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1 BEVEZETES

A gazdasagi és a tarsadalmi fejlodés eredményeként megvaltozott értelmet nyert a taplalkozas
fogalma. Ma mar a taplalkozas nem csupan azt jelenti, hogy szervezetiink szdmara biztositsuk a
létfontossdgu tapanyagokat és energiaforrast, hanem a kindlati piacon valogathatunk az
¢lelmiszerek kozott megjelenésiik, élvezeti és tapértékiik alapjan is. A XX. szazad végétdl a
fejlett gazdasaggal rendelkezd orszdgokban az élelmezés f6 célja az, hogy kiegyensulyozott
tapanyag bevitelt szolgaltasson az anyagcseréhez, megakadalyozva az egyes komponensekre
nézve a hidny, illetve a karos tobblet kialakulasanak lehetdségét, ezaltal biztositva a fogyasztok jo
kozérzetét. Egyes tarsadalmi rétegek, mint példaul a fiatalabb nemzedék és az értelmiségiek
gondot forditanak a taplalék beltartalmi értékére, és kialakuloban van az igény egy
egészségtudatosabb taplalkozasra.

Az analitikai modszerek fejlédése lehetdvé teszi az ¢élelmiszerek pontos kémiai Osszetételének
meghatarozasat és az egyes komponensek fizioldgiai hatasainak értékelését. A fenti koncepciobol
kiindulva alkottdk meg a funkciondlis élelmiszerek fogalmat. A funkcionalis élelmiszerek olyan
¢lelmiszerek, amelyek a tapértéken kiviil rendelkeznek olyan tulajdonsadgokkal is, amelyek
pozitiv élettani hatdssal rendelkez6 komponensei révén bizonyitottan pozitiv élettani hatést
gyakorolnak a szervezetre.

A funkcionalis ¢élelmiszerek kutatasa és fejlesztése az egyik legdinamikusabban fejlodo tertilete
az ¢lelmiszer-feldolgozasnak. Ahhoz, hogy a mindennapi ¢élelmiszerek csoportjan belill e
termékek elkiilonithetdk legyenek, tudomdnyos érvek sziikségesek, amelyek bizonyitjdk az
egészségjavitod élettani hatast. E bizonyitékok lehetdséget teremtenek arra vonatkozoan, hogy
ezen ¢lelmiszereken feltiintethetok olyan allitasok, amelyek tdjékoztatjdk a fogyasztokat az
egészségi hatdsokrol. Az egyik legrégebben fogyasztott funkcionalis ¢lelmiszerek a
probiotikumokat tartalmaz6 tejtermékek, amelyek még ma is uraljak a probiotikumok piacéat. Az
¢lelmiszer nem jelenthet veszélyt a fogyasztora nézve.

Az ¢lelmiszerbiztonsag annak a biztositasa, hogy az elfogyasztott ¢lelmiszer ne okozzon kart az
emberi szervezetben sem rovid, sem hossza tdvon, ha azt a fogyasztd a rendeltetési célnak
megfelelden késziti el és fogyasztja. Az élelmiszerbiztonsagnak ki kell terjedni azon fogyasztoi
rétegekre is, akik valamilyen taplalkozassal 6sszefliggd rendellenességben szenvednek. Szamukra
is elérhetové kell tenni a probiotikus termékeket, hogy ne kelljen lemondaniuk a probiotikumok
nyUjtotta egészségiigyi eldnyokrdl. A jovo funkcionalis élelmiszerének egyénre szabottnak kell
lennie és ki kell, hogy elégitse annak genetikai és biokémiai igényét. Ilyen genetikai eredetii
egészségi probléma lehet a tejérzékenység, amelynek oka a laktoz intolerancia, vagy a tejfehérje
allergia lehet. E fogyasztoéi csoportok csak korlatozott mértékben, illetve egyaltalan nem
fogyaszthatnak tejet, illetve tejtermékeket.

A fenti motivacié altal vezérelve valasztottam doktori kutatdsaim témdjaul a nem tejalapa

crer



igényekkel rendelkezd fogyasztdi rétegnek se kelljen lemondani a probiotikumok kinalta
egészségi elonyokrol.
A kidolgozand6é technologidhoz kiilonboz0 ndvényi eredetli nyersanyagokat valasztottam. A

technologia fejlesztés szamos alap- és alkalmazott kutatési feladat megoldésat igényli.

Célkitiizések:
e Bifidobaktérium térzsek fiziologiai tulajdonsagainak tanulmanyozésa
- Vancomycin ¢s hidrogén-peroxid érzékenységiik vizsgalata
- Rangsorolasuk oxigén tolerancidjukra nézve
- Szénhidratok hasznositasanak feltérképezése
- Maillard-reakciobol szarmazo vegyiiletek hatdsanak értékelése
o Bifidobaktérium torzsek antimikrobas hatdsdnak kimutatasa €s az ebben szerepet jatszo
komponensek meghatarozasa
¢ Bifidobaktérium torzsek bélhamsejtekhez torténd in vitro adherencidjanak vizsgalata
szovettenyészetek alkalmazasaval
¢ Kiilonb6zb ndvényi nyersanyagokbdl eldallitott levek bifidobaktérium torzsekkel vald
erjeszthetdségének meghatarozéasa
o Kiméletes elokezelési technologidk dsszehasonlitod elemzése az eredeti mikrobapopulacid
csokkentésére
¢ A laktofermentacio kornyezeti paramétereinek optimalasa a maximalis bifidobaktérium
sejtszam elérésére
e Fermentacios technologiak kidolgozasa ndvényi alapu probiotikus termék Iétrehozasahoz
e Vegyes kulturas fermentéaciok lehetdségének vizsgalata bifidobaktérium torzs és
tejsavbaktériumok tarsitasaval
e Vegyes kultiréds fermentacios technologia kidolgozésa és 1éptékndvelése
o A laktofermentécioval eldallitott fermentatum formulézésa és tarolasi stabilitdsanak

meghatdrozasa



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Funkcionalis élelmiszerek

2.1.1 Funkcionalis élelmiszerek megjelenése, 6sszetevoi

A funkcionalis élelmiszer fogalom sziil6hazaja Japan. Az 1980-as évek elején els6ként inditottak
szisztematikus és nagyszabast kutatdsi programokat ezen élelmiszerek fejlesztése érdekében.
Ekkor indult el a funkcionalis élelmiszerek maig toretlen, dinamikus fejlédése, mig 1995-ben
7-10 millidard USA dollar (t6bb, mint a felét a japan piac adta), 2000-ben mar to6bb mint 15
millidard USA dollér volt a becsiilt értéke vilagviszonylatban [GIBSON & WILLIAMS, 2000]. A
funkcionalis élelmiszerek dinamikus ndvekedését mutatjdk a 2003-as adatok is, ahol a vildg
legnagyobb regiondlis piacait hasonlitottdk Ossze: Japan 11,7 milliard USA dollart, alig
lemaradva az amerikai piac 10,5 millidrd USA dollart, az eurdpai piac pedig ennél valamivel
kevesebb piaci értéket ért el. Europa négy meghataroz6 piacanak a részesedése, illetve piaci
érteke a kovetkezOképpen alakult: Egyesiilt Kirdlysdgban 2,6 millidrd, Németorszagban 2.4
milliard, Franciaorszagban 1,4 milliard, és Olaszorszagban 1,2 milliard USA dollar [BECH-
LARSEN & SCHOLDERER, 2007]. Ez évenként a prognosztizalt adatok figyelembevételével
(2010-re 40-50 milliard USA dollér piaci értéket becsiilnek) 10-15%-os piaci ndvekedést jelent az
¢lelmiszeripar egyéb teriiletein tapasztalt 2-3%-o0s évi ndvekedéssel szemben [VERBEKE, 2005].
A ndvekvo piac eredményeként, illetve a fogyasztok egyre nagyobb igénye révén a funkcionalis
¢lelmiszerek oriasi valasztéka jelent meg az élelmiszeripar kiilonbozd teriiletein: tiditditalok, mint
pl. energia és sport italok; gabonaalapti és bébi ételek; siitdipari készitmények; édességek;
kenhetd krémek, mint pl. vajkrém; tejtermékek elsésorban joghurtok €és fermentalt tejtermékek;
hustermékek. Ezenkiviil még az allateledelek, takarméanyok piacan is megjelentek a funkcionalis
komponenseket tartalmazo6 termékek [GIBSON & WILLIAMS, 2000].
A fébb funkciondlis é€lelmiszer OsszetevOket az 1. tdbldzatban mutatom be. E hatdsok nem
mindegyike igazolt klinikai vizsgélatokkal. Ahhoz, hogy human vizsgalatokban az egészségi
hatasokat tudomanyosan dokumentaljak, a kovetkeztetéseket széleskorii, randomizalt, kettds vak
¢s placebo kontrollalt tanulmanyok alapjan sziikséges levonni.
A funkcionalis Osszetevok attekintése utdn felmeriilhet az a kérdés, hogy egy élelmiszer hogyan
tehetd, illetve hogyan valhat funkcionalissd. Ennek a modjat 1999-ben  ROBERFROID
fogalmazta meg 6t pontban:
= A fogyasztora karos fizioldgiai hatast kifejtd, ismert és azonositott komponensek

eltavolitasa az élelmiszerbdl (pl. genetikai modositassal az allergén fehérjék eltavolitasa,

kis laktoztartalmu, vagy laktozmentes tej eldallitasa laktozérzékenyek szamara).

olyan koncentracio szint eléréséig, amellyel a vart hatdsok elérheték. Dusitas torténhet

nyomelemmel, vitaminnal, rostanyagokkal. Minden esetben figyelembe véve a

taplalkozasi iranyelveket, a beviteli hatarértékeket.



= QOlyan komponensek hozzaadéasa az élelmiszerhez, amelyek altalaban nincsenek jelen az

¢lelmiszerben, de jotékony hatasuk bizonyitott (pl. antioxidansok, pre- és probiotikumok

alkalmazasa).

= Feleslegben bevitt, ezért egészséget karositd hatasi tapkomponens jotékony hatast

Osszetevovel (pl. zsirok helyettesithetok cikoria inulinnal) torténd helyettesitése.

= Biofelhasznalhatosagi fok javitdsa, vagy olyan moddositott komponenesek alkalmazasa,

amelyek jotékony hatdssal vannak szervezetiinkre (pl.

kikiiszobolése a kalcium felszivédasaban) [ROBERFROID, 1999/a].

1. tablazat A funkcionalis élelmiszer 6sszetevok fobb osztalyai [HOLM, 2003]

Funkcionalis élelmiszer

bsszetevik Példak Prognosztizalt egészségiigyi hatas
Probiotikumok Tejsavbaktériumok Javitjak a bélrendszer mikroflorajat és
Bifidobaktériumok miikddését, szabalyozzak a
bélmiikodést, erdsitik az
immunrendszert, csOkkentik a
koleszterinszintet, gatoljak a bél
kérokozoit és csokkentik a rak
kialakulasanak kockazatat
Prebiotikumok Oligoszacharidok, rezisztens | Ugyanaz, mint a probiotikumoknal, de
keményitd, pektinek fokozzak a Ca és a Mg felszivodasat
is (csokkentik a csontritkulas
kialakulasanak veszélyét)
Vitaminok Folsav, Bg, B> A kardiovaszkularis betegségek
csokkent kockazata
Asvanyi anyagok Ca, Mg, Csontritkulas csokkent kockazata
Zn Immunrendszer erdsitése
Antioxidansok Tokol tipusu vegyliletek (pl. | Csokkentik az érelmeszesedés
E-vitamin), kockazatat, gatoljak a rak
C-vitamin, kialakulasat, mérséklik a DNS
karotinoidok, oxidativ karosodasat, késleltetik az
flavonoidok, Oregedést, gyulladasgatlok
polifenolok

Fehérjék, peptidek,
aminosavak

Tripeptidek a tejfehérjekbol

Csokkentik a vérnyomast és
befolyasolhatjak a fizikai funkciokat

Zsirsavak

Omega-3 zsirsavak,
CLA (konjugalt linolsav),
GLA (gamma-linolsav)

Csokkentik a cardiovascularis
betegségek kockazatat, mérsékelik az
iziileti gyulladas tlineteit, a klimaxos
problémakat, redukaljak a rak
kockazatat

Fitokemikalidk (ndvényi
eredetii vegyiiletek)

Fitoszterinek, béta-gliikan,
izoflavonok, lignanok

Csokkentik a szérum koleszterint,
szabalyozhatjak a hormon-fiiggd
betegségeket és a h6hullamokat

2.1.2 Funkcionalis élelmiszerek torvényi szabalyozasa

A funkcionalis

szabalyozasban betoltott szerepének vizsgalatat (molekularis szinten is) a japan kormény kutatési
programok keretében komolyan tdmogatta abbol a célbdl, hogy az egészségiigyi gondoskodas
koltségei csokkenjenek. Hosszi dontési folyamat eredményeként létrehoztdk a kiemelkedd

¢lelmiszerek fejlesztését,

5

rendszerez6

analizisét, tovabba

fitinsav  gatl6 hatasanak

fiziologiai



hasznossaggal/elonnyel rendelkezd ¢lelmiszerkategériat a FOSHU-t (foods for specified health
use), amely pontosan meghatdrozta azon é€lelmiszerek korét, amelyek e kategoéridba sorolhatok
[SANDERS, 1998]. A FOSHU termékekkel kapcsolatos elvarasokat a japan élelmiszertorvény
fogalmazta meg, mely szerint: az élelmiszernek bizonyitott egészségiigyi és fizioldgiai hatassal
kell rendelkeznie, illetve e hatdsoknak meg kell nyilvanulnia. Meg kell hatarozni a hatasért
felelés komponensek fizikai és kémiai tulajdonsagait. Tovabba a hatdanyagnak természetes
eredetiinek kell lennie, hogy az élelmiszert a normalis étrend részeként lehessen fogyasztani
[ROBERFROID, 2000].

Funkcionalis élelmiszer, igy ahogy Japanban ismert nem Iétezik sem az Amerikai Egyesiilt
Allamokban sem Eurépaban, mert nincs pontos torvényi szabalyozas specidlisan ezekre a
termékekre. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban az élelmiszeripari termékekkel foglalkozé szerv
(Food and Drug Administration (FDA)) négy élelmiszerkategoriat alakitott ki: (1) hagyomanyos
(konvencionalis) ¢lelmiszerek, a legnagyobb kategoriat alkotja, mindent magéaba foglal, amit a
masik harom kategoria nem; (2) specialis étrendnél hasznalt élelmiszerek; (3) gyogyélelmiszerek
(medical foods); (4) étrendkiegészitok. Azt, hogy a funkcionalis élelmiszer mely kategoridba
tartozik, elsdsorban az hatdrozza meg, hogy milyen célra hasznaljak. BERNER ¢és O’ DONNELL
szerint (1998) a funkciondlis élelmiszereket az elobb emlitett kategoridk mindegyikébe be lehet
sorolni. Az ilyen termékeket eldallitdé cég a gyogyélelmiszer kategoriaba helyezi el a sajat
készitményeit, ugyanis ezekre nézve nem kotelezd a taplalkozasi érték jelolése. Ugyanakkor ezen
¢lelmiszerek fogyasztasa csak orvosi felligyelet mellett torténhet.

Ezzel szemben Europadban mar kiilonbséget tettek a gyogyhatasu termékek ¢és a kiilonleges
taplalkozasi célra hasznalt élelmiszerek kozott. Az Eurdpai Unidban a funkcionalis élelmiszerek
azok, amelyek egészségjavito hatdssal rendelkeznek ¢és a forgalomba hozatalukat az
¢lelmiszerjeldlésre vonatkozd rendeletek (79/112/EEC) szabalyozzak [STANTON et al., 2001;
EC DIRECTIVE, 1978]. Eurépaban azoknak a cégeknek, amelyek funkcionalis ¢lelmiszert
kivannak bevezetni, kiilonféle torvényi eldirdsokat kell figyelembe venniiik, amik a termék
engedélyezését, a cimkén sziikséges taplalkozasi informaciokat és a termékkel kapcsolatban
megengedett funkciondlis és egészségiigyi allitasokat szabalyozzak. Mindezt gyakran ugy, hogy
az EU tagallamokban nem 0Osszeegyeztethetdek a szabalyozasok, mivel mas-mas egészségligyi
c¢lokat fogalmaztak meg a tagorszagok. Az els6 szabalyozas, amit 2000-ben alkotott az Eurdpai
Parlament és az Eurdpa Tandcs megtiltotta, hogy az élelmiszerhez megel6z6, illetve human
betegséget kezeld ¢€s gyogyito tulajdonsagokat tarsitsanak a termékkel kapcsolatos ismertetokben.
Hosszas egyeztetéseket kovetden 2003. julius 16-an az Europai Bizottsag eldterjesztette a
COM/2003/0424 szamu rendelkezést azokrol a taplalkozastani és egészségiigyi allitasokrol,
amelyek élelmiszereken, koztiik étrendi kiegészitokon szerepelhetnek [COMMISSION of the EC,
2003]. A rendelkezés végso valtozatat 2006. december 20 -an fogadtak el. A rendelkezés {6 elvei
vilagosak. Az els6 egy jovahagyott egészségiigyi hatasokat tartalmazd kdvetelmény lista,
melynek végs6 valtozatat az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag fogja nyilvanossagra hozni, a
rendelkezés elfogadasat kovetd harom éven beliill. Megkiilonboztetést tesznek majd azon

egészséggel kapcsolatos allitdsok, amelyekre mar elégséges ¢és vitathatatlan tudomdényos



bizonyitékok vannak €s azon ujszert allitasok kozott, amelyekre jelenleg még nincsenek ilyen
megallapitasok. Ez utobbiak esetében egyedi tudomanyos értékelésre ¢és értékesités elotti
jovahagyasra lesz sziikség. Az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosagnak értékelnie kell minden
ilyen allitast és csak azok engedélyezhet6k EU szinten, amelyek igazolhatok. A masodik elv,
hogy bizonyos tipusu egészéggel kapcsolatos allitasok egyaltalan nem megengedettek a termékrol
sz0lo kozlésekben. Ez vonatkozik minden olyan allitdsra, ami nem pontos és kozérthetd, vagy
tudomanyosan nem igazolhat6. Néhany élelmiszer esetében — azok taplalkozastani profilja okan —
nem tehetd majd semmilyen egészséggel kapcsolatos allitds. A Hatosag ezen élelmiszerek listajat
a rendelkezés elfogadasat kovetd 24 honapon beliil teszi majd kozzé [BECH-LARSEN &
SCHOLDERER, 2007].

2.1.3 Funkcionalis élelmiszerek fogyasztoi elfogadottsaga és megitélése

Noha a fogyasztéi elfogadottsagot rendszerint dontd tényezoként emlitik a funkcionalis
¢lelmiszerek sikeres forgalmazéasaval kapcsolatban, mégis meglepden kevés kutatas késziilt ebben
a témaban. Kozponti kérdésiik e kutatdsoknak a fogyasztok altalanos egészségiigyi beallitottsaga,
ami az életkor és a nem fliggvénye. A ndk kissé egészségtudatosabbak, mint a férfiak, mig a
kozépkoruak ¢s idosebbek 1ényegesen egészségtudatosabbak, mint a fiatalok [MENRAD, 2003;
VERBEKE, 2005; URALA & LAHTEENMAKI, 2007]. A tobbvaltozds elemzések az alabbiakat
mutattak ki:

1. A noék egészséggel kapcsolatos nagyobb tudatossaga mogott az all, hogy feleldsséget
¢reznek csaladtagjaik joléte irant, ami kapcsolddik a nék dominans szerepéhez, mint {6
¢lelmiszer beszerzok. Tovabba, a kozépkoru és iddsebb fogyasztok egészségtudatosabbak,
mert ndluk vagy a kozvetlen tarsadalmi kornyezetiikben ¢l6knél mér nagyobb eséllyel
allapitottak meg ¢életmodbdl adodo betegséget, mint a fiatalabbaknal. Ez a helyzet segit
kikiiszobolni az ,,optimista elditéletnek” nevezett jelenséget, ami azt jelenti, hogy az
emberek altalaban hajlamosak azt gondolni, hogy ezek a betegségek csak masokat
¢érintenek, ket nem.

2. A fogyasztok jobban elfogadjak azokat a funkciondlis Osszetevoket, amelyekrdl jol
megalapozott €s széles korben elfogadott egészséget szolgald kép(zet)ilk van, mint
olyanokat, amik szokatlanok szdmukra, illetve csak orvosi vagy taplalkozastani
ismeretekkel rendelkezOk szamara ismertek. Sokkal kdnnyebb fogyasztokkal elfogadtatni
olyan funkciondlis élelmiszereket, amikrdl tudjdk, hogy szdmukra hasznos vegyiiletet
tartalmaz (pl. kalcium, C vitamin vagy omega-3 zsirsav), mint egy olyat, ami a
kozvélemény szamara szinte teljesen ismeretlen komponest hordoz (pl. szelén vagy xilit).

3. A fogyasztok nem mindig érzékelik az élelmiszermatrix és a funkciondlis Osszetevo
kozotti kapesolat jelentdségét. A f6 oka ennek az, hogy a fogyaszté mellékizre szamit, ha
egy ¢lelmiszer olyan OsszetevOvel van dusitva, ami a hordozd ¢lelmiszerrel nem
Osszeegyeztethetd érzékszervi varakozast sugall. Példaul, ha egy gylimolcsjoghurt
halolajbol kivont omega-3 zsirsavval van dasitva [LUCKOW & DELAHUNTY, 2004].
Ez hozzdaddédik ahhoz az altalanos megfigyeléshez, hogy csak nagyon kevés fogyasztd



lenne hajland6 olyan funkcionalis €élelmiszert venni, aminek az ize rosszabb, mint a nem-
funkcionalis megfelel6éjé. Altalaban a fogyasztd a funkcionalis élelmiszert elsésorban,
mint élelmiszert értékeli. A jotékony (funkciondlis) hatds lehet, hogy hozzdadott értéket

képvisel, de masodlagos szempont az élelmiszer érzékszervi tulajdonsagai mogott.

2.2 Probiotikumok

Az €16 baktériumok ember altal torténd fogyasztasardl az elsé feljegyzés tobb mint 2000 éves.
Ennek ellenére a probiotikumokkal kapcsolatos tudomanyos alapokat elsd izben csak a 20. szazad
elején a Pasteur Intézetben munkalkodd Metchnikoff fogalmazta meg [RASTALL et al., 2000].
Metchnikoff a kaukéazusi pasztorok hosszu atlagéletkorat O0sszefiiggésbe hozta az altaluk nagy
mennyiségben és rendszeresen fogyasztott joghurttal (savanyu tejjel). Azt a hipotézist allitotta fel,
hogy a normal bélflora képes kedvezoOtlen hatasokat kifejteni a gazdaszervezetre, viszont a
»savanyu tej” fogyasztdsaval e hatdsok megakadalyozhatok. Megallapitotta, hogy a joghurt
tejsavbaktériumai gatoljak a karos rothasztd, toxintermeld bélbaktériumok tevékenységét és ezzel
hozzajarulnak az egészségmegoOrzéshez €s a jO kozérzet biztositdsdhoz.

A probiotikum sz6 a gorog ,.¢eletért” kifejezésbdl szdrmazik. A probiotikum kifejezést eldszor
LILLY ¢és STILLWELL hasznalta 1965-ben, de egy kissé mas értelemben: ,,A probiotikum egy
olyan mikroorganizmus, mely serkenti mas mikroorganizmusok novekedését”. PARKER szerint
(1974) : ,,A probiotikumok mikroorganizmusok €s azok alkotérészei, melyek hozzajarulnak a bél
kedvezé mikrobidlis egyensulyanak kialakitdséhoz”. FULLER (1989) kiegészitette ezt a
definiciot: ,,A probiotikumok ¢l6 mikrobialis élelmiszer Osszetevok, melyek jotékony hatassal
vannak a gazdaszervezetre azaltal, hogy javitjak a bél mikrobidlis egyenstlyat”. Egyes kutatok
[SALMINEN, 1996; SCHAAFSMA, 1996] tovabb bdévitették a definiciot és végsd jelentését
GOMES ¢s MALCATA fogalmaztak meg 1999-ben: ,,E16 mikrobialis élelmiszer alkotorészek,
melyek jotékony hatassal vannak a gazdaszervezet egészségi allapotara”.

A probiotikumok tilnyomo6 tobbsége természetes tagjai a bélmikrobiotanak. Minden egészséges
feln6tt ember 1-2 kg aktiv mikrobatomeget hord a testében. Ebbdl kovetkezik, hogy a
bélmikrobiota Osszetétele jelentds hatast gyakorol az emberi szervezet egészségi allapotara.
Miel6tt a probiotikumok altal kifejtett hatasokat részletezném, a bélrendszer szervezetben

betoltott szerepét, funkcidit mutatom be.

2.2.1 A bélmikrobiota osszetétele

A gyomor-bélrendszer mikro-¢életkérnyezete koriilbeliil 10'* baktériumsejtet tartalmaz, amelyek
koriilbeliil 30 nemzetség mintegy 400-500 fajahoz tartoznak és nagyon komplex oOkologiai
rendszert alkotnak [NAGY, 1998].

Az emésztOcsatorna kiilonbozd részein a mikrobiota Osszetétele eltéré. A gyomorban a
baktériumok szama 10° sejt/g, a vékonybélben 10*-10° sejt/g és ez a vastagbélben tSbb mint
10''-10"? sejt/g-ra né. A vastagbél baktérium populdcioja jelentsen eltér a vékonybélben
talalhatotol. Az anaerob baktériumok szama 10-1000-szer tobb mint az aeroboké vagy fakultativ

aeroboké. A vastagbél mikrobiotajat a felsd szakaszban tilnyomoan fakultativ anaerobok alkotjak



(Enterobacterium, Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, Propionibacterium, Bacillus
fajok), de az als6 szakaszt szigoruan anaerobok uraljak (pl: Bacteroides-ek, Bifidobacterium-ok,
Eubacterium-ok, Peptococcus-ok, Fusobacterium-ok és Clostridium-ok) [SALMINEN et al.,
1998/c].

Az ¢let folyaman azonban a bélmikrobiota dsszetétele jelentOsen valtozik. A gyomor-bélrendszer
sziiletéskor steril, majd ezutan megindul a baktériumok kolonizacidja. A megtelepedd
baktériumok Osszetétele fligg a sziilés és a taplalas modjatol, illetve egyéb kornyezeti tényezoktol
(fejlett vagy fejlodd orszag, korterem stb.). Az 1jsziilott bélcsatorndjaban eldszor fakultativ
anaerob mikroorganizmusok (Escherichia coli és a Streptococcus-ok) telepednek meg, amelyek
elsddlegesen az anya vaginalis fekalis mikrobiotdjabol szarmaznak. Ezek az ttord szervezetek
kialakitjak a szamukra kedvezd életkoriilményeket, mikdzben a kornyezet anaerobba valik és
megjelennek az anaerob tulajdonsaggal rendelkezd baktériumok. Az igy kolonizal6dé baktérium
fajokat elsdsorban a csecsemd taplalasi modja hatarozza meg. A szoptatott csecsemoknél a
bifidobaktériumok vannak tulsulyban, mig a tapszerrrel taplalt csecsemdk sokkal Osszetettebb
bélmikrobiotaval rendelkeznek (Clostridium-ok, Bacteroides-ek, Bifidobacterium-ok és
Streptococcus-ok). Az életkor elérehaladtdval a mikrobiota valtozdson megy at, amelynek
kovetkezményeként a Bifidobacterium-ok szama csokken, a Lactobacillus-ok, Enterococcus-ok,
enterobaktériumok, Clostridium-ok szdma pedig n6 [FRANKS et al., 1998; PERDIGON et al.,
2003].

Kutatasok szerint egy-egy egyénben a vastagbél mikrobiotdjanak Osszetétele allandé annak
ellenére, hogy 1j fajok és baktériumok kertilnek a bélcsatornaba. A bélrendszer biotajat 6kologiai

torvények is szabalyozzak.
2.2.2 A bélmikrobiota fo funkcioi

2.2.2.1 Metabolizmus

A bélmikrobiota anyagcserével kapcsolatos feladata a nem-emészthetd taplalék Osszetevok €s a
hamréteg altal termelt endogén nyalka lebontdsa. A mikrobiologiai kozdsség valtozatossaga
anyagcsere tevékenysége révén lehetdséget ad a kiilonbozé biokémiai folyamatok
megvaldsulasara. Ennek eredményeként a felszabaduld energiat és az abszorbealhaté anyagokat
egyrészt a gazdaszervezet veszi fel, masrészt a baktériumok hasznositjdk. A vastagbélben a
mikrobiologiai tevékenység {0 energiaforrasdt a nem-emészthetd szénhidratok — a
poliszacharidok széles kore (rezisztens keményitd, celluléz, hemicelluléz, pektin, novényi
gumik), az oligoszacharidok, a nem abszorbealdodott cukrok — valamint a cukoralkoholok
szolgaltatjdk. Az anyagcsere utak végsd termékeiként a rovid szénlancu zsirsavak (SCFA)
(elsésorban acetat, propionat, butirat) képzédnek [CUMMINGS & ENGLYST, 1987].

A peptidek és a fehérjék metabolizmusa sordn szintén termelddnek révid szénlancu zsirsavak.
Ezzel egy idOben azonban toxikus anyagok is szintetizalddnak, mint példaul ammonia, aminok,
tiolok és indolok [MACFARLANE et al., 1986].

A vakbélben és a jobboldali (proximalis) vastagbélben a fermenticid nagyon intenziv és ezzel

egylitt nagyobb mennyiségben keletkeznek révid szénldncu zsirsavak, ezért itt a pH enyhén savas
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(pH= 5-6) és gyors baktérium szaporodas jellemzd. Ezzel ellentétben a baloldali (distalis)
vastagbélben a képzddd szubsztratok koncentracioja kicsi, semleges pH uralkodik, rothaszto-
bomlasztd anyagcsere €s gyenge baktérium szaporodas figyelhetd meg [FOOKS et al., 1999].

A bél mikroorganizmusai részt vesznek a vitaminok szintézisében és a kalcium, magnézium, vas
abszorpciojaban is. A vakbélben torténd ionabszorpciot a szénhidratok fermentacidja és a rovid
szénlanct zsirsavak (kiilondsen ecetsav, propionsav €s vajsav) képzodése javitja. A rovidszénlacu
zsirsavak fontos szerepet tOltenek be a gazdaszervezet fiziologidjdban. A vajsav a
telepképzddéshez sziikséges energia fO forrasa a bélben. Az ecetsavat és a propionsavat a
vérkapuban talaljuk, és végiil a m4j vagy a periférias szovetek €s részben az izom metabolizalja.
Az ecetsavnak ¢s a propionsavnak a gliikdoz anyagcsere szabalyozasaban is szerepe lehet
(glikogenezis): ezeknek a rovid szénlanci zsirsavaknak az abszorpcidja révén kisebb
vércukorszint johet 1étre a gliikoz fogyasztast vagy étkezést kovetden. Ez a biokémiai valasz
hasonl6 az inzulin hatasara bekdvetkezd vércukorszint csokkenéshez [CUMMINGS et al., 1987].

2.2.2.2 Sejtszabalyozas

Hamsejtek szaporodasa és differencialodasa

A jelenlévé mikroorganizmusok nagymértékben befolydsoljak a hamsejtek differencialodasat.
Ebben a folyamatban talan a rovid szénlancu zsirsavaknak van a legfontosabb szerepiik. Mind a
harom mar emlitett rovid szénlanch zsirsav fokozza a hamsejtek szaporodasat és
differencialodasat mind a vastag mind a vékonybélben in vivo koriilmények kézott. Mindemellett
a vajsav in vitro esetben gatolja a sejtek szaporoddsat és stimuldlja azoknak a sejteknek a
differencialodasat, amelyek daganatos eredetlick, azaz tdmogatja a sejtek korosbol nem-koéros
fenotipussa torténd atalakulasat [FRANKEL et al., 1994].

Koélcsonhatas a bélbaktériumok és a gazdaszervezet immunrendszere kozott

A bélnyalkahartya a f6 érintkezési feliilet az immunrendszer és a kiils6 kornyezet kozott. A
bélrendszerrel kapcsolodd nyirokszdvetek tartalmazzak az immunkompetens sejtek legszélesebb
korét az emberi testben. A gazdaszervezet és a baktériumok kozotti kolcsonhatis, amely a
nyalkahartya feliiletén alakul ki, jelentésen hozzdjarul az immunrendszer fejlédéséhez.
Csiramentes kornyezetben nevelt allatoknal a nyalkahartya limfoid sejtjeinek mennyisége ¢és a
vérkeringésben 1évé immunglobulinok koncentracioja kicsi, a tiiszd struktira szegényes.
Kozvetlenlil a belsé mikrobiota kifejlédése utdn a hamrétegen beliili limfocitdk szama
nagymértékben megnd, az immunglobulint termeld sejtek keletkezése mind a tiiszOben, mind a
lamina propridban (nyalkahartya kotészoveti réteg) felgyorsul és ezzel egylitt a vér
immunglobulin tartalma is megnévekedik [UMESAKI ef al., 1993].

A mikrobdkkal szembeni immunvalasz lehet 6roklott vagy szerzett tulajdonsdg. Nemcsak a
fehérvérsejtek, mint a neutrofilok és makrofagok, amelyek képesek fagocitalni és elpusztitani a
patogéneket, kozvetitenek 6roklott immunreakciokat, hanem a bélrendszer hamsejtjei is. E sejtek
a mediatorok széles spektrumdnak szintézisével koordinaljadk a gazdaszervezet reakcioit, és
jelzéseket adnak a hamrétegben 1év alapsejteknek. Az 6roklott immunrendszernek meg kell
kiilonboztetni a potencialis patogéneket €s a jotékony baktériumokat, a mar meglévé korlatozott

szamu receptorok altal. Ha példaul nem patogén baktériumokat gyulladasban 1évé nyalkahartyan
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inkubaljuk, akkor azonnali citokin véalaszreakciok képzddnek, amelyek jelzések formdjaban
eljutnak az alapszovethez €s a lamina propria limfocitak fenotipusaban valtozasokat idéznek eld
[GUARNER & MALAGELADA, 2003].

2.2.2.3 Védomechanizmus

A Dbélrendszerben megtelepedett baktériumok feladata, hogy megakadalyozzdk egyrészt az
exogén mikrobdk megtelepedését, masrészt a patogének szovetekbe torténd betdrését. A jelenlévo
baktériumok kozotti egyensuly megfeleld stabilitast nyajt hasonld egyedekbdl all6 mikroba
populéciokban normalis koriilmények kozott. Antibiotikumos terapia hatisara ez az okologiai
egyensuly megbomlik és olyan fajok is elszaporodhatnak, amelyek esetlegesen potencidlis
korokoz6 képességgel rendelkeznek (pl. Clostridium difficile) [LEE et al., 2003].

A baktériumok versengenek a kiilonb6z6 tapanyagokért és kiizdenek az oOkologiai helytlik
fenntartdsa érdekében. A gazdaszervezet annyi tapanyagot szolgaltat, amennyire a
baktériumoknak sziiksége van, és amelyrdl a baktériumok visszajelzést adnak. Ez a szimbidzis
megakadalyozza a tapkomponensek taltermelését, amely mas versengd, esetleg patogén
mikrobak megtelepedését eldsegitheti. Azok a baktériumok, amelyek antimikrobas anyagokat,
un. bakteriocineket termelnek, gatolhatjdk a velilk versengd mikrobak ¢lettevékenységét
[SERVIN & COCONNIER, 2003].

2.2.3 Probiotikumok szerepe és kritériumai

A probiotikus tulajdonsaggal rendelkezé mikroorganizmusok fogyasztasaval lehetdség nyilik a
bélmikrobiota aktivitasanak serkentésére, ezaltal az immunrendszer erdsitésére. A probiotikumok
szamos jotékony fiziologiai hatassal rendelkeznek: a laktdéz intolerancia enyhitése, a
fertozésekkel szembeni ellendlld képesség eldsegitése, az immunrendszer funkcidinak
stimulalasa, a szérum koleszterin szint csokkentése, a rdkos megbetegedéseket indukald fekal
enzimek aktivitdsanak csokkentése. A legtobb probiotikus mikroorganizmus a Lactobacillus és a
Bifidobacterium nemzetségb6l szarmazik, de a Saccharomyces, a Lactococcus, az Enterococcus
€s a Streptococcus nemzetségen beliil is vannak probiotikus tulajdonsaggal rendelkezd fajok
[SAARELA et al., 2002/a; ISOLAURI et al., 2004].

Ahhoz, hogy egy mikroorganizmus megkapja a probiotikus statuszt, szamos kritériumnak kell

megfelelnie, amelyek elméleti alapja harom pontban foglalhatd 6ssze.

2.2.3.1 Biztonsag

A biztonsag elsddleges fontossagl tényezdként jelentkezik a probiotikus tulajdonsaggal
rendelkez0 torzsek alkalmazéasakor. Az emberi fogyasztasra szant torzsek esetén preferaljak, hogy
huméan eredetlick legyenek és egészséges human béltraktusbol izolaljak Oket. A human eredet
jelentdségét az utdbbi években mar vitatjdk, mert tobb olyan forgalomban 1évd, sikeresen
alkalmazott torzs van (pl. Bifidobacterium lactis Bb-12, Lactobacillus salivarius CPM-7),
amelyrdl nem bizonyithato, vagy nem rendelkezik human eredettel [DE VUYST et al., 2004].
Fontos kritérium, hogy a korabbi nyilvantartdsokban sem szerepelt patogén tulajdonsadgokkal

rendelkezd torzsként (nem hordoz virulencia faktorokat), betegségekkel kapcsolatosan nem
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meriilt fel a szerepe, illetve immundeficiens szervezetben sem viselkedett patogénként. A
Lactobacillus és Bifidobacterium torzsek okozta fertdzések szama nagyon ritka és szerepiiket a
szivbelhartya-gyulladds és bacteriaemia kialakuldsdban csupan 0,05-0,4 szazalékra becsiilik
[SAXELIN et al., 1996; BORRIELLO et al., 2003]. Példaul Finnorszagban, ahol a probiotikus
termékek fogyasztasa jelentds, felmérést készitettek, hogy négy éves periddus alatt hogyan
valtozott a bacteriaemias esetek szdma. Azt tapasztaltak, hogy a laktobacilluszok okozta
fertézések szama allandd szinten mozog, 10-20 eset évenként, amely a négy évre levetitve
0,2%-os eldfordulast jelent. Laktobacilluszokkal (Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei) és a bifidobaktériumokkal (Bifidobacterium dentium) 0sszekothetd
fertézések kialakuldsanak hatterében legtobbszor legyengiilt szervezet és sulyos betegségek
allnak. Példdul Husni és munkatarsai 45 paciens bevondsaval megfigyelték, hogy az esetek
40%-nal rak, 38%-nal friss miitét és 27%-nal diabetes mellitus allt a hattérben [SALMINEN et
al., 1998/b; SAARELA et al., 2002/b]. Nincs publikalt bizonyiték arra, hogy a probiotikumok
fogyasztasa, amelyek Lactobacillus ¢és Bifidobacterium torzseket tartalmaztak, novelték a
fert6zések kialakuldsanak veszélyét a nem tokéletesen miikodé immunrendszerii pacienseknél.
Ezzel kapcsolatban klinikai kisérletekben is vizsgéltdk a probiotikumok biztonsagat olyan
egyéneknél, akik valamilyen immunrendszeri betegségben (pl. HIV fertézésben) szenvednek ¢és
azt allapitottdk meg, hogy e csoportok szadmara is biztonsdgos a probiotikumok fogyasztasa
[WAGNER & BALISH, 1998; CUNNINGHAM-RUNDLES et al., 2000; ISHIBASHI &
YAMAZAKI, 2001]. BORRIELLO ¢s munkatarsai (2003) szerint az elfogyasztott probiotikus
laktobacilluszok ¢€s bifidobaktériumok nem jelentenek nagyobb fert6zési veszEélyt, mint maguk a
kommenzalista torzsek az emberi bélrendszerben. Egyéb potencidlis veszélyfaktorokat is
megfogalmaztak a probiotikus baktériumokra nézve. igy elvaras, hogy ne okozzanak D-tejsav
acidozist a vékonybélben, amely szénhidrat felszivodasi zavarokat okozhat; ne legyen
hialuronidaz és zselatinaz aktivitdsuk, amelyek az extracelluldris matrix fehérjéket karositjak
(ilyen aktivitast nem tapasztaltak laktobacilluszoknal és bifidobaktériumoknal); ne fejtsenek ki
tulzott nyalka (mucus) lebontast; ne legyen vagy csekély legyen a biogén amin termelésiik; ne
hozzanak létre méasodlagos epesavakat, amelyek nagyobb hidrofobicitassal rendelkeznek, mint az
elsddleges epesavak ¢és toxikusak a majsejtekre, a gyomorra és a bél nyalkahartyara (kevés
informaci6 létezik arr6l, hogy a laktobacilluszok és a bifidobaktériumok rendelkeznek 7a-
dehidroxilaz aktivitassal, amely eldidézi a méasodlagos epesavak termelddését); ne hordozzanak
atadhat6 antibiotikum rezisztencia géneket, nehogy az attevodjék a potencialis patogénekre
[OUWEHAND & SALMINEN, 2003].

A probiotikusnak vélt torzseknek a probiotikus tulajdonsdgaikat, illetve metabolitikus
aktivitasukat a laboratoriumi (in vitro) és az allatkisérletek mellett klinikai vizsgélatokkal is

igazolni kell.

2.2.3.2 Funkcionalis tulajdonsagok
(1) Alapveté tulajdonsagnak tekintik a taléloképességet, vagyis a testfolyadékokkal, a

gyomorsavval, az epesavval ¢és az emésztdenzimekkel szembeni fokozott ellenalloképességet,

hogy minél nagyobb szamu ¢letképes probiotikus baktérium érje el az intesztinalis szakaszt.
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OUWEHAND ¢s SALMINEN (1998) szerint viszont van néhany megfigyelés, hogy a nem ¢l6
probiotikumok is kivalthatnak jotékony egészségi hatdsokat. STEWART-TULL (1980) a sejtfalat
alkotd peptidogliikannak erdteljes immunstimulald hatést tulajdonit. (2) Tapado és kolonizaciods
képesség szerepe. Hasonléan a human eredethez, e képességek elsdsorban az emberi
bélrendszerben torténd kolonizacid fontossagat szintén vitatjdk. Ezzel szemben szdmos kutat a
probiotikus torzsek human bélsejtekhez torténd tapadasat és az azt kovetd kolonizaciot a
probiotikus hatds kifejezddés eldfeltételének tartjdk. A bélnyalkahartyan valé megtapadassal
ugyanis lehetdvé valik a torzs szamdra, hogy a béltraktus lakoja legyen, az intesztindlis
koriilmények kozott szaporodjon €s anyagceserét folytasson. Tapadas révén kolcsonhatas alakul ki
a nyalkahartya felszinével és a GALT (gut associated lymphoid tissue) rendszerrel, ezaltal a
megtapadt probiotikum képes moduldlni az immunrendszert és helyredllitani a nyalkahartya
védogat funkcigjat [TUOMOLA & SALMINEN, 1998; SERVIN & COCONNIER, 2003].
Mindamellett megallapitottak, hogy a legtobb alkalmazott probiotikus térzs képes legalabb
ideiglenesen megkotddni a bélrendszerben [ALANDER et al., 1997]. (3) Az el6z6 funkcidhoz
csatlakozva, fontos tulajdonsdgként emlitik az immunrendszer védelmi funkcidjanak erdsitését.
(4) Ahhoz, hogy a probiotikumok hatassal legyenek a bélmikrobiota Osszetételére, alapvetd
elvaras, hogy e torzsek antagonista aktivitdst mutassanak a patogén baktériumokkal (pl.
Helicobacter pylori, Salmonella, Listeria, Clostridium) szemben antimikrobds anyagok (pl.
SCFA, hidrogén-peroxid, bakteriocin) és/vagy versengés utjan torténd kirekesztés révén
[SERVIN & COCONNIER, 2003]. (5) Ezek mellett még kritériumként adjak meg az anti-
genotoxikus aktivitast, a karcinogén anyagok képzéséért felelés enzimek termelésének

visszaszoritasat.

