valtozatos
és kiegyensulyozott tdapldalkozds részeként érdemes
minél tébb rostban gazdag zdldséget, huvelyeseket és
gyumolcsdket fogyasztani, mindamellett, hogy a
jotékony  tejsavbaktériumok  valamint  probiotikus
mikrobdk potlasdt is szem eldtt tartjuk. A munkdnk
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soran fejlesztett ital alternativaként szolgdlhat a
tejérzékenyek, vegdnok, illetve azok szamara, akik nem
szeretik o  savanyd tejtermékek  fogyasztasat
mindemellett akar egészségesebb alternativdja lehet a
szénsavas uditéitaloknak is.
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A munka az Innovdciés és Technologiai Minisztérium UNKP-21-
22 kbdszémua Uj Nemzeti Kivalosag Programijénak a Nemzeti
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Development of a drink fermented by water kefir culture

Lippai L., Mednydnszky Zs., Kocsis T., Kiské G.
Abstract

Water kefir is a poorly known fermented product, which is a fermented juice of the Japanese water crystals.
The microbiological characteristics of water kefir are highly dependent on its origin, the conditions of
preservation and fermentation. The aim of this work was to develop a flavoured water kefir drink by
investigating its microbiological composition and organoleptic parameters. The composition of the microbiota
was investigated using a MALDI -TOF MS apparatus following conventional cultural assays. During the sensory
tests, 20 layman judges graded the unflavoured product from the first fermentation and the flavoured water
kefir samples of the second fermentation. Both unflavoured and flavoured water kefir drinks were dominated
by lactic acid bacteria, acetic acid bacteria and yeasts. The acetic acid and lactic acid bacteria species
identified were Acinobacter indonesiensis and Gluconobacter oxidans subsp. oxydans, as well as Lactobacillus
ghanensis and Lactobacillus satsumensis. In addition, 3 yeast species, Saccharomyces cereviseae, Pichia
fermentans and Wickerhamomyces anomalus were identified. In the sensory tests, the judges favoured
samples with a fruity flavour. The developed beverage could serve as an alternative for certain consumer
groups (e.g. dairy intolerant, vegans), as well as a healthier substitute for carbonated soft drinks.

Keywords: water kefir, fermented drink
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Osszefoglalés

A kutatdmunka sordn nyolc probiotikus Lactobacillus toérzs szaporoddsi tulajdonsdga, illetve azok hidrogén-
peroxid termelésének nyomonkévetése kerult meghatdrozdsra. Az igéretesnek tund  torzsek
termeldképességének fokozdsa a  kornyezeti  tényezdk  (torzsfenntartdshoz —alkalmazott  tdpkézeg
megvalasztdsa, aerob szakaszban alkalmazandd hémérséklet optimaldsa, levegdztetés, valamint a szénhidrdt
ellgtottsag) valtoztatasaval tortént. A L. crispatus LCRO1 torzs bizonyult a legjobb H,0, termeldnek fuggetlentl a
termeld szakaszban alkalmazott szénhidrdt 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 szénhidrat forrasnak, tenyésztdkdzegként pedig a LAPTg. A kdérnyezeti paramétereket
tekintve pedig a 37 °C és razatott kéralmény (250 perc™).

Kulesszavak: Lactobacillus, hidrogén-peroxid, optimalds

.....

Bevezetés

Az evollcidé sordn évmilliék alatt az dllati és emberi
szervezetben milliardnyi 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

adodoéan starter és védd kultGraként is alkalmazhato.
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, tovébbd tartositéskor ezek a
tejsavbaktériumok  olyan anyagokat  szintetizdlnak
(olkohol, CO,, szerves savak, antimikrobds anyagok stb‘),
ami a romldst okozd mikrobdk, patogének ndvekedését
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gatolja (Kaewnoppara et al, 2013, Kovachev, 2017). A
szakirodalomban bdéséges 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
kUlonb6z6  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  LCRO1, Lactobacillus
helveticus R-52, Lactobacillus fermentum HA-179,
Lactobacillus  reuteri HAI88, Lactobacillus salivarius
HAN8, Lactobacillus casei 01, Lactobacillus plantarum
299V, Lactobacillus acidophilus Lab 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, glukoéz 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, tween80 1 ml, K,HPO, 2 g/|, Na-acetat
*3H,0 5 g/l, triammonium citrat 2 g/, MgSO,*7H,0
02 g/l MnsSO,*4H,0 0,05 g/l) taplevesben tortént. A
fermentacio friss 24 o6ras 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,