2.2.3.3 Technologiai szempontok

Az itt megfogalmazott elvardsok elsdsorban a gyartok szdmara kivanatos tulajdonsagokat
Osszegzik: (1) megfeleld szaporoddképesség az adott tapkdzegben; (2) a probiotikumok a
fogyasztd igényeit kielégitd érzékszervi tulajdonsagot kolcsondzzenek a terméknek; (3)
¢letképesség megdrzése mind a gyartasi, mind a tarolasi folyamat soran; (4) fagrezisztencia; (5)
genetikai stabilitds az ¢lelmiszer-feldolgozas koriilményei koézott [SAARELA et al., 2000;
HOLZAPFEL & SCHILLINGER, 2002; GRAJEK et al., 2005].

2.2.4 Probiotikumok jotékony élettani hatasai

Elégséges bizonyiték all rendelkezésre, ami azt a nézetet tdmogatja, hogy a Lactobacillus-ok ¢€s a
egyensulyat, ezaltal a szervezet immunrendszerét befolydsolni. A probiotikus baktériumok
jotékony hatédsai (1. abra) torzshoz kotddnek és nem faj vagy nemzetség specifikusak. Fontos
megjegyezni, hogy 6nmagaban egy torzs nem tudja az Gsszes jotékony hatast nyudjtani, és egy
bizonyos fajnak sem képes erre minden térzse [SHAH, 2007].
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Endogén patogének Irritabilis bél Gyulladasos
elnyomasa; szindréma bélbetegségek z =
L s ore s Etelallergias
pl. antibiotikummal csillapitasa csillapitasa tinetek

kapcsolatos hasmenés

/ enyhitése
T csecsemOknél

Kiegyensulyozott
immunvalasz
Kérokozok Bélmikrobiota T Velesziletett
kolonizacidjanak <—— | gsszetételének immunitas
megakadalyozasa helyreallitasa | Immun-modulécio | —> | erssitése

Exogén patogének Alacsonyabb
elnyomasa; Probiotikumok szérum
pl. utazék hasmenése koleszterin

Epesok
A vastagbél nyalkahartya q— | Anyagcserehatas | - dekonjrilgélésa és
ellatasa rovid szénlancu kivalasztisa
zsirsavakkal és / \
vitaminokkal (pl. folsav)
Csokkenti a Laktéz
l toxigén/mutagén hidrolizise
reakciok szintjét az \

A vastagbélrik kockazati | 4~ emésztérendszerben

. Py .. . Laktoz intolerancia
tényezdinek csokkentése

tlineteinek enyhitése

1. abra Probiotikumok szervezetre kifejtett kedvezo hatasai [SAARELA et al., 2002/a]

2.2.4.1 Laktoz intolerancia enyhitése

A probiotikus mikroorganizmusok azon tulajdonsaga, hogy a laktéz felszivodasi zavarait enyhiti,
a legszélesebb korben elfogadott jotékony egészségi hatas. A vilag feln6tt lakossaganak kb. 2/3-a
szenved laktéz intoleranciaban, ez foleg Azsia és Afrika lakéit érinti, Eurdpaban csupan 2%-ra
tehetd az érintettek szama [TUOHY et al., 2003]. A laktdz enzim hianya vagy elégtelen mitkddési
aktivitdsa miatt a laktdz intolerancids egyéneknél a laktéz nem bontddik le gliikdézza és
galaktozza, ezért tejfogyasztas utan hasmenés €s diszkomfort érzés (felfuvodas, hanyinger) alakul
ki. MARTEAU ¢és munkatarsai (1990) megtigyelték, hogy a lakt6z érzékenyek jobban toleraljak
a laktozt a joghurtban, mint ugyanannyi mennyiségli laktozt a tejben. Ezt egyrészt a probiotikus
baktériumok B-D-galaktozidaz aktivitasanak (az epesavak hatasara lizalt sejtekbdl szarmazo B-D-
galaktozidaz is hatassal van), masrészt a bélmikrobiota megfelel6 moédosulasanak, harmadrészt
pedig a tranzit id0 lecsokkenésének tulajdonitottdk. JIANG ¢és munkatarsai (1996) a
Bifidobacterium longum torzs laktéz intolerancia enyhitésében Kkifejtett pozitiv hatasarol

szamoltak be.
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2.2.4.2 Koleszterinszint csokkentése

A magas koleszterinszint kapcsolatban all a sziv- és érrendszeri betegségek kialakuldsanak
megnovekedett kockéazataval. Egyesek szerint igen, masok szerint nem képesek a probiotikus
baktériumok a koleszterin asszimilalasara [LOVEGROVE & JACKSON, 2000]. A szérum
koleszterinszint csokkenéséhez az epesok dekonjugildsa vezet. A dekonjugacids reakcid
felszabaditja a molekula aminosav részét és a dekonjugalt epesav ennek kovetkeztében csokkenti
a koleszterin ujrafelszivodasat azaltal, hogy megndveli a széklettel torténd kivalasztodasat.
Szadmos in vitro tanulmanyban vizsgaltdk a kiilonb6zé probiotikumok epesav dekonjugalod
képességét. GRILL és munkatarsai (1995) vizsgélataikban B. longum torzzsel kapcsolatosan
kaptak a legnagyobb dekonjugacios képességet, mas vizsgalatok pedig a Lactobacillus fajoknak
tulajdonitanak ilyen képességeket. KLAVER és VAN DER MEER (1993) szerint a koleszterin
eltlinése abbol a taptalajbol, amiben laktobacilluszok és bifidobaktériumok szaporodtak, nem az
asszimilacio, hanem a bakteridlis epesav dekonjugdz aktivitdsa miatt tortént. TAHRI és
munkatarsai (1995) viszont nem értettek egyet ezzel az eredménnyel, mivel az eltavolitott
koleszterin egy részét megtaldltdk a sejtkivonatban és ennek alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a koleszterin asszimilacidé €s az epesav dekonjugdz aktivitas megnyilvanulasa
szimultan torténhet. Masok szerint a baktérium képes a sejtfalan megkdtni a koleszterint
[HOSONA & TONO-OKA, 1995]. In vivo eredményeket is taladltam az irodalomban. TARANTO
¢s tarsai (1998) allat kisérletben vizsgaltak, hogy a probiotikum milyen hatast gyakorol a vér
koleszterinszintjére. A vizsgalathoz Lactobacillus reuteri torzset hasznaltak, mely a
hiperkoleszterolémias egérben 7 nap alatt a teljes koleszterin szintet 38%-kal, a trigliceridek
mennyiségét 40%-kal csokkentette ¢s a HDL:LDL ardnyt 20%-kal novelte. HOMMA
kisérleteibél (1988) kideriil, hogy 10° é16 sejt/g tartalmi fermentalt tejtermék fogyasztasatol a
koleszterinszint 3 g/L-r6l 1,5 g/L-re csokken.

2.2.4.3 Hasmenés elleni hatékonysag

crer

Cl. difficile megnOvekedett sejtszdma okoz, jelentds szerepe van a probiotikumoknak.
ISOLAURI ¢és munkatarsai (2004) kedvezd hatasardl szamoltak be a Clostridium okozta
hasmenés kezelésében.

A rotavirus az egyik leggyakoribb okozdja a gyerekkori akut hasmenéseknek. Probiotikumok
fogyasztasaval csokkenthetd a hasmenés gyakorisaga. Megfigyelték, hogy a Bifidobacterium
bifidum és Streptococcus thermophilus kura hatdsara a rotavirus okozta hasmenés idOtartama
lerovidilt [SAAVEDRA et al., 1994]. Hasonlo hatast tapasztaltak Bifidobacterium animalis,
Lactobacillus acidophilus és Lb. reuteri keverék kultura fogyasztdsa sordn. Ismert tény az is,
hogy az anyatejjel taplalt csecsemOk esetében kevesebb a hasmenés eléforduldsa, mint a
tapszerrel taplalt csecsemdknél, mivel az eldébbiek bélmikrobiotajanak 90%-at a
bifidobaktériumok alkotjak, mig az utobbiaknal mar igen Osszetett a vastagbélben rezidens
baktériumkozosség. Az utazdk hasmenésének megeldzésében is, amelyet elsdsorban az
enterotoxikus E. coli okoz, jelentds szerepet tulajdonitanak a probiotikumoknak. Példaul
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Egyiptomba utazé6 dan turistiknak 10° tke(telepképzé egység)/nap mennyiségben adtak
Lb. acidophilus, B. animalis, Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus és Str. thermophilus
kultarat tartalmazo készitményt, amely révén csokkent a hasmenések gyakorisaga [SHAH, 2007].
Szamos publikacioban kifejtik a Lactobacillus rhamnosus GG és a Lb. acidophilus torzsek
hasmenés megeldzésében betoltott szerepét [HILTON et al., 1997; SALMINEN et al., 1998/a].

2.2.4.4 Probiotikumok hatisa a bélbetegségekre
A fekélybetegség hatterében az esetek kb. 50-60%-aban H. pylori fertdzés all. Ezenkiviil a nem

megfeleld étrend, vitaminhidny, acetil-szalicilsav tartalmt gyogyszerek tartos vagy rovid ideig
tartd haszndlata is fekélybetegség kialakulasahoz vezet. Human kisérletek elsé eredményei azt
mutatjak, hogy H. pylori kolonizalodéasat és aktivitdsat probiotikus tejtermékek rendszeres
fogyasztasaval vissza lehet szoritani [WANG et al., 2004]. A probiotikum nem tudja elpusztitani
a patogént, de elnyomja ndvekedését ¢és csokkenti a gyulladast a gyomorban. A H. pylori elleni
terapidban sikeresen alkalmazzak a Lactobacillus johnsonii Lal, Lactobacillus gasseri OLL2716,
Lb. casei Shirota és az Lb. acidophilus kulturakat [SHAH, 2007; HAMILTON-MILLER, 2003].
Az IBD (inflammatory bowel disease) magédba foglalja a fekélyt okozd vastagbélgyulladast
(ulcerative colitis) és a Crohn betegséget. Az IBD oka ismeretlen, de Osszefiiggésben van a
bélmikrobiota megvaltozasaval. A probiotikumok ellensilyozzak a gyulladas kialakulédsat,
azaltal, hogy fokozzak az antigének lebomlasat, csokkentik a gyulladast kdzvetitdk kivalasztasat,
segitik a bélmikrobiota egészséges egyensulyanak helyreallitasat és stabilizaljak a bélfunkciokat
[MERCENIER et al., 2003; OUWEHAND et al., 2002]. A VSL-3 keverék egy olyan probiotikus
készitmény, amely 4 laktobacillusz, 3 bifidobaktérium és egy Str. thermophilus torzset tartalmaz.
E készitmény jelenlétében a lipopoliszacharidok gyulladast el6idéz6 hatdsa az interleukin (IL) 12
termelddésének elnyomadsaval csokken, mikdzben fokozodik az IL-10 képzddése [HART et al.,
2004]. (Az IL-10 szabalyozasaban elsdsorban a bifidobaktériumok vesznek részt.) GIONCHETTI
¢s munkatarsai (2000) altal kozzé tett publikdcioban arrol szamoltak be, hogy a VSL-3
probiotikum készitménnyel kezelt 20 IBD beteg 85 %-a tiinetmentessé valt a 9 honapos kurat
kovetden.

Az IBS (irritable bowel syndrome) egy olyan bélbetegség, amit a nyalkahartya kronikus vagy
kigjuld gyulladasa okoz, és az iparositott varosok lakossadganak 15-20%-at érinti. Az IBS nem
szervi betegség, kialakulasa gyakori a gyomor- és bélhurut, valamint az antibiotikumos kezelés
utdn. Hasonloan az IBD-hez megvaltozik a bélmikrobiota Osszetétele, novekedik a fakultativ
anaerob organizmusok, mint a Klebsiella spp. és az Enterococcus-ok szama, valamint csokken a
laktobacillusz és bifidobaktérium torzsek mennyisége [MERCENIER et al., 2003]. Kiilonb6zd
jelentésekbdl kideriil, hogy az ¢él6 Lb. acidophilus sejtek hasznosak lehetnek ilyen esetekben
[MARTEAU et al. 2001; NOBAEK et al., 2000]. Hasonlo sikerekrél szamoltak be az
Enterococcus faecium, a Lactobacillus plantarum és vegyes kultarak (VSL-3) esetében is.
Sziikség van azonban tovabbi tanulméanyokra nagyszamu, jol definidlhatd paciens csoportok

vizsgalataval, hogy minél jobban megértsiik a probiotikumok bélbetegségekre gyakorolt hatasat.
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2.2.4.5 Etelallergia és atopias betegségek tiineteinek csokkentése

Szamos wjabb tanulmany foglalkozik azzal, hogy milyen szerepet jatszik a bélmikrobiota az
¢lelmiszer-allergia és az atopids betegségek megeldzésében és gyogyitasaban, beleértve az
atopias ekcémat, az asztmat és egyéb allergidkat [RAUTAVA et al., 2005; MATRICARDI,
2002]. Azoknal a gyermekeknél, akiknél atopids betegséget fedeztek fel abnormalis volt a
bélmikrobiota, de ez az egyenstlyhidny probiotikumok alkalmazéséaval kikiiszobolhetd volt. A
vizsgélatok szerint az atdpids csaladok gyermekeiben a probiotikumok adéasaval szignifikansan
kevesebb volt az atopias dermatitis, aminek a magyarazata az, hogy a probiotikumok hatasara az
allergén expoziciéra Thl sejtes immunvalasz alakult ki, IL-2, IL-12 és y-interferon citokinek
tulsulyaval, elnyomva a Th2 immunvalaszt és az IL-4, IL-5 citokin termelést. A TGF-f3 is segiti a
Thl valasz kialakulasat és a nyalkahartya védelmében nagy szerepet jatszd IgA-kivalasztas
novekedését.

Klinikai kisérletekben vizsgaltdk, hogy a Lb. rhamnosus GG-vel kiegészitett tapszer adasaval
hogyan valtozik az ekcéma stlyossidga tehéntej allergidban ¢és atdpids ekcéméban.
Megallapitottak, hogy a tapszer adasaval csokkent a csecsemoknél a szérum IgE szint és csokkent
az intesztinalis gyulladas mértéke [KAALIOMAKI et al., 2001]. A Lactobacillus fogyasztasa
kivédi a neutrofil granulocitdk tej ivasa utan bekdvetkezd aktivalodasat tejallergids egyéneknél
[PELTO et al., 1998].

2.2.4.6 Antikarcinogén és antimutagén hatas

Szamos kozvetett, de meggy6z0 bizonyiték van arra, hogy a probiotikus mikrobak képesek
megelozni vagy késleltetni a rédkos megbetegedések kialakuldsat, amelyek 0Osszefliggésbe
hozhatdok az intesztinalis mikrobiota Gsszetételének megvaltozasaval és ezzel egyiitt a rothaszto,
karos mikrobak eldtérbe keriilésével [LEAHY et al., 2005]. Ezen emésztérendszerben eléforduld
mikrobak koziil szamos termel olyan enzimeket, amelyek karcinogén anyagokat hoznak Iétre.
Ilyenek példaul a p-glikuronidaz, a p-gliikoziddaz, a nitroreduktaz, uredz, amelyek a
prekarcinogén anyagokat karcinogénné konvertaljak. Kisérletekkel megerdsitették, hogy a
Bifidobacterium-ok és a Lactobacillus-ok nemcsak nem termelnek ilyen enzimeket, hanem
néhany torzs példaul a Lb. acidophilus és a Bifidobacterium fajok a prekarcinogén anyagok
atalakitasaért felel0s enzimek aktivitasat a rovid szénladncu zsirsavak termelése altal gatoljak, igy
csokkentve a tumor kifejlodésének kockazatat [GOMES & MALCATA, 1999]. A B. longum és a
B. breve torzsekkel végzett kisérletek alatdmasztottdk azt is, hogy e két tdrzs megakadalyozza a
karcinogén anyagok indukélta DNS karosodast [POOL-ZOBEL et al., 1996].

A Lactobacillus-ok ¢és a Bifidobacterium-ok nem termelnek mutagén hatasu alifds amino
vegyiileteket, kénhidrogént, nitratokat, fenolokat, N-nitrozo, krezol, indol vegyiileteket.
LANKAPUTHRA ¢és SHAH (1998) 9 Bifidobacterium torzs €16 és holt sejtjeinek antimutagén
aktivitasat vizsgalta az Ames TA-100 teszt szerint egy mutadns Salmonella Typhimurium (His’:
hisztidin igényes) indikator organizmus segitségével 8 kiillonb6zé mutagénnel ill. promutagénnel
szemben. Az €l bifidobaktérium sejtek minden esetben nagyobb mértékli antimutagenitassal

rendelkeztek, mint a holt sejtek. Az antimutagenitas jellege és mértéke torzsfiiggdnek bizonyult.
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Az Gsszes vizsgalt €16 bifidobaktérium toérzs nagymértékii aktivitast mutatott 2-nitrofluorén ellen,
hét torzs aktivitdsa meghaladta a 90 %-ot. Hat torzs mutatott jelentés (>40%) antimutagén
aktivitast N-metil,N’-nitro,N-nitrozoguanidinnel szemben. Bifidobacterium pseudolongum ¢és
Bifidobacterium thermophilum €16 sejtjei erds antimutagén aktivitast (>60%) fejtettek ki az
aflatoxinB-re. A fermentacids termékek antimutagén hatésait is feltérképezték. Minden torzs
termelt tejsavat, ecetsavat és piruvatot. B. breve és B. pseudolongum fajok kivételével minden
vizsgalt torzs termelt butiratot is. A butirat rendelkezett a legnagyobb antimutagén aktivitassal
mind a 8 mutagénnel ill. promutagénnel szemben. Utdna az ecetsav kovetkezett, mig a legkisebb
aktivitast a piruvat, majd a tejsav mutatta. Az antimutagén mechanizmus még tisztazatlan, de
Osszefliggésben lehet mind magéval a probiotikus sejttel (megkotik a mutagén anyagokat), mind
az altala termelt savakkal [LO et al., 2002].

2.2.4.7 Immunfunkciok erositése

A gasztrointesztindlis nyalkahartya a szervezet legnagyobb kiterjedésti immunologiai szerve,
amely védOgatat képez a belsd kornyezet €s a taplalékbol szdrmazo folyamatos antigén, illetve
mikroorganizmus stimulalé hatasa kozott. A probiotikumok gy hatnak az immunrendszerre,
hogy serkentik az IgA-termelést és helyreallitjak a citokin egyensulyt azaltal, hogy a Thl vagy
Th2 immunvalasz iranyaba toljak el azt [HA et al., 1999; MARIN et al., 1998]. Magzatok
esetében un. Th2 dominancia van jelen, késobb — a sziiletést kovetéen — fejlodik ki a Thl jellegli
immunvalasz, melynek kialakuldsaban az egyik jelentds tényezd a baktériumok sejtfalanak
lipopoliszacharid-komponense. Fontos, hogy a Th2 ¢és Thl tipusu sejtek kozott egyfajta
harmonikus egyenstly alakuljon ki: ha ez nem kovetkezik be, allergias betegségek (Th2 talsuly),
vagy autoimmun kérképek (Thl tulstly) 1éphetnek fel. Tulérzékenység esetén az adott antigén
Th2 dominancidji citokin termelést valt ki (eredményeként IgG helyett IgE keletkezik). A
probiotikumok viszont képesek megvaltoztatni a citokin egyensulyt, Thl irdnyba tolva el azt
[TULASSAY, 2004; MATTILA-SANDHOLM et al. 1999]. A probiotikumok fokozzdk a
fagocitozist, emellett novelik egyes felszini molekuldk, mint pl. komplementreceptorok
kifejez6dését a makrofagokon [COLOMBEL et al., 1987]. (A fagocitalo sejtek mutatjak be a
megfelelden elokészitett antigént a specifikus immunvalaszért felelos T- és B-sejtek szamara.)
Vizsgalatok azt mutatjak, hogy a tejsavbaktériumok bekeriilve a szervezetbe, annak specifikus
védekezését erdsitik a fertézések €s rakkeltd hatasok ellen [YAMAZAKI et al., 1985; ISOLAURI
et al., 2001; GILL, 1998]. Allatkisérletek soran azt tapasztaltdk, hogy a B. animalis
kolcsonhatasba lépett a Peyer plakkok immunsejtjeivel és a vastagbéllel, a B. longum-mal
fermentalt tejet fogyasztd egerek tlidejébdl vett aktivalt makrofagok mennyiségében pedig
szignifikans novekedés tortént. Szamos torzs, mint pl. Lb. casei Shirota, Lb. casei ssp. rhamnosus
GG, Lb. johnsonii La-1, Bifidobacterium bifidum BB-12, Bifidobacterium adolescentis, B. breve
immunmoduladlo hatasarol jelentek meg kozlemények [HE et al., 2002; MATSUZAKI, 1998;
SCHIFFRIN et al., 1995].

Az IgA kivélsztddas a bélben kivédi az enteropatogén fertdzéseket, az antitestek meggatoljak a
koérokozok megtapadasat a nyalkahartyan és megkotik az allergiat kivalto élelmiszer-fehérjéket,
valamint a karcinogén anyagokat [PERDIGON et al. 2003].
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2.3 Bifidobaktériumok

Az elmult husz évben o6riasi érdeklédés indult meg a Bifidobacterium nemzetség fajai €s torzsei
irant a kereskedelem és ebbdl kovetkezden a tudomany részérdl is. A Bifidobacterium nemzetség
torténete Henry Tissier francia gyermekorvos azon megfigyelésével kezdddott (1899-1900-ban),
hogy az egészséges csecsemOk bélrendszerében egyébként eléforduld szabalytalan Y forméaja
baktériumok hidnyoztak a hasmenésben szenvedd csecsemdknél. Tissier ekkor ezt a ‘bifid’
morfologiaju, gazt nem termeld, anaerob mikroorganizmust Bacillus bifidus-nak nevezte el. Orla-
Jensen 1924-ben a Bifidobacterium nemzetséget kiilon taxondémiai csoportként azonositotta.
Javaslatat csak 50 évvel késObb fogadtak el, és az Actinomycetaceae csaladon beliil 1étrehoztak a
Bifidobacterium nemzetséget. Ezt megeldzOen sokaig a Lactobacillus nemzetségen beliil, mint
Lb. bifidus fajként tartottdk szdmon. Jelenleg, tobb mint 30 faj tartozik a Bifidobacterium
nemzetségbe. Megtaldlhatok melegvéri allatok emésztérendszerében, human szervezetben
(emészté- és nemi szervrendszer) és szennyvizben. Altaldban a B. breve és a B. infantis a
csecsemokben, a B. bifidum, B. catenulatum, B. longum, B. pseudocatenulatum az 0jsziilottekben
¢s a felndttekben, mig a B. adolescentis csak a felnéttekben fordul eld. A bélmikrobiota
Osszetétele az életkortol és a taplalkozasi szokasoktol, valamint az egészségi allapottol is fligg.
Allatoknal gazda specifikus fajokat figyeltek meg, mint példaul a nyulban: B. magnum,
B. cuniculi; kismalacban: B. suis; csirkében: B. pullorum, B. gallinarum. Tizenketto
Bifidobacterium fajt izoléltak szennyvizbdl — B. minimum és B. subtile fajok csak itt fordulnak
el6 —, amelyek a viz fekdlis szennyezettségét jelzik, mint indikator mikroorganizmusok
[BIAVATI et al., 2000; VENTURA et al., 2004; O’SULLIVAN & KULLEN, 1998]. Harom
fajnak: B. dentium, a B. inopinatum €s a B. denticolens tulajdonitanak patogén tulajdonsagot;
gennyesedést, valamint fogszuvasodast okoznak. A legujabb kutatasok szerint a B. denticolens-t,
a B. inopinatum-ot ) nemzetséghez soroltak, igy elnevezésiik Parascardovia denticolens és
Scardovia inopinatum lett [JIAN et al., 2002].

2.3.1 Morfologia

A bifidobaktériumok filogenetikailag a Gram-pozitiv baktériumok actinomicéta csoportjaba
tartoznak, magas guanin-citozin tartalommal rendelkeznek (54-67 mol%). A sejtek alakja
kiilonféle lehet; rovid, vékony, szabalyos, kokkoid szerli vagy hosszu palca gyenge gorbiilettel
vagy kidudorodassal, kiilonféle elagazassal, csucsos, vékony, kettéagazo, bunkds bot alaku, allhat
egy sejtbol vagy lehet lancolat. A telepek sima feliiletiek, domboruak, ép széliiek, sziniik
krémszintitdl fehérig valtozhat, fényldk és lagy konzisztenciajiak [SCARDOVI, 1981].

A Bifidobacterium nemzetséget mas baktériumoktdl legegyszerlibben a fruktdz-6-foszfat
foszfoketolaz (F6PPK) enzim jelenlétének kimutatasaval lehet megkiilonboztetni [GAVINI et al.,
1996]. A tejsavbaktériumoktol a G+C% alapjan a 16S rRNS szekvenalas segitségével — a
bifidobaktériumokat a nagy G+C tartalmi (>55%) baktériumokon belill az Actinomycetes
elagazashoz, mig a laktobacilluszokat a kis G+C tartalmu Gn. Clostridium eldgazashoz soroljak —,
vagy az o-galaktoziddaz enzim jelenlétének kimutatdsdval is elkiilonithetdk. Faji szinten

molekularis-biologiai modszerekkel (ribotipizalds, fajspecifikus PCR technikdk) vagy
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hagyomanyos modszerekkel (sejtfehérjék poliakrilamid gél elektroforetikus mintazata alapjan,
fermentacios vagy enzimes tesztek) kiilonithetok el [VENTURA et al., 2004; WARD & ROY,
2005].

2.3.2 Sejtfalszerkezet
Vastag peptidogliikdn (murein) réteggel rendelkeznek, mely poliszacharidokbdl, fehérjékbdl és

teichoinsavbol 4all. A murein tetrapeptidjeit alkotdé aminosavak kiilonbozéek az egyes fajok
és/vagy torzsek kozott. Altaldban L-alanin, D-glutaminsav, L-ornitin és D-alanin alkotja a
tetrapeptideket, de ornitin helyett lizin is el6fordulhat egyes torzseknél. A szomszédos
tetrapeptidek kozott 1étrejovo keresztkotések szama is torzsenként eltérd lehet. A poliszacharidok
figyelhetok meg fajtol, torzstdl és a koriilményektdl fliggden. A lipoteichoinsav (LTS) kotéseket
alakit ki poliszacharid lancokkal, ez fontos szerepet jatszik a sejt bélfalhoz torténd rogziilésekor.
A fehérjék és az LTS hatdrozzak meg a sejt feliiletének hidrofob jellegét [BIAVATI et al., 2000;
ARUNACHALAM, 1999]. A Bifidobacterium €s a Lactobacillus nemzetségek kozotti eltérések
poliglicerin foszfolipidekben és aminoacil foszfolipidekben rejlenek [SCARDOVI, 1981].
LAUER ¢és KANDLER (1983) a Bifidobacterium-ok sejtfalanak murein tipusai alapjan végzett

faji besorolast.

2.3.3 Homérséklet, pH optimum és oxigén érzékenység

A bifidobaktériumok szaporodasi hdmérséklet optimuma 37-41°C kozott van. 20°C alatti és 46°C
feletti homérsékleten mar nem képesek szaporodni. Ez alol kivételt képez a B. thermacidophilum,
amelynek a maximalis szaporodasi homérséklete 49,5°C [DONG et al., 2000], és a
B. psychraerophilum, amely még 4°C-on is mutat szaporodd képességet [SIMPSON et al. 2004].
A bifidobaktériumok szaporodasdhoz sziikséges optimalis pH érték 6,5-7,0 kozotti. pH=5,0 alatt,
illetve pH=8,0 felett nem, vagy csak igen kismértékii szaporodast jegyeztek fel [SCARDOVI,
1981]. MATSUMOTO ¢és munkatarsai szerint (2004) a B. lactis és B animalis torzsek képesek
tulélni, ha pH=3,5-nek teszik ki azokat.

A bifidobaktériumok szigortian anaerob mikroorganizmusok, de a kiilonb6zé fajok és torzsek
oxigén toleranciaja eltéré [SIMPSON et al., 2005; BEERENS et al., 2000; MEILE et al., 1997].
Néhany torzs tolerdlja az oxigén jelenlétét pl. B. lactis, B. aerophilum, B. psychraerophilum
gyenge katalaz vagy NADH oxidaz/peroxiddz aktivitdsuknak koszonhetden, amely
megakadalyozza a hidrogén-peroxid szintézist. Mivel viszont a bifidobaktériumok katalaz
negativak — kivéve a B. indicum ¢és a B. asteroides — nem képesek a hidrogén-peroxidot a katalaz
enzimmel bontani, igy az utobbi hatas éallhat a hattérben [SCARDOVI, 1981; VENTURA et al.,
2004]. AHN ¢és munkatarsai (2001) érdekes megfigyelésrdl szamolnak be. Az oxigén stressznek
kitett B. longum esetén talaltak egy fehérjét ,,Osp”, amely megnovekedett kifejez6dést mutatott az
oxigén-tolerans torzsben.

A bifidobaktériumok a gliikkdzanyagcsere soran a NAD-ot NADH-va redukaljak. Molekularis
oxigén jelenlétében a NADH-oxiddz H,0,-vé redukalja az oxigént. A hidrogén-peroxid

kiszabadul a sejtbdl és a NADH-peroxidaz vizz¢é redukalja. Ha ez utobbi enzim aktivitdsa nem
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elég nagy, a hidrogén-peroxid nem bomlik le ¢és toxikussa valik a bifidobaktériumokra. A
hidrogén-peroxid pusztito hatdsa a fruktdz-6-foszfat foszfoketolaz enzim inaktivalasan alapul
[ARUNACHALAM, 1999].

TALWALKAR ¢és KAILASAPATHY (2004) beszdmolt arrél, hogy 1969-ben els6 izben de Vries
¢s Stouthamer vizsgélta a bifidobaktériumok oxigén érzékenységét gatlasi zona nagysaganak
mérésével, amely akkor keletkezett, mikor a baktériumok oxigén jelenlétében mély
agarkultardban néttek. A torzseket hdrom kategériaba sorolta az oxigén tolerancia mértéke és a
hidrogén-peroxid képzddés szerint. Ezutan tobben is vizsgaltdk a bifidobaktériumok oxigén
érzékenységét kvalitativ modon, pl. agaron, allando vagy részben razatott taplevesben. Néhany
torzs oxigén tolerancidjanak kvantitativ értékelését eldszor TALWALKAR és munkatarsai (2001)
irtdk le, Relativ Baktérium Novekedési Arany (RBGR, Relative Bacterial Growth Ratio)
modszerét alkalmazva. Az RGBR ugyanazon torzs aerob és anaerob koriilmények kozott torténd
novekedésének aranya, amely egy szamszeriisithetd indexet ad a torzs oxigén toleranciajara.
Vizsgalatukban a B. lactis és a B. infantis torzsek jo oxigén toleranciat, a B. breve, a B. bifidum,
¢és a B. pseudolongum torzsek gyenge toleranciat mutattak.

SHIMAMURA ¢s munkatarsai (1992) az enzimes mechanizmus hatterét kutattdk a
Bifidobacterium-ok oxigén ¢érzékenységének meghatdrozasara. Méréseik sordn azt az
Osszefliggést talaltdk, hogy a NAD-oxidaz €s a NAD-peroxidaz aktivitas egyenesen ardnyos az
oxigéntolerancidval. Példaul a B. infantis, a B. breve és a B. longum torzsek, amelyek nagyobb
oxigéntoleranciat mutattak, nagyobb enzimaktivitdsokkal rendelkeztek, mint a B. adolescentis,
amely oxigénre érzékeny. Minden torzs akkumulalt hidrogén-peroxidot aerob koriilményeken, de
nem tapasztaltak jelentds korrelaciot az oxigén novekedésre kifejtett gatlé hatasa és a H,O,-ra
valo érzékenység kozott. A B. adolescentis a vizsgalt torzsek koziil a legérzékenyebb volt az
oxigénre, a hidrogén-peroxidra viszont kevésbé. TALWALKAR ¢és KAILASAPATHY (2003) is
hasonlé kovetkeztetéseket vontak le a vizsgéalataik soran. Kisérleteikben kiillonb6zo
oxigénkoncentracio (0, 5, 10, 15, 20 %) hatasat tanulmanyoztak, és azt figyelték meg, hogy mind
a NAD-oxid4z ¢s mind a NAD-peroxidaz aktivitds nd az oxigénkoncentracid novelésével. A
bifidobaktérium torzsek koziil a B. longum 55815 torzsnél tapasztaltdk a legnagyobb NAD-
oxiddz ¢és a NAD-peroxidadz aktivitast. Tovabba tanulményoztdk a szuperoxid dizmutaz
(szuperoxid gyokok (O, ) atalakitasat katalizalja H,O,-d4) szerepét, de nem talaltak Ssszefliggést

az aktivitdsa €és az oxigén érzékenység kozott.

2.3.4 Tapanyagsziikséglet

A Bifidobacterium-ok szénforras (mono- €s diszacharidok) mellett karbonatot és bikarbonatot is
igényelnek. Zsirsavakat nem hasznélnak fel effektiv szénforrasként.

Nitrogénforrasként hasznositjak az ammonium sokat (glutamat dehidrogenaz, glutamin szintetaz
aktivitas révén), kivételt képeznek ez alol a B. suis, a B. choerinum, a B. cuniculi és a B. magnum
fajok, melyek nem képesek szerves nitrogénforras nélkiil szaporodni. Azok a fajok, amelyek

képesek a szerves nitrogén nélkiili szaporodasra, jelentds mennyiségii aminosavat valasztanak ki
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a taptalajba, mint a treonint (a B. bifidum esetén detektaltak), valint, alanint, aszparaginsavat (pl.
a B. adolescentis, a B. animalis és a B. infantis fajokra jellemz0).

A szaporodasukhoz a cisztein-HCI létfontossagl, mint redoxpotencial csokkentd vegyiilet, nem
valthatd ki metioninnal, homociszteinnel, vagy hasonlo vegyiiletekkel [BIAVATI et al., 1991;
BIAVATI et al., 2000].

A Bifidobacterium-ok szédmara a vitaminok koziil csak a biotin és a kalcium-pantoteat
esszencialis, de emellett még piridoxint (Bg) €s folsavat (By) is felhasznalhatnak novekedésiikhoz.
A bifidobaktériumok a riboflavin kivételével képesek B-vitaminokat (tiamint (B;), piridoxint
(Bg), folsavat (By), nikotinsavat, B, vitamint) ¢s emellett K vitamint szintetizalni [SCARDOV],
1981; TAMINE et al., 1995]. Példaul a B. breve és a B. infantis torzsek nagy mennyiségi
nikotinsavat és biotint szintetizalnak, a B. bifidum pedig B;, Bg és nikotinsav termelésével
emelkedik ki.

A bifidobaktériumok szaporoddképességét stimulalhatjuk novekedési és bifidogén faktorok
segitségével, amelyek kozott alapvetd kiilonbségek vannak, mind természetiiket, mind
funkcidjukat tekintve. A novekedési faktorok azok, amelyek a bifidobaktériumok szaporodésat in
vitro tamogatjak, de nem jutnak el a vastagbélig, mint pl. treonin, élesztokivonat, pepton, dextrin,
maltoz, B-glicerinfoszfat. A bifidogén faktorok olyan szénhidrat-0sszetevok, amelyek talélik a
gazdaszervezet metabolizmusat és elérik a vastagbelet vagy a cecumot, ahol a bifidobaktériumok,
mint energiaforrast hasznalhatjdk fel. Ilyenek pl. az N-acetilgliikozamin tartalmu szacharidok, a
frukto-oligoszacharidok, a laktoferrin, a laktuléz, a laktoszukréz, a xylo-oligoszacharidok ¢€s a
transzgalakto-oligoszacharidok stb. [MODLER, 1994].

2.3.5 Metabolizmus

A bifidobaktériumok szacharolitikus baktériumok, minden torzse erjeszti a gliikozt, a galaktozt és
a fruktozt. A bifidobaktériumok szénhidratanyagcsere utja kiilonbozik mind a homo-, mind a
heterofermentativ baktériumokétdl. Az aldoldz és a gliikoz-6-foszfat dehidrogendz enzimek
hidnya kizarja a glikolizist és a hexéz-monofoszfat utat. A bifidobaktériumok frukt6z-6-foszfat
foszfoketoldz enzimet termelnek, amely a bifidus ut els6 enzime, a frukt6z-6-foszfatot
acetilfoszfatta és eritroz-4-foszfattd hasitja. A cukor lebontas végterméke az ecetsav €s a tejsav,
altalaban 3:2 mol aranyban szén-dioxid képzddése nélkiil. (Szén-dioxid csak glitkonat bontasakor
termelddik.) A 3:2 arany gyakran eltolodik, ugyanis a piruvat foszforilitikus hasitasa hangyasavra
¢s acetil foszfatra, valamint az acetil foszfat etanolra torténd redukcidja gyakran megvaltoztatja a
fermentaci6 egyensulydt az ecetsav, hangyasav ¢és etanol javara. Kis mennyiségben
borostyankdsavat is termelnek. Vajsav és propionsav termelésiik nem jellemzé [SCARDOVI,
1981; BIAVATI et al., 2000; DEGNAN & MACFARLANE, 1994].

TRINDADE ¢és munkatarsai (2003) egy szachardéz hasznositadsért felelds gén csoportot
azonositottak ¢és jellemeztek a B. lactis torzs esetén. Ez a csoport harom génbdl all: szachardz-
foszforilaz (ScrP), amely gliikoz-1-foszfatot és fruktozt eredményez; GalR-Lacl tipust

transzkripcids regulator (ScrR); szachar6z transzporter (ScrT).
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A szénhidrat fermentacié masik kulcs enzime a -galaktoziddz, amely mind a hidrolitikus, és
mind a transzgalaktozilacids reakcidkat katalizalja. A hidrolitikus aktivitadsanak a tejben 1évo
laktoz tartalom csokkentésében, a transzgalaktozilacids aktivitasanak a galakto-oligoszacharidok
szintézisében van szerepe [VENTURA et al., 2004].

2.3.6 Antibiotikum rezisztencia

Szamos publikacido foglalkozik a bifidobaktériumok antibiotikum rezisztencigjaval, illetve
érzékenységével, amelyekbdl kideriil, hogy ez erdsen torzsfiiggd tulajdonsag. A bifidobaktérium
torzsekre a legnagyobb gatlo aktivitast a p-laktam antibiotikumok fejtik ki. Altaldban a penicillin
G ¢s az amoxicillin esetében mérik a legkisebb gatlo koncentraciot (MIC), amely a
bifidobaktérium torzsekre mar hat [KHEADR ef al., 2004; MOUBARECK et al., 2005]. A
bifidobaktériumok még érzékenyek lehetnek cephalosporin-ra, bacitracin-ra, chloramphenicol-ra,
clindamycin-re, nitrofurantoin-ra, tetracyclin-re, pirlimycin-re ¢és novobiocin-ra. A
bifidobaktérium térzsek tobbsége rezisztens kanamycin, neomycin €s streptomycin, nalidixin sav,
polymixin B, gentamycin és metronidazol antibiotikumokkal szemben. A kanamycin-t és a
neomycin-t széles kdrben hasznaljak a bifidobaktériumok izolaldsdhoz tapkozegek szelektivvé
tételére [ TEMMERMAN et al., 2002].

KHEADR ¢s munkatarsai (2004) altal elvégzett vizsgalat jol mutatja a torzsek kozotti
kiilonbséget.  Erythromycin, chloramphenicol, tetracyclin, pirlimycin ¢és novobiocin
antibiotikumok  vizsgalata soran megallapitottdk, hogy a csecsem6bdl —szarmazod
bifidobaktériumok sokkal érzékenyebbek voltak a chloramphenicol-ra és a tetracyclin-re, mint a
kereskedelmi forgalomban 1év6 torzsek. Ezzel ellentétben volt néhany olyan kereskedelmi torzs,
mely érzékenyebb volt a pirlimycin-re, mint a csecsemd eredetii izolatumok. A novobiocin
esetében viszont a csecsemd eredeti izolatumok nagyobb érzékenységet mutattak, mint a
kereskedelmi torzsek.

Az antibiotikumok koziil a vancomycin-t emelném ki, amelynek a gatlo hatdsa kiemelkedden
fontos, mert az egyik az utolsé antibiotikumok koziil, amely széles hatasspektrummal rendelkezik
a klinikai fertézéseket okoz6 tobbféle gyogyszerre rezisztens patogénekkel szemben. A
vancomycin a glikopeptid antibiotikumok koz¢ tartozik, amely a sejtfalat alkotd peptidogliikan
szintézisét gatolja azaltal, hogy komplexet képez a karboxilcsoport végén 1évé D-alaninnal és igy
megakadalyozza a transzglikolizécios reakciot. A laktobacilluszok tobbsége rezisztens a
vancomycin-nel szemben, mert rendelkeznek vancomycin rezisztencia génnel, de ez
kromoszomalisan kodolt, ezaltal nem atadhaté [SALMINEN et al., 1998/b; REYNOLDS, 1989].
A bifidobaktériumok rezisztencidjaval kapcsolatban eltérd eredményeket talalhatunk.
CHARTERIS ¢s munkatarsai, (1998), illetve KHEADR és munkatarsai (2004) kozleményeikben
arrol szamolnak be, hogy a bifidobaktériumok rezisztensek a vancomycin-nel szemben, mig
masok [MOUBARECK et al., 2005; TYNKKYNEN et al., 1998] a vancomycin gatlé hatasat
irjak le. ZHOU ¢és munkatarsai (2005) csak B. lactis Bb-12 torzs esetében detektaltak

rezisztenciat.
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2.3.7 A bifidobaktériumok és a prebiotikumok kolcsonhatasa

A prebiotikumok olyan nem-emészthetd élelmiszer-osszetevok, melyek szelektiven tdmogatjak a
jotékony baktériumok szaporodéasat és aktivitdsat a vastagbélben, ezaltal eldsegitik az emberi
szervezet egészségének megdrzését [GIBSON & ROBERFROID, 1995]. Ezek éltalaban
oligoszacharidok, melyek egyszerii cukor monomerekbdl épiilnek fel, melyek szdma 3 és 10
kozott valtozhat. Ide tartozhatnak bizonyos fehérjék, peptidek és lipidek is. A szervezetben
kémiai szerkezetiikk miatt nem metabolizadlodnak, illetve nem szivodnak fel, a gyomor és az
emésztorendszer felsd részének enzimei nem hatnak ra, érintetleniil jutnak el a vastagbélbe
[BROWN et al, 1998; MODLER, 1994]. A prebiotikumok szelektiven fokozzak, illetve
serkentik azoknak a baktériumoknak (Lactobacillus, Bifidobacterium) szaporodasat a
vastagbélben, amelyek a prebiotikumokat monomerekre hidrolizaljak és ezeket szaporodasukhoz
felhasznaljak. E mechanizmus révén a prebiotikumok kedvezden befolyasoljak a bélmikrobiota
egyensulyat. Azon prebiotikus oligoszacharidokat, melyek elsdsorban a bifidobaktériumokat
tamogatjak, bifidus vagy bifidogén faktoroknak tekintik [GOMES & MALCATA, 1999]. A
prebiotikumok szdmos élelmiszerben eléfordulnak, ilyenek példaul a csicsdka- és cikoriagyokér,
a vOros-, poré- ¢és fokhagyma, az articsoka, a bab, a borsd, létezik még a zabpehelyben, a
buzaban, a bananban, a tejben és az érett sajtokban is. Itt kell megemlitenem az anyatej szerepét,
amelyben a laktéz utdn az oligoszacharidok vannak legnagyobb koncentracioban jelen,
melyeknek egy része erésen bifidogén hatasu, ezaltal segiti a Bifidobacterium tilstly kialakulasat
a csecsemo vastagbelében.

A prebiotikus hatdssal rendelkez6 OsszetevOkkel kapcsolatban is megfogalmazodtak elvarasok, a
tudomany, illetve az élelmiszeripar részérdl. (1) Az emésztérendszer felsd szakaszdban ne
hidrolizalédjanak és ne szivodjanak fel; (2) szelektiven fermentédljadk a vastagbélben honos
jotékony baktériumok; (3) indukaljanak olyan folyamatokat, melyek jotékonyan befolyasoljak a
bélmikrobiota egyensulyat, illetve a gazdaszervezet egészségét; (4) vizoldhatoak legyenek; (5) ne
kossék meg az asvanyi anyagokat, igy ne okozzadk azok kiiiriilését; (6) az élelmiszerekben
nemkivanatos érzékszervi elvaltozdsokat ne okozzanak; (7) fizikailag stabilak legyenek és
kedvezé allomanyt biztositsanak a terméknek [FOOKS et al.,1999; MUSSATTO &
MANCILHA, 2007; MANNING & GIBSON, 2004].

A szervezetre kifejtett hatasait in vitro és in vivo kisérletekben is igazolni kell. Szdmos klinikai
vizsgalatban bizonyitottdk a prebiotikumok hatasara bekovetkezett vastagbél-miikodés
valtozasait: csokkent a székrekedés ¢s a hasmenés eléfordulasa [GIBSON & WANG, 1994/a;
CUMMINGS & MACFARLENE, 2002]. A vastagbélben torténd fermentacidjuk révén
fokozddik a rovid szénldncu zsirsavak termelddése, amely pH csokkenést eredményez, és ezaltal
gatlodnak a koérokozéd baktériumok, mint pl. Clostridium perfringens, E. coli. Tovabba a rovid
szénlancl zsirsavak révén nd az ionizalt kalcium €s magnézium abszorpcidja. A prebiotikumok a
vastagbélbe jutva ozmotikus hatdsukndl fogva vizet szivnak vissza a béllumenbe, igy a nagyobb
mennyiségli folyadékban tobb ion oldodik és szivodik vissza. Ez csokkenti a csontritkulas
kockazatat, és fokozhatja a csont szilardsagat. Hasonlo hatas tételezhetd fel a vas, a magnézium
¢s a cink esetében is [NEESER & GERMAN, 2004; SCHOLZ-AHRENS et al., 2001].
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A bélnyalkahartya receptoraihoz valdé kotddésben versengést alakit ki a patogén és a jotékony
mikrobak kozdott. A jotékony bélmikroorganizmusok tevékenységének serkentésével kozvetlentil
stimuldlja az immunvalaszt (pl. ndveli az antitest koncentracidt, a makrofag aktivitast). A frukto-
oligoszacharidok csokkentik a triglicerid szintézisét a majban, emellett serkentik az inzulin
képzddését. A fermentacio sordn vajsav is termelddhet, ami pedig gatolja az apoptozist és véd a
bélrak ellen [[SOLAURI et al.,2004].

Ma mar szamos ¢lelmiszeripari termékben hasznalnak prebiotikum kiegészitést, féleg
tejtermékekben és csecsemOtapszerekben. Ezeken kivill még sok alkalmazas lehetséges, pl.
italokban, tésztdkban, siitdipari termékekben, zsiradékokban, szoszokban, husarukban, reggeli
cerealidkban, levesekben, siiteményekben, desszertekben. Egyre nagyobb a szinbiotikus termékek
térhoditasa, ahol a prebiotikumot és probiotikumot egyesitik egy termékben. Egyrészt a
probiotikus baktériumoknak jobb tulélési esélyt biztositanak, masrészt szinergista hatdsuk révén
kedvezObb élettani elonyok érhetdk el [HOLZAPFEL, 2002]. Prebiotikus 0sszetevot haromféle
modszerrel allithatnak eld kiillonb6z6 alapanyagokbol: ndvényekbdl torténd extrakcid €s tisztitas,
a poliszacharidok enzimes lebontasa és cukrokbol torténd enzimes szintézis segitségével.

A prebiotikumok csoportositdsdnak legéltaldnosabb modszere a kémiai szerkezetiik alapjan
torténd besorolasuk [CRITTENDEN & PLAYNE, 1996]. A kovetkezd prebiotikus hatast oligo-

¢s poliszacharidokat kiilonboztetjiik meg (2. tablazat).

2. tablazat A fobb prebiotikum csoportok és kémiai felépitésiik

Oligoszacharidok Molekulaszerkezet
Galakto-oligoszacharidok (TOS) (Ga),—Gu
Frukto-oligoszacharidok (FOS) (Fr),—Gu
Gentio-oligoszacharidok (Gu),
Izomalto-oligoszacharidok (Gu),
Izomaltuloz (vagy palatinoz) (Gu—Fr),
Laktul6z (LA) Ga—Fr
Laktoszukro6z Ga—Gu—Fr
Ciklodextrinek (Gu),
Malto-oligoszacharidok (Gu),
Szoja-oligoszacharidok (sztachioz és raffindz) | (Ga),—Gu—Fr
Xylo-oligoszacharidok (Xy)n

(Ga: galaktoz; Gu: gliikoz; Fr: fruktoz, Xy: xiloz)

Az utobbi években keriilt el6térbe a rezisztens keményitd szerepe, mint prebiotikus hatast
Osszetevd. Szamos kisérlet bizonyitotta, hogy nem emésztddik a vékonybélben és tdmogatja a
probiotikus baktériumok szaporodasat a vastagbélben [FERGUSON et al., 2000].

Eurdpaban ¢s Japanban leggyakrabban az inulint és a frukto-oligoszacharidokat hasznaljak
funkcionalis élelmiszerekben. A frukto-oligoszacharidok mellett a xylo-oligoszacharidokat
emelném ki, amelyek szerepe egyre nd, mert olcsod alapanyagokbodl eldallithatok és kémiailag
stabil vegyiiletek.
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2.3.8 A melanoidinek hatasa a bifidobaktériumokra

A Maillard-reakci6 egy bonyolult, tobbiranyt valtozds, amely végbemehet mind az
¢lelmiszerekben, mind a human szervezetben. A nemenzimes barnulas soran a monoszacharidok,
altalaban a redukald szénhidratok, szabad aminocsoporttal reagalva — megfeleld koriilmények
kozott — tobblépcsds reakciobdl allo  atalakulason mennek keresztiil és ennek révén
aromakomponensek és barna szinii pigmentek keletkeznek.

A Maillard-reakcio termékeinek biologiai aktivitasardl eltérd kozleményeket talalhatunk. Egyes
szerzOk in vitro tanulmanyaikban karos hatasokat (mutagén, karcinogén, citotoxikus)
tulajdonitanak ezeknek a termékeknek [YEN et al., 1993; VAGNARELLI et al., 1991], mig
masok antioxidans, antimutagén aktivitast tapasztaltak [CHEVALIER et al., 2001; BORELLI ef
al., 2002; WAGNER et al., 2002]. A vizsgalatokbol az is kideriilt, hogy Osszefiiggés van a
molekulatomeg ¢és a toxicitas mértéke kozott, azonban nem taldltak kapcsolatot a kémiai
szerkezet €s a toxikus hatas jellege kozott.

A nemenzimes barnuldsi folyamatnak azért van nagy jelentdsége, mert minden élelmiszerben
lejatszodhat megfeleld reakcid koriilmények kozott és csak egyes élelmiszer-technoldgia
folyaman elonyos (pl. kaveéporkolés, kenyérsiités), mas esetben (pl. szdritott és piritott
¢lelmiszerek) viszont hatranyos a szin- és az aromavaltozas. Melanoidinek naponta jelentds
mennyiségben jutnak az emberi bélrendszerbe, ezzel szemben azonban kevés informacionk van a
vastagbélben torténd metabolizmusukrol, illetve a bélmikrobiotara kifejtett hatasukrol.

AMES ¢s munkatarsai (1999) szerint a melanoidinek haromféle hatast fejthetnek ki a
bélmikrobiotara: (1) toxikus hatast, (2) tapanyagként szolgalhatnak a bélbaktériumok szamara,
(3) a fém ionok megkdtésével korlatozhatjdk azok biofelhasznalhatosagat. Kisérleteikben
gliikoz+1izinbdl készitett szintetikus melanoidinek erjeszthetdségét vizsgaltadk. Eredményeik
alapjan nétt az 6sszanaerob szam, szignifikdnsan valtozott a Clostridium-ok, a Bacteroides-ek és
a Bifidobacterium-ok szama a 24 Oras erjesztési id0 alatt. Nem tapasztaltak novekedést
laktobacilluszok esetén. A Maillard termékek patkdny modellben torténd etetése a
lactobacilluszok szaménak noévekedését okozta, mig az FEnterococcus, a Coliform ¢és a
Clostridium koncentraciora nem volt hatidssal (nem vizsgéltak a Bifidobacterium szamot)
[GERRARD, 2006]. O’BRIEN ¢s MORRISSEY (1989) szerint a Maillard-reakcié termékeknek a
bélmikrobiotara gyakorolt hatdsa hasonld lehet, mint a laktéznak és mas gyengén emészthetd
szénhidratnak. A vastagbélben lebomlott melanoidinek ezen feliil szerepet jatszhatnak az egyéb

étrendi komponensek megkotésében és/vagy felszabaditasaban.

2.4 Probiotikumok antagonista hatasa és bakteriocin termelése

A fermentélt ¢élelmiszerek készitéséhez alkalmazott tejsavbaktériumok (Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus ¢és Leuconostoc) szamos térzse mutat erdteljes
antagonizmust mas baktériumokkal szemben, koztiikk sajat nemzetséglik képviseldivel, illetve
nem rokon romlast okoz6 mikroorganizmusokkal és patogénekkel szemben. A tejsavbaktériumok
mellett szdmos bifidobaktérium torzsrdl is bizonyitottak, hogy gatoljak més mikroorganizmusok
szaporodasat [BIAVATI et al., 2000]. Antagonista hatast tapasztaltak szamos korokozdval
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szemben: Listeria, Salmonella, Clostridium, Campylobacter, Shigella ¢és Vibrio cholerae
[GIBSON & WANG, 1994/b].

A gatlast sok esetben szerves savak (elsésorban tejsav €s ecetsav), hidrogén-peroxid, vagy az
anyagcsere soran keletkezd melléktermékek okozzak. Néhany esetben azonban kimutattdk, hogy
a gatlasért bakteriosztatikus vagy baktericid hatassal rendelkez6 fehérjék (bakteriocinek) lehetnek
a felelosek [VANDENBERGH, 1993; SERVIN, 2004; MAKRAS & DE VUYST, 2006]. A
klasszikus definicid szerint, amit Tagg ¢és munkatarsai fogalmaztak meg 1976-ban, a
bakteriocinek mikroorganizmusok széles kore altal termelt fehérjék, amelyek baktericid hatdsuak
korlatozott szamu kozeli rokon torzzsel szemben [HARLANDER, 1993]. A bakteriocinek koziil
néhany széles hatdsspektrumot mutat, bar a legtobb csak a Gram-pozitiv mikroorganizmusok
szamara gatl6 hatasu [DABA et al., 1991].

2.4.1 Bakteriocinek sajatossagai és a szerepiik

A bakteriocint a tejsavbaktériumokon és a Bifidobacterium nemzetséghez tartozd egyes torzseken
kiviil még szdmos baktérium (Bacillus, Brevibacterium, Clostridium, Corynebacterium, Listeria,
Mycobacterium, Staphylococcus, Pseudomonas és Carnobacterium) termel, adott fajon beliil akar
tobb tiz vagy akar tobb szaz kiilonbozo tipust [RILEY & WERTZ, 2002]. A bakteriocinek
lehetnek kicsi, néhany ezer dalton molekula méretii fehérjék, vagy Osszetett szerkezetlek,
amelyek 10° Da-nal is nagyobb méretii alegységbol allnak szénhidrat vagy lipid ligandumokkal.
Altaldban kationok (tal sok lizil és arginil csoporttal rendelkeznek), 12-45 aminosavbol allo,
polaros ¢€s apolaros részeket tartalmazd molekuldk. Tobbnyire vizes oldatban nem alkotnak
egységes szerkezetet, de egyes oldoszerekben (pl. trifluoretanol) vagy anionos foszfolipid
membrannal a-hélix szerkezetet alakitanak ki. Néhany peptid diszulfid hid vagy kovalens kotése
folytan hurok szerkezetet alkot [MOLL et al., 1999]. A bakteriocinek heterogenitasat tiikkrozi,
hogy aktivitasuk optimalis feltételei, hatdismechanizmusuk, szintézisiik optimalis koriilményei és
genetikai alapjuk igen kiilonbozdek. A bakteriocin termeld torzsek immunitast fejlesztettek ki
sajat gatld hatdsukra nézve, és az immunitasért felelds gének altalaban a termelésért felelds
génekhez kapcsoltak.

Elséként 1925-ben az E. coli éltal termelt antimikrobas hatdsu anyagot, a kolicint izolaltak. Majd
1928-ban fedezték fel a Lactococcus lactis subsp. lactis altal termelt nizint, amelynek hasznalatat
a WHO (World Health Organization) 1964-ben engedélyezte (az EU-ban és az Egyesiilt
Allamokban GRAS stituszt kapott), mint természetes élelmiszertartositot [MONTVILLE &
KAISER, 1993; HANSEN, 1993]. A nizin egy pentaciklikus peptid (34 aminosav alkotja), ami
harom szokatlan aminosavat tartalmaz: dehidroalanint, lantionint ¢és [-metil-lantionint,
molekulatomege pedig 3510 Da. Az o-kimotripszin inaktivalja, de ellenall a pronaznak, a
tripszinnek és savas korlilmények kozott a hé hatdsanak (100°C, 10 perc). A nizin hatisos a
Gram-pozitiv patogénekkel szemben és meggatolja a Clostridium €és Bacillus sporak kicsirazasat.
Hasznéljak sporaképzé mikroorganizmusok ellen Omlesztett sajtokban, konzervekben é&s

melegitdpultban tartott siitdipari termékben, tej eltarthatésdganak novelésére, pasztérdozott sonka,
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kolbaszok eldallitasanal és modositott atmoszféraba csomagolt friss husok Clostridium botulinum
elleni védelmére [HANSEN, 1993; VANDENBERGH, 1993].

Kiilonbozd tejsavbaktériumok 4ltal termelt bakteriocineknek fontos szerepiik van, mint
antimikrobas anyagoknak az élelmiszerek bioldgiai tartositasaban [DAESCHEL, 1993]. E
bakteriocinek harom vagy négy f6 csoportba oszthatok [CLEVELAND et al., 2001; GARNEAU
et al., 2002; MOLL et al., 1999]. Az osztalyokat a 3. tablazatban mutatom be. A IV. osztaly
azokat a bakteriocineket tartalmazza, amelyek nagy komplexeket alkotnak mas
makromolekulakkal. Azonban ilyen tipusu bakteriocint még nem hatéroztak meg, igy j6 ok azt
hinni, hogy ez a tipusu bakteriocin egy “miitermék,, és a bakteriocinek kationos ¢és hidrofob

tulajdonsaga eredményezi az ilyen komplex szerkezet 1étrejottét [JIMENEZ-DIAZ et al., 1995].

3. tablazat Bakteriocinek csoportositasa és jellemzoi

Osztalyok Tulajdonsagok Példak

I. osztaly Riboszomalisan szintetizalt peptidek, amelyek post-
(lantibiotikumok) | transzlacidos moédosulason mennek keresztiil.

Kis molekulatomegiiek (<5 kDa), és molekulan beliil
lantionint, B-metil-lantionint (tioéter gytrtik)

tartalmaznak.
la Megnyult, kationos, porusokat 1étrehozé peptidek. Nizin A, Nizin Z,
1b tipushoz képest flexibilis molekulak. Epilancin, Subtilin
1b Enzim inhibitorok és immunologiailag aktiv peprtidek | Mersacidin
Gomb szerkezetliek, semleges vagy negativ toltéssel
rendelkeznek.
I1. osztaly Kis molekulatomegii héstabilis peptidek

(< 10 kDa), lantionineket nem tartalmaznak. Kizarolag
nem-modositott aminosavak alkotjdk. Riboszdémalisan
szintetizalodik, mint inaktiv prepeptid, amely az N-
terminalis vezér peptidjének (szekvencidjanak) a poszt-
transzlacids hasadasaval aktivalodik.

1la Listeria-aktiv peptidek. N-terminalis végiikon azonos | Pediocin PA-1,
aminosav szekvencia-részletet tartalmaznak (Tyr-Gly-|Leucocin A,
Asn-Gly-Val-Xaa-Cys). Sakacins A és P
1Ib Két kiilonboz peptidbél épiilnek fel. A teljes | Thermophilin 1,
aktivitasuk eléréshez mindkét peptidre sziikség van. Plantaracin K
1lc A sejtek  altalanos  szekrécios rendszere  altal | Divergicin A,
kivalasztodo bakteriocinek. Enterocin P
11d II. osztalyba tartozok, melyek egyik csoportba sem | Carnobactericin A,
sorolhatok. Acidocin 8912
II1. osztaly Nagy molekulaja (>30 kDa), hore érzékeny proteinek. | Helveticin J
Acidophilucin A
IV. osztaly Osszetett bakteriocin, amely lipid és szénhidrat részeket
hordoz.
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2.4.2 Bakteriocinek bioszintézise

A Dbakteriocineket gyakran tévesen egy csoportba soroljdk az antibiotikumokkal. Az
antibiotikumok a bakteriocinekkel szemben madasodlagos anyagcseretermékek ¢€s nem
riboszoémalisan szintetizalt anyagok [CLEVELAND et al., 2001]. Ambar szamos antibiotikum,
mint a vancomycin aminosavakbdl épiil fel, de enzimesen szintetizaloédnak. A bakteriocinek
termelésének génjei altalaban operonban szervezddnek. A legjobban tanulméanyozott operonok a
lantibiotikumok operonjai, amelyekben szdmos homolog gén taldlhaté [KLAENHAMMER,
1993; ENTIAN & DE VOS, 1996].

A bakteriocin termelést kodold gének leggyakoribb esetben a plazmidon helyezkednek el, mint
példaul a kolicin vagy az epidermin [SCHNELL et al., 1988], vagy a kromoszéman taldlhatok
[ALTENA et al., 2000; DIEP et al., 1996], mint példaul a szubtilin [BANERJEE-HANSEN,
1988] vagy nukledz pyocinok esetében. Viszont az is el6fordulhat, hogy a gének mind a
plazmidon, mind a kromoszéman (pl. Serratia marcesens bakteriocinjai) helyezkednek el
[RILEY & WERTZ, 2002]. Ujabban kimutattak, hogy transzpozonon is eléfordulhatnak, mint
példaul a lactacin 481 [DUFOUR et al., 2000]. Jellemzden 8-12 gén kodolja a Gram-pozitiv
bakteriocint, mig 2-3 a kolicint. A termelés szabalyozédsa tipikusan a novekedési fazis alatt
és/vagy quorum sensing szabalyozassal valosul meg [RILEY & WERTZ, 2002; NOGRADY et
al., 2000]. A termel6 torzsek génjeiben kodoltak a szerkezeti peptidek [RAUCH & DE VOS,
1992], azok a fehérjék, amelyek aktivitdsért [ENGELKE et al., 1992] és a szabalyozasért
[KLEIN et al., 1993] felelosek, illetve a transzport fehérjék [KLEIN et al., 1992]. Tovabba azok
a fehérjék, amelyek biztositjdk a termeld torzs szdmara az immunitast [ENGELKE et al., 1994;
KLEIN & ENTIAN, 1994]. P¢ldéaul a plantaricin rendszer génjei tobbféle bakteriocint kodolnak,
amelyek megosztoznak a szallitd és a szabalyozd rendszereken, ennek ellenére minden egyes
bakteriocinnek meg van a maga hozzarendelt immunitdsi rendszere [DIEP et al, 1994]. Az
immunitas fehérjét kodold gén altaldban a bakteriocin szerkezeti génjével azonos operonban
helyezkedik el és gyakran kozvetleniil mellette talalhato. A lantibiotikumok immunitasat
vizsgalva kezdetben azt gondoltak, hogy egy gén kdédolja az immunitas fehérjét, mint pl. nis/
nizin vagy spal a subtilin esetében. Azonban ugy tlinik, hogy ezen bakteriocinekkel szembeni
immunitast tobb fehérje egylittes hatdsa eredményezi [KLEIN & ENTIAN, 1994].

A bakteriocinek legnagyobb részét az ABC transzportrendszer juttatja a sejten kiviilre. Ez aldl
kivételt képez néhany II. osztdlyba tartozd bakteriocin, amelyeket a sejtek szekrécios-rendszere
valaszt ki [NES et al., 1996].

2.4.3 Bakteriocinek gatlomechanizmusa

Szadmos bakteriocin hatdsa abban nyilvdnul meg, hogy az érzékeny baktériumok citoplazma
membranjan poérusokat alakit ki, mig egyesek a fogékony sejtek esszencidlis enzimeinek
aktivitasat gatoljak [SERVIN, 2004]. A membranban 1étrejott pérusok révén megvaltozik a
transzmembran potencidl és/vagy a pH gradiens, aminek eredményeképpen a sejtanyagok
(molekulak, ionok) kidramlanak a sejtb6l [McAULIFFE et al., 2001]. Egyes esetekben
megfigyelték azt is, hogy a bakteriocinek hatasara gatlodott a DNS €s az RNS szintézis, illetve a
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fehérjeszintézis [CLEVELAND et al.,, 2001]. A bakteriocinek aktivitasat gyakran hasonlitjak a
bakteriofagok talpi részének, vagy a szexpilusoknak €s az un. kompetencia faktoroknak a
hatdsdhoz, amelyek ugyancsak a sejtfallal, illetve a citoplazma membrannal 1épnek specifikus
kolesonhatasba. Feltételezik, hogy a sejtfeliilet anionos polimerjei (mint a teichoinsav és LTS) és
a kationos bakteriocinek kozott jon 1étre a legelsd kolcsonhatas [MOLL et al., 1999; GARNEAU
et al., 2002]. Ez fontos szerepet jatszik a II. osztalyba tartozo bakteriocinek tobbségénél, melyek
nagy része nem képes porusok kialakitasara. A bakteriocin molekuldk csak egy kritikus szam
utan 1épnek kapcsolatba a membrannal, amibe beilleszkednek, és egy éket alakitanak Kki.
Ideiglenesen tonkremegy a membrén az intenziv foszfolipid mozgas kdvetkeztében, megnd az
ateresztoképesség, kiaramlanak a sejtanyagok és megsziinnek a sejt €letfunkcioi [MOLL et al.,
1999; EIJSINK et al., 2002]. A porusokat létrehozd bakteriocinek esetén a hidrofob rész ugy
¢épiilhet be a membranba, hogy a bakteriocin molekula merélegesen behatol a membranba és ott
kialakit egy egész membrant athidald ioncsatornat [DRIESSEN et al., 1995].

crer

foszfolipid Osszetétele és a kornyezet pH-ja [CHEN et al., 1997/a,b].

2.4.4 Bifidobaktériumok antimikrobas hatasa — bakteriocinek termelése

Szadmos tanulmanyban foglalkoztak a bifidobaktériumok altal termelt fehérjetermészetii anyag
gatlo hatasaval, illetve, hogy milyen szerepet kap e baktériumok altal kifejtett gatlasban, de még
mindig hidnyosak és olykor ellentmondoéak a rendelkezésre allo ismeretek [MEGHROUS et al.,
1990; GIBSON & WANG 1994/b; MAKRAS & DE VUYST, 2006]. Egyes vélemények szerint
csak a savtermelésnek koszonhetd a gatld hatas. Ezt az allaspontot képviseli IBRAHIM ¢és
BEZKOROVAINY (1993) is, akik bifidobaktérium tipustorzsek feliiliszojanak antagonista
hatésat vizsgaltak. Azt tapasztaltdk, hogy mig azok a feliiluszok, melyek pH-jat nem valtoztattak,
minimalisra szoritottdk az E. coli novekedését, ezzel szemben a semlegesitett feliiliszok csak
csekély mértékben vagy egyaltalan nem fejtettek ki gatlast. O’RIORDAN ¢és FITZGERALD-nak
(1998) sem sikeriilt gatldoanyagot kimutatni a sejtmentes feliiliszoban, viszont spot moédszer
alkalmazaséval, ahol bifidobaktérium szuszpenzidt hasznaltak, tapasztaltak gatlast. Az aktivitast
mutatd torzsek majd mindegyike gatolta a Clostridium tyrobutyricum, Lactobacillus innocua,
Staphylococcus aureus fajokat, néhany térzs gatolta a Lb. acidophilus-t, illetve a Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus-t. A gétlas szignifikdnsan csokkent, mikor pH bedllitott taptalajt hasznaltak.
Vizsgalataik alapjan két torzs esetében (B. infantis NCFB 2255, B. breve NCFB 2258)
tapasztaltak antibakteridlis OsszetevOk jelenlétét, de a gatlas nem volt stabil. Azonban meg kell
jegyezni, hogy GIBSON ¢s WANG mar 1994-ben szamos olyan bifidobaktérium feliilisz6jaban
detektalt gatld aktivitast, amelyek szerepeltek O’RIORDAN ¢és FITZGERALD (1998)
kisérleteiben. A kapott kiilonbségek talan a tapkozeg vagy mas kornyezeti koriilményekkel
magyarazhatok. Tovabba O’RIORDAN ¢és FITZGERALD (1998) ugy véli, hogy egy indukcios
faktor sziikséges a gatldanyag termelés beinditdsdhoz és ennek hianya okozhatta a feliiluszonal

tapasztalt negativ eredményt.
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GIBSON ¢s WANG (1994/b) kisérletében B. infantis semlegesitett feliiluszéjat adtak PYG
(peptone yeast glucose) leveshez, melyet aztan 1 ml indikator torzzsel oltottak be. Az inkubalas
alatt mérték a sejtnovekedést 650 nm-en és gatlast figyeltek meg: Bacteroides fragilis, E. coli, CI.
perfringens torzsekkel szemben. Tovabba azt is vizsgéltdk, hogy a B. infantis torzs altal termelt
anyagcseretermékek hogyan befolyasoljak a vizsgalt ClL perfringens és az E. coli torzsek
szaporodasat. Ennek a vizsgalatnak a megvalodsitasdra két membran kapcsolt kemosztatot
hasznaltak, vagyis a két bioreaktor kozott egy szemipermedbilis membrant (0,2 um porusméretit)
helyeztek el. Az elsé esetben csupan pH=7,0-es, mig a masodik esetben pH=5,3-as tapkozeggel
taplaltdk a teszttorzseket tartalmazd kemosztatot, végiill a harmadik esetben pH=5,3 értéken
szabalyozott bifidobaktérium kultura sejtmentes tenyészlevével taplaltdk a masodik teszttorzseket
tartalmaz6 kemosztatot. Mind a CI. perfringens és az E. coli sejtkoncentracid csokkent, amikor a
pH-t 7-r6l 5,3-ra csokkentették, és tovabbi gatlast tapasztaltak, amikor a bifidobaktériumok
sejtmentes tenyészlevével tortént a betaplalas. Ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
bifidobaktériumok szintetizalnak valamilyen gatld6 komponenst. Ezutan B. infantis kultira
feliiluszojabol metanol-aceton extrakciéval vontak ki a bioaktiv anyagot, majd kiilonb6z6
modszerekkel tisztitottdk (Sephadex gélszlirés, TLC), melynek soran megéllapitottak, hogy az
aktivitassal rendelkez6 frakciok kozil a legnagyobb aktivitassal bird frakcido nem tartalmazott
ecet- €s tejsavat, igy az antimikrobés hatds mas anyagcsereterméknek tulajdonithat6.

LIEVIN és munkatéarsai (2000) és TOURE és munkatarsai (2003) az eredményes spot modszer
utan koncentralt feliiliszot alkalmaztak a tovabbi gatlo hatds kimutatasara. LIEVIN és
munkatarsai (2000) Sa. Typhimurium ellen mutattdk ki fagyasztva szaritassal 2,5-szeresére
koncentralt Bifidobacterium spp. CAl ¢és F9 torzsek (csecsemd izolatumok) feliiliszoinak
antibakterialis hatasat. Tovabba bizonyitottdk, hogy a két bifidobaktérium torzs (CAl, F9)
antimikrobialis anyagot valaszt ki a taplevesbe. A feliiluszok fehérje frakcigjat ammonium-
szulfatos kicsapassal tavolitottak el, majd a lipid frakciot kloroform-metanol extrakcidval nyerték
ki, mely aktivitdst mutatott. A fehérjetermészetii antimikrobialis komponens molekula tomegét
kisebb, mint 3500 Da-ra becsiilték.

TOURE és munkatarsai (2003) amikor a feliilaiszot tizszeresére koncentraltik, akkor harom
csecsemdbdl szarmazd (RBL 67, RBL 68, RBL 70) ¢és négy torzsgylijteménybdl szarmazod
(B. animalis 27536, B. adolescentis 15704, B. bifidum 15696, B. infantis 15697) bifidobaktérium
esetében tapasztaltak gatld aktivitast tobb Listeria monocytogenes torzsnél. (Osszesen 34
csecsemdbdl izolalt és 10 torzsgyiijteménybdl szarmazo6 bifidobaktériumot vizsgaltak.) A gatlo
hatas akkor sem tlint el a csecsemObdl szarmazo izolatumok koncentralt feliiliszoja esetében,
amikor 100°C-on 5 percig hokezelték, &m amikor pronaz-E-vel, illetve proteinaz-K-val kezelték,
a gatld hatas megsziint. A lizozimes kezelés nem volt hatassal az aktivitasra. Ezek utan az RBL
67, RBL 68, RBL 69, RBL 70, RBL 85 ¢és a B. infantis 15697 torzsek liofilizalt feliillusz6jabol
metanol-aceton extrakcioval vontdk ki az antimikrobidlis anyagot. Az extraktumok antagonista
hatasat szintén agardiffuzios modszerrel vizsgaltak, melynek sordn kideriilt, hogy e torzsek
hdstabilis, fehérjetermészetli, antimikrobidlis komponenst termelnek, mely komponensek

metanol-aceton extrakcioval kinyerhetdk.
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GAGNON ¢és munkatarsai (2004) kétrétegi spot modszer modositasaval vizsgaltdk a tiz
torzsgytijteménybdl és 6t csecsemoObdl szarmazo bifidobaktérium torzs E. coli O157:H7 ellen
kifejtett gatld hatdsat. A moddszer soran natrium-bikarbonattal kiegészitett MRS agart
alkalmaztak, amely révén a gatlasi zondk mérete ugyan csdkkent a kiegészités nélkiilihez
viszonyitva, de nem tlintek el, ami azt jelenti, hogy nem a savtermelés az egyetlen faktor, ami
felelds a gatlasért.

COLLADO ¢s munkatarsai (2005) 24 altaluk izolalt Bifidobacterium torzs szlirését végezték el a
lehetséges fehérjetermészetii gatlokomponens kimutatasara. A kisérleteikben LIEVIN és
munkatarsai (2000), TOURE és munkatarsaihoz (2003) hasonldéan koncentralt feliiliszokat
hasznaltak. Hat Bifidobacterium torzs (BIR-0304, BIR-0307, BIR-0312, BIR-0324, BIR-0326,
BIR-0349) mutatott a vartnal szélesebb gatlospektrumot a Gram-pozitiv (pl. Ec. faecium,
L. monocytogenes, St. aureus, CIl. difficle, Brochotrix thermosphacta), Gram-negativ
baktériumokkal (pl. Sa. Typhimurium, Enterobacter aerogenes, H. pylori) €s élesztovel (Candida
albicans) szemben. A Gram-negativ baktériumokkal és élesztovel szembeni gatlds nem altalanos
jellemzéje a Gram-pozitiv baktériumbol szarmazd antimikrobidlis Osszetevonek. A hat torzs
antagonista aktivitasat bakteriocin tipusu molekuldval hoztadk Osszefiiggésbe, amely aktiv volt
pH=3 és 10 kozatt, stabil maradt 100°C-on 10 percig torténd hdkezelés utan, tovabba a-amilazzal
¢s lipaz A-val kezelve megtartotta aktivitasat, de proteindzokkal (tripszin, proteinaz K, protedz A,
pepszin, cathepsin) kezelve inaktivva valt. A BIR-0304, BIR-0307 BIR-0326 ¢és BIR-0349
jelzésu Bifidobacterium torzsek altal termelt komponens molekulatomege kevesebb, mint 10 kDa
volt, amely jellemz6 az 1. és a II. osztadlyban 1évd bakteriocinekre, mig BIR-0312, BIR-0324
torzsek esetében a molekulatomeg 10 és 30 kDa kozott volt. A molekulatomeget tekintve
felmertilhet az a kérdés, hogy az utobbi két torzs altal termelt antimikrobas peptidek és a III.
osztalyba tartoz6 bakteriocinek kdzott van-e valami 6sszefliggés, de ezt a cikk szerz6i nem tartjak
valosziniinek. Ezt tdmasztja ala a torzsek bakteriocinjdnak hdstabilitasa is, ugyanis a III.
osztalyba holabilis peptidek talalhatok.

Az altalam bemutatott példak alapjan (tovabbiakat is lehetne még emliteni: FUIIWARA et al.,
1997, 1999; LEE et al, 2003; TREJO et al., 2006) levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a
Bifidobacterium-ok antagonista hatasdban részt vesznek az altaluk termelt fehérjetermészetii
komponensek. Azonban csak két irodalmi adat van, ahol a gatld6 komponenst (bakteriocint)
konkrétan megnevezték. 1984-ben ANAND ¢és munkatarsai izoldltdk a ”bifidin,,-t, azt a
B. bifidum NCDO 1452 altal termelt bakteriocint, mely gatolta az E. coli, Bacillus cereus,
St. aureus, Micrococcus flavus, Pseudomonas fluorescens novekedését. Majd YILDIRIM-nek és
JOHNSON-nak (1998) sikertiilt kimutatniuk egy, a B. bifidum NCFB 1454 4ltal termelt inhibitort,
melyet bifidocin B-nek neveztek el. Meg kell jegyezni, hogy val6jaban a bifidocin B az egyetlen,
olyan bifidobaktérium altal termelt bakteriocin, amelyet sikeriilt kitisztitani, jellemezni és
gatlohatasat bizonyitani a Listeria, az Enterococcus, a Bacillus, a Lactobacillus és a Pediococcus

fajokra. Gram-negativ baktériumokra nézve nem mutat gatlo hatast.
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Bifidocin B

Az aktivitas vizsgalatok azt mutattak, hogy a B. bifidum NCFB 1454 torzs antimikrobidlis anyag
(bifidocin B) termelddése az exponencidlis szakasz vége felé indult be, és a maximalis aktivitasat
(3200 AU/ml) a késo logaritmikus €s a korai stacioner fazisban érte el 12-18 ora elteltével. (18-72
oras inkubalas elteltével a felére csOkkent a bakteriocin aktivitdsa. Ennek egyik lehetséges
okaként az idékozben aktivizalodott endogén extracellularis protedazokat nevezték meg.) Az
antimikrobidalis anyagot 70%-o0s ammonium-szulfatos kicsapéssal nyerték ki feliiliszobol, majd a
kapott bifidocin B preparatumot dializaltdk desztillalt vizzel szemben. Gélelektroforézissel
(SDS-PAGE) kimutattak, hogy a gatloanyag tomege 3,3 kDa koriil lehet. Plazmid DNS izolalas
soran megallapitottdk, hogy a bifidocin B-t termeld sejt két plazmiddal rendelkezik, az egyik 8
kb, a masik 17 kb nagysagl. Olyan mutdnsokat hoztak létre akriflavin segitségével, melyek
elvesztették bakteriocin-termeld képességiiket (Bac’), de immunisak maradtak vele szemben. A
mutacié soran elvesztették a 8 kb-nyi plazmidot, igy feltételezhetd, hogy ezen a plazmidon
helyezkednek el a bifidocin B termelést kodold gének [YILDIRIM et al., 1999]. Aminosav
szekvencia vizsgélat kimutatta, hogy a bifidocin B 36 aminosavat tartalmazd polipeptid lancbol
all, és pontosan 4432,9 Da a molekulatomege. Ezek alapjan a bifidocin B-t a bakteriocinek II.
csoportjaba soroltak.

A bifidocin B preparatum megodrizte aktivitdsat —20°C-on vagy —70°C-on 1 vagy 3 hodnapig.
Ellenallt a hdkezelésnek (90°C, 15 min), aktiv volt pH=2-10 kozott. Savas koriilmények kozott
viszont stabilabb, mint ligos tartomanyban. Nem tartalmaz lipid és szénhidrat részeket, ezeknek
nincs szerepe az inhibicidban, mivel lipazzal, amildzzal, dextranazzal, celluldzzal ill. szerves
oldoszerekkel végzett kezelés nem okozott észlelhetd aktivitasvesztést. Protein természetii lehet,
ugyanis tripszin, a-kimotripszin, papain, protedz és pepszin aktivitdsvesztést eredményezett.

A bifidocin B kotodését vizsgaltdk Lb. plantarum sejtekhez. Kideriilt, hogy kotédése a
Lb. plantarum sejtekhez pH fliggd (maximalis rogziilés pH=5,0-7,0), de a hoémeérseklettol
(0-95°C) ¢és az 1d6tdl fiiggetlen. Tovabba olddszeres és enzimes vizsgéalatokkal kimutattdk, hogy
csak a Gram-pozitiv torzsek sejtjeivel jott létre az adszorpcid. Ennek oka az lehet, hogy csak a
Gram-pozitiv baktériumok rendelkeznek LTS-sel, amelynek szerepe van a bakteriocin
kotdédésében. Ez azt is igazolja, hogy miért nem mutat a bifidocin B gatlo hatast Gram-negativ

baktériumok ellen.

2.4.5 Bakteriocinek hasznositasa az élelmiszeriparban

A bakteriocinek felhasznalasa az élelmiszeriparban kétféleképpen lehetséges. Egyik lehetdség a
bakteriocintermeld tenyészet hozzaaddsa nem fermentalt termékhez, illetve ilyen starterkultarak
felhaszndlasa a fermentdlt élelmiszer eldallitdsa soran. A tejsavbaktériumokat széles korben
hasznaljak fermentalt tej- ¢és hustermékek, illetve zoldség készitmények eldallitasara. A
bakteriocin termeld torzsek pedig novelhetnék ezeknek a termékeknek a biztonsagat, mivel
tobbrdl is kimutattdk, hogy gatld hatassal van olyan Gram-pozitiv patogénekre, mint a L.
monocytogenes, a St. aureus ¢és a Cl. botulinum. Masik lehetdség, hogy a fermentacioval

termeltetett bakteriocint a tisztitds utan konzervaloszerként adjak az €lelmiszerhez, hogy gatoljak
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az ¢lelmiszer eredetli patogéneket és a romlast okoz6 mikroorganizmusok tevékenységét. Szadmos
bakteriocin ellendll az ¢lelmiszer eldallitdsban hasznalatos viszonylag nagy homérsékletek
inaktivald hatasanak, és miikodésképes széles pH tartomanyban. A bakteriocint altalaban
inaktivaljak az emberi emésztérendszerben taldlhatd proteolitikus enzimek, és igy lebontddik,
mint barmely mas fehérje. A bakteriocinek nem mérgezoek, szagtalanok, szintelenek ¢€s iztelenek
[DAESCHEL, 1993; HARLANDER, 1993; CLEVELAND et al., 2001].

A bakteriocinek mas tartdsitasi eljarasokkal egyiitt is hasznalhatok. Példaul a szén-dioxid, a nagy
hidrosztatikus nyomas vagy a pulzalo elektromos mezd és a bacteriocin kombinalasa szinergens
hatast mutatott a csokkenteni kivant baktériumokra nézve [ALPAS & BOZOGLU, 2000; POL et
al., 2000; NILSSON et al., 2000].

Mivel a bakteriocinek hatidsossagat nagyban befolyasolja az élelmiszer matrix, minden egyes
¢lelmiszer rendszerre sziikséges meghatarozni a bakteriocin tartdsitas hatékonysagat. (Példaul a
zsirok csokkentik, mig a natrium-klorid, szerves savak novelik a bakteriocinek géatlé hatasat.)
Ertékelni kell az oldhatosagot, a stabilitast, az érzékszervi hatast, a ho- és a pH toleranciat, a
gatolt mikroorganizmusok tipusat és szdmat, minden egyes bakteriocinre, minden élelmiszerben a
kiilonbozd tarolasi koriilmények kozott [HARLANDER, 1993].

Annak ellenére, hogy a nizin az egyetlen elfogadott illetve engedélyezett bakteriocin, nagy
érdeklddés van az €lelmiszeripar részérdl mas hasonlo tulajdonsagokkal bird és széles spektrumu
gatld hatast mutatd bakteriocinek irant. Az irodalomban mar javaslatot tettek szdmos mas
bakteriocin élelmiszeripari alkalmazasara. Ezeket CLEVELAND ¢és munkatarsai (2001)

Osszegezték, amelyet a 4. tablazatban mutatok be.