Kilin és mtsai, 64-67. oldal

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 mil
tenyészlébdl a sejtek Osszegyljtése centrifugdldssal
(10000 rpm, 4 °C, 10 perc) tortént. Ezt kovette a kinyert
biomassza kétszeri dtmosdsa 40-40 ml fiziologids
sboldattal, 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 kildnbdzd 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)
Allapithatdé meg:

H:O:[E] - [M

* higitas
ml 14504 ] g

Eredmények és értékelésuk

Az el6szelekcid sorén egyértelmlen kiderult, hogy a
vizsgdailt torzsek hidrogén-peroxid termelését
befolydsolta 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 glikozt tartalmaz, mint az MRS, ugyanakkor a
szerves nitrogén forrdsok koncentrdcioja jelentdsen
nagyobb és szervetlen sdkat sem tartalmaz.

Az alkalmazott nyolc probiotikus Lactobacillus torzs
hidrogén-peroxid  kvalitativ ~ kimutatdsa kromogén
reagenst és peroxiddz enzimet tartalmazd LAPTg és MRS
szilard tdpkoézegen tortént. Az tdrzsek tenyésztése
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48 6rdn 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 térzsek hidrogén-
peroxid szintézisének kvalitativ kimutatasa

lactobacillus t orzsek ) gek

LAPTg
L.casei 0l + +
L. plantarum 298v
L. acidophilus LaS - -
L. fermentum HAI79 L

L. helveticus RS2 ¥ =
L.reuteriHAIB8 =

L. salivarius HAII8
L. crispatus LCRO1 ¥ =

Jelmasyardzat+ kimutathets a hidropdn-paroxid tarmalds; - mern databtdlhaté hidrozdn-paroxid tarmalds

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,O, szintézisének részletes
vizsgdlataval folytatodott.

Az elbszelekciondl a legjobbnak itélt hidrogén-
peroxid termeld tdrzs — a Lactobacillus crispatus LCROI
— alkalmazdasaval kerllt a hidrogén-peroxid szintézis
optimdlis korulményeinek meghatdrozdsra. A hidrogén-
peroxid szintézis szempontjdbdl 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 oxigénellatds szlkségessége allé és
razatott 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
alopjan  a tovabbi kisérletek 37 °C-on, rdzatott
korulmények (250 perc™) bedllitésa mellett folytatodtak.

A kualbnbdzd 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 dltal szintetizalt
mennyiségekhez — maltéz 162 pg/108 tke, szacharéz 132
ug/108 tke, laktéz 28 pg/108 tke, glukdz 71 pg/lo® 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

z

)

2

¥ 200

§ 150 '

H 9

8 100 4

; s > & -

= F AV A B B

3 4 u L fermentum HA179
E g -8 I

G o+ o~ ) ) o

i o f“ & & & ¢ L helveticus 52

W 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 LCROl dltal termelt mennyiségnek. A
L. fermentum HA179 térzs esetén még kisebb értékek
tapasztalhatéak, ami szachardz esetében csupdn 1,4%-
a, laktéz 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 szubsztrdtumot e
baktérium faj szdmdra. A Lactobacillus fermentum a
kbnnyen  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 tulajdonsdagai  hatdarozzék meg, amelyekre
hatast gyakorolhat az  &koldgiai  kérnyezet is.
Ugyanakkor nagyon fontos tényezd a
szénhidratellatottsag is.

Gyakorlati alkalmazdas szempontjabdl 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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Osszefoglalés

Otszérosére emelkedett.

Bevezetés

A pigmentek minden él6 anyagban megtaldlhatok,
vonzd szineket biztositanak, és alapvetd szerepet
jatszanak az organizmusok fejlédésében. Fellelhetdek
levelekben, gyumolcsdkben, z6ldségekben és
virdgokban egyardnt, valamint a bdrben és a szemben
is  (Delgado-Vargas et al, 2010). Szdmos
mikroorganizmus, példdaul baktériumok, penészgombak
és éleszték is  képesek nagysziml  pigmentet

A'Y. lipolytica élesztbgomba szimos anyagcseretermék mellett képes szinanyagok termelésére is, amelyek
természetes eredetuknél fogva kllénbdzd ipardgakban alkalmazhatdk szintetikus pigmentek alternativajaként.
Kutatasaink sordn a Y. lipolytica mellett mds Yarrowia fajokhoz tartozé izoldtumokat is vizsgdltunk pigment-
termelés szempontjdbdl, és tapkdzeg optimdaldsi kisérleteket végeztink a szinanyag termelés fokozdsara. A
legjobb pigmenttermeld térzsnek a Y. lipolytica t 6/3 bizonyult, a leghatékonyabb tépkdzeg pedig a tirozinon
feltl tovabbi aminosavakat (glicin, L-glutamin, L-aszparagin) is tartalmazott. A pH hatasanak vizsgdlata sordn
megdllapitottuk, hogy a semlegestdl tavolodva, akdar savas, akdr lugos tartomdnyban, a pigmenttermelés
mértéke csdkkent. A pH=7 kémhatdslu pufferelt tdpkdzegben, a destztilldlt vizzel készitetthez hasonld
eredményeket kaptunk, s pigmenttermelés a fermentdcid hetedik napjan érte el a maximumat. A mangdn
jelentésen befolydsoljo a barna szinanyag termeldédését, 5 mM alkalmazasdval a pigmenttermelés kozel

Kulesszavak: Yarrowia lipolityca, pigmenttermelés, tapkdzeg optimalizalas

szintetizalni, s manapsag egyre szélesebb kérben terjed
el alkalmazdsuk a kulénféle ipardgakban, idetartozik
els6sorban az élelmiszeripar, a gyodgyszeripar, a
textilipar és a kozmetikai ipar (Kumar et al, 2015).

Az élelmiszeriparban szdmos mikroba eredetd
pigment jatszik szerepet az étel szinezésében, mely
kifejezetten fontos szerepet tolt be a tdaplalkozdsunk
sordn, hiszen jelzi az élelmiszer frissességét, minbségét,
de utalhat akdr a beltartalmi értékére is, ezért nagyban
befolydsolja a piac alakuldsat és a fogyasztok déntéseit
(Dufossé, 2006; Sen et al, 2019).
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A mikroorganizmusok dltal  termelt szinanyagok
alkalmazédsa mind gazdasdgi, mind egészségugyi
szempontokat tekintve is kedvezdbb, mint a szintetikus
pigmenteké. A névényekbdl toérténd kinyeréshez képest
is vannak elényei, egyszerlen termelhetdk, nem okoz
problémdt a nyersanyaghidny és az idényszerlség,
tovabbd a névényekbdl szarmazd pigmentek instabilak,
hoére és fényre érzékenyek, alacsony a vizoldhatdsaguk
(Nigom és Luke, 2016). A szinanyagot termel®
mikroorganizmusok nem toxikusak és nem patogének,
igy emberi fogyasztasra alkalmasak (Nigam és Luke,
2016).

A melaninok is a széles felhaszndldsi potencidllal
rendelkezd szinanyagok koézé tartoznak, amelyek
védelmet nyUjtanak a szervezetnek a kdros kornyezeti
hatdsokkal - kéztik a magas UV sugdrzassal- szemben,
megkdtik a szabadgyodkdket, antioxidans hatasdak és a
nehézfémek toxikus hatdsaitdl is képesek megvédeni a
szervezetet (Hearing, 2005). Fenolos és/vagy indolos
vegyuletek oxidativ polimerizdcioja révén keletkeznek,
negativan toltétt, hidrofdb pigmentek, amelyek nagy
molekulasdllyal rendelkeznek (Nosanchuk, 2015; El-
Ahmady et al, 2017). Bioszintézis Gtjuk alapjan a
melaninok hdrom csoportba sorolhaték: eumelaninok,
feomelaninok és allomelaninok. Ez utébbiak kézé
tartoznak a piomelaninok, mely termelésére a Yarrowia
lipolytica éleszté is képes (Tahar et al, 2019). A
piomelaninok szintézise tirozinbdl homogentizinsav
intermedieren keresztul térténik (EI—Ahmody et al, 2017;
Tahar et al, 2019). Mindezek alapjan kutatésaink sorén
célul tlztuk ki tirozin tartalma tépkdzegekben kulonbdzd
Yarrowia fajok pigment termelésének vizsgdlatat és
fokozasat tapkdzeg optimdaldsi kisérleteken keresztul.