4. tablazat Bakteriocinek, mint természetes élelmiszertartdositok javasolt alkalmazasai

Bakteriocin Alkalmazas Hatas
A termel6 Lb. plantarum WHE9?2 torzset a A permetezés megakadalyozta a
Pediocin AcH | Munster sajt feliiletére permetezték az érlelési L. monocytogenes szaporodasat
periddus elején
A termel0 Ec. faecalis torzset starterkultiraként A torzs gatolta a Listeria monocytogenes
Enterocin 4 alkalmaztdk a Manchego sajt gyartasa soran Ohio szaporodasat, viszont a Listeria
monocytogenes Scott A torzsét nem
A termel6 Brevibacterium lines torzset 107 sejtszam csokkenést okozott a
Linocin M-18 | starterkulturaként alkalmaztak a rtzsfloraval érd bakteriocin a Listeria ivanovi és a L.
sajt érlelése soran monocytogenes esetében
A piscicolin 126 hasznalata a L. monocytogenes Sokkal hatasosabb volt, mint a kereskedelmi
Piscicolin 126 | szaporodasanak megakadalyozasara, fliszeres forgalomban elérhet6 bakteriocinek
sonka pastétomban
Lactocin 705 Lactocin hasznalata marhahtsban L. Gatolta a L. monocytogenes novekedését a
monocytogenes szaporodasanak gatlasara hasban
A pediocin termeld Pediococcus acidilactici térzs | Pediococcus acidilactici (Ped") starterkultira
Pediocin AcH felhasznalasa L. monocytogenes gatlasara alkalmazasa erételjeseq csfikkeqtette al. ’
monocytogenes csiraszamat a csirke kolbasz
gyartasa soran
Pediocin Pediocin operon kifejezése a Saccharomyces Bor Va!amint stitéipari termékek tartositasara
cerevisiae tOrzsben potencialisan alkalmas
Pediocin AcH Pediocin preparatum hozzdadasa nyers csirkéhez 28 napig, 5 °C:op gatolta a L. monocytogenes
torzs novekedését
. P. acidilactici (Ped") torzs alkalmazasa Jelentésen hozzajarult a L. monocytogenes
Pediocin PA-1 . 1 1x . N .. . U
starterkultiraként kolbasz érlelése soran torzs novekedésének gatlasdhoz
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2.5 Bifidobaktériumok szoveti adherenciaja

A probiotikus torzsek bélnyalkahartydhoz torténd tapadéasat a kialakuld jotékony egészségi hatas
egyik szelekcids kritériumanak tartjdk, mivel az immunrendszer modulalasa elsdsorban a
kolonizal6 baktériumok és az immunsejtek szoros kapcsolata révén jon létre. A probiotikus
baktériumok optimalis funkcioinak ellatasdhoz tehat fontos a nyalkahartya felszinéhez torténd
tartos vagy ideiglenes tapadas. Ambar a nemtapadod baktériumok is kifejtenek jotékony hatasokat
a bélrendszeren val6 athaladas sordn, de csak a megtapadt baktériumoktdl szamithatunk valodi
egészségjavitd hatdsokra [BENGMARK, 1998; OUWEHAND et al., 2000]. A tapadas soran a
baktérium egy specifikus epitdp molekulaval rendelkezik, amely hozzako6tddik az epithel sejtek

feliiletén 1évo specifikus receptorokhoz.

2.5.1 In vitro modellek tapadasi vizsgalathoz

A probiotikus torzsek tapadasi tulajdonsagait nehéz in vivo tanulmanyozni, ezért kiilonbozo in
vitro modelleket alkalmaznak a tapadd képesség vizsgalatara. A legszélesebb korben alkalmazott
modell az intesztindlis nyalka (mucus), amelyet preparalt human intesztinalis szovetekbdl,
székletbdl vagy ileostomias folyadékbol izolalnak, és a human bélhamsejtvonalakon alapul6
modell [VESTERLUND et al., 2005/b].

A bélnyalkanak kettds szerepe van: a nyalkahartyat védi a bizonyos mikroorganizmusoktol,
mikozben kezdeti tapadasi helyeket nyujt, tdpanyagforras és matrix, amelyen a baktériumok
szaporodni tudnak. A nyalka réteg viszonylag vékony (legfeljebb 400 pm) és egy dinamikusan
valtozo allapotot mutat, mivel egyrészt a kehelysejtek allanddan szintetizaljadk, masrészt
folyamatosan lebontodik a bélben. Ennélfogva azok a baktériumok, amelyek képesek a nyalkdhoz
tapadni, de nem képesek elérni a bélhdmsejteket, a lebomld nyalkéaval egyiitt eltavolodnak a
nyalkahartya felszinétdl és kimosddnak a béltartalommal. Részben ez magyardzza a legtobb
probiotikus baktérium ideiglenes megtelepedését a bélben [KIRJAVINEN et al., 1998]. A nyalka
alkotorészei a viz (90-95%), a mucin (~5%), és a lipidek, szabad fehérjék, sok. A mucin a nyalka
f6 szerves komponense, glikoproteinekben gazdag, fehérjetartalma 20% ¢és szénhidrattartalma
70-80% [JUNTUNEN et al., 2001].

A human intesztinalis sejtvonalakat (példaul Caco-2, HT-29) sikeresen ¢és eredményesen
hasznaljak a baktériumok kolonizacids képességének felderitésére in vitro modellként. Ezek a
sejtvonalak képviselik azokat a sejt fenotipusokat (hdmsejt, kehelysejt), amelyek megtalalhatok
az emberi bélnyalkahartydban. Mind a Caco-2, mind a HT-29 sejtvonalak az enterocytikus
differencialodas tipikus jellemzo6it mutatjdk. A differencidlodas révén kettd egyértelmiien
megkiilonboztethetd teriilet alakul ki: az apikalis membran és a tight junction-nal tagolt
bazolaterdlis membran. Ezeknek a teriileteknek a szerkezete lényegesen eltér fehérje és lipid
Osszetételiik miatt. Példaul az apikalis feliilet (kefeszegély) peptidazokat, diszacharidokat, a
iranyitdsdban van szerepe) és a tight junction pedig specifikus fehérjéket tartalmaz [GOPAL et
al., 2001].
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2.5.2 Tapadas mechanizmusa

A bifidobaktériumok ¢és az intesztindlis sejtek koOlcsonhatasardl szamos kozleményben
beszamoltak (késdbbiekben leirok néhany példat), de a tapadds mechanizmusar6l még mindig
keveset tudunk. A tejsavbaktériumok, elsdsorban a Lactobacillus-ok esetén tobb konkrét
eredményt talalunk a tapadas soran kialakult kapcsolatrol. A baktériumtapadas kezdetben két
feliilet kozott kialakult nemspecifikus fizikai kolcsonhatason alapul, amely ezutan specifikus
kolcsonhatassa alakulhat a tapadd molekula és a jarulékos receptor kozott [KIRJAVAINEN et al.,
1998].

A tejsavbaktériumok és a bifidobaktériumok is kiilonbozo feliileti elemet tartalmazhatnak,
amelyeknek szerepe lehet a bélhamsejtekkel alkotott kdlcsonhatasukban. A tejsavbaktériumok
tapadasi folyamatdban a kovetkezé tényezdk, komponensek vehetnek részt: passziv erdk,
elektrosztatikus kolcsonhatds, hidrofobicitas, térbeli erék, LTS, fehérjék, szénhidratok és
specifikus szerkezetek, mint példaul a lektinnel boritott kiilsd, felszini nyalvanyok.

Lb. plantarum 104R sejtfeliiletérdl tapadast eldsegitd fehérje molekulat izolaltak, amelynek a
molekulatomegét is meghataroztak (29 kDa). Lb. johnsonii La-1 térzs Caco-2 sejtekhez torténd
tapadasaért az LTS felelds, amelyet a sejtfalbol és a tenyészet feliiliszojabdl is kimutattak.
Lb. animalis és Lb. fermentum sejtfeliiletén lektin-tipusi protein szerkezet van, tovabba a
Lb. animalis sejtfalaban még ribitol teichoinsavat is detektaltak. Hat kiilonb6z6 Lb. johnsonii és
Lb. gasseri torzsbol aggregaciot-elosegitd faktor fehérjét azonositottak, amelyek elhelyezkedése a
sejt feliiletén van ¢és Osszetétele, tulajdonsagai alapjan meglehetésen hasonld az S-layer
fehérjéhez [SERVIN & COCONNIER, 2003].

BERNET ¢és munkatarsai (1993) az altaluk vizsgalt bifidobaktériumok koziil a Bifidobacterium
breve 4 torzs tapadasi mechanizmusat vizsgaltdk a Caco-2 sejtvonalhoz torténd tapadasi
kisérletekben. Megfigyelték, ha a tenyészet feliiluszojat kicserélték friss taplevessel, csokkent
(kb. 50%-kal) a baktérium tapadéasa az intesztinalis szovettenyészethez. Tovabba, ha tripszinnel
vagy pronazzal kezelték a baktérium tenyészetet, akkor teljesen megszlint a torzs
tapadoképessége. Ezen eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a B. breve 4
tapadasaban egy labilis fehérjeszerli komponens vehet részt, amely mind a feliiliszéban, mind a
baktériumsejt feliiletén megtalalhatdo. A tapadasnak ez a mechanizmusa ugy tlnik, hogy
kiilonbozik a laktobacillusz torzsekétdl, amelyek egy fehérjeszerti komponenst valasztanak ki a
tapadashoz.  Hasonld eredményeket kaptak ZHONG ¢és munkatarsai (2004) is, akik
Bifidobacterium adolescentis 1027 torzs tapadasi aktivitasat vizsgaltak. Az altaluk izolalt fehérje
hatasat tesztelték enterotoxigenikus, enteropatogén E. coli és Cl. difficile tapadasanak gatlasara.
OP DEN CAMP ¢s munkatarsai viszont (1985) azt a véleményiiket fogalmaztdk meg, hogy egyes
bifidobaktériumok intesztinalis sejtekhez torténd tapadasidban a sejtfalukban taldlhaté LTS éaltal
kozvetitett hidrofob kolcsonhatds jatszhat fontos szerepet. Megfigyelték, hogy specifikus és
reverzibilis a bifidobaktérium LTS kotddés a vastagbél szoveti sejtjeihez. Az LTS a molekula
lipid részének észterkotésii zsirsavain keresztiil kotddik, mivel a deacetilezett LTS nem mutatott
kotddési aktivitast és az albumin is hatdsosan gatolta a kotddést. A kotddés specifitasa €s a lipid

rész fontossaga miatt a bélnyalkahartya receptorai nagy valdsziniiséggel zsirsavkotd hellyel
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rendelkezd fehérjék ¢és glikoproteinek lehetnek. A jO tapadast mutatdé Streptococcus-ok
LTS-jdhoz viszonyitva a bifidobaktérium LTS-ben nagyobb az olajsav arany (24% helyett 40%),
de ez nem befolyasolja a tapadasi aktivitast. (A Streptococcus esetén bebizonyosodott, hogy a
hamsejten 1évo fibronectin, mint membran receptor vesz részt a kotddésben. A fibronectin képes
az LTS megkotésére zsirsavkotd helyeinek kdszonhetden.)

BIBILONI ¢és munkatéarsai (1999) Caco-2 sejtvonalhoz torténd tapadasi vizsgalataik alapjan,
amelyekben a baktérium sejteket tripszinnel, kimotripszinnel, kémiai agensekkel (LiCl, GnCl
(guanidin hidroklorid)), nétrium-metaperiodattal ¢és hovel kezelték, arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a sejtfalhoz kapcsolédo glikoproteinek vagy szénhidrat ldncok meghatdrozé
szerepet toltenek be a tapadds mechanizmusdban. GUEIMONDE ¢és munkatéarsai (2007) is
hasonld kisérletet végeztek, amelyben a lipaz, proteinaz K, natrium metaperiodat és a hokezelés
hatasat vizsgaltak az altaluk alkalmazott B. bifidum torzsek tapadd képességére a human
intesztinalis nyalkahoz (mucus). Megfigyeléseik alapjan azt a megallapitast tették, hogy a
szénhidratoknak nagyobb szerepilik van a tapaddsban, mint a fehérjéknek, mert a proteinaz ¢és a
hdkezelés kisebb csokkenést okozott, mint a natrium metaperiodatos kezelés. 100°C-on 10 percig
torténd hokezelés ravilagitott arra, hogy a tapadasi faktorok kozott termolabilis komponensek
vannak.

Osszegzésként megallapithatd hogy a tapadds mechanizmusa jelentésen fiigg az adott torzs
tulajdonsagaitol, szerkezetétdl, illetve attol, hogy rendelkezik-e a tapadédsban résztvevo faktorral,

¢s az kifejezddik-e.

2.5.3 A tapadast befolyasolo tényezok - pH, epesav, emészté enzimek hatasa

Az alacsony pH és az epesavak hatdsat a probiotikus miroorganizmusok életképességére mar
széles korben tanulméanyoztak, viszont e faktorok hatdsa a probiotikumok tapadasi képességére
kevesebb figyelmet kapott. OUWEHAND ¢és munkatarsai (2001) a pH ¢€s az epesav hatasa mellett
vizsgaltak az emésztéenzimek szerepét i1s a kiilonbozd torzsek tapadd képességére.
Lb. rhamnosus GG, Lb. casei Shirota, Lb. johnsonii La-1, Lactobacillus rhamnosus Lc705 ¢és
B. lactis Bb-12 tapaddképességének valtozasat térképezték fel a lizozim, 1% epesav, 10% epesav,
pepszin, amilaz, lipaz, kimotripszin, tripszin, pankreatin ¢s pH=1,5 kezelés soran. A kiilonb6z6
torzseknél eltérd hatasokat figyeltek meg a kezelések hatasara. A pankreatin, amilaz és a pH=1,5
kezelés kivételével mindegyik kezelésnél kisebb-nagyobb csokkenést tapasztaltak a torzsek
tapadasi aktivitdsdban. A pankreatin hatdsara a Lb. rhamnosus GG, Lb. johnsonii La-1,
Lb. rhamnosus Lc705 ¢és a B. lactis Bb-12 torzsek tapadédsi képessége nem valtozott a
bélnyalkdhoz, mig az alacsony pH esetén az Lb. johnsonii La-1 torzsnél szignifikdns
(27,3%—>42,2%), a B. lactis Bb-12 kultiranal kisebb (10%—>13,7%) novekedést tapasztaltak a
tapadasi szazalékban. Erdekes, hogy az amilazos kezelés mindegyik torzsnél novelte a tapadasi
aranyt, a legnagyobb mértékben Lb. johnsonii La-1 torzsnél, a legkisebb mértékben pedig Lb.
casei Shirota kultaranal. A pH és az amilaz altal kifejtett ndvekedés hatterében valdsziniileg az

all, hogy a savas kezelés hatdsara megvaltozhatnak a sejt felszinének tulajdonsagai, és igy
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kifejezddésre juthatnak a tapadasért felelds komponensek; az amildz pedig hidrolizalhatja a
sejthartya a-1,4 glikozidos kotéseit és igy U tapadasi helyek johetnek 1étre.

RIEDEL ¢és munkatéarsai (2006) bifidobaktérium torzseknél figyelték meg, hogyan hat a pH a
baktériumok tapadasara Caco-2 sejttenyészethez, ha azt pH=7-r6l pH=4,5-re toljak el a tapadas
soran. Statisztikailag szignifikdns kiilonbséget a nyolc bifidobaktérium torzs koziil haromnal
talaltak. Egyediil a Bifidobacterium longum NCC 2705 torzs esetén detektaltak pH=4,5-nél
szignifikdnsan nagyobb tapadast, mint pH=7-nél. Bifidobacterium bifidum NCCI189 és S17
torzseknél pedig forditott esetet tapasztaltak. A tobbi 6t torzs kozel azonos tapadast mutatott a két
kiilonbozé pH értéken. Tehat ebben az esetben is megmutatkozott a tapado képesség torzs- és
fajspecifikussaga.

Szerzett epesav rezisztencidval rendelkezd bifdobaktérium torzsek (B. bifidum, B. animalis,
B. longum) éltaldban nagyobb tapadast mutatnak a humén bélnyalkédhoz, mint az eredeti torzsek
mind epesav nélkiil, mind epesav jelenlétében. Szembetlind, hogy az epesav nélkiili tapadasi
rendszerben a torzsek 1,4 — 4-szer nagyobb tapadast produkaltak, mint az eredeti torzsek.
GUEIMONDE ¢és munkatarsai (2005) hipotézise szerint az epesavak megvaltoztathatjdk a
sejthartya hidrofob komponenseit, de az is lehetséges, hogy az epesavak kolcsonhatasba 1épnek a

bélnyalkéan vagy baktériumon 1évé receptor molekuldkkal.

2.5.4 A tapadast elésegito tényezok — hidrofobicitas, autoaggregacio

A sejtfelszin hidrofobicitasa ¢és az intesztinalis nyalkahartyahoz torténd tapado képesség kozott
nem taldltak egyértelmii 6sszefiiggést sem a probiotikus sem a vizsgalt bifidobaktériumok kézott
[OUWEHAND et al., 1999; GUEIMONDE et al., 2005]. Néhany Lactobacillus esetén
WADSTROM ¢és munkatarsai (1987) figyeltek meg bizonyos Osszefiiggést a hidrofobicitas és az
adhézido kozott. DEL RE és munkatarsai (1998; 2000) pedig arrol szédmoltak be, hogy a
hidrofébicitas mérésére tobb modszer is 1étezik €és valdszint ezért nincs egyértelmii, pontosan
meghatdrozott definicidja a baktérium hidrofobicitasnak. Ezen okok miatt mas Osszefiiggést
kerestek, amellyel esetleg egy eldzetes szelekcio is végezhetd a potencialisan tapadd baktériumok
kozott. Els6 izben Bifidobacterium suis torzsek, majd tizenhdrom B. longum aggregacios
képességét vizsgalva kimutattak, hogy az autoaggregacid szoros kapcsolatban van a tapado
képességgel. PEREZ és munkatarsai 1998-ban szintén leirtak ezt az Osszefliggést, amikor

B. bifidum torzsek aggregacios és tapadasi képességét vizsgaltak.

2.5.5 Bifidobaktériumok tapado6 képessége

A Lactobacillus-okhoz hasonléan a Bifidobacterium-ok tapadd képessége is torzs- ¢&s
fajspecifikussagot mutat. BERNET ¢és munkatarsai (1993) is megallapitottdk, hogy nem minden
Bifidobacterium torzs rendelkezik ezzel a képességgel, szdmos torzsilk gyengén vagy nem
kotédik bélhamsejtekhez. Az altaluk vizsgalt 13 torzsbdl Osszesen harom térzs B. breve 4,
B. longum 16 ¢és B. infantis 1 fejtett ki jelentds mértékii tapadd képességet a Caco-2
bélhamsejthez, mig a B. breve 5 és 25, B. longum 18 és 22, és a B bifidum 7 és 8 jelzési torzsek
gyengén tapadtak. Tovabba megallapitottdk, hogy a bifidobaktériumok tapadasdhoz nem
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sziikséges kalcium. RIEDEL ¢és munkatarsai (2006) altal vizsgalt bifidobaktériumok szintén
torzsfiiggd tapadd képességet mutattak a Caco-2 sejtvonalhoz. Kettdé B. bifidum kulturanal jo
tapadast, B. lactis, B. longum, B. adolescentis esetén kdzepes, a Bifidobacterium infantis longum
torzsnél pedig gyenge tapadasi aktivitast detektaltak. DEL RE és munkatarsai (2000) 13 B.
longum tOrzset vontak be tapadasi vizsgalataikba. A torzsek tapadd képességénél nagy
valtozatossagot tapasztaltak, nyolc torzs mutatott kiilonbozé mértékii tapadast, amelybdl harom
kiemelkedett, a tobbi Ot torzs esetén nem detektaltak tapadast. Tovabba megfigyelték, hogy a
torzsek tapadasanak fontos tényezdje azok autoaggregacios képessége és hidrofobicitasa is. HE és
munkatarsai (2001/a) 24 Bifidobacterium spp. vizsgalata soran nem talaltak szignifikans
kiilonbséget a taxonomiai fajok (B. adolescentis, B. animalis, B. angulatum, B. bifidum, B. breve,
B. catenulatum, B. infantis, B. lactis, B. longum, B. pseudocatenulatum) human bélnyalkédhoz
torténd tapadasi képessége kozott, ami szintén arra utal, hogy a tapadas az egyes torzsek sajatos
tulajdonsaga. A tesztelt torzsek tapadasi meértéke 0,5 és 9,3% kozott valtozott.

A bifidobaktériumok koéziil ki kell emelnem a B. lactis Bb-12 probiotikus tulajdonsadgokkal
rendelkezd torzset, amelyhez az eldbb emlitett, de mas kozleményekben is relativ nagy tapadasi
aktivitast tarsitanak. A torzs tapadési aktivitdsa megkozeliti a legjobb tapadasi képességgel
rendelkezd Lactobacillus torzsekét, mint példaul Lb. rhamnosus GG, Lb. casei (Fyos),
Lb. johnsonii La-1 [KIRJAVAINEN et al., 1998; OUWEHAND et al., 2000; JUNTUNEN et al.,
2001; HE et al., 2001/a]. Tovabba B. lactis Bb-12 tapad6 képességének fokozodasat figyeltek
meg, ha Lb. rhamnosus GG vagy Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus torzzsel egyiitt alkalmaztak
[OUWEHAND et al., 1999].

Az izolalt bifidobaktériumok tapadé képessége a kor elérehaladtaval fokozatosan csokken. HE és
munkatarsai  (2001/b) vizsgélataibol, amelyekben felndttekbdl (30-40 éves) és iddsebb
emberekbdl (70 év f61ott) izolalt bifidobaktériumok tapadéasat vizsgaltak intesztinalis nyalkéhoz,
kideriilt, hogy a feln6ttekbdl izolalt bifidobaktériumok (B. adolescentis, B. longum, B. infantis,
B. breve) nagyobb tapadast mutatnak, mint az id6sekbdl izolaltak (B. adolescentis, B. longum).
Az 1ddsebb egyénekbdl szarmazd Bifidobacterium biota csokkent tapadasi aktivitasat foként a
kevésbé tapado, talsulyban 1évé B. adolescentis faj okozza. Masrészt a kor elérehaladtaval az
intesztinalis nyalka (mucus) néhany tulajdonsagat elvesziti, amely sziikséges az endogén
baktériumok tapadasahoz, illetve a bifidobaktériumok tapaddsanak tdmogatasdhoz. Mas
tanulmanyokban, ahol a csecsemd ¢és feln6tt preparalt nyalkahoz vizsgaltak a probiotikus torzsek
kotodését, csak csekély (nem szignifikdns) kiillonbséget tapasztaltak a torzsek tapadd képessége
kozott a kiilonb6zo eredetli intesztindlis nyalkdhoz [KIRJAVAINEN et al, 1998]. Szdmos
publikacié foglalkozik a probiotikumok ¢és a bifidobaktériumok tapadéasi aktivitasanak
valtozasaval allergidban, ulcerative colitis-ben, vagy egyéb bélbetegségekben szenvedd
pacienseknél. Megallapitasaik ravilagitanak arra, hogy az egyes torzsek eltérd tapado képességet
mutatnak a kiilonféle bélbetegségek esetén, vagyis a tapadas mértéke egy adott torzs esetén fiigg
az egyén egészségi allapotatdl [HE et al., 2001/c; VON WRIGHT et al., 2002; OUWEHAND et
al., 2003].
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2.5.6 Gasztrointesztinalis patogének tapadasanak gatlasa

A jotékony bélmikrobiota egyik fontos funkcidja, hogy a patogén baktériumok kolonizaciojaval
szemben védo hatast fejtsen ki a gasztrointesztinalis szakaszban. A laktobacilluszok tapadasa és a
patogének versengd kizardsa, illetve kirekesztése az intesztindlis szakaszbol jol dokumentalt.
Ezzel szemben a bifidobaktériumok hatdsanak felderitése a patogén baktériumok tapadasara
kutatasi stddiumban van. BERNET és munkatarsai (1993) altal kivalasztott torzsek (B. breve 4, B.
infantis 1, B. longum 4 ¢és 16) mindegyike gitolta a patogének (DAEC (diffizan adheralo
E. coli), EPEC (enteropatogén E. coli), ETEC (enterotoxint termeld E. coli), Sa. Typhimurium)
tapadasat és betorését a Caco-2 hamsejtbe. A gatlds mértéke fliggott a bifidobaktériumok
koncentréaciojatdl, nagyobb koncentracidé nagyobb gatlast hozott 1étre. A legjobb tapadast mutatd
B. breve 4 torzs 10° tke/ml koncentracioban 50%-os gatlast fejtett ki mindegyik patogénre. A
gatlasi mechanizmusra vonatkozoan két hipotézist allitottak fel a szerzok, az egyik a patogének
kizarasa a specifikus kotohelyekért torténd versengéssel, a masik a baktérium biofilm kialakulasa,
amely meggatolja, hogy az enterovirulens mikroorganizmusok hozzaférjenek a bélnyalkahartya
felszinéhez. GAGNON ¢és munkatarsai (2004) az altaluk izolalt B. bifidum RBL 71 és RBL 460,
€s B. pseudolongum tipustorzs antagonista hatasat figyelték meg az Escherichia coli O157:H7
tdrzs tapadasara és ndvekvd sejtszamuk (10°-107-10° tke/lyuk) jelenlétében fokozatosan novekvé
gatlast tapasztaltak. Az E. coli tapadasanak csokkenése azonos nagysagrendii volt, attol
fiiggetleniil melyik bifidobaktérium torzzsel egyiitt tesztelték. 10° tke/lyuk bifidobaktérium
koncentraci6 tobb mint 50%-os gatlast mutatott. Ugyanakkor a Caco-2 sejttenyészeten megtapadt
bifidobaktérium koncentracio is csokkent az E. coli O157:H7 torzs jelenlétében. Kb. 107 tke/lyuk
hozzaadott bifidobaktérium szam esetén B. bifidum RBL 460-nal 2,1%10° tke/lyuk, a B. bifidum
RBL 71-nél 4,6%10° tke/lyuk és a B. pseudolongum torzsnél pedig 1,3*10° tke/lyuk
sejtkoncentracid csokkenést tapasztaltak az E. coli-val torténd tapadasi vizsgalat soran.
Feltételezik, hogy a térbeli gatlasnak nagyobb szerepe van a patogének tapadasanak gétlasaban,
mint a specifikus receptorok lekotésének.

Mas bifidobaktérium torzsek esetén is megfigyeltek gatlasi mechanizmust a tapadas soran.
Bifidobacterium spp. CA1 ¢és F9 gatolta a Salmonella enterica serovar Typhimurium behatoldsat
a Caco-2 sejtbe [LIEVIN et al., 2000]; B. lactis DR-10 torzs gatolta az E. coli O157:H7 torzs
kotddését az intesztinalis sejthartydhoz és csokkentette behatold képességét [GOPAL et al.,
2001]. In vitro eredmények mellett in vivo eredményeket is taldlunk az irodalomban. C3He/Oujco
gnotobiotic egérben Bifidobacterium spp. CAl és F9 torzsek kolonizalddtak és megvédtek az
egeret a Sa. Typhimurium C5 halédlos fertdzésével szemben, tehat hozzajarultak a nagyobb
véddgat kialakulasahoz [LIEVIN et al., 2000]. B. lactis HNO19 adagolasa BALB/c egereknek
szintén novelte a védekezd hatast a Sa. Typhimurium-mal szemben. Tizszeresére nott a tulélési
arany, sulynovekedést tapasztaltak és a patogén torzs transzlokacidja a 1épbe és a majba csokkent
[SHU et al., 2000]. E torzs esetén hasonld hatast figyeltek meg az E. coli O157:H7 torzzsel
szemben is. Szignifikdnsan nagyobb volt a fagocitald sejtek aranya a vérben és a hashartyaban,
tovabba az IgA termelddése nétt az intesztinalis szakaszban [SHU & GILL, 2001]. B. breve

(Yakult) torzs fertdzés ellenes hatasat Sa. enterica serovar Typhimurium-mal szemben patkany
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modellben mutattdk ki [ASAHARA et al, 2001]. B. lactis Bb-12 kultira mas
baktériumtorzsekkel egyiitt antitumor aktivitast fejtett ki egerekben, amelyekben Sarcoma 180 ¢és
Lewis Lung Carcinoma LLC1 segitségével keltettek tumort. A Sarcoma 180 esetében a B. lactis

Bb-12 51,3%-0s tumorgatlast mutatott, mig az LLC1 esetében a tumorgatlo hatas 35,1%-os volt
[KIM et al., 1991].

2.5.7 Tapadas detektalasara alkalmas modszerek

Jelenleg kiilonbozd vizsgalati mddszereket alkalmaznak a baktériumok hamsejtekhez torténd
tapadasanak detektalasara. A leggyakrabban alkalmazott modszerek a Gram-festés, a radioaktiv
jelolés €és a lemezontéses modszer, de mint minden modszer, ezek is rendelkeznek néhany
korlatoz6 tényezdvel [LE BLAY et al., 2004]. A Gram-festéssel nem lehet megkiilonbdztetni az
ugyanabba a Gram-csoportba tartoz6 baktériumokat, a vizsgalat idéigényes a fénymikroszkopos
elvalasztas, illetve szamlalas miatt, amelybdl kifolyolag a szubjektivitas is érvényesiil és igy a
kapott eredmények nagy szorassal rendelkeznek. A mikroszkdopos szamlélas helyett alkalmazhato
képanalizis is, de a csomokat nem tudja elkiiloniteni és a kiértékeléshez j6 mindségli digitalis
képek sziikségesek [TUOMOLA & SALMINEN, 1998]. A radioaktiv jelolés sokkal pontosabb és
reprodukalhatobb, mint az elébb emlitett modszer, €s kevert kultira esetén is jol hasznalhatd, de a
radioaktivitas karos hatdsa miatt specidlis kisérleti hely/koriilmény (izotdp labor) sziikséges a
vizsgalathoz. Tovabba a cpm (counts per minute) arany nem stabil, valamint a sejteket a
radioaktiv jelolésre alkalmazott vegytilet jelenlétében kell felszaporitani és igy nehéz ugyanazt az
allapotot elérmi [VESTERLUND et al., 2005/a]. A lemezontést hagyomanyos modszernek
tekintik, iddigényes, anyagigényes (kiilonb6zd szelektiv taptalajok), a sejteknek kitenyészhetd
allapotban kell lenni, ugyanakkor nagyon érzékeny (10° tapadé baktérium kimutathato). E
modszereken kivill egyre inkdbb elterjedtek és alkalmazottak az ELISA-n és a fluorimetridn
alapuldé moédszerek. Az ELISA mddszer elonyét az adja, hogy nagy mintaszamu kisérletekben is
hasznalhato, sikeresen alkalmazzdk sejtvonalaknal, valamint a tenyésztéedénybe rogzitett
hamsejteknél. Viszont a modszer hatranyokat is rejt: el6fordulhat keresztreakcid, specifikus
ellenanyag szilikséges, amelyek hozzaférhetdsége korlatozott, és az €16/holt sejteket nem tudja
megkiilonboztetni [LE BLAY et al.,, 2004]. A fluorimetrids technikat a radioaktiv jelolés
kivaltasara, helyettesitésére lehet alkalmazni. Szintén pontos, reprodukalhaté moddszernek
tekintik, és nem igényel specidlis koriilményeket. Ugyanakkor a radioaktiv jeloléssel szemben
hatranyként jelentkezik, hogy a fluoreszcens jelolés megvaltoztathatja a baktérium felszinét és
¢letképességét [BIANCHI et al., 2004; VESTERLUND et al., 2005/a].

2.6 Erjesztett probiotikus termékek tervezése

A mikroorganizmusok segitségével torténd erjesztések az élelmiszer-tartdsitas legdsibb eljardsai
kozé tartoznak €s ma is az ¢lelmiszer-feldolgozas egyik meghatarozo6 eleme. A kenyér, sor, bor,
sajt ¢és egyeb tejtermékek eldallitdsa az emberi kultirdk kezdetéig visszavezethetd. A fermentalt
¢lelmiszerek eldallitdsa kezdetben spontdn fermentdcion alapult, amely a nyersanyag altal

hordozott természetes mikrobiota tevékenysége révén jott 1étre. A termék mindsége a nyersanyag
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mikrobioldgiai spektrumatol fiiggott. Attorést jelentett a fermentalt élelmiszerek el6allitdsanal a
szelektalt torzsek (tiszta tenyészetek, starterkulturak) hasznalata, amelyek segitségével egy
szabalyozott, ellenérzott erjesztési folyamat valosult meg és egységes mindségli végterméket
eredményezett. E jellegzetes fizioldgiai és metabolitikus tulajdonsadgokkal rendelkezd torzseket
természetes kornyezetbodl vagy sikeres fermentalt termékekbdl izolaltdk [LEROY & DE VUYST,
2004]. A fermentacidé szamos eloényt nyujthat az élelmiszerek, illetve az alapanyagok szamara.
Néhany példat emlitenék: (1) Az élelmiszerek valasztékdnak ndvelése. Példaul tejbdl, mint
alapanyagbol sokféle sajt és madas tejtermék allithatdo eld a kiilonb6zé mikroorganizmusok
segitségével. (2) Tapérték €és mindség javulasa. Az erjesztés soran a mikroorganizmusok szdmos
antinutritiv anyagot (pl. fitat, lektinek) lebontanak, valamint a ndvelik az alapanyagokban
talalhatd 4svanyi anyagok hozzaférhetéségét. A mikroorganizmusok kedvezd anyagesere
termékeik révén gazdagitjak a termék beltartalmi és élvezeti értékét. (3) Eltarthatosadg ndvelése. A
mikrobak bizonyos anyagcsere termékei ndvelik az eltarthatosagot, visszaszoritjdk a romlast
okoz6 mikroorganizmusokat. (4) Emészthetdéség javitdsa. A mikroorganizmusok részben
lebontjdk az élelmiszerek makromolekuldit (fehérjék, poliszacharidok, zsirok) és igy novelik az
emészthetdséget. Példaul a laktdz intolerancias egyének az erjesztett tejtermékkel szemben
nagyobb toleranciat mutatnak, mivel ezek laktoz tartalmat a tejsavbaktériumok nagyrészt tejsavva
erjesztik. (5) Funkciondlis termékek eldallitasa. Sok erjesztett élelmiszer (pl. kefir, joghurt,
probiotikus tejtermékek) immunmoduldld vagy az egészséges bélrendszer mikrobiotajanak
meg6rzését szolgald dsszetevét tartalmaz [DEAK, 2006].

A funkciondlis ¢lelmiszerek egyik dinamikusan fejlodd teriilete a probiotikus élelmiszerek
eldallitasa ¢és a probiotikumok tanulmanyozasa. Ezen ¢lelmiszerek kinalata folyamatosan
novekszik minden eurdpai orszagban és piaci értékiiket gyakran 1 milliard € koriilire becsiilik. A
probiotikus baktériumokat foként a fermentalt élelmiszerek tartalmazzak, amelyeknek jelentOs

szegmensét az erjesztett tejtermékek alkotjak.

2.6.1 A probiotikumok alkalmazasanak feltételei

A probiotikumoknak a kivant egészségi ¢és klinikai tulajdonsagok mellett teljesiteniiik kell néhany
alapkovetelményt, hogy probiotikus termékek eldallitdsara alkalmazhatdéak legyenek. A
legfontosabb kovetelmények, hogy a termékben a probiotikus baktériumok megfeleld
sejtkoncentracioban életképesek maradjanak a fogyasztasig, a fizikai és genetikai stabilitasukat
megorizzek, ¢és a torzsnek/torzseknek a termék eldallitdsa és taroldsa soran megmaradjanak azon
funkciondlis tulajdonsagai, amelyek fontosak a kivant egészségi hatas kivaltdsaban. Tovabba a
probiotikum a termék izét és aromdjat nem befolyasolhatja kedvezdtlen iranyba €s a termék
savassagat nem ndvelheti a fogyaszthatosagi id6 alatt. Végiil a probiotikus torzs egyértelmii
azonositasara alkalmas maédszert ko6zdlni kell [HELLER, 2001].

A probiotikumok az ¢lelmiszer eldallitasba torténd bevonasanal figyelembe kell venniink néhany
olyan tényez6t, amelyek befolyasolhatjdk a felhasznalt torzs talélését a termékben, illetve
aktivalodasat, ha a gasztrointesztinalis szakaszba keriil. Ezek a faktorok: (1) a probiotikus torzs

fiziologiai allapota, (2) a termék kémiai Osszetétele, amelybe a probiotikumot tessziik, illetve
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hasznaljuk, (3) a probiotikus torzs kolcsonhatdsa mas starter kultirdkkal vagy egyéb
mikroorganizmusokkal [HELLER, 2001; LEROY & DE VUYST, 2004; ROSS et al., 2005].

2.6.1.1 A probiotikum életképességét befolyasolo hatasok

A probiotikus kulturaként alkalmazott torzsek elézetes vizsgalata, sav- és epetiirés tesztekkel,
hasznos informacidval szolgalhat az emésztérendszeren valo athaladas kdzben varhatd pusztulads
elérejelzésére. Tovabba a stresszhatasokkal (pl. sav, oxigén tenzid) szembeni ellenallason alapulo
al., 2005]. HOOD ¢s ZOTTOLA (1988) vizsgalata azt mutatta, hogy a Lb. acidophilus
tenyészetnek egyetlen sejtje sem tudott regeneralodni, ha két 6ran at 2-es pH-nak volt kitéve,
viszont 4-es pH-n nem csokkent jelentésen az ¢€l6 sejtszam két ora utan sem. Ugyanezt a
jelenséget tapasztaltak, amikor Lb. rhamnosus GG tulélését vizsgaltdk human gyomorsavban
pH=1 és pH=7 kozott. Altaldban a Bifidobacterium tenyészetek kevésbé savtoleransak, mint a
Lactobacillus  kultirdk, ¢és ez tikrozédik az emberi gyomorsavval szembeni csokkent
ellendllasban is [DUNNE et al, 1999]. MODLER (1994) kimutatta, hogy a bifidobaktérium
populacio sejtkoncentracioja 10° tke/ml értékrél kevesebb, mint egy hét alatt képes lecsokkeni
nullara a kis pH-ju (pH=3,9-4,0) joghurtban. A stressznek kitett kultarak nagyobb
tuléloképességet mutatnak az epesav és gyomorsav jelenlétében, mint mas izolatumok. CHOU és
WEIMER (1999) altal izolalt sav és epe rezisztens Lb. acidophilus variansok teljesen eltérd
tulajdonsagokat mutattak, mint a sziil6i kultirak. PARK ¢és munkatarsai (1995) kimutattak, hogy
a sav rezisztenciaval rendelkez0d Bifidobacterium breve térzs nagyobb tuléloképességet mutatott a
nem-rezisztens torzsekhez képest nemcsak a savas kdrnyezetben, hanem mas kdrnyezeti hatasok
kozott is, mint példaul hidrogén peroxid jelenlétében ¢és hiitve tarolas soran.

A savas koriilményekhez valdé hozzaszoktatas sikeres volt arra vonatkozodan, hogy javitsdk az
Lb. acidophilus kultira tualélését rendes koriilmények kozott letdlisan savas kornyezetben,
valamint joghurtban [SHAH, 2000]. A savas stresszre adott reakcidoban résztvevd gének, mint
példaul a F;Fyp-ATPaz kifejezddésével kedvezd iranyt valtozds tortént a kultarak
teljesitményében [ROSS et al., 2005].

A masik stresszhatds (els6sorban anaerobok szamara kedvezdtlen), amellyel a probiotikus
mikroorganizmus szembekeriilhet az élelmiszerfejlesztés alatt, az az oxigén stressz. Az oxigén
konnyen beolddodik az alapanyagba, példaul a tejbe és igy befolyasolhatja a mikroorganizmusok
¢letképességét a termékben. Tovabba az oxigén a csomagolason keresztiil is bekeriilhet a
termékbe [SHAH, 2000]. AHN ¢és munkatarsai 2001-ben tanulmanyoztdk az oxigén stressz-
hatasat B. longum torzsre és vizsgalataik sordn felfedezték az ,,Osp” fehérjét, amely magasabb
szintll kifejezddést mutatott az oxigén-tolerans Bifidobacterium torzsben. Megallapitottak, hogy
az oxidativ stressz altal indukalt ,,Osp” megnovekedett szintje lehetOséget ad a probiotikus
baktériumok oxigén toleranciajanak fokozasara.

A probiotikumok fizioldgiai allapota fontos mind a szaporodoképesség, mind a fermentéaci6 soran
jelentkezé hatdsokkal szembeni ellenalloképesség szempontjabol. Néhany vizsgélat kimutatta,
hogy a logaritmikus fazisbol szdrmaz6 baktériumok sokkal érzékenyebbek a kornyezeti stressz-

hatasokra, mint a stacioner fazisbol szarmazok [HELLER, 2001].
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Amennyiben a kivalasztott probiotikum ¢letképessége gyenge a gyartasi folyamat soran, vagy
nem rendelkezik megfeleld ellenalld képességgel az emésztérendszerben fellépd
stresszhatdsokkal szemben, akkor immobilizaldssal megvédhetd és ¢életképessége fokozhatd
[SULTANA et al., 2000]. A sejtek rogzitésére egyik leggyakrabban alkalmazott moédszer a
gélbezaras, ahol elsésorban zselatin, alginat, karragendt polimerekkel torténik a rogzités. A
mikrokapszulazas egy masik lehetséges modszer, ahol pl. a rezisztens keményit6hoz a

bifidobaktériumok képesek hozzatapadni és egy megfeleld tapadas esetén hidrolizalni is tudjak.

2.6.1.2 A probiotikum és az élelmiszermatrix kapcsolata

A probiotikus termékeket altalaban azon elképzelés alapjan szabvéanyositjak (standardizaljak),
hogy az életképesség a probiotikus aktivitas ésszerli mércéje, és igy a torzs azon képessége, hogy
magas sejtkoncentraciot érjen el, elsédleges fontossagu. A kutatok Ggy vélik, hogy 10°-10° é16
sejt napi bevitele sziikséges a terapids hatas elérése érdekében, amelyet legalabb 100 gramm
10%-10 tke/ml é18 sejtszamot tartalmazé termék napi fogyasztasaval lehet elérni [BLANCHETTE
et al., 1995; GOMES & MALCATA, 1999]. A probiotikus termék fejlesztése soran kiemelt
fontossagu az ¢élelmiszermatrix megvalasztisa, ugyanis a mikroorganizmusok intenziv
kapcsolatban dallnak a kornyezetiikkel azaltal, hogy felvesznek onnan szamukra fontos
tapanyagokat, valamint anyagcsere termékeket valasztanak ki. Ennélfogva az alapanyag kémiai
Osszetétele kiemelkedd jelentdségli a mikroorganizmus megfeleld, zavartalan anyagcsere
tevékenysége szempontjabél [HELLER, 2001; CHARALAMPOPOULOS et al.,, 2002]. A
Lactobacillus és Bifidobacterium torzseknek komplex tapigényiik van: szaporodasukhoz
szénhidratokra, aminosavakra, peptidekre, zsirsav észterekre, dsvanyi anyagokra, nukleinsav
szarmazékokra ¢és vitaminokra van sziikség. A tdpanyagigény fajonként valtozo
[CHARALAMPOPOULOS et al., 2002].

2.6.1.3 A felhasznalt mikrobak kolcsonhatasanak szerepe

A mikroorganizmusok kozti kolcsonhatasok lehetnek egymasra nézve kozombosek, kedvezdek
vagy kedvezétlenek. A mikroorganizmusok egymadsra gyakorolt hatdsa a tadpanyagok
hasznositasaban ¢és anyagcsere termékek kibocsatasaban jelentkezik, valamint hat a populaciok
¢lettani tevékenységére. Az egyik gyakori eset a vetélkedés a tdpanyagokért, azonban lehetséges
az 1s, hogy egy mikroorganizmus elOsegiti masok szaporoddsat szamukra felhasznalhato
tapanyagok biztositasaval. Masik gyakori kolcsonhatds, hogy az egyik mikroorganizmus
tevékenysége hatranyos vagy gatlé masok szamara egyes anyagcsere termékeik révén [DEAK,
2006].

Ismereteink még nem teljes kortiek e kdlcsonhatdsokrdl, de mind antagonista, mind szinergista
hatds megfigyelhetd a probiotikumok ¢€s a starterkultarak kozott. Példaul a klasszikus joghurt
kultardk (Str. thermophilus és Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus) kozott szinergista hatas
érvényesiil, amely megmutatkozik a gyors és hatdsos savanyitasban és a torzsek sejtszdm
novekedésében, amely az egymadasra hatdo anyagcsere tevékenységen alapul [HELLER, 2001].

Pé¢ldaul a Fresco sajtban 1€v6 egyéb probiotikus baktériumok jelenléte hatott a bifidobaktériumok
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¢letképességére €s a legmagasabb sejtkoncentraciot a B. bifidum, Str. thermophilus, Lb. casei
kombinaci6 eredményezte [VINDEROLA et al., 2000].

Az antagonizmus gyakran olyan metabolikus 0sszetevOk termelésén alapul, amely gatolja vagy
inaktivalja a rokon starterkultirakat vagy még a nem-rokon baktériumokat is. Ilyen antagonista
hatast kifejthetnek a tejsavbaktériumok altal termelt szerves savak (tejsav, ecetsav, propionsav),
hidrogén-peroxid, benzoesav, biogén aminok ¢és bakteriocinek [SIEBER ef al, 1995;
LEUSCHNER et al., 1998].

VINDEROLA ¢és munkatéarsai (2002) vizsgaltak a bifidobaktériumok és a tejsavbaktériumok
kozotti kolesonhatasokat. Megallapitottak, hogy a probiotikumok (Lb. acidophilus, Lb. casei,
Bifidobacterium torzsek) inkabb gatoltdk a starter tejsavbaktériumokat (Str. thermophilus,
Lactococcus lactis, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus torzsek), mint forditva, ugyanis azok csak
n¢hany esetben fejtettek ki gatld hatdst a probiotikumokra. Négy kiilonbozd viselkedést
tapasztaltak kozottiik: stimuldlast, novekedés lassitdsat, novekedés teljes gatlasat, semmilyen
hatast. A legtobb vizsgalt bifidobaktérium torzs feliiliszoja gatolta a Lb. acidophilus-t és gyengén
gatoltak a Str. thermophilus-t, valamint a Lc. lactis-t. Ugyanakkor néhany bifidobaktérium torzs
koncentralt feliiliszoja stimuldlt egyes Lb. acidophilus torzseket. Korabban megfigyeltek a Lb.
acidophilus ¢és a B. bifidum kozott szinergista, novekedést serkentd hatdsokat. A
bifidobaktériumok nem gatoltdk sem a Lb. casei-t, sem a Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus-t. A

bifidobaktérium torzsek szaporodasara nem fejtettek ki gatld hatast a tejsavbaktériumok.

2.6.1.4 A starterkulturak hatasa a termék jellemzoire

A tejsavbaktériumos erjesztés javitja a termék érzékszervi tulajdonsagait, amely fligg a tejsav,
ecetsav ¢és néhany aromat meghatarozo illékony komponens, mint példdul a magasabbrendii
alkoholok, aldehidek, etilacetdt ¢és diacetil mennyiségétdl. A tejsavas erjesztés végtermék
eloszlasa fiigg a szubsztrat kémiai 6sszetételétdl (szénhidrat tartalom, elektron akceptor jelenléte,
nitrogén felhasznalhatosaga) és a kornyezeti kortilményektdl (pH, hémérséklet, oxigén tenzio). A
torzs kivalasztasanal kritériumnak kellene tekinteni az aroma kialakitds szempontjabol fontos
anyagcsere termékek Osszetételének szabalyozhatosagat [DAMIANI et al, 1996, VAN
KRANENBURG et al., 2002, HANSEN & HANSEN, 1994; CHARALAMPOPOULOS et al.,
2002]. A monokultiraval fermentalt probiotikus termékek kevésbé elfogadottak a fogyasztok
korében, mert meglehetdsen savanyu iziikk van. A termék aromdjanak javitasara mas torzseket is
bevonnak a termék eldallitasba, amelyek kedvezden befolyasoljdk a termék érzékszervi
tulajdonsagait [SAARELA et al., 2000]. A tejsavas fermentacid legtobb esetben javitja az
alkalmazott alapanyag taplalkozasi értékét és emészthetdségét. Ceredlidk esetén javitja a fehérjék
felhasznalhatosagat, noveli a riboflavin, tiamin, niacin és a lizin mennyiségét; segiti a tejben a
laktoz, vagy a szojaban 1év0 raffinoz, sztachidz, verbaszkdz lebontasat [LORRI & SVANBERG,
1993; HOU et al., 2000; HOLZAPFEL, 2002].

2.6.2 Novényi eredetii élelmiszerek fejlesztése

A tejsavasan erjesztett ¢lelmiszerek a mai napig a legnagyobb mennyiségben ¢és a legszélesebb

termékvalasztékban késziilé fermentalt élelmiszerek.
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A probiotikus termékek/élelmiszerek jelentds szegmensét a tejalapt készitmények (joghurt,
savanyu tej, kefir, kiilonboz6 sajtok, tejalapti gyiimolcsitalok) alkotjak. Magyarorszagon is egyre
tobbféle probiotikus tejalapu készitmény (joghurt, joghurtital, kefir, sajt, tar6) kaphatd. A
probiotikus fermentalt tejtermékek folyamatos kutatas targyat képezik a taplalkozasi és
egészségligyl hatasok feltarasara. Olyan tejalapu készitmények kifejlesztése a cél, amelyek
terapias célra is alkalmazhatok. Példaul a Valio cég (Finnorszag) 1étrehozta az elsé vérnyomast
csOkkentd fermentalt tejet, az Evolus®-t [VALIO, 2006].

A probiotikumok illetve probiotikus élelmiszerek irdnti igény azon fogyasztok részérdl
(elsdsorban a fejlett orszagokban ¢lok) is megjelent, akik egészségi allapotuk (tejfehérje
allergiaban, laktoz intoleranciaban szenvedok), vagy meggy6zddésiik miatt (vegetaridnusok)
nem, illetve korlatozott mértékben fogyasztanak tejalapt készitményeket. Erre kindl megoldast a
gylimélcs-, a z0ldség- és a szoja alap probiotikus termékek fejlesztése, illetve a probiotikus
¢lelmiszerek skalajanak bovitése [HEENAN et al., 2002; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002,
PRADO et al., 2008]. Természetesen a nem tejalapu élelmiszerek felsorolasabol nem szabad
kihagyni a ceredlidk felhasznaldsaval késziilt tejsavasan fermentalt élelmiszereket (pl. ital,
zabkasa) sem, amelyek eldallitisanak és fogyasztasanak elsésorban Afrikiban és Azsiaban
vannak hagyoményai [ANGELOV et al., 2006; BLANDINO et al., 2003].

A gylimolcsok €s a zoldségek tartalmaznak specialis tdpkomponenseket, ez azt sejteti, hogy a
beldliik késziilt levek, mint tapkozegek idedlisak a probiotikus torzsek szamara. Jellegzetes
izprofillal rendelkeznek, amely altaldban minden korcsoport szamara kellemes és részét képezik
az egészséges taplalkozasnak. A gylimolcsok és a zdldségek gazdagok funkciondlis élelmiszer
komponensekben, mint példaul asvanyi anyagok, vitaminok, ¢lelmi rostok, antioxidansok és nem
tartalmaznak allergéneket, igy mindenki altal fogyaszthatok [BRANDT et al., 2004; LUCKOW
& DELAHUNTY, 2004; HERRMANN, 2001]. A zoldségek koziil két gyokér- és egy gumos
z0ldséget emelnék ki: a sargarépat és a céklat, amelyek asvanyi anyag és antioxidans tartalma
kiemelkedd, és a csicsokat, amelynek fogyasztasa méltanytalanul hattérbe szorult, pedig a

szervezetre kifejtett hatasai nagyon kedvezdek.

2.6.2.1 Probiotikus termékek fejlesztéséhez kivalasztott nyersanyagok jellemzése

Sargarépa (Daucus carota): A sargarépa a legrégibb kultirndvényeink egyike, hiszen mar a
gorogok és a romaiak is termesztették. Téaplalkozas-¢lettani szempontbol a gydkérzoldségek
koziil a sargarépa jelentosége a legnagyobb [SOMOS, 1983]. A sargarépa nagy mennyiségben
tartalmaz kaliumot (323-360 mg/100g), kalciumot (27-28 mg/100g), vasat (0,5-0,7 mg/100g),
foszfort (43-50 mg/100g) és natriumot (70-125 mg/100g). Jelentds a magnézium tartalma (27-35
mg/100g) is, mely fontos asvanyi anyag a nehéz fizikai munkat végzok, a rendszeresen sportolok
¢s a komoly szellemi tevékenységet folytatok szamara. Magas dsvanyi anyag tartalma révén
kivaléan alkalmas a vér savtalanitdsara, valamint a maj tisztitasdra is. Szénhidrattartalmat
(8,1 g/100g) foleg szachardz (3,65 g/100g), gliikoz (0,9 g/100g) és fruktdz (0,65 g/100g) alkotja
¢s tartalmaz még cukoralkoholokat (mannit és xilit). A savak koziil az almasav tartalom

emelkedik ki, ezt koveti a citromsav, kininsav, fumarsav, borostyankdsav ¢és a borkdsav tartalom.
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Ezeken kiviil még oxalsavat is tartalmaz [HERRMANN, 2001; SZABO, 2001; KONTRASZTI et
al., 2005].

Téplalkozasi szempontbol a sargarépa legnagyobb értéke karotinoid tartalméaban (6-20 mg/100g)
rejlik. Az Osszkarotinoid tobb mint 50%-at a B-karotin alkotja, tovabba 20-40% o-karotint,
2-7% C-karotint és 1-2% y-karotint, illetve -zeakarotint tartalmaz (HERRMANN, 2001). A béta-
karotint fontos antioxidansként tartjadk szamon. Szerepet jatszik a szervezet védelmében, részt
vesz a szabad gyokok karositd hatdsanak megakadalyozasiban, amelyek tobbek kozott felelosek
bizonyos rakos megbetegedések ¢és az érelmeszesedés kialakulasaért. A szervezet a béta-karotint
A-vitaminna alakitja, ami jotékony hatést fejt ki a latasra, a nyalkahdartyara és a borre, sziikséges a
novekedéshez, valamint a csontfejlodéshez [ESKIN & TAMIR, 2006]. A sargarépaban By, B, C,
E, K vitaminokat, valamint nikotinsavat ¢és folsavat taldlunk. A sargarépa élelmi rosttartalma is
jelentds (3-4 g/100g), amelynek tobb mint fele vizoldékony pektin, ebbdl adodik a bélmiikddésre
kifejtett kedvezd hatasa. Vizkoto képessége, gélképzo hatasa segitségével megkoti az epesavakat
¢s a toxikus anyagokat, ezaltal csokkenti a vér koleszterinszintjét. A vizben nem oldodo
rostoknak kdszonhetden hasznos tulajdonsagai érvényesiilnek az emésztés folyamataban [GAAL-
LABATH, 2001].

Cékla (Beta vulgaris): A jellegzetes szinii, vitaminokban és dsvanyi anyagokban gazdag névény
6shazaja a Foldkozi-tenger melléke [SOMOS, 1983]. Szertedgazd gydgyhatdsat az emlitett
komponenseknek koszonheti. Mindenekel6tt sok kaliumot (223-612 mg/100g) tartalmaz, ami
szabalyozza a vizhaztartdst, savtalanit, és a ballasztanyagokkal egyiitt részt vesz a szervezet
méregtelenitésében. Ezenkiviil gazdag még kalciumban (17-37 mg/100g), natriumban
(78-98 mg/100g), magnéziumban (23-87 mg/100g), foszforban (0,57-2,34 mg/100g), vasban
(0,34-1,84 mg/100g), rézben (0,035-0,232 mg/100g) és manganban (0,085-1,980 mg/100g). Az
emberi szervezet szamara kedvezd mennyiségben tartalmaz sziliciumot, ami erdsiti a
kotészoveteket, a bort, a véredények falat és a csontokat. A cékla fontos forrasa az A, B és C
vitaminoknak is. A vitaminok koziil meg kell emliteni a folsavat, amit a cékla nagy vastartalma
révén jelentdés mennyiségben vesz fel, és igy szamos pozitiv hatast fejt ki a szervezetben, példaul
serkenti a vorosvérsejtek képzodését, fokozza a gyomorsav-elvalasztast.

A cékla majdnem kizardlag csak szacharozt (7-8 g/100g) tartalmaz, gliikéz (0,2 g/100g) ¢és a
fruktoz (0,1 g/100g) tartalma nagyon csekély. A cukoralkoholok koziil a mannit jellemzd a
céklara, élelmi rosttartalma (4-5 g/100g) jelentds a zdldségfélék kozott. A savtartalmat f0képp a
citromsav alkotja. Oxalsav tartalma nagyobb, mint a sargarépaé. A cékla tovabbi Gsszetevdje a
bioaktiv, masodlagos ndvényi anyag a szaponin, ami kis mennyiségben javitja az egészséget,
koleszterincsokkentd, gyulladasgatlo és rakmegel$z6 hatasa altal [HERRMANN, 2001; SZABO,
2001; KONTRASZTI et al., 2005].

A cékla intenziv voros szinét a flavonoidok csoportjaba tartoz6 betalain adja. A szervezet ezt nem
tudja hasznositani, igy onnan kiiiriil. A flavonoidok jellemzdje, hogy részt vesznek a sejtek
oxidacios folyamataiban, kelatképzdk, és igy jelentdsen csokkentik az antibiotikumok, az arzén
¢s egyes baktériumok mérgezd hatdsat. Az 1950-es években a magyar dr. Ferenczi Sandor
felfigyelt a cékla tumorellenes hatdsara, cékladiétat, foként céklalevet javasolt a rakos betegek
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szdmara. Azdta tobb kutatd €s orvos is alatdmasztotta a ce¢kldban 1évd flavonoidok rakellenes
hatasat [JOHNSON et al., 1994; ESKIN & TAMIR, 2006].

Csicsoka (Helianthus tuberosus): Eszak-Amerikaban, Kanadaban 8shonos, ével novény. A
napraforgéra hasonlit, annak kozeli rokona, az Asteracease (fészkes viraghiak) csaladba tartozik.
A burgonyahoz hasonl6, 10-15 cm hossza és 5-8 cm vastag gyokérgumokat fejleszt ki, melyek
fajtatol fliggden fehér, sarga, piros vagy vordses sziniiek. Europaban az 1700-as évek oOta
termesztik, de a burgonya a kedvezdbb tarolhatésdga miatt jelentds mértékben visszaszoritotta. A
csicsoka az utobbi 10-15 évben keriilt ujra el6térbe a taplalkozas—€lettani hatdsainak
koszonhetéen. Kedvezd tulajdonsagat elsésorban rosttartalma, nagy telitoértékii ballasztanyag-
tartalma, valamint inulin Osszetétele testesiti meg [ANGELI et al., 2000]. A csicsoka
szénhidrattartalma 15,8-16,7 g/100g, amelybdl a szachardz 2,3-4,0 g/100g-ot tesz ki. Jelentds a
kalium (422-478 mg/100g), a foszfor (32-78 mg/100g), a magnézium (18-20 mg/100g), kalcium
(10-21 mg/100g) és vas (3,7-4,2 mg/100g) tartalma. A vitaminok koziil a B;, B,, C vitaminokat
¢s a folsavat emlithetjiik meg, a savak koziil a citromsav, az almasav, a fuméarsav ¢és a
borostyankésav emelhetd ki [BARTA & PATKALI, 2007].

A csicsokaban taldlhaté inulinnak az az eldnye a burgonya szénhidratjaval, a keményitovel
szemben, hogy mig a keményitd a szervezetben teljesen glilkdézza bontodik, aminek minden
grammyja inzulinra szorul, az inulin — ha bontodik — csaknem teljesen frukt6zza hasad, amelynek
30-80 grammjat a szervezet inzulin nélkiil is képes hasznositani. Az inulin az emberi
emésztOtraktusban altaldban nem reszorbealddik, s6t az emberben megfeleld inulinaz enzim
hidnya miatt nem is bontodik le. Ezaltal a taplalkozasban, mint ballasztanyag szerepel, €s csupan
a vastagbélben 1év6 baktériumok bontjak a prebiotikus hatast inulint [ANGELI et al., 2000].

Az inulin a csicsokagumoban a parenchimasejtek vakudlumaiban képzodik, a széllitéedények
utjan odajutd gliikkoz-, fruktdéz- és szachar6z molekuldkbol. Az inulin B(2-1°) kotésti linearis
fruktozlancokbol all [CAUSEY et al., 2000].

, o 1 s CHOH  HOH.C
A lanc végén egy glilkdéz molekula van. A o z HOH,C
fruktézlanc hosszat az n-polimerizacios fokkal OH HO HO
. . , " . oH ° CH—O CH,OH
jellemzik. A homologsor elsé tagja (n=0) a OH HO o 2
szachar6z. Tovabbi tagok az 1-kesztoz (n=1), "

niszt6z (n=2), oligofruktozidok (2<n<5), inulidok (5<n<10) és az n>10 lanchosszu polifruktanok,

amelyeket inulinnak tekintenek.

2.6.2.2 Zoldségek szerepe a termékfejlesztésben

Az ¢lelmiszertudomannyal, illetve kozvetleniil a probiotikumokkal foglalkozok egyetértenek
abban, hogy a fermentalt névényi termékek alkotjak majd azt a kdvetkezd €lelmiszer kategoriat,
ahol az egészségre jotékonyan hatd baktériumok piacot nyernek maguknak. Kétségkiviil van mar
néhany relativ j, nem tejalapt termék a probiotikus élelmiszerek piacan. Példaul: A Grainfields
Wholegrain Liquid, amelyet kiilonb6z6 gabonafélékbdl (zab, kukorica, biiza, kdles) €s magokbol

crer

delbrueckii ssp. bulgaricus) és két élesztd torzs (Saccharomyces boulardi, S. cerevisiae)
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bevonasaval végzik ¢és igy egy frissitdé hatdst, habzd italt kapnak. A Vita Bosa aromas
gyogynovények ¢és mas novények keveréke, amelyet tejsavbaktériumok és élesztok
kombinacidjaval erjesztenek. Sokféle antioxidanst tartalmaz [PRADO et al., 2008].
Svédorszagban 1994-ben jelent meg a piacon a Proviva. Ez volt az els6 olyan probiotikus
¢lelmiszer, amely nem tartalmazott tejet vagy tejkomponenst.. A Lb. plantarum 299v torzzsel
erjesztett zabkasat 5% mennyiségben gylimolcsléhez keverték és igy hoztak forgalomba. A
termék 5%10'° tke/ml sejtkoncentraciot tartalmaz [MOLIN, 2001]. A Valio Ltd (Finnorszag)
1996-ban kezdett nem tejalapu italokat fejleszteni Lb. rhamnosus GG torzset felhasznalva. A
Gefilus ¢és a Bioprofit (még Propionibacterium freudenreichii térzset is tartalmaz) gyiimolcs
italok a legismertebbek [LEPORANTA 2005, DANIELLS, 2006]. Norvégiaban Tine BA dobott
piacra probiotikus italt Biola elnevezéssel, amely tobb, mint 95% gylimolcstartalommal
rendelkezik. A példakbdl kideriil, hogy z6ldségalapt probiotikus élelmiszerek még nem kaphatok
(valdszintileg fejlesztés alatt allnak), tehat j iranyt jelenthetnek a ndvényi eredetli élelmiszerek
kozott. A fermentalt zoldségitalok kiilonleges helyet kaphatnak a taplalkozasban, mivel a
tejsavasan fermentalt zoldségleveknek étvagygerjesztd hatasuk van, eldsegitik az emésztést és
szabalyozzak a gyomorsavtermelést, illetve a benniik 1évé funkciondlis dsszetevok kedvezden
hatnak a szervezetre. Az j tipust, probiotikumot tartalmazo zdldségitalok eldallitasa kedvezden
befolyasolhatja a zoldségfogyasztast, ugyanis az eurdpai kultirdkban a fermentalt zoldségfélék
(leszamitva néhany hagyoményos terméket, pl. savanyl kaposzta, kovaszos uborka stb.) nem
igazan elterjedtek. Ehhez az is hozzdjarulhat, hogy a fermentdldsra alkalmas zoldségfélék
elsédleges feldolgozasi modja nem a légyartas [VERECZKEY et al., 1997].

A fermentalt zoldségfélékkel kapcsolatos kutatdsok soran tobb kutato [BUCKENHUSKES et al.,
1986; ANDERSSON & HEDLUNG, 1983] esetén is felmertilt az 1980-as években, hogy tiszta
tenyészeteket (starterkultirakat) alkalmazzanak a végtermék allandé mindségének és a gyartasi
folyamat reprodukalhatosdganak érdekében. Ennek a feltétele a tenyészet gondos kivalasztasa
volt. A legtobb esetben Lactobacillus kultarakat (Lb. plantarum, Lb. acidophilus, Lb. brevis, Lb.
casei) vélasztottak ki és alkalmaztak az iranyitott erjesztésekben.

Az irodalomban nem sok publikéciot taldlunk, ahol probiotikus tulajdonsaggal rendelkezd
baktériumokkal végeztek erjesztési vizsgalatokat a kiilonféle zoldséglevekben. YOON ¢és
munkatarsai (2004, 2005, 2006) a paradicsomlét, céklalét és a kaposztalét vizsgaltdk, mint
lehetséges tapkozeget a probiotikumok szaporitdsara, illetve erjesztésre. A kisérleteikben Lb.
acidophilus LA39, Lb. plantarum C3, Lb. casei A4 és Lb. delbrueckii D7 torzseket alkalmaztak.
A paradicsomlé esetében mind a négy probiotikus torzs elérte a 10° tke/ml sejtkoncentraciot,
valamint a pH=4,1 értékre csokkent a 72 6ras fermentacio utdn. A céklalét a torzsek szintén jol
hasznositottdk. A Lb. acidophilus és Lb. plantarum torzsek nagyobb mennyiségli tejsavat
termeltek, mint a tobbi torzs és az erjesztett céklalé pH-jat a kezdeti 6,3-r6l 4,5-re csokkentették
le 48 6ra alatt. A képosztalében a paradicsomléhez hasonloan 10° tke/ml sejtkoncentraciot értek
el a torzsek a 48 oOras fermentacio soran. A kisérleteik utan 4 hetes tarolasi vizsgalatokat is
végeztek 4°C-on. A torzsek mind a paradicsomlében, mind a céklalében megdrizték

életképességiiket a 4 hetes tarolas alatt és a sejtkoncentraciojuk 10°-10° tke/ml kozott alakult. A
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kaposztalében kiilonbozd sejtkoncentraciokat mutattak a torzsek 4 hét utan: a Lb. plantarum
4,1*107 tke/ml, a Lb. delbrueckii 4,5*105 tke/ml sejtkoncentracidt, a Lb. casei torzs pedig
elvesztette életképességét. RAKIN ¢és munkatarsai (2007) sorélesztd autolizatummal kiegészitett
cékla-, ¢és sargarépalét erjesztettek Lb. acidophilus torzzsel. Az autolizatum kedvezden hatott a
torzs sejtszamara, csokkent az erjesztési idd, €és a zoldséglé aminosavakkal, asvanyi anyagokkal
¢s antioxidansokkal gazdagodott. DEMIR ¢és munkatarsai (2006) Lb. plantarum 1602 starter
kultaraval erjesztett sargarépalé beltartalmi tulajdonsagait vizsgaltak. Taldlunk magyar szerzdket
(kutatokat) is ezzel a témaval kapcsolatban. Példaul NAGY-GASZTONYI és munkatarsai
(2002), akik a kiegészitett (vizzel ¢s narancslével) és a nem kiegészitett sargarépapiiré/lé
erjeszthetdségét vizsgaltak Lb. plantarum torzs esetében. Vagy BARATH és munkatarsai (2004),
akik a céklalé erjesztésére alkalmas Lactobacillus torzseket szelektéltak. A torzsek szelektalasat
tejsav, hidrogén-peroxid és biogén amin termelésiik, valamint a betalainra torténd hatasuk alapjan
végezték. A Lb. plantarum 2142, Lb. curvatus 2770 és a Lb. casei pseudoplantarum 2745 torzsek
koziil az altaluk felallitott kritériumoknak legjobban a Lb. curvatus 2770 torzs felelt meg.

Ezen ¢élelmiszerek fejlesztésénél az élelmiszerbiztonsag kérdését is fel kell vetniink, mivel a
z0ldségek (elsésorban gondolok itt a gydkérzoldségekre), mint nyersanyagok széles mikroba
populédcioval rendelkeznek. Ezért a végtermék megfeleld élelmiszerbiztonsagénak elérése
érdekében sziikség van a nyersanyag elékezelésére [DEAK, 2006]. Az elékezelés kivalasztasanal
az ¢lelmiszerbiztonsagi célok mellett viszont figyelembe kell venni, hogy minél kiméletesebb
kezelési technoldgiat valasszunk, ami nem befolydsolja jelentds mértékben a nyersanyag
funkcionalis 6sszetevait.

Mindezek utdn a probiotikummal gazdagitott élelmiszerek sikerét végiil a fogyasztok dontése
hatdrozza meg, hogy megvasaroljak-e és fogyasztjdk-e azokat. A fogyasztok igénylik, hogy
érthetd és ésszerli informaciokat kapjanak probiotikumokrdl, természetesen a tulzasok
elkeriilésével. A probiotikus termékek jovobeni elfogadottsaga tehat attol fligg, hogy biztositja-e

a fogyasztok szamara mindazon elonyoket, amellyel jelenleg kecsegtetnek.
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Felhasznalt mikroorganizmusok és fenntartasuk

A Kkisérleteimhez Bifidobacterium torzseket, Lactobacillus torzseket és teszt torzseket

hasznaltam. Az alkalmazott torzseket és az eredetiiket az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat A kutatdomunkaban szereplé torzsek

Torzsek Torzs jele Eredet
Bifidobacterium
B. adolescentis DSM 20083 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
B. angulatum Bl1.1 Sajat izolatum*
B1.2 Sajat izolatum*
B3.1 Sajat izolatum*
B3.2 Sajat izolatum*
. B5.1 Sajat izolatum*
B. bifidum B7.1 Sajat izolatum*
B7.5 Sajat izolatum*
B8&.3 Sajat izolatum*
NCFB 1454 National Collection of Food Bacteria
DSM 20213 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
B b B9.14 Sajat izolatum*
- oreve B9.15 Sajat izolatum*
B10.2 Sajat izolatum*
B. dentium B2.1 Sajat izolatum*
B. infantis DSM 20088 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
. NCAIM 02020  National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms
B. lactis
Bb-12 Chr. Hansen
ATCC 15707 American Type Culture Collection
Al2 Sajat izolatum*
Ad44 Sajat izolatum*
A4.6 Sajat izolatum*
B A48 Sajat izolatum*
- tongum A4.9 Sajat izolatum*
B2.2 Sajat izolatum*
B6.1 Sajat izolatum*
Bb-46 Chr. Hansen
K630 SKW GmbH
B. pseudocatenulatum B4.1 Sajat izolatum*
Lactobacillus
Lb. acidophilus La-5 Chr. Hansen
Lb. casei subsp. 2142 Dairy Institute of the Agricultural Faculty of Perugia
pseudoplantarum
Lb. casei subsp. casei 2750 Dairy Institute of the Agricultural Faculty of Perugia
Lb. casei Shirota Shirota The Faculty of Veterinary Medicine of Utrecht University
Lb. curvatus 2756 Dairy Institute of the Agricultural Faculty of Perugia
Lb. curvatus 2775 Dairy Institute of the Agricultural Faculty of Perugia
Lb. plantarum 2770 Dairy Institute of the Agricultural Faculty of Perugia
Lb. sakei DSM 20017 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
* MAYER et al., 2003
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5. tablazat folytatasa

Torzsek Torzs jele Eredet

Teszt torzsek

Escherichia coli ATCC 8439 American Type Culture Collection

Escherichia coli O157:H7 Budapesti Corvinus Egyetem Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tsz.
(apatogén)

Escherichia coli Bay 100 Szent Istvan Egyetem Gyogyszertani és Méregtani Tsz.
Enterococcus faecalis Budapesti Corvinus Egyetem Mikrobiologiai és Biotechnoldgiai Tsz.
Enterobacter cloacae Budapesti Corvinus Egyetem Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tsz.

Listeria monocytogenes 4ab

(apatogén) Budapesti Corvinus Egyetem Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tsz.

Clostridium sporogenes Budapesti Corvinus Egyetem Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tsz.

A Bifidobacterium torzseket liofilizalt formaban (kapszuldba zarva), vagy glicerin réteg alatt
-20 °C-on tartottam fenn, és TPY taplevesben 37°C-on anaerob koriilmények kozott
tenyésztettem. Az anaerob kornyezetet Bugbox (anaerobic chamber, Ruskin Technology, Leeds,
Anglia) vagy anaerob Jar+GasPak rendszer (Oxoid) segitségével hoztam létre. A Lactobacillus
torzseket tejtaplevesben tartottam fenn 4°C-on, és MRS taplevesben 37°C-on tenyésztettem. A
teszt torzseket a Clostridium kivételével TGE ferde agaron 4°C-on tartottam fenn, és TSB
taplevesben tenyésztettem 37°C-on. A Clostridium torzset paraffinolaj réteg alatt ferde agaron

tartottam fenn 4 °C-on, és RCM taplevesben 37°C-on tenyésztettem anaerob kdrnyezetben.

3.2 Felhasznalt sejtkulturak
Caco-2 sejtkultira (ATCC HTB 37)
Emberi vastagbél adenocarcinoma sejtvonal, amely az Utrecht Egyetem gyiijteményébdl
szdrmazott. A sejtek tenyésztése €s fenntartasa 37°C-on 5% CO, koncentracio mellett tortént
Dulbecco’s Modified Eagle’s tapfolyadékban (DMEM, D-6046 Sigma, 4500 mg/l
gliilkéztartalom), amelyhez még 1 (v/v) % MEM-nem esszencialis aminosav oldatot, 50 mg/l
gentamicin-szulfatot, 100 mg/l kanamicin-szulfatot, 4 mM glutamint, 25 mM HEPES puffert, 1
mM natrium-piruvatot (Sigma-Aldrich), és 10 (v/v)% hé-inaktivalt fetalis bovin szérumot (FBS;
Gibco) adtam hozza.
HT29 és HT29-12 sejtvonal
A HT29 sejteket egy 44 éves nd elsddleges colorectalis adenocarcinomajabol izolaltak. Ez a
sejtvonal standard koriilmények kozott 95%-ban differencialatlan sejtekbdl all (parental sejt).
Ebbdl a sejtvonalbdl metotrexat (dihidrofolat reduktaz inhibitor) kezelés hatdsara a sejtek elészor
kehelysejtekké (HT29-21), majd enterocyta-tipust sejtekké (HT29-12) szelektalodtak. A sejteket
Dulbecco's Modified Eagle's Mediumban 37°C-on 5% CO; / 95% levegd jelenlétében
tenyésztettem. A tapfolyadék Osszetétele a kovetkezd volt: 10 % hdvel kezelt FBS, 4 mmol/l
glutamin, 25 mmol/l HEPES, 1% MEM-nem esszencialis aminosav oldat, 1 mmol/l natrium-
piruvat, 100 mg/l kanamicin-szulfat, 50 mg/l gentamicin-szulfat. A sejtvonal a Szent Istvan

Egyetem Elettan Tanszékérdl szarmazott.

52



3.3 Felhasznalt anyagok

3.3.1 Felhasznalt prebiotikus poli- és oligoszacharidok

Raftiline por (ORAFTI, Belgium) — Frukto-oligoszacharid

Raftilose por (ORAFTI, Belgium) — Frukto-oligoszacharid

Laktoszukroz szirup (LS-40L); Ensuiko Sugar Refining Co., Japan) — Laktoszukroz
Oligo Time (Showa Sangyo Co., Japan) — Izomalto-oligoszacharid

Oligo MT-500 (Showa Sangyo Co., Japan) — [zomalto-oligoszacharid

Isomalto-500 szirup (Showa Sangyo Co., Japan) — [zomalto-oligoszacharid
Xylo-oligo 70 szirup (SUNTORY, Japan) — Xilo-oligoszacharid

Xylo-oligo 95 por (SUNTORY, Japan) — Xilo-oligoszacharid

3.3.2 Felhasznalt melanoidinek

Kakaé eredetii kiilonb6z6 molekulatomeggel: >30 kD, 10-30 kD, 5-10 kD, <5 kD

Kenyérbol szarmazo kétféle molekulatomeggel: >10 kD, <10 kD

A melanoidineket a Bécsi Egyetem, Téplakozastudomanyi Tanszékérdl kaptam ¢€s a vizsgalatok
egy részét is ott végeztem [SUMMA C. et al., 2008].

3.4 Felhasznalt tapkozegek

= Laboratoriumi tapkozegek

TPY (Trypticase-Phytone-Yeast extract) tapleves
Trypticase pepton (BBL) 10 g
Phytone pepton (BBL)
Glﬁkéz
Eleszt6kivonat

Tween 80
Cisztein-HCI

K,HPO,4

MgCl,-6H,0
ZHSO4'H20

CaCb

FCC13

Agar-agar 15
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,8-7,0

Sterilezés 121°C-on 15 percig.

TPY agar

Osszetétele és elkészitése megegyezik a TPY levesével, kiegészitve 15 g agar-agarral.

SO OONO— N Lin

MRS (de Man Rogosa Sharpe) leves

MRS “por” (BBL) 523 ¢
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,8-7,0

Sterilezés 121°C-on 15 percig.

MRS agar
Osszetétele megegyezik az MRS levesével, kiegészitve 15 g agar-agarral.
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BCM (Reinforced Clostridial Medium) tapleves
Elesztokivonat 3

g
Huskivonat 10 g
Trypticase pepton (BBL) 10 g
likoz 5 g
Vizoldhat6é keményitd 1 g
NaCl 5 g
Na-acetat 3 g
Cisztein-HCl 0,5 ¢
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,8-7,0
Sterilezés 121°C-on 15 percig.
RCM agar

Osszetétele megegyezik az RCM levesével, kiegészitve 15 g agar-agarral.

Beerens’ agar [ BEERENS. 1990]

Columbia-agar (OXOID CM331) 44 g
Gliikoz 5 g
Cisztein-HCl 0,5 ¢
Agar-agar 5 g
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés 121°C -on, 15 percig.
70°C-os termosztalas utdn 5 ml propionsavat kell hozzaadni és 1n NaOH-val pH=5-re allitani, ezt
kovetden lehet a lemezeket Onteni. 48 6ran beliil felhasznalando.

TGE tapleves

Bacto-Tryptone 5 g
Gliiko6z 1 g
Elesztékivonat 25 ¢
Desztillalt viz 1000 ml

pH=6,8-7,0; Sterilezés 121°C-on 15 percig.

TGE agar
Osszetétele megegyezik a TGE levesével, kiegészitve 15 g agar-agarral.

TSB (Tryptic Sova Broth) leves

TSB “por” (Oxoid) 30 g
Desztillalt viz 1000 ml
pH=7,3+0,2; Sterilezés 121°C-on 15 percig.

TSB agar

Osszetétele megegyezik az TSB levesével, kiegészitve 15 g agar-agarral.

FC (Fekal Coliform) agar
FC “por” (Scharlau) 52 g
Desztillalt viz 1000 ml

2 ampulla (2x10 ml) rozolsav adalékot (Scharlau) kell hozzdadni. Nem szabad autoklavozni!
pH=7,4+0,2

Vas szulfit agar (ISO 15213)

Kazein (enzimesen emésztett) 15 g
Sz6ja (pancreatic emésztett) 5 g
Elesztokivonat 5 g
Na28205 1 g
Vas(III) ammonium citrat 1 g
Agar-agar 9-18 g
Desztillalt viz 1000 ml

pH=7,6+0,2; Sterilezés 121°C-on 15 percig.
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PDS (Pseudomonas Selective) agar

PDS “por” (Oxoid CM 559) 242 ¢
Glicerin 5 ml
Desztillalt viz 1000 ml

pH=7,1; Sterilezés 121°C-on 15 percig.
Sterilezés utan kiegészitve: Pseudomonas Selective Supplement (Oxoid SR103)

VRBD (Violet Red Bile Dextrose) Agar

VRBD “por” (Merck) 395 ¢
Desztillalt viz 1000 ml
Nem szabad autoklavozni! pH=7,4+0,2

RBC (Rosebengal Chloramphenicol) agar
RBC “por” (Merck) 322 g
Desztillalt viz 1000 ml
pH=7,2+0,2; Sterilezés 121°C-on 15 percig.

ChromoBio Coliform agar
Chromobio “por” (Biolab) 30 g
Desztillalt viz 1000 ml

pH=7,4; 100°C -on 30 percig hékezelés.

= Zoldségalapu tapkozegek

Sargarépalé

A nyers sargarépalé készitéséhez a sargarépa gyokeret folyovizzel alaposan megmostam,
meghdmoztam, ¢és 6blitést kovetden gylimolescentrifugaval (Santos N°28) levet nyertem. A nyers
levet vagy kozvetleniil felhasznaltam, vagy kiilonb6z6é modokon kezeltem: sterilezés 121°C-on
15 perc, pasztérozés 80°C-on 15 és 20 perc, nagy hidrosztatikus nyomasua (HHP) kezelés
kiilonb6z6é nyomas/iddintervallum paraméterekkel (400MPa/5 és 15 perc; 500 MPa/5 és 15 perc,
600 MPa/5 és 15 perc). A nagynyomasu kezelést Stansted Food Lab 900 késziilékkel végeztem.
A stiritmény felhasznalasaval eldallitott sargarépaleveket 67 (m/m)%e-o0s sargarépa siiritménybdl
készitettem, amelyet a GPS Powder Kft.-t0] szereztem be. Az ebbdl készitett 8 (m/m)%-os répalét

80°C-on 10 percig pasztoroztem.

Csicsokalé

A csicsokalé elddllitdsdhoz 68 (m/m)%-os csicsdka sliritményt hasznaltam. A slritményt a
FITOKUP Kft. bocsatotta rendelkezésemre. A megfeleld szarazanyag-tartalom kialakitasa utan a
leveket kiilonb6z6 moddon kezeltem: sterileztem 121°C-on 15 percig ¢s 80°C-on 10 percig
pasztoroztem. A 1éptéknovelési kisérletekben pasztorozott levet, a tobbi esetben sterilezett

csicsoka levet hasznéltam fel a vizsgalatokhoz.

Céklalé

Santos N°28 tipust gylimodlcscentrifuga segitségével nyertem a céklalét. A nyers céklalét
sterileztem (121°C, 15 perc) €s igy alkalmaztam a zoldséglevek erjeszthetdségének vizsgalatanal.
A sliritménybdl készitett céklalé eldallitasdhoz a 64 (m/m)% szarazanyagtartalma, GPS Powder
Kft. altal forgalmazott stiritményt hasznaltam. Az elkészitett 10 (m/m)%-os céklalét 80°C-on 10

percig pasztéroztem.
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3.5 Fizioldgiai vizsgalathoz felhasznalt modszerek

3.5.1 Vancomycin rezisztencia vizsgalat modszerei

Agaron torténd vizsgalat: a TPY agart az alkalmazott Bifidobacterium torzs 48 Oras
tenyészetének 1 tf%-nyi mennyiségével oltottam be, majd Petri-csészékbe oOntdttem. A
megszilardult TPY agarra 30 pg vancomycint tartalmazé korongokat helyeztem, és 2 napos,
37°C-on torténd anaerob inkubélast kovetden az eredményeket a keletkezett feltisztulasi zonak
alapjan értékeltem.

Hatarhigitasos modszer: Kétszeres toménységli 2 ml TPY tapleveshez 2 ml meghatarozott

crc

crer

oras tenyészetének 0,1 ml-ével beoltottam. Két napos, 37°C-on anaerob koriilmények kozott
torténd inkubalds utan hatdroztam meg a minimalis gatlo koncentracidokat (MIC). A vizsgalatokat

két ismétlésben végeztem el.

3.5.2 Oxigéntolerancia vizsgalat

Tenyésztéses modszert alkalmaztam az oxigéntolerancia mértékének meghatdrozasdhoz. A
vizsgalat eldtt legaldbb kétszer atoltott torzsek 24 oras sejtszuszpenzioival TPY tépleveseket (100
ml) oltottam be 1 tf%-nyi mennyiséggel, majd a torzseket anaerob kdrnyezetben (Bugbox-ban)
16 oran keresztiil tenyésztettem, hogy elérjék a stacioner szaporodasi fazist. Ezutan
razdtermosztatba tettem a tenyészeteket ¢és 37°C-on, aerob koriilményeken, 120 rpm
fordulatszamon inkubéltam 6ket. Adott idépontokban — az aerob inkubalas 0., 24. és 96. 6rdjaban
— meghatarozott sejtkoncentracié értékek alapjan értékeltem a kisérleteket. A vizsgalatot 3

ismétlésben végeztem el.