Anyagok és modszerek

Kutatdé munkdnk sorédn a kovetkezd 6 Yarrowia
nemzetségbdl szarmazd tdrzset haszndltuk, melyet
Nagy (2015) élelmiszerekbdl izoldlt: Y. bubula 441/4,
Y. divulgata 445[4, Y. porcina 859/4, Y. lipolytica 854/4,
Y. lipolytica s 1/4, Y. lipolytica t 6/3. A térzseket maldta
tartalmd  ferdeagaron tartottuk fent. A pigment
fermentdcidhoz haszndlt alap tdpkdzeg Osszetétele:
KH,PO, (4 g/l), MgsO,*7H,0 (25 g/I), MnSO,*5H,0
(0106 gfl), melyet a kisérleti tervnek megfeleléen
egészitettink ki tirozinnal, tejsavval és tovabbi
aminosavakkal. A pigment termelés vizsgdlata sordn
160-160 ml fermentdcids tdpkdzeget oltottunk be 5%
inokulum tenyészettel és 28 °C-on 130 rpm-en legaldbb
10 napon keresztul inkubdltuk. A fermentacid sordn
meghatdrozott idékdzénként mintat vettink. Megfeleld
higitast kévetdéen 600 nm-es hullémhosszon mértdk a
mintak optikai denzitdsdt a szaporodds kdvetése
végett, mig a pigment termelés vizsgdlatat 400 nm-en

Sipiczki és mtsai, 68-71. oldal

mért abszorbancia értékek meghatdrozdsa alapjdn
végeztik Unicam Helios Alfa spektrofotométerrel. A
tépkodzeg kémhatdsdnak alakuldsat is nyomon kdvettik
a fermentdcio sordn. A pufferelt tapkdzegeknél a kivant
pH értéket (pH=5 - pH=80) Sorensen puffer
segitségével dllitottuk be..

Eredmények és értékelésik

Hat darab Yarrowia tdrzset screeneltink pigment
termelésre Carreira és Loureiro (1998) dltal Y. lipolytica
elkulonitéséhez alkalmazott tirozin tartalmd t&pagaron.
Az agaron kinétt telepek korul lathaté  barna
elszinezddés utalt a torzsek pigment termeld
képességére, melyet a leoltdst kdvetden 1 hét mulva
értékeltunk.

Mindegyik vizsgdlt térzs esetén megfigyelhetd volt a
barna szinl elszinezédés (1. abra), bar a kilénbdzd
torzsek kualdonbdzd meértékben termeltek pigmentet. A
legnagyobb mértékl szinvaltozdast a Y. lipolytica toérzsek
esetén tapasztaltuk, mig a barna szin megjelenése a Y.
bubula esetén volt a legkevésbé intenziv. A megjelent
szin alapjan a Y. porcina és Y. divulgata tdrzseknél
hasonld mértékld pigment szintézisre kovetkeztettunk.
Eredményeink alapjan a legjobb termelének a Yarrowia
lipolytica t 6/3 térzs bizonyult. E térzs mellett, a pigment
termelés optimaldasara irdnyuld tovabbi vizsgdlatainkat
a szakirodalomban  kevésbé  tanulmdnyozott Y.
divulgata és Y. porcina torzsekre is kiterjesztettuk.

, . -

¥ divilgata 445/4 ¥ porcina 8594 ¥ bubula 441/4
. l %
d o % ¢
- *
¥lipolyrica S 114 ¥ lipohtica t 613 ¥ lipolytica 854/4

1. @bra: A Yarrowia tdrzsek pigment termelésre vald
screenelésének eredménye

Szubmerz, rdzott lombikos fermentdcidk sordn
végeztlnk tapkdzeg optimdldsi kisérletet, melyhez a
fermentdciés  tdpkoézeget oz 1. tablazatnak
megfeleléen egészitettik ki. Ezek alapjan kivantuk
meghatdrozni, hogy a tirozin  mellett egyéb
aminosavakat is tartalmazd tapkdzeggel, illetve tejsav
kiegészitéssel fokozhaté-e a pigment termelés a
vizsgdlt térzsek esetén.