3.5.3 Hidrogén-peroxid minimalis gatlé koncentraciojanak meghatarozasa
Agardiffuzios modszer: Bifidobacterium tenyészetek 1 tf%-nyi mennyiségével beoltott TPY agart
(15 ml) steril Petri-csészékbe oOntéttem. Az agar megszilarduldsat kovetden 8 mm atmérdji
ul-t pipettdztam minden egyes lyukba. Ezt kdvetden a Petri-csészéket 37°C-on, anaerob
koriilmények kozott inkubaltam 48 6rdig. Az értékelést feltisztuldsi zonak alapjan végeztem.
Hatarhigitasos modszer: Megegyezik a vancomycin rezisztencia vizsgalatnal felhasznalt
modszerrel, csak itt 5-5 ml mennyiségeket alkalmaztam. A vizsgalatokat két ismétlésben

végeztem el.

3.5.4 Bifidobaktériumok szénhidrat hasznositasanak vizsgalata

A vizsgalatok soran alkalmazott mono-, di-, poli-, és oligoszacharidokat az adott tapkdzeghez
minden esetben 0,1 (m/v)% mennyiségben haszndltam. A baktérium sejtek ndvekedésének
vizsgalata a kovetkez0 modszerekkel tortént:

Bromkrezolbibor indikatoros modszer: Az elkészitett tapleves pH-jat 7,0-re Aallitottam ¢&s

kiegészitettem 10-15 mg/l bromkrezolbibor indikatorral, amely lilas-kék sziniire festette a
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kozeget. A sterilezést kovetden beoltottam a tapleveseket. A bifidobaktériumok savtermelése
révén az indikator sarga szinre valt, jelezve a baktériumok szaporodasat, illetve anyagcsere
tevékenységét.

Optikai denzitas merése: A tenyészetek 600 nm-en mért abszorbancia valtozasabol
kovetkeztettem a szaporodas mértékére. A mérést a-Helios tipust spektrofotométerrel végeztem.
Lemezontéses modszer (vegyes kultaras modellben): A bifidobaktériumok kimutatasara Beerens’
agart (szelektiv), a teszt torzsek detektalasara TSB agart alkalmaztam. A vizsgélatokat 3

ismétlésben végeztem el.

3.5.5 Maillard-reakcio termékek bifidobaktériumok szaporodasara kifejtett
hatasanak vizsgalata

Agardiffuzios és hatarhigitisos modszereket hasznéltam, amelyek menete teljesen megegyezik a
hidrogén-peroxid €s a vancomycin vizsgalatnal leirt 1épésekkel. Az agardiffizids modszernél 10,
5,2,1,0,5 és 0,25 mg/ml melanoidin koncentracidkat, a hatarhigitasos esetén 100, 50, 25 és 12,5

ng/ml koncentraciokat alkalmaztam. A vizsgalatokat 3 ismétlésben végeztem el.

3.6 Bifidobaktériumok antimikrobas hatasanak vizsgalata soran hasznalt
modszerek

3.6.1 Kétrétegii spot modszer (Touré et. al., 2003 alapjan)

A vizsgalat el6tt a bifidobaktérium torzseket legalabb harom alkalommal (24 6ranként) atoltottam

0,05% cisztein-hidrokloriddal kiegészitett MRS taplevesbe ¢és ezutdn alkalmaztam a

vizsgélatokhoz, amelynek a menete a kdvetkezo volt:

= 1,5% agar-agart és 2 g/l natrium-bikarbonatot tartalmazo megfeleld Osszetételli als6 agar
készitése;

= 3 ul adott taplevesben aktivan szaporodd 17-18 oras bifidobaktérium kultara (pottyok)
felvitele az agarra;

= 20-30 perces szaritas, majd inkubalas anaerob koriilmények kozott 37°C-on 18 oraig,

= az agar befedése 0,8% agar-agart tartalmazo adott Osszetételli tapagarral, melyet elézdleg
beoltottam késd exponencidlis szaporodasi szakaszban 1év6 1 tf%-nyi aktiv indikator térzzsel

= Inkubalas aerob koriilmények kozott 37°C-on 18 oran keresztiil.

Ertékelés a feltisztulasi zonak alapjan tortént.

3.6.2 Agardiffiziéos modszer (Vinderola et al, 2002 alapjan)

=  Sejtmentes feliiluszo eldallitdsa: 18 ordn at 0,05% cisztein-HCI kiegészitett MRS taplevesben
felszaporitott bifidobaktérium kultira lecentrifugalasa (12000 fordulat/perc, 15perc), a
feliilisz6 pH-janak semlegesre allitaisa 1 N NaOH oldattal, majd atszlirése 0,20 um
porusméretii Minisart (Sartorius) steril szliron.

= Liofilizalassal torténd koncentralas (1/15-6dére, ebbdl 0,5 g —1 ml-be), majd a kis
molekulatémegii fehérje frakciok 3000 és 10000 Da-os Microcon (Millipore) sziirével torténd
kinyerése.

» 1% agar-agart tartalmaz6 adott dsszetételli taptalaj beoltasa 1 tf%-nyi aktiv indikatortdrzzsel.
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= Az agart steril Petri-csészékbe ontottem, megszilardulas utdn 6 mm atmérdjii lyukakat fartam.
= Az elkészitett feliiliszokbol 50 pl-t pipettdztam a lyukakba.

= Ezutan a csészéket 1 oraig 5°C-ra tettem, hogy a diffuziot elsegitsem.

» Inkubdci6 37°C-on 18 6ran keresztiil.

Az értékelés itt is a gatlasi zonak alapjan tortént.

3.6.3 Fehérjetermészetii antimikrobas anyag kimutatasi modszere

Na- dodecil- szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE, 1 dimenzios)

Ezzel a modszerrel a bifidobaktériumok feliiluszojanak a fehérjemintazatardl, valamint ezek
molekulatomegérdl szerezhetiink informaciot.

A minta el6készitése: 1 mg liofilizalt bifidobaktérium kultirat 20 pl mintaoldé pufferben
(Mintaoldé puffer: 3% Na-dodecil-szulfat (SDS); 62 mM Trisz-(hidroximetil)-amino-metan
(TRISZ); 8,7% glicerin (87%); 10% P-merkapto-etanol, pH=6,8) feloldottam. (Abban az esetben,
amikor a mintdm folyékony volt, 100 ul mintat 100 pul mintaoldé pufferrel elegyitettem.) Az
oldatot 5 percig forraltam. A vizsgalatokat Bio-Rad Power Pac 1000 késziiléken végeztem.

Elvalaszto gél (15%, 2 kis gélre):
30% akrilamid/bis-akrilamid 29:1

(Bio-Rad) 4,0 ml
2 M TRISZ.HCI (pH: 8,8) 1,8 ml
10% SDS 50 ul
Desztillalt viz 2,06 ml
TEMED 6 ul
Ammonium-perszulfat (100 mg/ml) 50 ul

Gyujtogél (6%, 2 kis gélre):
30% akrilamid/bis-akrilamid 29:1

(Bio- Rad) 0,5 ml
10% SDS 27,5 ul
0,5 M TRISZ.HCI (pH: 6, 8) 0,33 ml
Desztillalt viz 1,6 ml
TEMED 3ul
Ammonium-perszulfat (100 mg/ml) 25 ul

Minden egyes mintabdl a felvitt mennyiség: 15-20 pl volt. A mintafelvitelt kdvetden a gélt

elektroforézis cellaba helyeztem és feltoltdttem pufferrel.

Elektroforézis puffer:

TRISZ 3,03g
SDS 1.0g
Glicin 144 ¢

1000 ml-re feltdltve desztillalt vizzel.

Elektroforézis paraméterei.:

Fesziiltség (konstans): 200V
Aramer6sség (limit): 400 mA
Futtatas ideje: 35-40 perc

Vizsgalataim soran kétféle eljarast alkalmaztam a gélek festésére:

Gyors Coomassie festés:

= A gélen szeparalt fehérjéket 20 percig fixaltam 20% triklor-ecetsavban (TCA).

= Mosds: A maradék TCA eltavolitasara 3-szor 10 percig razattam a géleket PAGE-mos6

oldatban (10% etanol, 5% ecetsav).

= Festés: Coomassie festékoldattal (0,2 g Coomassie Brilliant Blue R-250, 50 ml etanol, 10 ml

ecetsav, 50 ml desztillalt viz).

A gélt 15 percig razattam a festékoldatban, majd 10% ecetsav oldattal tavolitottam el felesleges

festéket.



Eziistfestés:
= A gélen szeparalt fehérjeket 20 percig fixaltam 20% TCA oldatban, majd raontdttem a

kalium-bikromatos oldatot (100 mg kalium-bikromat 100 ml salétromsavban oldva), majd 5
percig razattam, utana desztillalt vizzel mostam.

= A gélekre eziist-nitrat oldatot (0,21 g eziist-nitrat/100 ml desztillalt viz) ontottem, majd 20
percig razattam.

= El6hivas soran: 500 ml 0,28 M Na-karbonat oldathoz 50 pl 37%-o0s formaldehidet adtam ¢és
ezzel az oldattal razattam a géleket a jellegzetes szinek kialakulasaig. A reakciot 5%
ecetsavval allitottam le.

Blot technika (Yildirim & Johnson, 1998 alapjan)

Az elektroforézis végeztével a gélt nem festettem meg, hanem 1 tf%-nyi Listeria monocytogenes
torzzsel beoltott 0,8% agar-agart tartalmazo TSB agarra helyeztem, majd ugyanezzel az agarral
befedtem. Ezt kdvetden 37°C-on inkubéltam egy éjszakan at. Ha feltisztulasi zonat tapasztaltam
egy meghatarozott molekulatomegnél ezt ugy értékeltem, hogy a vizsgalt torzs valdsziniileg

valamilyen gatléanyagot termelt az indikator torzs ellen.

Szoftveres kiértékelés
A kapott géleket Gel Doc 2000 (Bio-Rad) rendszerrel értékeltem.

Rotoforos fehérje elvalasztasi miivelet

A rotofor IEF Cell egy egyedi preparativ fehérjeelvalasztd egység, amely liquid-fazist
izoelektromos fokuszalassal valasztja el a fehérjéket izoelektromos pontjuk alapjan. A rotofor
rendszer idedlis fehérjetisztitasra €s eldfrakcionaldsra nyers, vagy részlegesen tisztitott fehérjébol.
A mobdszer gyors, egyszerii €s eredményes (http://www.bio-rad.com/B2B/BioRad/product). A

toltéssel rendelkezd részecske elektromos mez6 hatasara vandorolni kezd az amfolitban az andd
vagy ¢éppen a katod felé attdl fiiggden, hogy pozitiv vagy negativ toltése van. A fehérje
mindaddig vandorol, amig meg nem talalja az izoelektromos pontjat. Ezek alapjan frakciok
kiilonithetdk el.

Az elvdlasztds menete:

= Liofilizalt bifidobaktérium kultira bemérése, majd oldasa 49 ml desztillalt vizben.
= 1 ml amfolit (SERVA) hozzéadasa (pH tartomanya: 3-10).

= Puffertartalyok feltoltése (katodtartaly: 0,1 M NaOH, anddtartaly: 0,1 M H3;POy).
= A tartalyok és a fokuszalo kamra felszerelése a keramiahfitdre.

= Cellék feltoltése amfolit, minta és desztillalt viz szuszpenzioval.

= Hités inditasa.

= Futtatas inditasa.

3.7 Tapadasi vizsgalatok modszerei

A tapadasi vizsgalatokhoz a mar emlitett Caco-2, HT29 ¢s HT29-12 sejtvonalakat alkalmaztam.
Caco-2 sejtkultarat hasznaltam a detektalasi modszerek kifejlesztésénél, a bifidobaktériumok
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tapadasanak ¢és a versengd kitapadas vizsgalatanal. A HT29 és a HT29-12 sejtvonalakat a

crer

Caco-2 sejtvonalhoz torténd tapadasi vizsgalatok menete

Minden esetben 14 napos Caco-2 sejttenyészeteket hasznaltam. A sejttenyészeteket 24 lyuku

sejttenyésztd edényekben tenyésztették, amelyekbe elézdleg 70%-os alkohollal zsirtalanitott €s

UV fénnyel 2 oran keresztiil kezelt fed6lemezeket helyeztek. A vizsgalatok soran a kovetkezo

1épések torténtek:

1.

A tapadasra szant baktériumtenyészetek elOkészitése: Bifidobacterium torzsek és a
Lactobacillus torzs 24 o6ras, az E. coli torzs esetén 18 ords tenyészetekkel végeztem a
vizsgalatokat.

A baktériumtenyészetekbdl 1-1 ml-t steril Eppendorf csdvekbe mértem, majd 13000g
sebességgel 3 percig centrifugdltam. Ezt kdvetden még kétszer mostam a sejteket steril

fiziologias sooldattal.

. Mosas utan a sejteket antibiotikum és FBS mentes DMEM-ben szuszpendaltam vissza az

eredeti térfogatra. Beallitottam a kivant baktérium sejtszamokat: A bifidobaktériumok és a
Lactobacillus torzs esetén ~107 tke/lyuk hozzaadott sejtszam, az E.coli torzsnél (versengd
kitapadas) ~10°, ~107, ~10® tke/lyuk sejtszam volt a cél.

Caco-2 sejtek mosasa 1-1 ml 37°C-ra eléremelegitett DMEM (antibiotikum és FBS mentes)
oldattal

vizsgalat 2 ismétléssel tortént. A versengd tapadas vizsgalat esetén a bifidobaktérium és az
E. coli baktériumsejteket egy idében raktam a szovettenyészetre. Kontroll vizsgalatként
meghatdroztam azt is, hogy kiilon milyen tapadast mutatnak a vizsgalt torzsek.

Inkubalas: 60 perc, 37°C, 5% CO,-t tartalmaz6 termosztatban.

7. Nem tapado baktériumok ledblitése (2x) 1 ml 37°C-ra eléremelegitett DMEM oldattal.

Ezutan a detektalasi modszertdl fiigg, milyen 1épés kovetkezik.

— Lemezontés: (1) 0,5 ml tripszin oldatot tesziink a lyukakba, hogy a megtapadt sejteket
felszedjem (15 perc, 37°C-on). (2) A tripszines reakcioét 0,5 ml DMEM+10% FBS
oldattal allitottam le. (3) Ezutan higitasi sorokat készitettem és a megfeleld higitasi
tagokbol meghatdroztam a sejtszamot. A bifidobaktériumok esetén TPY agart és
Beerens’ agart (versengd kitapadasnal), a Lactobacillus torzsnél MRS agart, és az E.
coli torzsnél pedig ChromoBio Coliform agart hasznaltam a kimutatashoz.

—  Gram-festés: (1) A szdvettenyészetet €és a megtapadt baktériumokat fixaltam 10%-os
formaldehiddel, 10 percig. Ezutdin Gram-szerint festettem (GRAM-color Staining Set,
Merck) és az tiveglapokat kiszedtem a lyukbol, majd Mowiol oldattal (glicerin (87%)
6 g, Mowiol 4-88 polivinil alkohol (Fluka) 2,4 g, desztillalt viz 6 ml, 0,2 M TRISZ
puffer (pH=8,5) 12 ml) targylemezre ragasztottam. A tapad6 baktériumokat 1000x-es
nagyitassal vizsgaltam (Axiophot, Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag). Minden
iiveglap esetén 10-10 latotérrol készitettem (AxioCam HRC, Carl Zeiss) fényképet. A

baktériumtapadas mértékét sejtszamlalassal allapitottam meg. A Scion Image
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képelemz6 program segitségével hataroztam meg a baktériumok altal boritott teriilet
szazalékos aranyat.
— A hexidium-jodidos festésnél a festési eljarast a baktériumok mosasa utan végeztem a

kovetkez0 modon: Tizszeres higitast készitettem a hexidium-jodid torzsoldatbol
(LIVE BacLight™ Bacterial Gram Stain Kit) és ebb8l 7,5 pl-t pipettiztam az 1 ml
torzsszuszpenzidhoz, majd ezeket 30 percen keresztiil sotétben inkubéltam 50 rpm
razatas mellett. Ezutan a felesleges festék eltavolitdsara négyszeres mosas kovetkezett.
Mosas utan a baktériumokat DMEM-be (antibiotikum ¢és FBS mentes)
visszaszuszpendaltam ¢€s higitottam. Az ezt kovetd 1épések megegyeznek a Gram-
festés 1épéseivel. A mikroszkopos vizsgalat soran UV megvilagitast és XF43 sziir6t
(Omega Optical Inc., Brattleboro, VT, USA) alkalmaztam a fluoreszcens baktériumok
megjelenitésére.

HT29 és HT29-12 sejtvonalhoz torténo tapaddasi vizsgalatok

A baktériumtapadasi kisérletekhez a sejteket szintén fed6lemezen szaporitottam. Az eldkészitett

feddlemezeket 24 lyuku edényekbe helyeztiik és a sejteket azon tenyésztettiik 72 6ran keresztiil.

A 70-90%-ban konfluens tenyészeteken végeztem a baktériumtapadasi vizsgalatokat. A tapado

baktériumok detektélasara lemezontéses modszert alkalmaztam.

A vizsgalat modszere megegyezik a Caco-2 sejtvonal esetén leirtakkal, annyi a kiilonbség, hogy a

bifidobaktériumok esetén eltérd hozzdadott koncentracidkat (~10°, ~107, ~10° tke/lyuk)

alkalmaztam.

3.8 Erjesztési kisérletek

Erjesztés és a tarolas koriilmeényei.:

Mind a mono, mind a vegyes kulturas erjesztéseket 10°-107 tke/ml baktérium-koncentracioval
inditottam. A vegyes kultarads erjesztés esetében a bifidobaktériumot €s a laktobacilluszt 1:1
aranyban alkalmaztam. Az erjesztéseket 37°C-on anaerob koriilmények kozott végeztem, amelyet
anaerob munkahelyben (Bugbox, Ruskin Technology), valamint anaerob Jar+GasPak
rendszerben (Oxoid) biztositottam. A lombikos kisérleteket 100-150 ml-ben, a 1éptéknovelési
kisérleteket 2 liter hasznos térfogatii Biostat B (BBraun) fermentorban végeztem. A fermentorban
az anaerob kornyezetet 10% szén-dioxid nitrogénben gazkeverékkel biztositottuk. Az erjesztések

1d6tartama 24-36 ora volt.

Tarolasi kisérleteket 4°C-on és szobahOmérsékleten jol zarhat6 tivegekben végeztem.

A sargarépa taroldsi vizsgalatandl a sargarépalét 3 % mennyiségben egészitettem ki Raftilose
prebiotikummal.

A vegyes kultiraval erjesztett csicsokalé taroldsi vizsgalata elott a termék allomanyanak
kialakitasara és a vizaktivitas csokkentésére kereskedelmi forgalombdl — Herbstreith & Fox Kft.
— beszerzett kiilonbozé pektineket hasznaltam: almapektineket (Pectin Classic AJ 201, AJ202,
AF703, AU202) ¢s citruspektineket (Pectin Classic CJ201, CJ206). A pektinek mellett natrium-
alginattal (Satalgine 550) torténd bestirités lehetdségét is vizsgaltam, amely a KUK Hungaria

Kft.-t6] szarmazott.

61



3.9 Mikrobiologiai vizsgalatok mikroorganizmusok mennyiségi
meghatarozasara

— Bifidobacterium-ok: Meghatarozasa TPY, vagy Beerens’ agaron (szelektiv), lemezontéssel
torténik. Inkubalas 37°C-on, anaerob koriilmények mellett 48-72 oraig.

— Tejsavbaktériumok: Kimutatdisa MRS agaron, lemezontéssel torténik. Inkubalas 30°C-os
termosztatban, 48-96 ora.

—  Mezofil aerob ésszcsiraszam: TGE agaron, szélesztéses technikéval hataroztam meg.
Inkubalas 30°C-on termosztatban, 24-48 ora.

—  Szulfit-redukadlo baktériumok (Clostridium): Vas-szulfit agaron, lemezontés segitségével
mutatjuk ki. Inkubalas anaerob koriilményeken, 37°C-on, 24-48 ora.

— Enterobaktériumok: Kimutatdsa VRBD agaron, lemezontéssel. Inkubdlds 37°C-os
termosztatban, 16-24 o6ra.

— Coliform-ok: Kimutatdsa rozolsavval kiegészitett Fekal Coliform agaron, szélesztéssel.
Inkubalas 37°C-on, 24 ora.

— Pseudomonas-ok: Kimutatdsa Pseudomonas szelektiv agaron (Selective Supplement),
szélesztéssel. Inkubalas 37°C-on, 24 ora.

—  Elesztégombdk és penészgombdk: Meghatarozasuk RBC agaron, szélesztéssel. Inkubalas

25°C-on, az élesztok esetében 48-72 oOra, a penészeknél 72-140 ora az inkubalési 1do.

3.10 Analitikai modszerek

3.10.1 Szénhidrat és szerves sav mennyiségi meghatarozasa HPLC-vel
Késziilék: Waters HPLC,
Waters 600 pumpa,
Waters 717 plus automata mintaadagolo,
Waters 410 RI detektor ¢s PDA detektor (UV) (szénhidrat: 410 nm;
szerves sav: 210 nm)
Oszlop: Aminex HPX-87H toltetii oszlop, ami gliikéz, fruktdz, maltoz, maltotridz,
etanol és szerves savak meghatarozéasara alkalmas.
Mozg¢ fazis: 5 mM H,SOq4
Mérés jellemzoi: futtatas ideje: 20 perc a szénhidrat és 40 perc a szerves sav esetén
mintamennyiség: 20 pl
detektor hdmérséklete: 45°C
oszlop homérséklete: 45°C
aramlasi sebesség: 0,5 ml/min
Szénhidrat standardok: gliikkoz, frukt6z, szachardz, maltoz, galaktdz, maltotridz, raffinoz.
Szerves sav standardok: tejsav, ecetsav, almasav, citromsav, borostyankdsav, kénsav, oxalsav

Minta elokészités: 2 ml sargarépa- €s a c€klalé mintakhoz 0,5 mol/l H,SO, oldatot adtam ¢és 30

masodpercig vortexeltem, majd 14000g fordulatszdmon 10 percig centrifugaltam. A feliiluszot

0,45 pm poérusatmérdji sziirével (Waters, Milford, USA) lesziirtem. A csicsokalé mintat csak
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lecentrifugaltam az emlitett paraméterekkel €s szintén lesziirtem 0,45 pm poérusatmérdji szirdvel
(Waters, Milford, USA).

3.10.2 Karotinoid tartalom meghatarozasa HPLC-vel

Késziilék: Knauer HPLC
Beckman PDA detektor (UV), 450 nm
Oszlop: Nucleosil 100 C 18 (240mm x 4,6 mm) oszlop,
Mozgo6 fazis: Gradiens eluens: A (metanol) és B (60:25:15 izopropanol-aceton-viz)
Mérés jellemzoi: futtatas ideje: 20 perc

mintamennyiség: 20 pl
detektor hdmérséklete: 45°C
oszlop homérséklete: 45°C
aramlasi sebesség: 1 ml/min

Minta eldkészités: (1) 5 ml sargarépa mintahoz 10 ml metanolt adtam egy csiszolatos Erlenmeyer

lombikba és 0sszeraztam. (2) Ezutan 5 ml metanolt és 35 ml 1,2-dikloretant adtam hozza, ismét
Osszeraztam, majd néhany milliliter desztillalt vizet tettem hozza. (3) Valasztotdlcsérbe ontottem
¢s lassan szlirpapirban 1év0 natrium-szulfatra cseppegtettem. (4) A lecsepegtetett karotinoid
tartalmi oldatot vakuum evaporatorban szarazra paroltam. (5) A maradékot 5 ml HPLC

mindségli acetonba visszaoldottam és ezt injektaltam az oszlopra.
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4 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Bifidobaktériumok fizioldgiai vizsgalata
A probiotikumok kivalasztdsdnal fontos feladat a tdorzsek biokémiai tulajdonsagainak
megismerése ¢és értékelése. E tulajdonsagok kozott fontos szempont antibiotikum érzékenységiik
¢€s rezisztencidjuk, oxigén tolerancidjuk feltérképezése, a hidrogén peroxid gatlasanak feltarasa,
szénhidrat hasznositasuk megismerése, valamint a Maillard-reakcidé eredményeként keletkezd
termékek hatasanak feltdrasa. A probiotikus torzsek elsddleges szelekcids kritériuma, hogy ne
rendelkezzenek atadhaté antibiotikum rezisztencia génekkel. Az oxigén tolerancia az egyik
fontos tényezd a technoldgiai folyamatok €s a tarolas soran. A hidrogén-peroxid szerepe a kevert
kultradk alkalmazasanal (mint szelekcids kritérium) meriilhet fel, mert a tejsavbaktériumok
koztudottan hidrogén-peroxidot termelnek, viszont a bifidobaktériumok a kataldz enzim hidnya
miatt érzékenyek erre a vegyiiletre. A torzsek szénhidrat (mono-, di-, oligo-, és poliszacharid)
hasznositdsanak megismerése segitséget nyujthat a megfeleld tapkoézeg (nyersanyag)
kivalasztasaban. Tovabba sziikséges megvizsgalni a prebiotikumok hasznosithatosagat, illetve
azt, hogy milyen mértékben nyilvanulhat meg ezen poli-, és oligoszacharidok prebiotikus hatasa.
A Maillard-reakcid termékei az eldkezelések soran a tapkozegben keletkezhetnek, illetve a
taplalkozas soran keriilhetnek a szervezetbe, ezért cél e reakcidtermékek hatdsanak vizsgalata a

torzsekre.

4.1.1 Bifidobacterium torzsek vancomycin rezisztenciaja

Terapids és élettani szempontbdl fontos ismerni a torzsek antibiotikum érzékenységét. A
bifidobaktériumok szdmos antibiotikummal (kanamycin, neomycin, streptomycin, polymyxin,
gentamycin, nalidixinsav ¢és metronidazol) szemben rezisztensek. Mas antibiotikumokkal
szemben eltérd érzékenységet tapasztaltak, de ez a tulajdonsag kiilonbozhet fajok, és adott fajon
beliil a torzsek kozott is. A vancomycin gatld hatdsa kiemelkedden fontos, mert ez az egyik olyan
antibiotikum, amely széles hatdsspektrummal rendelkezik a klinikai fert6zéseket okozo
patogénekkel szemben.

A vancomycin érzékenység vizsgalatot tapagaron 30 pg-os korongok segitségével és
hatarhigitasos modszerrel taplevesben végeztem el.

Az agaros moddszer soran, ahol 18 és 44 mm kozotti feltisztuldsi zonakat kaptam, valamennyi

felhasznalt Bifidobacterium térzs szenzitivnek bizonyult (6. tablazat és 2. abra).

2. abra Bifidobacterium adolescentis torzs esetén kapott feltisztulasi zona
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6. tablazat Bifidobacterium torzsek vancomycin rezisztencia vizsgalatanak eredményei

Feltisztulasi Feltisztulasi
Bifidobacterium torzsek zéna Bifidobacterium torzsek zona
d (mm) d (mm)
B. adolescentis" 29 B. breve B10.2 20
B. breve" 18 B. lactis Bb-12 18
B. infantis" 19 B. longum B2.2 26
B. lactis" 25 B. longum A1.2 23
B. bifidum B1.2 33 B. longum A4.6 44
B. bifidum B3.1 19 B. longum Bb-46 25
B. bifidum B3.2 18 B. longum K630 26
B. bifidum B7.1 20 B. pseudocatenulatum B1.1 19

A vancomycin rezisztencia vizsgalatat a kivalasztott torzsekkel TPY taplevesben is elvégeztem,
hogy meghatarozzam a minimalis gatlé koncentracio (MIC) értékét. Az eredményeket a 7.

tablazatban mutatom be.

7. tablazat Bifidobacterium torzsek vancomycin rezisztencia vizsgalata TPY taplevesben

Torzsek Vancomycin koncentracio [pg/ml]
0,093 | 0,188 | 0,375 | 0,75 | 1,5 3 6 12 | Kontroll
B. breve" FE | R | R | - - - — et
B. infantis" P | R | R | — - - - t
B. bifidum B3.2 =+ -+ 4 | - - - - 4+
B. bifidum B7.1 =+ -+ 4 | + - — - Tt
B. lactis Bb-12 =+ -+ 4 | - - — - 4+
B. longum B2.2 =+ -+ 4 | - - - - 4+
B. longum Bb-46 | +++ ++ + - — - - _ T+

— : nincs novekedés; + : nagyon gyenge ndvekedés; ++ : kozepes novekedés; +++: jo novekedés

A B. lactis Bb-12, a B. bifidum B3.2, a B. longum B2.2 és a két tipustdrzs esetében a MIC 1,5
pg/ml értéknek adodott, a hasonl6 érzékenységet — kivéve a B2.2 torzs esetében — aldtdmasztjak a
tapagaron észlelt hasonld kioltasi zéndk. A B. longum Bb-46 starterkultira esetén nagyobb
érzékenységet tapasztaltunk — 0,75 pg/ml MIC érték —, mint a human forrasbol szarmazd B.
longum B2.2 torzsnél. A B. bifidum B7.1 torzsnél tapasztaltuk a legnagyobb minimalis gatlo
koncentraciot, amely 3 pg/ml volt. Ezen eredmények alapjan a vizsgalt bifidobaktériumok a
vancomycinnel szemben érzékenynek tekinthetdk, mivel a vancomycin esetében altalaban 4-8
ng/ml koncentracioban hatdrozzak meg a szenzitivitas €s a rezisztencia hatarat [JOHNSON et al.,
1990]. MOUBARECK ¢s munkatarsai (2005) is hasonl6 kioltasi zoéndkat (20-36 mm) és MIC

értekeket (0,25-2 pg/ml) detektaltak vancomycin rezisztencia vizsgélataik soran.
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4.1.2 Bifidobaktériumok oxigén toleranciaja

Mivel a Bifidobacterium nemzetség fajai obligat anaerob szervezetek, ezért az oxigén
toleranciajuk kardinalis kérdésként jelentkezik az élelmiszergyartas €s a termékek tarolasa soran.
Az oxigéntolerancia vizsgéalatnal arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a stacioner fazisban
levd torzsek sejtkoncentracidja aerob koriilmények kozott, milyen mértékii valtozast mutat 24 és
96 ora elteltével. Az eredményeket a 8. tdblazatban foglaltam Gssze.

erers

Sejtkoncentracio [log(tke/ml)] £SD
Torzsek Kiindulasi 24 éras aerob 96 oras aerob
inkubalas utan inkubalas utan
B. adolescentis" 8,59+0,22 5,4140,29 3,47+0,50
B. breve' 8,75+0,16 8,23+0,21 4,11+0,07
B. bifidum B5.1 7,85+0,24 5,61+0,20 1,10+0,15
B. bifidum B7.1 8,47+0,22 8,26+0,21 1,13+0,07
B. bifidum B3.2 8,31+£0,13 7,18+0,27 2,32+0,07
B. bifidum B1.2 8,4620,16 8,14+0,17 4,08+0,14
B. breve B9.15 8,30+0,55 6,74+0,32 1,69+0,08
B. dentium B2.1 8,49+0,26 8,15+0,47 2,500,14
B. lactis Bb-12 7,85+0,52 7,14+0,42 1,34+0,11
B. longum Bb-46 7,48+0,35 3,93+0,24 <1
B. longum A4.4 7,67+£0,31 7,41+£0,41 1,19+0,09
B. longum A4.8 8,61+0,28 8,15+0,21 1,24+0,24

A tesztelt térzsek koziil a B. breve', B. bifidum B7.1, B. bifidum B1.2, B. dentium B2.1, B. lactis
Bb-12, B. longum A4.4, és az A4.8 torzsek esetén a sejtkoncentracié valtozas egy nagysagrenden
beliil maradt 24 6ra utan. A B. bifidum B 3.2 sejtkoncentracidja egy nagysagrendet, a B. bifidum
B5.1 és a B. breve B9.15 torzseké két nagysagrendet, a B. adolescentis’ trzsé pedig harom
nagysagrendet csokkent a 24 6ras inkubalés alatt. Erdekes, hogy a B. longum Bb-46 starterkultira
mutatta a legrosszabb oxigén toleranciat 24 ora elteltével €s a sejtkoncentracidja a 96. drara mar a
kimutatési hatar ald csokkent. A torzsek életképessége a 96. orara jelentdsen lecsokkent, de
kiemelendé a két tipustoérzs és a B. bifidum B1.2 torzs, amelyek szignifikdnsan nagyobb
tolerancidt mutattak.

A 24 o6ras eredményeinket Osszehasonlitva SIMPSON ¢s munkatarsai (2005), valamint
TALWALKAR ¢és munkatdrsai (2001) altal kozolt adatokkal megallapithatd, hogy az altalam
vizsgalt torzsek — kivéve a Bb-46 torzset — jO oxigén tolerancidval rendelkeznek. A 96 oras
eredmények pedig felhivjak a figyelmet a megfeleld tarolasi koriilmények és csomagoldanyagok

kivalasztasanak fontossagara.
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4.1.3 Hidrogén-peroxid gatlo koncentraciojanak meghatarozasa

A termékfejlesztési kisérletek elokészitéseként informacidt kivantam szerezni a bifidobaktérium
torzsek hidrogén-peroxid tolerancigjara vonatkozdan, mivel a tejsavbaktériumok jelentOs része
hidrogén-peroxid termel6 és a bifidobaktériumok kataldz negativok. Igy nem tudjak a hidrogén-
peroxidot lebontani.

modszerrel, mind tiplevesben elvégeztem, €és a kapott értékeket a 9. és a 10. tablazatban

szemléltetem.

9. tablazat Hidrogén-peroxid minimalis gatlo koncentracioja agardiffuzios modszerrel

Vizsgalt H,0; koncentracio [pg/ml]
baktérium torzs [ 59 | 11,7 | 23,4 | 47 | 94 | 188 | 375 | 750 | 1500 | 3000
B. bifidum B7.1 + + + + + + - — _ _
B. bifidum B3.2 + + + + + + - — _ —
B. lactis Bb-12 + + + + + + - - _ _
B. longum Bb-46 + + + + + + - - _ _
B. longum B2.2 + + + + + + - - _ _
+ : nétt a baktérium; — : nem ndtt a baktérium (feltisztulasi zona van)

10. tablazat Hidrogén-peroxid minimalis gatlé koncentracidja tapleveses modszerrel

Vizsgalt H,0; koncentracio [pg/ml]
baktérium térzs 125 [ 25 | 375 | 50 | 75 | 100 | 150 | 200 | 300
B. bifidum B7.1 -+ +++ +++ +++ +++ +++ + - -
B. bifidum B3.2 -+ +++ S ++ A+ +++ - _ Z
B. lactis Bb-12 +++ A+ S +++ +++ +++ ++ - -
B. longum Bb-46 4+ 4 e +++ 4 + - — _
B. longum B2.2 4+ +++ +++ +++ +++ — _ _ _

— : nincs novekedés; + : gyenge ndovekedés; ++ : kozepes novekedés; +++: j6 ndvekedés

A két modszer érzékenysége kozotti kiillonbséget jol mutatja a kapott minimalis gatld
koncentracio értékek eltérése. Az agardiffuzios modszerrel minden vizsgalt torzs (B7.1, B3.2,
Bb-12, Bb-46, B2.2) esetében egyontetiien a 375 pg/ml koncentraciot kaptam MIC értéknek. A
taplevesben torténd szaporitdsnal eltéré6 MIC értékeket detektaltam. A legellenallobbnak a
B. lactis Bb-12 és B. bifidum B7.1 jelzésu torzsek voltak, amelyeknél 200 pg/ml MIC érték
adodott. 150 pg/ml hidrogén-peroxid koncentracié mar gatolta a B. bifidum B3.2 és B. longum
Bb-46 jelzésii torzsek szaporodasat. A legnagyobb érzékenységet a B. longum B2.2 térzs mutatta,
amelynél MIC értékként 100 pg/ml koncentraciot hataroztam meg.

Ezen eredmények igéretesek a tejsavbaktériumokkal és a bifidobaktériumokkal torténd kevert
kultaras erjesztések szempontjabol, ugyanis példdul GRAF ¢és munkatarsai (2006), akik a
Lactobacillus torzsek hidrogén-peroxid termelését vizsgaltak, 2 - 20 pg/ml mennyiségii hidrogén-
peroxidot mértek. Az altalunk alkalmazott Lactobacillus torzsek ZALAN és munkatarsai (2005)
szerint 2-6 pug/ml hidrogén-peroxidot termeltek.

67



4.1.4 Bifidobaktériumok szénhidrat hasznositasa és a prebiotikumok értékelése

A bifidobaktériumok szénhidrat hasznositasanak, illetve a prebiotikumok hatékonysaganak
vizsgalata elott sziikségessé¢ valt egy olyan alaptipkdzeg kialakitdsa, amelyben minimalis
hattérnovekedés tapasztalhatd. Ugyanis e baktériumok komplex taptalajon szaporithatok és a
gliikoz elhagyasa esetén is kivaldo novekedést tapasztaltam az eredeti tapkozegben. A tapkozeg
azon komponenseinek aranyat kivantam csokkenteni, melyeket a baktériumok szénforrasként is
hasznosithatnak.

Ezutan vizsgalatokat végeztem arra vonatkozoan, hogy a bifidobaktérium torzsek milyen
mértékben hasznositjak azokat a mono- és diszacharidokat, melyek az egyes prebiotikus oligo- és
poliszacharidok ¢épitOkdvei lehetnek. Tovabba azt is vizsgalni kivantam, hogy mely
bifidobaktérium fajok, illetve torzsek képesek hasznositani a kiilonbozé kémiai szerkezeti,
prebiotikus hatast oligo-, illetve poliszacharidokat, valamint arra kerestem a valaszt, hogy e
prebiotikumok szelektiven tdmogatjdk-e a bifidobaktériumok szaporodasat. A szelektivitds
bizonyitasanak érdekében potencialis korokozd  baktériumokat is  felhaszndltam a

vizsgélataimhoz.

4.1.4.1 Alaptapkozeg osszetételének meghatarozasa

A bifidobaktériumok szaporitasahoz alkalmazott gliikoz nélkiil készitett TPY tapkozegben 1€vo, a
baktériumok altal szénforrasként is felhasznalhatd tapanyagforrasok, a trypticase- €s a phytone
pepton, valamint az ¢lesztokivonat szaporodasra gyakorolt hatasat vizsgaltam. Kiilonb6z6
kisérleti beallitasokat készitettem, amelyet a 11. tabldzatban mutatok be. A kiilonb6z6
Osszetételli, 5 ml térfogatu tapkdzegeket 100 pl tenyészettel oltottam be és 37°C-on 24 oraig, -
amig a sejtek a stacioner szaporodasi fazisba jutottak - inkubaltam, majd megmértem a
tenyészetek optikai denzitasat. Kontrollként az eredeti Osszetételli TPY levest hasznaltam. A
kapott abszorbancia értékeket a 3. abran szemléltetem, amelyen jol megfigyelhetd, hogy a kisebb
mennyiségli phytone peptont tartalmaz6 tdpkozegekben (2. és 5. kisérletek) a bifidobaktériumok
gyengébb szaporoddst mutattak, illetve a phytone pepton mennyiségének csokkentésével
(50—25%) a mért értekek is csokkentek. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy ez a tipkomponens
meghatdroz6 a baktériumok ndvekedésében és igy a tovabbi optimalas soran elsdsorban a

phytone pepton mennyiségét célszerli csokkenteni.

11. tablazat A trypticase-, a phytone pepton és az ¢lesztokivonat szazalékos aranyai az
eredeti TPY oOsszetételre vonatkoztatva

Bemérés az eredeti osszetétel szazalékaban
Kisérletek | Typticase | Phytone |Elesztékivonat
1 50 100 100
2 100 50 100
3 100 100 50
4 25 100 100
5 100 25 100
6 100 100 25

68



Optikai denzitas
600 nm

Kontroll

Kisérletek jelolése

3. abra Bifidobacterium torzsek szaporodasanak vizsgalata kiilonb6zo osszetételi
tapkozegekben

A phytone pepton mennyiségének valtoztatdsa mellett megvizsgaltam a tobbi komponens
csOkkentésének hatasat is. A 12. tdblazatban lathato kisérleti beallitdsokat alkalmaztam a
vizsgélatokban. A kiilonbozo tdpkdzeg Osszetételek esetén elért biomassza hozamot a 4. dbra
szemlélteti. A megfeleld tapanyag ellatas biztositasara a 0,1-es abszorbancia hatart (~10° tke/ml)
tliztem ki, mint minimdlisan elérendd szaporodasi hatart, mivel a megfeleld nitrogén mennyiséget
biztositani kell a baktériumok szaméra. Ez a feltétel a harmadik variacié esetén teljesiilt, ahol
mindegyik vizsgalt bifidobaktérium térzs meghaladta az altalunk felallitott szaporodasi hatart. A

tobbi esetben a kiilonbozd térzsek nagyon eltérd szaporodoképességet mutattak.

12. tablazat A trypticase-, a phytone pepton és az ¢lesztokivonat szazalékos aranyai az
eredeti TPY oOsszetételre vonatkoztatva

Bemérés az eredeti tapkozeg osszetétel szazalékaban
Kisérletek| Trypticase Phytone |Elesztékivonat
1 100 0 100
2 20 0 20
3 100 12 100
4 20 12 20
5 0 0 0
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4. abra Az egyes bifidobaktérium torzsek szaporodasa a Kiilonb6zo osszetételii
tapkozegekben

A kisérleti eredményeim alapjan megallapitottam, hogy a szénhidrat hasznositasi vizsgalatokhoz
hasznalhat6 moddositott TPY alaptapkozeget glilkdéz nélkiil €s a phytone pepton mennyiségét az

eredeti Osszetétel 12%-ara csokkentve kell elkésziteni.

4.1.4.2 Bifidobaktérium torzsek cukorhasznositasa

Ezen vizsgélatokban arra kerestem a valaszt, hogy a kivalasztott bifidobaktérium torzsek milyen
mértékben hasznositjadk a mono- és diszacharidokat. A szaporodas kdvetése a savtermelés alapjan
tortént, melyet bromkrezolbibor indikator jelenlétében a szinvaltozas alapjan értékeltem. Az igy

kapott eredményeket a 13. tdblazatban mutatom be.

13. tablazat A Bifidobacterium torzsek mono- és diszacharid hasznositasa

Bifidobakt.
torzsek o
I
2 = N " I ® N, = N ~
§ - 70 — - < o~ E\q' ) —
S < =] o =5 < = = 2
S S S / g g S S g -
S N S ) N S S S S ©
3 S0 S 2 S0 S0 S = S =
= S = N S S = S = S
S = < < = = < = < =
Szénhidratok S xq ~q Q ) 4] Qq Q Q Q
Gliikéz +++ |+ | ++ ++ +++ | -+ | A+ | |
Fruktéz +++ + +++ +/- +++ + + +++ + +
D-xil6z + +/- - +/- + +++ + +++ + +
Laktéz +++ |+ | ++ +++ | ++ +++ ++ +++
Galaktéz ++ ++ +/- +/- ++ ++ +/- ++ +/- +/-
Szacharo6z +++ | +++ + +++ | | | | | ]
Maltéz ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Melibiéz ++ ++ +/- ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

+++: kivalo szaporodas; ++: jo szaporodas; +: gyenge szaporodas; +/-: hattér novekedés;

-: nincs szaporodas;
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Szamos bifidobaktériummal foglalkoz6 irodalomban olvashatd, hogy a fajok illetve torzsek
jelentds része a laktozt, a galaktdzt és a szachardzt jol hasznositja. Ezt vizsgalataim is igazoltak
kivéve a galakt6z esetében, ahol néhany torzs esetében nagyon kis szaporodast tapasztaltam. A
torzsek a gliikozt kivétel nélkiil jol felhasznaltdk tapanyagforrasként, mig a fruktézt legtobb
esetben (négy torzs kivételével) kevésbé hasznositottak. A D-xil6z monoszacharidon a B. bifidum
B5.1 torzs nem mutatott szaporodast. Ezen a szénhidraton, amely a xilo-oligoszacharidok
épitokove, két torzs (B. dentium B2.1, B. longum A4.8) esetén detektaltunk kivalo novekedést. A
melibiozt és a maltézt mindegyik torzs — kivéve B. bifidum B5.1 — jol hasznositotta, amely
eredményt ROY et al. (1991) és SGORBATI ¢s munkatarsai (1995) altal végzett vizsgalatok is
alatdmasztjak. Ezen eredmények reményt adnak arra, hogy a bifidobaktérium toérzsek a

vizsgalatba bevont prebiotikumokat is hasznositani fogjak.

4.1.4.3 Bifidobaktériumok prebiotikus oligo- és poliszacharid hasznositasa

A kereskedelmi forgalomban kaphato kiillonb6z0 kémiai szerkezettel rendelkezd prebiotikumok
hasznositasat vizsgaltam kivalasztott bifidobaktérium térzsekkel, illetve e szénhidratok bifidogén
tulajdonsagait is bizonyitani kivantam. Kisérleteimben a torzsek szaporodasat optikai denzitas
méréssel kovettem. A glikoz esetén mért abszorbancidt tekintettem 100%-nak és ehhez

viszonyitottam az oligoszacharidok hasznositasat. Az eredményeket az 5. dbran szemléltetem.

: l
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l l
B5.1
r ' m Xylo-Oligo 70
S Bl i O Xylo-Oligo 95P
= ' | B Oligo-MT-500
E Bb-46 | | H Tsomalto 500
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-é B7.1 i DRafline
= | i
B2.1 | |
l |
B32
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0 50 100 150 200 250 300

Gliikoz hasznositashoz viszonyitott %-os értékek

5. abra A Bifidobacterium torzsek oligo- és poliszacharid hasznositasa
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HUEBNER ¢és munkatarsai (2007) szerint egy adott cukornak akkor van prebiotikus aktivitasa, ha
a cukrot a teszttorzs olyan jol vagy kozel olyan mértékben metabolizalja, mint a gliikozt. Tehat a
torzstdl is fligg, hogy az adott szénhidrat prebiotikusnak tekintheté-e vagy sem. Az eredményeim
alapjan elmondhat6, hogy a B. adolescentis' és a B. lactis Bb-12 torzs esetén tapasztaltunk
egyértelmii prebiotikus aktivitast. A B. adolescentis', amely felndttek bélrendszerében talalhato
az 0sszes vizsgalt oligoszacharidot jobban hasznositotta, mint a gliikkozt. B. lactis Bb-12 torzs,
amely a tejiparban, széles korben alkalmazott starterkultira a Raftiline oligoszacharid kivételével
szintén eldnyben részesitette a vizsgalt oligoszacharidokat a gliikkozhoz képest. (A Raftiline
oligoszacharidot egyaltalan nem hasznositotta.)

A B. dentium B2.1 torzs ugyan az dsszes szénhidraton novekedett a B. adolescentis’ torzshdz
hasonldan, de a szaporodas mértéke elmaradt a gliikkozon tapasztalttol. A B. breve B9.15 torzs
esetén csak az izomalto- ¢és a xilo-oligoszacharidok jelenlétében tapasztaltunk novekedést. A B
bifidum B3.2 és a B7.1 torzsek a Raftiline oligoszacharidon nem szaporodtak, valamint a B.
bifidum B7.1 a masik frukto-oligoszacharidon (Raftilose) sem mutatott ndvekedést. A torzsek
koziil a B. bifidum B5.1 torzsnél tapasztaltam a leggyengébb szaporodast, csak az Isomalto 500,
Oligo Time és a Lactosucrose syrup szolgalt szénforrasként szdmara. A B. longum torzsek
oligoszacharid hasznositasa heterogenitast mutatott. A B. longum A4.4 torzs a Raftiline
kivételével minden vizsgalt oligoszacharidot hasznositott. A B. longum A4.8 torzs a Raftiline
mellett még a Raftilose-t sem hasznalta fel szénforrdsként. Ezzel szemben a B. longum Bb-46
torzs, sem a frukto-oligoszacharidokon, sem az Oligo Time izomalto-oligoszacharidon nem
szaporodott.

A B. bifidum és a B. longum torzsei kozotti kiilonbségek is bizonyitjak, hogy a prebiotikumok
hatékonysaga fiigg az egyes torzsek genetikai tulajdonsagaitdl. A Bifidobacterium torzsek a
vizsgalt oligoszacharidok koziil az Oligo-MT-500, Isomalto 500, Oligo Time ¢és Xylo-oligo 95P

szénhidratokat hasznositottak legjobban.

4.1.4.4 Prebiotikumok szelektivitasanak vizsgalata

A szelektivitasi kisérletek sordn elsd lépésben megvizsgaltam, hogy az &ltalam alkalmazott
prebiotikus oligoszacharidokat, milyen mértékben hasznositjdk a potencidlisan korokozo
baktériumok, majd célul tliztem ki egy olyan vegyes kulturas modellrendszer 1étrehozasat, ahol
egyértelmiien bizonyithatdé e szénhidratok prebiotikus hatasa, tehat az, hogy a probiotikumok a
potencialis kérokozok jelenlétében is eldnyt élveznek. A definicid szerint csak azon vegyiiletek
tekinthetdk prebiotikumoknak, amelyek szelektiven tdmogatjak a probiotikumok novekedését.

A potencidlisan kérokozo baktériumok oligoszacharid hasznositasi vizsgalatait megeldzte egy
alaptaptalaj-Osszetétel optimalas annak érdekében, hogy minimalis hattérndvekedést érjek el és
igy konzekvensen tudjam detektalni a hasznositast. Az E. coli torzsek, az Ec. faecalis és az Eb.
cloacae teszt torzsek szaporitasahoz hasznalt TGE taplevest és a Cl. sporogenes esetén
alkalmazott RCM taplevest moddositottam. (TGE: gliikoz ¢és élesztOkivonat: @, tripton 60%
(eredeti mennyiségre vonatkoztatva); RCM: gliikoz, vizoldhaté keményitd, huskivonat és

¢élesztékivonat: O, trypticase pepton 50%). Ezen alaptapkozegekhez hozzaadott oligoszacharidok
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teszt torzsek altal torténd hasznositdsanak eredményeit mutatom be 6. dbran. (A mért

abszorbancia értékeket a gliikoznal mért értékhez viszonyitottam.)

180
160 - @ B E. coli 8439
140 4 mm E. coli 0157:H7
120 -

I Ec. faecalis

I—3 Eb. cloacae

mmm C/. sporogenes

névekedés
gliikézon

Gliik6zhoz viszonyitott %-os érték

Oligoszacharidok

6. abra A kiilonboz6 teszttorzsek oligoszacharid hasznositasa

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy az E. coli 8439 jelzésli torzs a vizsgalt
szénhidratokat — kivéve a Raftiline és a Xylo-oligo 95 P termékeket — gliikkozzal kozel azonos,
illetve azt meghaladé mértékben hasznalta szénforrasként. A térzsek koziil még az Ec. faecalis-t
emelhetem ki, amely az izomalto-oligoszacharidokon és a laktoszukrézon mutatott kivalo
szaporodast.

Osszességében elmondhatd, hogy a vizsgalt teszt torzsek a frukto-oligoszacharidokat (Raftiline,
Raftilose) és a xylo-oligoszacharidokat (Xylo-oligo 95P ¢és 70) kevésbé, mig az izomalto-
oligoszacharidokat (elsdsorban az Oligo-MT-500) és a laktoszukrézt jobban hasznositottak.
FOOKS ¢és GIBSON (2003) is megfigyelték vizsgalataik soran, hogy a frukto-oligoszacharid ¢s a
xylo-oligoszacharid:frukto-oligoszacharid (50:50) keverék nem tdmogatta az altaluk vizsgalt
torzsek (E. coli, Campylobacter jejuni) ndvekedését. RYCROFT és munkatéarsainak (2001)
vizsgalataibdl is kideriilt, hogy a xylo-oligoszacharidok jelenlétében a bifidobaktériumok szama
novekedett, s a clostridiumok szadma pedig lecsokkent.

Vizsgalataim alapjan prognosztizalhatd, hogy a prebiotikumok in vivo hasznosuldsa
nagymértékben fiigghet az ott 1évo baktérium kozosség 0sszetételétdl és szamossagatol.

Vegyes kulturdas modell

A vegyes kultiirds modellben egy bifidobaktériumot és egy teszttorzset tenyésztettem egyiitt €s a
sejtkoncentracié detektalasaval figyeltem, hogyan valtozik az egyes torzsek sejtszdma a
prebiotikus oligoszachariddal kiegészitett tapkdzegben a gliikkdzzal kiegészitetthez viszonyitva. A
modell megvalositasahoz elészor egy olyan tapkozeget kellett kivalasztanom, melyet
felhasznalhattam a torzsek egyiittes szaporitasdhoz. Az elvégzett kisérletek soran fény deriilt arra,
hogy az RCM taplevesben mind a bifidobaktériumok, mind a teszttdrzsek egyarant jol
szaporodnak, ezért a tOrzsek minimalis szaporodasdnak biztositdsa érdekében ennek a

taplevesnek az Osszetételét modositottam. A moddositas eredményeként, amelynél fontos volt a
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bifidobaktériumok ¢és a teszt torzsek kozel azonos mértékii novekedése, a kdvetkezd taptalaj-
Osszetételt hataroztam meg: a glikozt, vizoldhato keményitt, hiskivonatot, élesztokivonatot,
trypticase peptont elhagytam, és phytone pepton kiegészitést (1g/l) alkalmaztam, a tobbi
komponens mennyiségét nem valtoztattam.

Elséként a B. lactis Bb-12 és az E. coli O157:H7 (7. ébra A), majd a B. adolescentis és az E. coli
OI157:H7 (7. abra B) egyiittes tenyésztését végeztem el. A prebiotikumok koziil pedig a Xylo-
oligo 95P ¢és a Raftilose szelektivitasat vizsgaltam. Mind a bifidobaktériumok, mind a
teszttorzsek esetén ~10° sejt/ml indulé sejtkoncentracioval oltottam be.

A B

Sejtkoncentracio
[log(tke/ml)]

Sejtkoncentracié
[log(tke/ml)]

7. abra B. lactis Bb-12+E. coli O157:H7 (A) és B. adolescentis'+ E. coli 0157:H7 (B) torzsek
Raftilose, Xylo-oligo 95P oligoszacharidokkal és gliik6zzal kiegészitett taplevesekben
torténo egyiittes tenyésztése soran kapott sejtkoncentracio értékek

A Bb-12 és E. coli parositas esetén elsdsorban a Raftilose oligoszacharidnal bizonyithato a
szelektiv hatds, mivel a tenyésztés teljes ideje alatt a Bb-12 jobban szaporodott, mint az E.coli
O157:H7 torzs. A Raftilose jo hasznosithatésagat mutatja az is, hogy a vizsgalt szénhidratok
koziil ebben az esetben érte el a Bb-12 a legnagyobb sejtkoncentraciot (1,25%10° tke/ml) a 24.
ordban. A Xylo-oligo 95P esetén nem volt megfigyelhetd szelektiv hatds, igaz a 40. 6rara
visszaszorult az E. coli O157:H7 torzs szaporodédsa, de Osszehasonlitva a gliilkéznal kapott
eredményekkel hasonlé tendenciat tapasztaltam. A Xylo-oligo 95P oligoszacharid alkalmazasanal
a tejsav és ecetsav meghatarozas eredményei is aldtdmasztjak, hogy a bifidobaktérium torzs
hattérbe szorult az E. coli mellett (14. tablazat).

A B. adolescentis ¢s az E.coli O157:H7 egyiittes szaporitasdnal, mind a Xylo-oligo 95P, mind a
Raftilose oligoszacharid szelektiv hatasa kimutathatd volt a tenyésztés végén. Mig a gliikdzzal
torténd erjesztés soran a bifidobaktérium koncentracio 2,95%10" tke/ml, az E. coli O157:H7
sejtkoncentracioja 4,65*10” tke/ml volt a 40. 6raban, addig a Xylo-oligo 95P esetén 1,21*10° és
3,10*107 tke/ml, a Raftilose esetén 2,07*108 és 3,55 *10 tke/ml bifidobaktérium illetve E. coli
sejtkoncentraciot detektadltam. Tehat a B. adolescentis lassibb szaporodasa ellenére nagyobb
sejtkoncentraciot ért el a tenyésztés végére, ami koszOnhetd egyrészt jO oligoszacharid
hasznositasnak, masrészt a termelddd savaknak (els6sorban az ecetsavnak), amelyek révén gatld
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hatas alakulhatott ki az E. coli torzsre nézve. A tenyésztés ideje alatt mind a tejsav, mind az
ecetsav koncentracidgja ndvekedett, ami szintén a bifidobaktérium szaporodasara, ezaltal
savtermelésére utal (15. tablazat). Szamos prebiotikummal foglalkozé publikacidban olvashato,
hogy ezen oligoszacharidok novelik a tejsav és a szerves savak termelddését. Az esetlinkben a
B. adolescentis+E. coli O157:H7 egyiittes tenyésztésénél figyelhetd meg jelentdsen magasabb
ecetsav koncentracio a gliikdzon térténd szaporitashoz képest (15. tablazat).

14. tablazat A B. lactis Bb-12 és az E. coli O157:H7 egyiittes tenyésztése soran termelodott
tejsav és ecetsav koncentraciok

Bb-12+ 0. ora 16. 6ra 24. ora 40. ora
E.coli 0157:H7 tejsav ecetsav tejsav ecetsav tejsav ecetsav tejsav | ecetsav
[ng/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
Gliikéz 0 0 747 1215 939 1421 989 1274
Xylo-oligo 95P 0 0 226 363 314 408 628 134
Raftilose 0 0 739 1181 996 1613 1165 1181

15. tablazat A B. adolescentis és az E. coli O157:H7 egyiittes tenyésztése soran termelodott
tejsav és ecetsav koncentraciok

0.6ra 16. ora 24, o6ra 40. ora
B. adol+
E.coli 0157:H7 tejsav | ecetsav tejsav ecetsav tejsav | ecetsav tejsav ecetsav
[pg/ml] | [pg/ml] | [pug/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [png/ml]
Gliikoz 0 0 310 133 874 532 1724 1172
Xylo-oligo 95P 0 0 365 1032 527 1209 1760 2571
Raftilose 0 0 527 766 652 1080 1235 1573

4.1.5 Maillard-reakcio termékek hatasanak vizsgalata

A Maillard-reakci6 termékeinek esetleges gatldsanak kimutatdsara kakad eredetii (porkolt) és
kenyér eredetli melanoidineket alkalmaztam, amelyek kiilonb6z6 molekulatomeggel
rendelkeztek. A vizsgélatba egy starterkultarat B. lactis Bb-12, és egy a Sor- és Szeszipari
Tanszék munkatéarsai altal izolalt B. bifidum B7.1 torzset vontam be. A lehetséges gatlas
kimutatasara taplevesben torténd tenyésztést és agardiffuzios modszert hasznaltam.

A szubmerz modszerrel vizsgalt kakad melanoidinek eredményeit a 8. abran, a kenyér

melanoidinekét pedig az 9. abran szemléltetem.

A 9 B 9

i) 81~ an T 1 e 8] B ] ]
EE6 £ Eq

S S

SE°T . - o SE°T - - |
ﬁ.24” - - — .ﬁ24,

== ==

w34 - - - w31 - - §

2 - 2 L

>30 30-10 10-5 <5 >30 30-10 10-5 <5

Melanoidin molekulatomege [kD] Melanoidin molekulatomege [kD]

0O 100 mg/l @50 mg/l 025 mg/| m12,5 mg/l 00 mg/l 0O 100 mg/l @50 mg/l O 25 mg/l m 12,5 mg/l O 0 mg/l

8. abra Kiilonb6z6 molekulatomegii kakaé melanoidin hatasa a B. bifidum B7.1 (A) és
B. lactis Bb-12 (B) torzs szaporodoképességére
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A 100 pg/ml és 50 pg/ml kakaé melanoidin koncentracié esetén a >30 kD ¢és a 30-10 kD
molekulatomeggel rendelkez6 melanoidin fejtett ki jelentdsebb gatlo hatast a B. bifidum B7.1
torzs szaporoddsara, amely a sejtkoncentracio egy nagysagrendii csokkenésében nyilvanult meg.
Az 50 pg/ml koncentraciondl kisebb tartomanyban nem tapasztalhatd ilyen mértékii gatlas. A
sejtkoncentracido értékek egy nagysagrenden beliil valtoztak a melanoidin koncentracidok
csokkenésével forditottan aranyosan.

Ezzel szemben a B lactis Bb-12 térzsnél nem volt megfigyelhetd olyan mértékii gatld hatds, mint
a B bifidum B 7.1 torzs esetén. A sejtkoncentracio értékek egy nagysagrenden beliil novekedtek
szintén a melanoidin koncentracio csokkenésével forditottan aranyosan.

A B

9 9
=) 4 T =1 4 BE B -
S =
< = 74 =g 7+--+1 | B (------ - - -
£ E € E
s 6+--4 || ™ |-———--- - - - s 2 6+---4 1| B (--——-- - —
v Y o =
ifs ES 5]
SR 0 - 224
=3 || Rl 2 3

2 : 2

>10 <10 >10 <10
Melanoidin molekulatémege [kD] Melanoidin molekulatomege [kD]
0 100 mg/l @50 mg/l O 25 mg/l m 12,5 mg/l O 0 my/l 0 100 mg/l @50 mg/l O 25 mg/| @ 12,5 mg/l 0 0 mg/l

9. abra Eltéré molekulatomegii kenyér melanoidin hatasa a B. bifidum B 7.1 (A) és
B. lactis Bb-12 (B) életképességére

Kenyér eredetli melanoidint tekintve 100 pg/ml koncentracido alkalmazésa okozott nagyobb
sejtkoncentracié csokkenést a B. lactis Bb-12 torzsnél, de csak a 10 kD-nal nagyobb
molekulatomegli melanoidin esetében. A madasik harom melanoidin koncentracional csekély
kiilonbséget észleltem a sejtszam értékeket a kontroll adattal Gsszevetve. A B. bifidum B7.1
esetén jelentds sejtkoncentracio csokkenést nem tapasztaltam, vagyis egy nagysagrenden beliil
valtoztak a sejtszamok.

Az agardiffuziés modszerrel az alkalmazott melanoidin koncentracioknal (10 mg/ml, 5 mg/ml,
2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml) sem a B. bifidum B7.1, sem B. lactis Bb-12 torzs
esetében nem tapasztaltam feltisztulési zonakat, amelyek jeleznék az esetleges gatlast.
Eredményeim arra engednek kovetkeztetni, hogy a szervezetbe jutd élelmiszer eredetii
melanoidinek nem gatoljadk szamottevden a probiotikus bifidobaktériumok szaporodasat. AMES
¢s munkatarsai (1999) vizsgalatai soran, amelyekben a melanoidinek hatasat nézték a fekalis
baktérium populdciora megallapitottak, hogy vagy tamogatjdk csekély mértékben azok

novekedését vagy nem.

4.2 Bifidobaktériumok antimikrobas hatasa
A vizsgélataim soran arra kerestem a valaszt, hogy a bifidobaktériumok szintetizalnak-e
fehérjetermészetli antimikrobds anyagokat, bakteriocineket. Termelésiiket egyes bifidobaktérium

torzsek esetében mar bizonyitottak (pl. egyes B. bifidum torzsek szintetizaljak a bifidocin B-t és a
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bifidint), de az eddig elvégzett szdmos kutatas ellenére még mindig viszonylag kevés adat all
rendelkezésiinkre a keletkezésiiket €s a hatdsmechanizmusukat illetden.

Kisérleteim sordn megvizsgaltam a kiilonb6z6 huméan bifidobaktérium izolatumok,
starterkultirak és tipustorzsek tenyészeteinek és sejtmentes fermentumainak antimikrobés hatasat
mind Gram-pozitiv, mind Gram-negativ baktériumokra nézve. Vizsgaltam a tdpkozeg szerepét az
antimikrobas hatds megnyilvanulasaban, valamint azt, hogy mely tenyésztési idOpontban a
legnagyobb az antagonista hatas az altalunk kivalasztott torzs esetében. Tovabba feltérképeztem a
torzsek fehérjemintdzatat és blot-mddszerrel ezen fehérjék esetleges gatld aktivitasat vizsgaltam.
Fehérje elvalasztasi muveleteket végeztem, ahol az adott torzs (B. longum A 4.8) fehérje

frakcioinak antimikrobdas hatdsat vizsgaltam agardiffuzios modszerrel.

4.2.1 Antimikrobas hatas kimutatasa kétrétegi spot modszerrel

A Dbifidobaktérium torzsek antimikrobas aktivitasanak feltardsdra potencialis korokozo
baktériumok apatogén torzseit és tejsavbaktériumokat haszndltam tesztorganizmusként. A
bifidobaktériumok 18 oOras tenyészetét alkalmaztam a kisérlethez. A gétld aktivitast mutatod
torzsek valoszinlileg antimikrobas anyagot termeltek, mivel a pH hatast kizartam az als6 tapagar
natrium-bikarbonatos kiegészitésével. Az antagonista hatds szamszeriisitésére a bifidobaktérium
telep kortl kialakult feltisztuldsi zona és a telepatmérd hdnyadosat hasznaltam. Az eredményeket
az 16. tablazatban foglaltam 0&ssze. (Melléklet 1. abrain néhany képet bemutatok az
eredményekrol.)

Eredményeim alapjan megallapithato, hogy a Lactobacillus torzsek kevésbé voltak érzékenyek,
ugyanis csak néhany esetben tapasztaltam gatlast. O’RIORDAN és FITZGERALD (1998) is
hasonldé eredményeket kaptak az altaluk vizsgélt Lactobacillus torzsek esetén. Két torzs, a
B. longum A4.8 ¢és B. bifidum BS5.1 esetében mértem egyértelmii gatlo hatést, a B. longum A4.8
esetén a Lb. acidophilus La-5 ¢és a Lb. casei 2756 torzsekre, mig a B5.1 esetén csak a Lb. casei
2756 torzsre. Tovabba a B. longum Bb-46 starterkultira és a B. dentium B2.1 térzs mutatott
bizonyos gatlast a Lb. acidophilus La-5 torzsre. Ezen eredmények reménykeltdk lehetnek
Lactobacillus és Bifidobacterium vegyes kultarak tervezése szempontjabol.

A potencialisan korokoz6 baktériumok mindegyikét a B. longum A4.8 és a B. bifidum B7.5 torzs
gatolta. A tovabbi gatlast mutatd bifidobaktériumok is els6sorban a B. longum és a B. bifidum
fajhoz tartoznak. Az irodalomban talalhaté adatok alapjan is els6sorban e két fajnak
tulajdonitanak antimikrobas hatast. Tovabba ezt bizonyitja az is, hogy ANAND ¢és
munkatarsainak (1984) és YILDIRIM-nek és JOHNSON-nak (1998) B. bifidum torzseknél
sikeriilt izolalni a bifidint illetve a bifidocin B-t, valamint FUJIWARA ¢s munkatarsai (1997)
pedig egy B. longum tOrzs esetén mutattak ki gatlo fehérje komponenst (BIF). A tipustorzsek
koziil is a B. bifidum NCFB 1454 ¢és a B. longum ATCC 15707 torzs mutatott jelentds gatlast.
Meg kell jegyeznem, hogy a B. bifidum NCFB 1454 torzset kontrollként alkalmaztam, ugyanis
YILDIRIM ¢és JOHNSON (1999) e torzs esetében izolalta a bifidocin B bakteriocint. E torzs csak
az E. coli O157:H7 esetében mutatott kiemelkedd gatlast, az Enterococcus faecalis ellen viszont
hatéstalannak bizonyult.
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16. tablazat Bifidobaktériumok antagonista hatasa a teszttorzsekre

Teszttirzsek A feltisztulasi zona és a telep atméré aranya

togenes

y
philus

Bifidobaktérium
torzsek

E. coli O157:H7
2770

Lb. plantarum
2142

Lb. casei subsp.
pseudopl. 2750
Lb. casei subsp.
casei 2756

Lb. curvatus
Lb. curvatus

Ec. faecalis
2775

La-5

— | E. coli ATCC

|| 8439
— | Lb. acido,

. bifidum B5.1 1,33 -

. bifidum B7.5 1,25 | 1,6
. bifidum B1.2 - - -

. bifidum B3.2 - - -

. bifidum B7.1 - - - - - - - - - -
. bifidum B8.3 - - - - - - - - - -
. longum A4.6 1,83 - 1,33 | 1,4 - - - - - -
. longum A4.8 1,94 | 1,88 | 1,2 | 1,8 | 2,0 - - 1,44 - -
. longum A4.9 1,66 - - 1,33 - - - - - -
. longum B2.2 1,28 - 1,6 | 1,33 - - - - - -
. longum B6.1 - - - - - - - - - -

—
1
1
1
1
1

— | ro | L. monoc
U1 4ab

1

1

1

1

1

1

[

. longum A4.4 - - - - - - - - - -
. longum Bb-46 (Chr. Hansen) - - - - + - - - - -
. breve BY.14 - - - - - - - - - -
. breve B9.15 - - - - - - - - - -
. breve B10.2 - - - - - - - - - -
. lactis Bb-12 (Chr. Hansen) - - - - - - - - - -
. dentium B2.1 - - - L1+ - - - - -
pseudocatenulatum B4.1 - - - - - - - - - -
. bifidum NCFB 1454 1,83 - 2,27 | 1,44 - - - - - -
. longum ATCC 15707 1,5 - 1,66 | 1,4 - - - - - -
. breve DSM 20213 - - - - - - - - - -
. lactis NCAIM 02020 + - - - - - - - - -

. adolescentis DSM 20083 - - - - - - - - - -
+: volt gatlas, de a feltisztulasi zona nem volt mérhetd; -: nem volt feltisztulas

S N E=-R =R E-CRR-C RSN SRR =R E-CRE~CR =R SR E=-R =R E-CRE~CR =R SR R~=-R =R SRR~ R

érték=gatlasi zona atméré (mm)/telep atmérd (mm)

A kozvetlen sejt-sejt kontaktus esetén a potencidlisan kérokozé baktériumok koziil a
legérzékenyebbeknek a L. monocytogenes 4ab és az E. coli ATCC 8439 torzsek bizonyultak,
amelyek szaporodasat szamos bifidobaktérium kultira gatolta. E gatlohatast a bifidobaktérium
telepek koriil kialakulo feltisztuldsi zondk mutattdk. A legnagyobb mértékii gatlast a L.
monocytogenes torzsre a B. bifidum B5.1 torzs fejtette ki, amelyet a feltisztuldsi zona ¢€s a telep
atméro 2,5 aranya is jelez. Ez azért is fontos, mert a L. monocytogenes sz€ls0séges koriilmények
kozott is megorzi ¢€letképességét (pl. vadkuum, fagyasztds, UV sugarzéds, pasztorozeEs), igy
¢lelmiszerekben is konnyen életben marad. Foleg az iddsek, a csecsemdk €s a terhes ndk
veszélyeztetettek, a megbetegedettek kozott magas a haldlozéasi ardny. Az E. coli kiilonbozd

patogén torzsei pedig bélhurutot, hasmenést és vastagbélgyulladast idézhetnek eld.
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Egy B. longum A4.8, egy B bifidum BS5.1 torzs, egy starterkultura, a B. longum Bb-46 ¢és a B.
dentium B2.1 torzs esetén vizsgaltam, milyen mértékben valtozik a gatlo hatds a kiillonbozo
tapkozegeket alkalmazva. (Két jelentds és két csekély gatlo aktivitassal rendelkezd torzsre esett a
valasztas. Tovabba kivancsi voltam, hogy a B. longum Bb-46 starterkultura antagonista hatasa
véltozik-e, mert SLACANAC és munkatarsai (2007) publikacidikban antimikrobas hatést
tarsitanak e torzshoz.) A teszt torzsek koziil csak azokat vontam be a vizsgalatba, amelyek esetén
mar koradbban is galtd hatést tapasztaltam. A bifidobaktériumokat MRS-C (0,05% cisztein-HCl
kiegészitett), TPY és RCM tapoldatban szaporitottam (ennek megfelelden a kétrétegli spot alsd
tapagara is MRS, TPY ¢és RCM volt), ¢és 18 oras tenyészetként alkalmaztam. A kiilonbozo
tapkozegeken kapott gatlasi zona/telep atméro értékek a 17. tablazatban lathatok.

17. tablazat Kiilonbo6zo tapkozegek hatasa az antimikrobas aktivitasra

Teszt torzsek
3 z
) S .
Q § S &
Bifidob ; ﬁ §° @ A E E
ifi 0 acterium = =3 S - Sl Iy 2
torzsek 5 S S | T &3 25
= S S [SE(S8 8w 35
fS2l J|SE|SElgal<s
SIS R (KON A|SS
MRS [ 243 | 1,67 | 1,2 | 1,75 | 1,44 | 1,25
B. longum A4.8 RCM 1,5 L5 | 1,67 | 1,5 | 1,83 -
TPY 1,7 [ 143|214 | 1,53 | 1,5 | -
MRS + + + | 1,33 1,29 -
B. dentium B2.1 RCM - - - - + -
TPY 1,86 - - - 1,29 -
MRS 2,29 | 2,13 + 1,33 | 1,44 -
B. bifidum B5.1 RCM 1,33 | 1,25 - 1,5 1,6 +
TPY 1,43 | - - - 122 -
MRS - - - - - -
B. longum Bb-46 RCM - - - - - -
TPY 2 1,43 | 1,71 | 1,67 | 1,33 +

+: volt gatlas, de a feltisztulasi zona nem volt mérhetd; -: nem volt feltisztulas

érték=gatlasi zona atméré (mm)/telep atmérd (mm)

A 17. tablazatban lathato értékek azt mutatjdk, hogy az MRS tapkodzeg alkalmazésa altalaban
nagyobb gatlasi értékeket eredményezett a B. longum A4.8, B. dentium B2.1 és a B. bifidum BS5.1
torzsek esetében. Ezzel szemben a B. longum Bb-46 torzs csak a TPY tdpkdzeg hasznalatakor
mutatott antagonista hatast.

A B. longum A4.8 mind a hirom tapkdzeg alkalmazéasanal kifejtett ugyan gatld hatést, de a
potencialis korokozo baktériumoknal detektalt értékek az MRS tapkozeg esetén meggy6zobbek.
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A B. dentium esetén is az MRS tapkozeg javasolhatéd tenyésztésre, illetve nagyobb antimikrobas
hatas elérése érdekében. A B. bifidum B5.1 torzsnél az MRS és az RCM tapkozeg emelheto ki, de
az MRS hasznalataval kifejezettebb gatlas érhetd el. A L. monocytogenes és az Ec. faecalis teszt
torzseknél szignifikdnsan nagyobb antagonista hatast detektaltam, ha MRS tapkozeget
hasznaltam a B5.1 szamara. A B. longum Bb-46 a TPY tapkozegben hat teszt torzs koziil otre
antagonista hatést fejtett ki, mig MRS-ben nem mutatott még csekély mértékii gatlo hatast sem. E
torzs esetén kapott eredmény felhivja a figyelmet arra, hogy a tapkdzeg meghatarozo tényezd az
antimikrobas anyagok szintetizalasa szempontjabol.

Az eredmények ravilagitanak arra is, hogy a két Lactobacillus torzs kozil a Lb. acidophilus La-5
bizonyult a legérzékenyebbnek minden tapkozeg tipus esetén. A bifidobaktérium térzsek a

legnagyobb mértékii gatlast ismét a L. monocytogenes 4ab torzzsel szemben mutattak.

4.2.2 Kiilonb6z6 modon kezelt sejtmentes tenyészlevek antimikrobas hatasa

A kétrétegli spot modszer soran antimikrobas aktivitdst mutatd torzsek sejtmentes feliiliszoinak
antagonista hatasat vizsgaltam agardiffuzidos modszerrel. A sejtmentes tenyészleveket kiillonb6zo
modon kezeltem, mieldtt az agarban kialakitott lyukakba pipettaztam: (1) Semleges pH-ra
allitottam a feliiliszokat (2) 3000 és 10000 Da-os Microcon sziirével a mintdkat lesziirtem, és a
szlir6n fennmaradt és atszlirt mintdkat haszndltam; (3) Fagyasztva szdritassal koncentraltam a
semlegesitett feliiluszokat.

Az eredmények azt mutattak, hogy antimikrobds hatast sem a semlegesitett sem az ultrasziréssel
frakcionalt mintak nem mutattak a teszt torzsekre (L. monocytogenes 4ab, Ec. faecalis, E. coli
O157:H7, E. coli 8439) nézve. A B. longum A4.8 koncentralt feliiluszojanak vizsgalatanal
kaptam pozitiv eredményt, amely a teszt torzsek koziil a L. monocytogenes 4ab térzsnél mutatott
antagonista hatast. A gatlasi zona ¢és a telepatméré hanyadosaként szamolt érték 2,3 volt, amely
erés gatlasnak szamit. TOURE és munkatarsai (2003) sem tapasztaltak — az eredményes spot
modszer utan — aktivitast a feliiliszokban L. monocytogenes-sel szemben agardiffuzios
modszerrel. Viszont amikor az altaluk alkalmazott hat feliiluszot a tizedére koncentraltak, a
koncentratumok alkalmazéasaval a hatbol harom izolatum mar mutatott inhibiciot. Ugyanakkor
LEE ¢és munkatarsai (2003) arrdl szamolnak be, hogy mind a koncentralatlan, mind a
liofilizalassal koncentralt (2, 5, 10, 20-szoros) B. infantis feliilliszok gatoltak a CI. difficile
torzset. A koncentralassal aranyosan nott a gatlas mértéke.

4.2.3 A bifidobaktériumok sejtmentes tenyészlevében talalhato antimikrobas
fehérjék kimutatasa

A bifidobaktériumok tenyészlevében 1€vo fehérjék vizsgalatara gélelektroforézist (egydimenzios

SDS-PAGE) alkalmaztam, amelynek a célja a bifidobaktériumok altal termelt fehérjék

jellegének, mennyiségének és molekulatomegének feltérképezése volt. Kilenc Bifidobacterium

torzs fehérjemintazatat vizsgaltam. A megfeleld fehérjemintazat elérése érdekében sziikség volt

az egydimenzidos SDS-PAGE paramétereinek optimalasadra. A modszer optimalasat kdvetden a

kovetkezd paramétereket alkalmaztam: 15-20%-os gradiens gélt és 6%-os gylijtogélt készitettem,
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majd 200 V, 500 mA induld és 200 V, 14 mA vég paramétereket allitottam be. A futtatasi 1d6
pedig 30 perc volt. Az igy kapott gélképeket a 10. dbran szemléltetem.

94 kDa
66 kDa A felvitt mintak jelolései:
45 kDa
30 kDa
20,1 kDa 1. Molekulatomeg-
14, 4 kDa standard
2. B. bifidum B5.1
3. B.lactis"
4. B. longum A4.6
5. B. longum B2.2
94 kDa 6. B. dentium B2.1
66 kDa 7. B. longum A4.8
45 kDa 8. B. bifidum NCFB 1454
30 kDa o
20,1 kDa 9. B. bifidum B7.5

14, 4 kDa 10. Ures zseb

10. abra A bifidobaktérium torzsek fehérje mintazata Coomassie festéssel (A) és
eziist festéssel (B)

Az elektroforetikus mintazat alapjan elmondhat6, hogy a fehérjék jelentds része a 14,4 kDa
molekulatomeg hatar alatt helyezkedik el. Az eziistfestéses gélképen kivehetd néhany kisebb
molekulatomegii fehérje, amely a Coomassie festésnél nem volt egyértelmtien elkiilonithetd. A
kapott gélképek alatamasztjak azt a tényt, hogy a legtobb detektalt antimikrobas fehérje
(bakteriocin) a II. csoportba tartozik, amely a 10 kDa alatti peptideket foglalja magaba.
YILDIRIM ¢és JOHNSON (1999) altal izolalt bifidocin B molekulatomege is 10 kDa alatti (4432,
Da) volt. LIEVEN és munkatarsai (2000) vizsgalataik alapjan szintén ebbe a tartomanyba
soroltak az altaluk kapott antimikrobialis frakcié molekulatomegét.

A gélelektroforézissel elvalasztott fehérje specieszek antimikrobéds hatdsdnak kimutatasara
blottolast alkalmaztam. A L. monocytogenes 4ab torzset tartalmazd agarra blottoltam a
gélelektroforézissel elvalasztott fehérjéket és inkubalas utan feltisztulasi zonakat figyeltem meg.
A 11. abran lathat6, hogy ~7000 és ~5000 Da molekulatomegii fehérjék gatlast fejtettek ki a teszt
organizmus szaporodasara. Viszont mivel nem fixaltuk a gélt valoszini, hogy a fehérjék
szabadon diffundaltak az egymas melletti savokba és emiatt jelentek meg egy vonalban.
Mindenesetre ebbdl arra kovetkeztethettem, hogy egyes bifidobaktérium izolatumok termelnek
kis molekulatomegl fehérje jellegli antimikrobas anyagot, amely gatolja a L. monocytogenes 4ab

noévekedését.
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A mintak jelolése:
Molekulatomeg-standard
B. bifidum B5.1

B. lactis"

B. longum A4.6

B. longum B2.2

B. dentium B2.1

B. longum A4.8

B. bifidum NCFB 1454
. B. bifidum B7.5

10. Ures zseb

© 0 N R W

11. abra Bifidobaktérium torzsek antimikrobas hatasa Listeria monocytogenes 4ab
tesztorganizmussal szemben (Blot-technika)

4.2.4 B. longum A4.8 torzs tovabbi vizsgalatai
A tovabbi vizsgdlatokat azért végeztem az A4.8 torzzsel, mert a spot mddszer soran jelentOs
antagonista hatast fejtett ki, az agardiffuzios modszernél pedig csak e térzs mutatott gatlast, €s a

feliiszojanak fehérjemintazataban is fellelhetd volt kis molekulatomegii fehérje komponens.

Antagonista hatas vizsgalata kiilonbozo tenyésztési idopontokban

A minél nagyobb antimikrobas fehérje tartalom elérése érdekében megvizsgaltam, hogy hogyan
valtozik a torzs antagonista hatdsa a kiilonb6z6 tenyésztési iddpontokban. Ehhez kétrétegli spot
modszert alkalmaztam. Teszt torzsként L. monocytogenes 4ab, Ec. faecalis és E. coli O157:H7
torzseket, kontroll/referencia torzsként pedig a B. bifidum NCFB 1454 bakteriocin termeld
kultarat [YILDIRIM & JOHNSON, 1999] hasznaltam. Mintdkat a tenyésztés 16., 18. és 20.
orajaban vettem. A mintavételi idOpontokat az irodalmi adatokat figyelembe véve hatiroztam
meg. A kapott gatlasi értékeket a 18. tdblazatban, a hozza kapcsolodo szemléltetd képeket a 12.
abraban mutatom be.

18. tablazat Bifidobaktériumok gatlasanak mértéke a tenyésztési ido fiiggvényében

Bifidobacterium Teny(iiZtéSi Gatlasi zéna / telep atméré hanyadosa
! idé

torzsek [6ra] Ec. faecalis | L. monocytogenes 4ab | E. coli O157:H7

B 16 1,75 2,5 2,57

Caag 18 2,22 3 3,13

] 20 2,45 3.2 3

. 16 1,95 2,21 2,5

1\?&;’{;"‘{’;’;’4 18 2,42 3,1 3.2

20 2,57 2,66 2,9

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy 16. oOrara nem szintetizalodott annyi gatld

komponens a tenyészlében, mint a 18. és a 20. 6raban. Ez mindkét torzs estében megfigyelhetd.
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A 18 ¢és a 20 oras bifidobaktérium kultara altal kifejtett gatlo hatas mértékében nem volt
szamottevd kiilonbség. Egy esetben a B. bifidum torzs L. monocytogenes-re kifejtett gatlasanal
lathatunk nagyobb kiilonbséget (a tobbi adathoz viszonyitva) a 18 és a 20 6rés érték kozott. A két
bifidobaktérium torzset Osszehasonlitva elmondhatd, hogy kozel azonos feltisztuldsi értékeket
eredményeztek az egyes tenyésztési idopontokban a kiilonbozo teszt torzsek esetén.

Az irodalomban altaldban 16 ora koriili felszaporitasi 1dot (késé exponencialis fazis) talalunk a
bifidobaktériumok esetében, amikorra a tenyészlében a legtobb antimikrobas anyag
szintetizalodik [COLLADO et al., 2005; MAKRAS & DE VUYST, 2005]. Az optimalis

tenyésztési id6 természetesen nagymértékben fiigg az adott torzs anyagcsere tevékenységétol.

12. abra B. longum A4.8 és B. bifidum NCFB 1454 torzs antimikrobialis aktivitasa Listeria
monocytogenes 4ab torzzsel szemben kiilonb6z6 tenyésztési idopontokban
A: 16. 6ra; B: 18. ora; C: 20. 6ra

Rotoforral nyert egyedi fehérjefrakciok vizsgalata

A B. longum A4.8 torzs fehérjéinek izoelektromos pont alapjan torténd elvalasztasat rotofor
késziilekkel valositottam meg, és 20 egyedi fehérjefrakciot kaptam. Az egyes frakciok
antimikrobialis tulajdonsadgat — tartalmaznak-e gatlast kifejté fehérjéket — agardiffiizios
modszerrel vizsgaltam meg. Tovabba a frakciok fehérjemintazatanak molekulatomeg szerinti
megoszlasanak kimutatasara gélelektroforézist alkalmaztam.

A rotoforos elvalasztas utan nyert fehérje frakciok 2 ml-ét liofilizalassal koncentraltam, majd
visszaoldottam 250 ul semleges pH-ju pufferoldatban. Ezutdn a mintdkat az 5 mm &atmérdja

lyukakba pipettaztam.
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Az agardiffuzidos modszer értékelése soran a kettes frakcid esetén figyeltem meg feltisztulasi
zonat a L. monocytogenes 4ab, az E. coli ATCC 8439, az E. coli O157:H7, illetve az Ec. faecalis
teszt torzseknél. A gatlasi zondk, amelyeket a 13. dbra szemléltet, atmérdje 9 és 13 mm kozott
valtozott. A gélelektroforézises vizsgalatok alapjan pedig megallapithatd, hogy ezen fehérjék
is detektaltam kis (nem mérhetd) gatlasi zonakat a két E. coli teszt torzs esetében.