A legjobb pigment termeld térzs kivalasztdsa a 400
nm-en mért abszorbancia értékek alapjan tértént. A V.
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1. tablazat: A pigmenttermelés vizsgdlatéra készitett
tapkodzegek dsszetétele

tirozin glicin L-glutamin [ tejsav
aszparagin
1 tapkozeg 0,27 g/l - - -
2tapkézeg | 0,279/l 1g/l 1g/l 1g/l =
3tapkézeg | 0,279/ 19/l g/l 1g/i 5,46 g/l

lipolytica térzs 2,02-es értéket mutatott (2fA abra) a
fermentdcio 10. napjdn, a Y. porcina és a Y. divulgata
torzsek egyik tapkdzegben sem értek el 1,0-ndl nagyobb
abszorbancia értéket (2/B és 2[/C abrak). A hdrom
kUlonboz8 tapkdzeg vizsgdlata sordn a 2. tdpkdzeg
bizonyult a leghatékonyabbnak, mely a tirozin mellett
glicint, L-glutomint és L-aszparagint is tartalmazott. A
csak tirozin kiegészitést tartalmazo tdpkodzeg egyik torzs
esetében sem volt hatékony. A tejsav alkalmazdsa
Joshi (2003) eredményei alapjan pigmenttermelést
fokozd hatdssal birt, melyet a Y. porcina torzs esetében
tapasztaltunk csak. E térzsnél a pigmenttermelés
megdupldzddott tejsav jelenlétében a fermentdciot
7 napjat koévetden, mig a vizsgdlt Y. lipolytica térzs
esetében hasonld eredményeket kaptunk tejsav
kiegészités nélkul is.

A pigmenttermelés tovdbbi fokozdsat a szubmerz
tenyészetben is legjobb termelbnek bizonyult Y.
lipolytica t 6/3 torzs esetén végeztik el, melyhez az
aminosavakkal kiegészitett tapkdzeget alkalmaztunk.

25
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2. abra: Abszorbancia értékek alakuldsa ktlénbdzé
tapkdzegekben Yarrowia tdrzsekkel végzett pigment-
fermentdcio soran (A: Y. lipolytica t 6/3, B: Y.porcina 859/4, C:
Y. divulgata 445/4) (1. tapkdzeg: alap + tirozin 2. tpkszeg: alap
+ tirozin + aminosavak, 3. tpkozeg: 2. tapkdzeg + tejsav)
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Vizsgdiltuk a tdapkdzeg kiinduldsi pH-jGdnak hatdsat
pH=5-8 tartomdnyban mind a ndvekedésre, mind a
pigment termelés alakuldsdra. Az eredmények alapjan
megdllapithatd, hogy a mikroba névekedését a pH nem
befolydsolja jelentésen a vizsgdlt tartomdnyban. A
pigment termelés a pufferelt tapkdzegek kdzul a pH=7
értéklben volt a legjobb, ettél akdr savas, akar lugos
iranyba vald eltérés, a pigmentszintézist hasonld
mértékben csdkkentette. A vizzel készitett kontroll
tapkozegben a pufferelthez (pH=7) hasonléan nagy
abszorbancia értékeket mértink, azonban a pigment-
szintézis ennél a tapkdzegnél lassabban indult el. Mig az
5. napon koézel 15-szer nagyobb az abszorbancia a
pufferelt t&pkdzegben, a 7. naptdl kezdddbden az értékek
megegyeznek, és novekvd tendencidt mutatnak.
Osszességében egy 7 napos fermentdcié sordn nem
szUkséges a pufferelt tapkdzeg alkalmazasa.
Szakirodalmi adatok alapjén (Carreira és Loureiro,
1998) a mangdn jelenléte (1 mM) befolyasolja a V.
lipolytica pigment termelését, azonban a kulénbdzd
koncentraciok hatdsdt nem vizsgdltdk a képzddott
szZinanyag tekintetében. Erre kerestik a valaszt a
kovetkezd kisérletben, mind desztilldlt vizzel készitett,
mind pufferelt (pH=7) tépkdzegben 0, 1, 2 és 5 MM
koncentracioban alkalmazva a mangant.
Megdllapitottuk, hogy a legnagyobb mértékd pigment-
termelés 5 mM mangdn jelenlétében volt, mind a
pufferelt, mind a vizzel készitett tdpkdzeg esetén
(3. @bra). Mangan jelenléte nélkul mind a szaporodds,
mind a pigmenttermelés késébb indult be és
elhtzodott. A pufferelt tapkdzegek esetén a mangdn
koncentrdacid névelésével aranyosan nétt a szinanyag
mennyisége is, de kevésbé bizonyult hatékonynak o
vizzel készitett tdpkdzeghez képest. A  mangdn
koncentrécid otszordsére vald nodvelésével, a meért
abszorbancia értékek is kb. 6tszords értéket mutattak.

Abszorbancia (400 nm)

1dé& (nap)

= 0mMMn DV —=—1mMMn+DV
OmMMn pH7 1mMMnpHT

——ImMMn+D¥V —=—5mMMn +DV
—=—2ImMMnpH7 —S—5mMMnpH7

3. abra: Mangdn koncentrdcid hatdsdanak vizsgdlata a
Y. lipolytica t 6/3 pigmenttermelésére vizes és pufferelt
tapkdzegben

Kovetkeztetések, javaslatok

A Yarrowia nemzetség kulonbdzd torzseivel végzett
pigmentfermentdcidk alapjan megdllapitottuk, hogy o
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Y. lipolytica t 6/3 termeli legnagyobb mennyiségben a
barna szinanyagot. A tapkdzeg optimalds sordn vizsgait
csak tirozin kiegészitést tartalmazd tépkodzeg egyik torzs
esetében sem bizonyult hatékonynak, azonban tovdbbi
aminosavak alkalmazdsdval a  pigment termelés
fokozédott. A pufferelt tdpkdzegek koézul a pH=7-es
bedllitds volt a legeredményesebb, azonban vizzel
készitett tapkdzegben is 7 napos fermentdcidval azonos
eredmények érheték el. A mangdn koncentrdcioé
hatasdnak vizsgdlata sordn az 5 mM  mangdn
kiegészitéssel, az 1 mM-os kontroll  tdpkdzeg
abszorbancia értékéhez képest kb. oOtszords értéket
sikerult elérni. A vizsgdlat megerdsitette tovabbd, hogy
szUkségtelen a kiindulasi tapkdézeg pufferelése, vizzel
készitett, 5 MM mangdnt tartalmazd tépkdzegben kodzel
kétszer akkora abszorbancia értékeket mértink, mint a
pufferelt (pH=7) kdzegben.

Osszességében megdllapithatd, hogy a VY. lipolytica t
8/3 képes pigment elédllitésara, amely a kuldnbozéd
ipardgakban alkalmazhatd, mint természetes eredetu
szZinanyag. Mivel a mangdn
valtoztatdsa nagy hatdssal van a barna szinanyag
szintézisére tovdabbi vizsgdlatok végzése javasolhatd
kisérlettervezéssel. Faktorként a mangdn mellett, a
szintézisben fontos szerepet jatszd tirozin
koncentracidja, valomint ezek egyuttes hatasanak a
vizsgdlata is eredményes lehet az optimdaldsi
folyamatok sordn. A Yarrowio-k dltal termelt pigment
pontos meghatdrozasdt HPLC-MS analizis segitségével
tervezzUk elvégezni.
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Study of pigment production of Yarrowia strains

Sipiczki G., Eszterbauer E., Nagy E.Sz., Kiss Zs., Bujna E

Abstract

In addition to many metabolic products, the yeastY. lipolytica is also capable of producing dyes, which, due
to their natural origin, can be used in various industries as an alternative to synthetic pigments. In the course
of our research, in addition to Y. lipolytica, isolates belonging to other Yarrowia species were examined in
terms of pigment production, and nutrient optimization experiments were carried out to increase
pigment production. Y. lipolytica t 6/3 proved to be the best pigment-producing strain, and the most
effective medium contained additional amino acids (glycine, L- glutamine L- asparaging in addition to
tyrosine. During the examination of the effect of pH, we found that moving away from neutral, whether in
an acidic or alkaline range, the level of pigment production decreased. In the pH=7 buffered medium, similar
results were obtained to those prepared with distilled water, and pigment production reached its maximum
on the seventh day of fermentation. Manganese significantly affects the production of the brown pigment,
with the application of 5 mM, the pigment production increased almost fivefold.

Keywords: Yarrowia lipolityca, pigment production, nutrient medium optimisation
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