Ezen eredmények arra utalnak, hogy a B. longum A4.8 kultura szintetizal antimikrobas anyagot
az anyagcseréje soran. A jOvOben sziikséges kidolgozni tovabbi tisztitasi lépéseket, majd
jellemezni a tisztitott fehérje tulajdonsagait. A megfelelden elkiiloniilé fehérjék tisztitdsara
lehetséges megoldas lenne a kromatografids elvalasztas, amely egy esetleges tovabblépési
lehetdséget kinal.

C

13. abra B. longum A4.8 torzs kettes frakciojanak antimikrobas hatasa E. coli ATCC 8439
(A), E. coli O157:H7 (B), L. monocytogenes 4ab (C) és Ec. faecalis (D) ellen

4.3 Bifidobaktériumok tapadasa
A bifidobaktériumok tapadasi vizsgalatai sordn arra kerestem a valaszt, hogy az adott
bifidobaktériumok milyen mértékii tapaddst mutatnak a Caco-2, HT29 ¢és HT29-12
sejtvonalakhoz, illetve a versengd kitapadéas sordn, hogyan valtozik a bifidobaktériumok tapado
képessége a Caco-2 sejtkultiarahoz. Tovabba megvizsgaltam, hogy hogyan alakul (ardnyosan nd

vagy esetleg csokken) a tapadd baktériumok szama eltérd kiindulasi sejtkoncentraciok esetén
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HT29 sejtvonalakhoz. Mieldtt azonban elvégeztem a tapadasi vizsgalatokat, Osszevetettem a
detektalasi moddszereket (lemezontés, Gram-festés, fluoreszcens festés hexidium-jodiddal),
széazalékot

valamint a festések utdn képanalizis segitségével kivantam a boritottsagi

meghatdrozni.

4.3.1 A detektalasi modszerek vizsgalata

A kisérletekbe az eldzetes vizsgalatok sordn jO tapadod képességgel rendelkezd Lb. casei
DSM20017 és a B. bifidum B3.2 torzset alkalmaztam [SZEKER et al., 2005]. Vizsgaltam, hogy a
kiilonbozoé detektaldsi modszerek — a lemezontés (kitenyésztés) és a sejtszamlalas (kiilonbozo
festésekkel festett baktériumok esetében) — milyen eredményeket adnak az adott torzseknél,
illetve mennyire megbizhatoak a modszerek egymashoz képest. Tovabba a festési eljarasok soran
meghataroztuk a boritottsagot (a tapadd baktériumok altal boritott teriilet szazalékos aranyat). A
hozzaadott és a kiilonboz0 moddszerekkel detektalt tapadod baktériumok szamat, aranyat és a

boritottsagat a 19. tablazatban szemléltetem.

19. tablazat A hozzaadott és kiillonb6z6 modszerekkel meghatarozott tapad6 baktériumok
szama, aranya és boritottsaga

Baktérium torzsek

Detektalasi modszerek Lb. sakei

DSM 20017

B. bifidum B3.2

Hozzaadott baktériumszam [tke/lyuk]

1,65%107+3,46%10°

1,30%107+8,56*10°

Tapadé baktériumszam [tke/lyuk] 1,23%10°+4,16%10° | 3,93*%10°+2,64*10°
Lemezontés
Tapado bakt. aranya [%)] 7,5 3,0
Tapadé baktériumszam [tke/lyuk] 2,24%10%+1,56*10° | 4,78*10°+9,5*10°
Gram-festés Tapado bakt. aranya [%)] 13,6 3,7
Boritottsdag [%] 1,40+1,01 0,54+0,70
Tapadé baktériumszam [tke/lyuk] n.a 5,84%10°+2,13*10°
Hexidium-jodidos , , o
festes Tapado bakt. aranya [%)] n.a 4,5
Boritottsag [%] n.a 3,14+£1,02

n.a: nincs adat

Az eredmények jol mutatjdk, hogy a Lb. sakei torzs jobb tapadoképességgel rendelkezik, mint a
bifidobaktérium. A bifidobaktérium esetén a lemezontés ¢és a Gram festés kozott nem
tapasztaltam jelentds kiilonbséget, ami a tapado baktériumok aranyabdl jol latszik. Ezzel szemben
a Lb. sakei torzs esetén szignifikans kiilonbség figyelheté meg a tapadd baktériumok aranya
kozott, noha ez a kiilonbség a kapott sejtszadmokat tekintve nem olyan szembetiing. A lemezontés
¢s a Gram-festés eredményei kozotti eltérést a kovetkezok okozhatjak: (1) lemezontéssel csak
azokat a sejteket tudjuk detektalni, amelyek tapadds utan is ¢életképességet mutatnak és
kitenyészthetdek, valamint (2) ha a sejtek Gsszetapadnak (aggregatumot képeznek) csak egy-egy

telep nd ki a lemezen és ez nem tiikrozi a tényleges baktériumszadmot; (3) a Gram-festés soran
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egyrészt szubjektiven torténik a latdmezok kivalasztdsa, masrészt ha a baktériumok eloszlasa
heterogén (mint esetiinkben is) szintén nagy szorasokat kapunk a kiértékelés soran (lasd a
fényképeket a Melléklet I11. dbraban) [LE BLAY et al., 2004; VESTERLUND et al., 2005/b].

A hexidium-jodidos festés nem adta a vart eredményt, ugyanis az elézetes optimalasi kisérletek
(festék mennyis€ég, mosas) ellenére a tobbszori ismétlés soran sem kaptunk egyértelmi
eredményeket. A hexidium-jodidos festés soran azt tapasztaltuk, hogy a Caco-2 sejtek olyannyira
megfestddtek a baktrériumokbol kijutod festéktdl, hogy az a tobbszori mosas utan is zavarta a
kiértékelést, tovabba a baktérium sejtek is kiilonb6zé mértékben (erdteljesebben, halvanyabban)
festodtek (Melléklet II. abra). A kapott eredmények is ezt tiikkrozik, mivel a Lb. sakei esetén nem
lehetett értékelni az eredményeket, a B. bifidum B3.2 torzs esetén pedig tulbecsiiltiik a tapado
baktériumok szamat és ardnyat a Gram-festéshez képest, valamint a boritottsdg % is jelentosen
nagyobb értéket mutatott, mint a Gram-festésnél. Ezen okok miatt a tovabbi vizsgalatoknal nem
alkalmaztam ezt a detektalasi modszert.

A boritottsagi szazalé¢k alkalmas lehet a baktériumok tapadasi képességének Osszehasonlitasara,
mivel a boritott teriilet és a baktériumszam kozotti 0sszefliggés linearitdst mutatott. (Az egyenes
egyenlete: y= 0,023x+0,0386; és az R%: 0,9163 [SZEKER et al., 2007].) Tehat a boritottsagi %
segitségével viszonylag gyors el0szelekcio hajthatd végre a torzsek tapadasat illetéen.

4.3.2 Kiilonbo6zo Bifidobacterium torzsek tapadoképességének feltérképezése

Az altalunk kivalasztott 11 Bifidobacterium torzs tapadoképességét Caco-2 sejtvonalat
felhaszndlva vizsgaltam meg. A tapadis mértékét Gram-festés segitségével hataroztam meg.
(Néhany mikroszképos képet bemutatok a Melléklet III. dbrajan.) Az eredményeket a tapado
baktériumok aranyaban (%) szemléltetem a 14. abran.

30

25 S

20 A

15 - (SRS
10 -

Tapadé baktériumok aranya [%]

Bifidobaktérium torzsek

14. abra Bifidobacterium torzsek tapadasa Caco-2 sejtvonalhoz

A legjobb tapadast az ¢élelmiszeriparban széles korben elfogadott tejipari starterkultirabol

szarmazo B. lactis Bb-12 torzs mutatta. Az intesztinalis nyalkahoz torténd tapadassal foglalkozo
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publikacidkban még magasabb tapadasi szdzalékot (26-30%) is kozdlnek erre a torzsre
vonatkozoan [JUNTUNEN et al., 2001; KIRJAVAINEN et al., 1998]. A sajat izolatumok koziil
elsdsorban a B. bifidum (B3.2 és B7.1) és a B. longum (A4.8 és A4.9) torzsek esetén tapasztaltunk
nagyobb mértékii tapadast, a tobbi torzshoz képest. Ebbdl a csoportbol a B. bifidum B3.2 torzs
10 %-hoz kozeli tapadasat tartom jelentdsnek. A legkisebb tapadd aktivitast az izolatumok esetén
a B. dentium B2.1 (1,26%) ¢és a B. breve B9.15 (0,30%) mutatta. Ezzel szemben viszont a B.
breve tipustorzsnél mar kozel 5%-os tapadasi ardnyt kaptam, amely kiemelkedd a tipustorzsek
kozott, ugyanis a tobbi tipustdrzs tapadasi aranya 3,0% alatt volt. RIEDEL és munkatérsai (2006)
is tapadasi szazalék alapjan értékelték a bifidobaktériumok tapadasat és hasonléan az altalam
mért értékekhez az 6 esetiikben is a legtobb bifidobaktérium térzs tapadasi ardnya 10% alatti
tartomanyba esett. Az intesztindlis nyalkahoz torténd tapaddssal foglalkozé publikaciok is
altalaban 10% alatti tapadasi aranyr6l szamolnak be a legtobb bifidobaktérium torzzsel
kapcsolatban [HE et al., 2001/a; HE et al., 2001/b]. A Caco-2 sejthez torténo tapadast RIEDEL és
munkatarsai (2006) torzsfiiggd tulajdonsagnak értékelik, amely a mi esetiinkben szintén
elmondhat6. Tovabbi vizsgalatainkat a két legjobb tapadast mutatd B. bifidum B3.2 és B. lactis
Bb-12 torzzsel végeztem.

4.3.3 Bifidobaktériumok tapadasanak alakulasa eltéré kiindulasi sejtkoncentraciok
esetén

A B. bifidum B3.2 és a B. lactis Bb-12 torzsek tapadasi vizsgalata soran, amelyben HT29 ¢és
HT29-12 sejtvonalakat alkalmaztam, arra kerestem a valaszt, hogy a kiilonb6z6é kiindulasi
koncentraciok hogyan befolydsoljak a tapadd baktériumok szamat. A kisérletben harom
kiindulasi sejtkoncentracié hatésat (10%,107,10% vizsgaltam. A tapadds nyomon kdvetésére
lemezontéses modszert hasznaltam, amely megfelelden érzékeny a kis tapadd sejtkoncentracio
detektalasara is.

20. tablazat A B. bifidum B3.2 és a B. lactis Bb-12 tapadé sejtszamanak alakulasa a
kiilonb6z6 kiindulasi sejtkoncentraciok fiiggvényében

. . Hozzaadott Tapadé baktériumkoncentracio [tke/lyuk]/
Bifidobacterium . L s , L . . o
torzsek sejtkoncentracio (Tapadé baktériumok aranya [%])
[tke/lyuk] HT29 szovetteny. HT29-12 szovetteny.
4,28*10° 4,96*10°
*1N3 > °
230 (0.18) 2.12)
0% 100
B. lactis (Bb-12) 5.20%10° 4’(103791)0 > ’(1989 11)0
3,25%10° 6,58%10"
*10° > °
8,06*10 (4,03) (8,17)
4,87*%10° 7,60%10°
*108 5 5
>0 2.15) (3.35)
100 100
B. bifidum (B 3.2) 247107 > ’(1291 5)0 9’(73595)0
7,03%10° 1,51%10°
*1N6 5 3
S (3.29) (7.07)
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A 20. tablazat adatai alapjan megéllapithatd, hogy a kiindulasi sejtkoncentracié novelésével
aranyosan novekszik a tapadoé baktériumok szama is. Ezt a kovetkeztetést vonta le TUOMOLA ¢és
SALMINEN (1998) is, amikor a Lactobacillus torzsek koncentraciofiiggd tapadasat vizsgaltak
Caco-2 sejtvonalhoz. Viszont az is megfigyelheté, hogy mig a 10° és a 10" induld
sejtkoncentracional a detektalt, megtapadt baktériumok koncentracidja két nagysagrenddel kisebb
értéket mutatott, addig a 10° és 10° indulé koncentracidénal a legtdbb esetben csak egy
nagysagrendii csokkenést tapasztaltunk a tapad6 baktériumszam esetén. Ezt a megallapitast a
tapadd baktériumok ardnyanak alakuldsa is alatamasztja, amely forditott aranyosan valtozik a
kiindulési sejtkoncentraciohoz képest.

Meg kell emliteniink, hogy a tapadds mértékét jelentdsen befolyasolhatja a torzsek
autoaggregacids képessége [PEREZ et al., 1998] is, ugyanis a kotdhelyek esetleges telitddésével
a baktériumok egymashoz tapadhatnak, illetve egymasra rétegzddhetnek a sejtkulturak felszinén.
Ez jelentdsen megneheziti a tapado baktériumok pontos detektalasat.

Az eredmények alapjan tovabba megallapithatd, hogy vizsgalt szovettenyészetek koziil a
HT29-12 sejtkulturdhoz mindkét bifidobaktérium jobb tapaddképességet mutatott fliggetleniil a
hozzaadott sejtkoncentraciotol. A torzsek koziil pedig Bb-12 kultara esetén tapasztaltam nagyobb

tapadasi affinitast, amely mar a Caco-2 sejtvonal esetén is megmutatkozott.

4.3.4 Bifidobacterium torzsek és az E. coli Bay100 torzs verseng6 tapadasanak
vizsgalata

A kisérlet soran a bifidobaktérium torzsekbél (B. bifidum B3.2 és B. lactis Bb-12) ~107, az E. coli

t6rzsb6l ~10%, ~107, ~10° tke/lyuk sejtmennyiségek alkottak az egyes vegyes kultardkat. E vegyes

kultardkban szerepld torzsek tapadasanak valtozasat detektaltam — Osszevetve az egyediili

tapadasukkal — Caco-2 sejtkulturahoz. A tapadd baktériumok meghatirozasa lemezontéssel

tortént, valamint Gram-festés segitségével is értékeltem a tapadast. A kisérlet eredményeit az 15.

és 16. abran mutatom be.
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[log(tke/lyuk)]

Bb-12 sejtkoncentracio
E. coli sejtkoncentracio
[log(tke/lyuk)]

O =_-2NWHAUUITO NO®O

E. coli 10ad8 E. coli 10ad7 E. coli 10ad6

m Hozzaadott E. coli
m Tapado E. coli (egyeddl)
0O Tapadé E. coli (Bb-12 mellett)

A B

16. abra A B. lactis Bb-12 (A) és az E. coli Bay100 (B) tapado sejtkoncentraciojanak
valtozasa egyedi és vegyes kultirakban

A kapott tapadasi sejtkoncentraciok alapjan elmondhatd, hogy nem valtozott sem a B. bifidum
B3.2 sem a B. lactis Bb-12 tapadd sejtkoncentracidja E. coli Bayl00 torzzsel egyiitt torténd a
tapadas esetében Gsszehasonlitva az egyediili tapadasi értékekkel (15. abra/A és 16. dbra/A). Az
E. coli Bayl00 torzs tehat nem befolyasolta, illetve gatolta, még 10° tke/lyuk hozzaadott
sejtkoncentracional sem, a bifidobaktérium torzsek tapadasat. Ez mindenképpen pozitiv
eredménynek értékelhetd.

Abban a tekintetben, hogy a bifidobaktériumok milyen hatést fejtettek ki az E. coli Bayl00
torzsre a kovetkezd eredményeket kaptam: A B. bifidum B3.2 torzs nem gatolta az E. coli Bay100
tapadasat a Caco-2 sejthez, sdt igaz csekély mértékben (nem szignifikdnsan) még novelte a
tapadasat 10° tke/lyuk hozzaadott sejtkoncentracio esetében (15. abra/B). A B. lactis Bb-12 ezzel
szemben viszont inkabb gatolta az E. coli Bayl00 torzs tapadasat és 10° tke/lyuk hozzaadott
sejtkoncentracio esetén egy nagysagrendil csokkenést tapasztaltam az egyediili tapadashoz képest
(16. abra/B). GAGNON ¢és munkatarsai (2004) is gatlast figyeltek meg az E. coli O157:H7
torzzsel szemben, amely a bifidobaktériumok sejtszamanak novelésével ardnyosan nétt.
Ugyanakkor esetiikben a Caco-2 sejtenyészeten megtapadt bifidobaktérium koncentracid is
csokkent.

A B. bifidum B3.2 és B. lactis Bb-12 torzs kozotti kiilonbség a kiilonboz6 anyagcesere termelésbdl
(gatldé komponensek), illetve a kotohelyekért torténd versengésben kereshet6. BERNET ¢és
munkatarsai (1993) B. breve 4 torzs tapadasi vizsgalatanal, ahol 50%-o0s gatlast tapasztaltak
mindegyik patogénre (DAEC, EPEC, ETEC, Sa. Typhimurium), két lehetséges gatlasi
mechanizmust fogalmaztak meg: az egyik a patogének kizardsa a specifikus kotdhelyekrdl a
masik a baktérium biofilm kialakulasa, amely meggatolja az enterovirulens baktériumok
hozzaféréseét.

4.4 Erjesztési vizsgalatok

Az erjesztési kisérletekben az irodalmi részben emlitett, szamos kedvezd tulajdonsaggal
rendelkezd zoldségek alkalmazhatosagat (mint tapkozeg), illetve erjeszthetdségét vizsgaltam

elsdsorban Bifidobacterium torzsek, valamint a vegyes kulturdban résztvevd tejsavbaktériumok
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szamara. Termékfejlesztési céljainkat is figyelembe véve Iéptékndvelési és taroldsi vizsgalatokat

végeztem sargarépa- €s csicsoka levekben.

4.4.1 Zoldséglevek erjeszthetéségének vizsgalata
Osszehasonlito vizsgilatokat terveztem a bifidobaktérium térzsek szaporodasara vonatkozoan, a

zo6ldséglevek és a bifidobaktériumok szdmara ajanlott laboratoriumi tapkozegek alkalmazasaval.
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Teli jelolék: sejtkoncentracio; Ures jelolok: pH értékek

17. abra A sejtkoncentracio és a pH értékek alakulasa RCM és TPY, sargarépa-, illetve
céklalé B. lactis Bb-12 starterkulturaval torténo erjesztése soran

E vizsgalatnal B. lactis Bb-12 torzs szaporodasat kovettem a bifidobaktériumok szaporitasahoz
ajanlott laboratoriumi tapkozegeken (TPY, RCM), valamint sargarépa- ¢s céklaleven. Az
erjesztés soran bekdvetkezd sejtkoncentracio és a pH érték valtozasat a 17. abran szemléltetem.

A 32 oras erjesztési idotartam alatt az RCM-ben ¢s mindkét zoldséglében mintegy két, a TPY
taplevesben egy nagysagrendi sejtkoncentracid novekedést tapasztaltam. Viszont a sargarépa- €s
a céklalé esetében a bifidobaktérium torzs mar a 12. ordban elérte a 10° nagysagrendi
sejtkoncentraciot (sargarépa: 4,39*10° tke/ml; cékla: 2,70¥10% tke/ml), és a szaporodasuk
stacioner fazisba keriilt, valamint a sejtek 32 ora elteltével is megtartottak ¢letképességiiket. A
zoldséglevekben mért fajlagos szaporodasi sebességek, amely a sargarépa esetében 0,18 éra’l, a
céklalénél 0,15 ora’, ezzel szemben az RCM-ben 0,084 6ra’ és a TPY-ben pedig csak
0,043 6ra’, is azt mutatjak, hogy e zoldséglevek alkalmas tapkozegek lehetnek a bifidobaktérium
szamara. A torzs megfeleld anyagcsere tevékenységére utal a zoldséglevek pH-janak 4,5 érték ala
torténd csokkenése is.

A tansz€k munkatarsai altal izoldlt human eredetli torzsek [MAYER, 2004] vizsgalataval
kivantam megerdsiteni eredményeimet. Ebben az esetben is arra a kérdésre kerestem a vélaszt,
hogy a kivalasztott térzsek milyen szaporodast mutatnak a zoldséglevekben. B. bifidum torzseket
(B3.2 és B7.1), amelyek az egészséges csecsemOk bélrendszerében taldlhatok, vontam be a

vizsgalatba. A B. bifidum B7.1 torzsnek a B. lactis Bb-12 torzshoz hasonldan jo savtoleranciat, a
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B. bifidum B3.2 torzsnek pedig jo tapadd képességet tulajdonitanak. Szaporodoképességiiket a

TPY mellett sargarépalében vizsgaltam.
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18. abra A sejtkoncentracio és a pH értékek alakulasa TPY és sargarépalé B. bifidum B7.1
és B3.2 torzzsel torténo erjesztése soran

Az 18. 4bran lathatd, hogy mindkét torzs mind a TPY téplevesben, mind a sargarépalében elérte a
10® tke/ml sejtkoncentracidt az erjesztés 16. orajara. Ebben az idépontban a legnagyobb
sejtkoncentraciot a B. bifidum B7.1 torzsnél a TPY taplevesben (3,28*10° tke/ml) és B. bifidum
B3.2 kulturanal a sargarépalében (3,01*10° tke/ml) detektaltam. Az erjesztés 24. ordjara a B.
bifidum B3.2 torzs megdrizte ¢életképességét, és a B. bifidum B7.1 térzs mar a sargarépalében
mutatta a legnagyobb sejtkoncentraciot. A legkisebb sejtkoncentraciot a TPY taplevesben
mértem, ahol a B. bifidum B3.2 torzs sejtkoncentracidja egy nagysagrenddel csokkent. A kapott
eredményekbdl megallapithaté, hogy a zoOldséglevek idedlis tapanyagforrast kindlnak a
bifidobaktériumok szdmara. SAVARD ¢és munkatérsai (2003) is arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy az altaluk alkalmazott zoldség tapkozeg, amely 6% sargarépalét, 12% kaposztalét és 3%
hagymalét tartalmazott, megfeleld tdpanyag ellatast biztosit az altaluk vizsgalt B. breve és B.

bifidum torzsek szamara.

4.4.2 Erjesztési vizsgalatok sargarépalén

Az erjesztési vizsgalataim sordn elsé 1épésként a nyers sargarépa mikrobiologiai allapotat
vizsgaltam meg. Ezt kovetden a sargarépa mikrobiotdjanak csokkentésére kiilonbozé eldkezelési
technolégidkat hasznaltam fel. Tovabba feltérképeztem a bifidobaktériumok anyagcsere
tevékenységét a pasztérozott sargarépalében ¢és végiil 1éptéknovelési €s tarolasi vizsgalatokat

végeztem.

4.4.2.1 Natar sargarépalevek jellemz6 mikrobiotajanak feltérképezése
Az erjesztési technoldgidk kidolgozasa eldtt informéciot gyljtottem a natar sargarépalevek

mikrobiotajara vonatkozoéan. A nyers sargarépalé mikrobioldgiai allapotara vonatkozo
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vizsgalataim soran a répalevek mezofil Gsszesiraszama 10°-10° tke/ml kozotti tartoméanyban
valtozott a felhasznalt répa szdrmazasi helyétdl és eldéletétdl fiiggben. A gyodkérzoldségek
jellemzd mikrobiotajat alkotd csoportok (enterobaktériumok, koliformok, Pseudomonas-ok,
tejsavbaktériumok, ¢élesztok, penészek, szulfit-redukald baktériumok (Clostridium-ok)) vizsgalata
soran 10° tke/ml, illetve annal kisebb mikrobasiiriiséget mértem. Csak a szulfit-redukald
Clostridium-ok sejtszama volt a kimutatdsi hatar alatt (19. abra). Ezek alapjan megallapithato,

hogy a répalevek el6kezelése sziikséges a csiraszam csokkentés érdekében.
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19. abra Nyers répalevek mikrobioldgiai allapota

4.4.2.2 Elokezelési technologiak a sargarépalevek nativ mikrobiotajanak csokkentésére

A kezeletlen natar zoldséglevek alkalmazasa erjesztett levek eldallitdsara élelmiszerbiztonsagi
kockazattal jar (4.4.2.1. fejezet). Ezért a sargarépalé mikrobaszdm csokkentésére a pasztorozést
alkalmaztam, mint eldkezelést. Vizsgaltam a 80°C-on 15 és 20 percig torténd hdkezelés
hatékonysagat, tovabba arra is kerestem a valaszt, hogy az induld sejtkoncentracid6 milyen
hatassal van a kornyez0 mikrobiota alakulasara az erjesztés folyaman. A pasztorézés mellett
megvizsgaltam a nagy hidrosztatikus nyomast (HHP) kezelés alkalmazhatosaganak lehetdségét
is.

A nyers z0ldséglé 80°C-on 15 percig torténd pasztorézése utan a levek atlagos mezofil aerob
baktérium szdma 10% nagysagrendii (2,13*10* tke/ml), mig a koliform koncentracio 3,24*10'
tke/ml volt. Amikor a pasztorozés idejét 20 percre emeltiik, akkor a kisérd mikrobiota
koncentracioja kimutatéasi hatar (10" tke/ml) ala csokkent.

Az induld sejtkoncentracido hatasat a B. lactis Bb-12, B. bifidum B7.1, B. bifidum B3.2 és
B. longum A4.8 torzsekkel végzett erjesztésekben vizsgaltam meg. Az eredmények alapjan
megallapithaté, hogy a 10" tke/ml induld sejtszam mindegyik torzs esetében gyorsabb
szaporodast eredményezett és a torzsek mar az erjesztés 6. Orajaban elérték a 10° nagysagrendii
sejtszamot. Ezzel szemben a 10° tke/ml induld sejtszamnal a torzsek csak a 24. 6raban mutattak a
10® tke/ml nagysagrendii sejtszamot. Ezek révén, illetve a kisebb anyagcsere tevékenység

crer

tke/ml indulé koncentracional az erjesztés végén 5%10* — 8%10° tke/ml, a 107 tke/ml induld esetén
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pedig csak 3,46*%10' — 1,65%10” tke/ml mezofil 6sszcsiraszamot detektaltam. Ennek alapjan 107
(tke/ml) induld sejtkoncentracido javasolhatd a pasztorozott sargarépalevek erjesztésének
inditasahoz.

A nagy hidrosztatikus nyomas alkalmazhatosaganak vizsgalatanal elsd 1épésként meghataroztam
a sargarépalé elokezelése szempontjabdl optimalis nyomast és iddintervallumot. E paraméterek
megallapitasara azt vizsgaltam, hogy milyen mértékben aktivaldédik és szaporodik a kezelést
kovetéen visszamaradé mikrobiota 18 oras 37°C inkubdlast kovetden. A 20. dbra a mezofil
Osszcsiraszamot mutatja a 18 o6ras 37°C-on torténd inkubélds utan, amelynek a koncentracidja a

kezelést kovetoen, azaz az inkubalas kezdetén kimutatasi hatar alatt volt.

Mezofil 6sszcsiraszam
[log(tke/ml)]
[6)]

400/5 400/15 500/5 500/15 600/5 600/15

Nyomas[MPa]/Kezelési id6[perc]

20. abra Kiilonb6z6 paraméterii nagy hidrosztatikai nyomassal kezelt mintak mezofil
osszcsiraszama 18 oras inkubalast kovetéen

A 20. abra jol tiikr6zi, hogy a nagyobb nyomas €s hosszabb iddintervallum a 18 o6ras inkubalas
utan kisebb mezofil 6sszcsiraszamot eredményezett. Ezen vizsgalat alapjan és az irodalmi adatok
figyelembevételével valasztottam a nagynyomasu kezelés paramétereinek a 600 MPa —t és a 15
perces id6tartamot [TEO et al., 2001; GARCIA et al., 2001].

Ezzel a paraméterekkel kezelt zoldségleveket B. lactis Bb-12, B. bifidum B7.1, B. bifidum B3.2 és
B. longum A4.8 torzsekkel erjesztettem ¢és arra voltam kivancsi, hogyan alakul a mezofil
Osszcsiraszam a 24 0rés erjesztés végére. A kapott értékeket Osszevetettem a pasztorozott, szintén
(Az

erjesztéseket 107 tke/ml sejtkoncentracioval inditottam.) A HHP kezelt és a hékezelt, majd

ezen tOrzsekkel erjesztett sargarépalében mért mezofil Osszcsira koncentracidkkal.

erjesztett mintak mezofil 6sszcsiraszamanak valtozasat a 21. tdblazatban mutatom be.

21. tablazat Kiilonb6z6 bifidobaktérium torzsekkel erjesztett sargarépalevek mezofil
osszcsiraszama az elokezelés fiiggvényében

Mezofil 6sszcsiraszam [tke/ml]
Erjesztési
ido B. bifidum B7.1 B. lactis Bb-12 B. bifidum B3.2 B. longum A4.8
[h] 80°C | 600 MPa | 80°C | 600 MPa | 80°C | 600 MPa | 80°C | 600 MPa
20 min 15 min 20 min 15 min 20 min 15 min 20 min 15 min
12 4,0%10" 9,6*10? 210" 1,28%10* | 4,0¥10" | 4,0*10° 1,2*10" 4,1%¥10%
24 1,2%10? 2,2%10° 3,3*10? 8*107 22%10% | 7,3*10* | 4,0%10*> | 1,62*10°
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A 21. tablazat adatai azt mutatjak, hogy a kezelések kozott a 12. oraban egy nagysagrendii
kiilonbség volt. Az erjesztés végére is kiillonbségeket tapasztaltunk a mezofil dsszcsiraszamban a
két elokezelés kozott. A Bb-12 torzzsel erjesztett sargarépalé kivételével a tobbi esetben egy,
illetve két nagysagrendii eltérés volt a pasztérozott és a HHP kezelt, majd erjesztett mintdk
Osszcsiraszamaban a 24. orara. Ez valoszinli a nagyobb induld mezofil sszcsiraszamnak volt
tulajdonithato.

A bifidobaktériumok mind a pasztérozott, mind a HHP kezelt sargarépalében egyenletes, gyors
szaporodoképességet mutattak (Melléklet IV. éabra). A megfeleld anyagcsere tevékenységet
bizonyitja a pH érték 4 koriili értékre valdo csokkenése a fermentacid 6-12. 6rgjaban. A
legmagasabb sejtkoncentracio értéket (9,02*10° tke/ml) a paszt6rozott répalében mértiik — a B7.1
torzsnél — az erjesztés 12. orajaban. Ezek alapjan a pasztérozést, mint el6kezelést megfelel6bb
eljarasnak tekinthetem, amely mellett a konnyebb megvaldsithatosag is szol. A HHP kezelés
tovabbi optimalasara van sziikség. Példaul VAN OPSTAL és munkatarsai (2005) sikeresen

alkalmaztak a kezelést E. coli inaktivalasara sargarépalében.

4.4.2.3 Bifidobaktériumok novekedésének és anyagcsere tevékenységének vizsgalata

A kisérlet soran a B. lactis Bb-12, B. bifidum B 7.1, B. bifidum B3.2 ¢és B. longum A4.8 torzsek
szaporodasat kovettem pasztorozott (80°C, 20 perc) sargarépalében, valamint vizsgaltam a kisérd
mikrobiota valtozasat a 24 Ords erjesztés alatt. Tovabba meghataroztam az erjesztés alatt
termelddo tejsav és ecetsav mennyiséget, valamint mértem az Osszcukor ezen beliill a gliikédz,
fruktdz, szacharoz koncentracio valtozasat és a karotinoid tartalom alakulasat.

A 107 tke/ml indul6 sejtkoncentracionak koszonhetSen a rovid lag fazis utan mind a négy torzs az
erjesztés 6. orajaban elérte a 10° nagysagrendii sejtkoncentraciot (22. tablazat). Az erjesztés 12.
ordjaban pedig mar a legnagyobb sejtkoncentraciot detektaltam a térzsek — kivéve a B3.2 kultara
— esetében. A Bb-12 sejtkoncentracidja ebben az idépontban 8,22 log(tke/ml), a B7.1 torzsé 8,96
log(tke/ml), és az A4.8 kultaraé pedig 8,37 log(tke/ml) volt. A B3.2 torzs az erjesztés végén érte
el a maximalis sejtszdmot, amely 8,71 log(tke/ml) volt. Kiszadmitva a fajlagos sejthozamokat az
irodalmi adatokkal egyez6 értékeket kaptam, amely a Bb-12 térzsnél 2,48%10'° tke/I*h, a B7.1
esetén 6,26*10' tke/I*h, B3.2 torzsnél 7,60%10' tke/I*h, és az A4.8 torzsnél 4,50%10' tke/l*h
volt. VENTLING ¢és MISTRY (1993), GARRO ¢s munkatarsai (2004), valamint DOLEYRES ¢és
munkatarsai (2002) 10° és 10" tke/l*h kozotti fajlagos sejthozamokrdl szamoltak be. Az
erjesztési folyamat gyors lefolyasat jelzi a pH értékek alakuldsa is, hiszen mar a hatodik 6raban
5,0 ala és az erjesztés végére pedig 4,0 kozeli értékre csokkent. A detektalt végsé pH
¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol is kedvezo.

A pasztérozést kovetden (0. o6rdban) nem mutattam ki mikrobiologia szennyezettséget, azaz
minden vizsgalt csoport baktérium szdma kisebb volt, mint 10 tke/ml. Az erjesztés folyaman a
mezofil Osszcsiraszamot és a koliformokat detektdltam. A gyors erjesztési folyamat ellenére
mezofil dsszcsira koncentracié 10" - 10% tke/ml nagysagrendii tartomanyban mozgott, mig a
koliform koncentracié a kimutatasi hatér alatt volt az erjesztés végén (22. tablazat). A B. bifidum
A4.8, amelyet antimikrobas hat4dsa miatt vontam be a vizsgalatokba, nem mutatott nagyobb gatld

hatést a tobbi térzshoz viszonyitva a mezofil dsszcsiraszamra nézve.
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22. tablazat Az erjesztés soran mért sejtkoncentraciok, pH és a szénhidrat koncentracio

valtozasa
Torzsek Erj e’:,sztési Bifidobaktérium Mezofil 6sszcsira Koliformok pH Osszszénhidrat
ido [h] [log(tke/ml)] [log(tke/ml)] [log(tke/ml)] [(W/v)%]
0 7,2140,26 n.d n.d 6.4 4,36:0,21
B. lactis 6 8,17+0,14 1,0040,21 n.d 4.9 4,1240,81
Bb-12 12 8,22+0,10 3,50+0,88 1,6840,77 43 3,91+0,77
24 7,88+0,11 2,2240,86 n.d 424 3.81+0,52
0 7,64+0,20 n.d n.d 6.4 436021
B. bifidum 6 8,4440,78 n.d 1,97+0,82 4,85  3,92+0,14
B3.2 12 8,54+0,19 1,3040,21 1,6560,46 42 3,88+0,91
24 8,7140,27 1,54+0,26 n.d 4,15  3,80+0,44
0 7,14+0,24 n.d n.d 6.4 436021
B. bifidum 6 8,47+0,54 n.d n.d 4.9 4,14+0,41
B7.1 12 8,96+0,39 1,0040,22 1242037 42 3,94:0,82
24 8,82+0,38 1,78+0,55 n.d 4,15  3,88+0,31
0 7,4240,41 n.d n.d 6.4 436021
B. longum 6 8,3240,67 1,860,12 n.d 476 431+0,72
A4.8 12 8,37+0,71 1,94+0,32 1,194028 42 4.10+0,32
24 8,04::0,87 2.43+0,78 n.d 4,14 4,04+0,12

n.d: nem detektalhato (kimutatasi hatar (10" cfu/ml) alatt van)

Az erjesztés folyaman a bifidobaktériumok tejsav termelése intenzivebb volt, mint az ecetsav
termelése. A tejsav ¢és ecetsav valtozasat az 21. abran lathatjuk az egyes torzsek esetében. A
bifidobaktériumok biokémiai folyamataival foglalkozé publikaciokban a gliikdz lebontdsa soran
ecetsavra €s a tejsavra nézve 3:2 moldris aranyt talalunk, amely természetesen csak elméleti arany
¢s kevés esetben valosul meg [GOMES & MALCATA, 1999]. A tejsav €s ecetsav aranya fligghet
a torzsektol, a tapkozegtdl és még a fermentacids idotdl is [HOU et al., 2000]. Az erjesztés végén
a tejsav koncentracidé 15-17 mg/ml, az ecetsav koncentraci6 pedig 3,3-5,3 mg/ml tartoméanyban
valtozott az egyes torzsek esetében.

Az 0Osszszénhidrat tartalom is jol jellemzi a torzsek anyagcsere tevékenységét, amelynek a
valtozasat a 22. tablazatban tlintettem fel. Mindegyik torzsnél fokozatos egyenletes
szénhidrattartalom csokkenést figyelhettem meg. A Bb-12, a B3.2 és B7.1 torzs esetében hasonlo
mértékll szénhidrat fogyast (4,36-r61 3,80-3,88 (w/v)%-ra), mig az A4.8 kultiranal kisebb fogyast
(4,36-101 4,04 (W/v)%-re) detektaltam. A szénhidratok koziil a szachardz, a fruktoz és a gliikoz
koncentracio valtozasat a kiilonbozo torzsek esetében az 21. abran szemléltetem. A diagramok
alapjan megallapithatd, hogy a torzsek a sargarépalé gliikkoz tartalmat hasznositottdk legjobban
(20-22%-ot). A legnagyobb mértékii csokkenést az A4.8 torzsnél detektaltam. A szachardz
esetében kisebb hasznositdst mértem. Az erjesztés végére a Bb-12, B3.2 ¢s a B7.1 torzs a

szachardz tiz szazalékat az A 4.8 torzs mindossze a harom szazalékat hasznositotta. A fruktozt
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nem hasznositottak a térzsek, mely eredmény Osszhangban van szénhidrat vizsgalatoknal kapott
eredményekkel.
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21. abra A szénhidrat hasznositas, valamint a tejsav és ecetsav-termelés sargarépalé
erjesztésnél
A: B. lactis Bb-12, B: B. bifidum B3.2, C: B. bifidum B7.1, és D: B. longum A4.8

A vizsgélataim soran arra is kivancsi voltam, hogy a bifidobaktériumokkal torténd erjesztés,
milyen hatassal van a sargarépa taplalkozasélettani szempontbol fontos komponenseire, a
karotinoidokra. Az a-karotin és P-karotin tartalmat az erjesztés 0. és 24. ordjaban (végén)
hataroztam meg (23. tablazat).

23. tablazat Az a- és B-karotin koncentracio alakulasa kiilonboz6 bidobaktérium
torzzsekkel torténo erjesztés soran

Erjesztési a- és p-karotin koncentraci6 [pg/ml]
idé B. bifidum B7.1 B. lactis Bb-12 B. bifidum B3.2 B. longum A4.8
[h] a-karotin | f-karotin | a-karotin | f-karotin | a-karotin | [-karotin | a-karotin | f-karotin
0 85,80 199,13 85,80 199,13 85,80 199,13 85,80 199,13
24 82,11 182,48 71,90 152,60 68,58 149,40 64,54 140,53
Csokkenés
%-ban 4 9 14 24 17 26 22 30

A 24 oras fermentaciot kdvetden a sargarépalé karotinoid tartalma cskkent. Az egyes torzsek
esetén kiilonbozd mértékli csokkenést detektaltam. Az a- és B-karotin tartalom a B. bifidum B7.1
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torzzsel torténd erjesztés soran csokkent legkisebb mértékben (4 és 9%). A legnagyobb
veszteséget (22 és 30%) a B. longum A4.8 torzzsel erjesztett mintakban detektaltam.

4.4.2.4 Léptéknovelési és tarolasi kisérletek

Termékfejlesztési céljaim elérése érdekében léptékndvelési kisérleteket végeztem a sargarépalé
mellett a céklalében is. A céklalét azért vizsgaltam, hogy informaciot kapjak az e célra
kivalasztott ¢és ¢lelmiszeripari célra engedélyezett B. lactis Bb-12 erjesztéképességére
vonatkozoan egy masik zoldséglé modellben. Az erjesztett sargarépalé tdroldsi kisérlete
els6dlegesen a taplalkozés-élettani szempontbdl fontos probiotikum sejtszam valtozas
vizsgalatara irdnyult.

Léptéknovelés

Mivel a lombikos vizsgalatok soran kapott erjesztett sargarépalében (24. draban) atlagosan 107
tke/ml nagysagrendben detektdltam mezofil Osszcsirat és ebbdl kifolyolag a zoldséglé (termék)
mikrobiologiai szempontbol kifogasolhatd volt, a 1éptékndvelés soran a siiritménybdl kiinduld
technolégiat részesitettem eldnyben. A stiritmények mikrobiologiailag stabilabbak, nagytételben
eldallithatok, beszerezhetok és a hatékony csiramentesitési technologia egy-egy tételre
meghatarozhatd. A siritmények esetében a kiindulasi csiraszamok 10" és 10* tke/ml voltak
sargarépa stiritmény: 2,5%10' tke/ml és a cékla: 9,9%10% tke/ml mezofil Gsszesira szammal
rendelkezett). Meghataroztam a stiritményekbdl késziilt zoldséglevek optimalis szérazanyag-
tartalmat a szaporodoképesség szempontjabol. Ez az optimalis érték sargarépalé esetén
8 (m/m)%, a céklalénél 10 (m/m)% szarazanyag-tartalom. A sliritménybdl késziilt tapkozegek
megfelelé mikrobiologiai biztonsaganak eléréséhez az erjesztés eldtt 80°C-on 10 percig torténd
hokezelést végeztem. Ez az elOkezelés a kisebb kiinduldsi mezofil 0sszcsira koncentracionak
koszonhetden elegenddnek bizonyult.

Figyelembe véve termék eldallitasi céljaim megvalositasat a 1éptékndvelési kisérleteket B. lactis

Bb-12 torzzsel végeztem. Az erjesztés soran mért jellemzok valtozasait az 22. abran tiintettem fel.

10 10
. 94 T 9
2 | S s

- 8 8

T = .
8L 61 — 16 T
C = —
6 51 o 15
X O I
== 41 - - R = I
$ 3777 - - I I - 7773

2 L1 2

0 4 8 12 24

Erjesztési ido [h]
— Sargarépa ] Cékla Sargarépa —x— Cékla

Oszlopok: sejtkoncentracié; Vonalak: pH érték

erer

B. lactis Bb-12 torzzsel torténd, 1éptéknovelt erjesztés soran

97



A sargarépalé erjesztése soran egy nagysagrendli sejtkoncentracidé ndvekedést kaptam.
A kezdeti 7,59 log(tke/ml) bifidobaktérium koncentracié a fermentacié 12. orjara elérte a
maximalis 8,59 log(tke/ml) értéket. A gyors erjedési folyamatot a pH 4,3-ra torténd csokkenése is
alatdmasztja. Az erjesztés folyaman nem detektdltam mezofil Osszcsiraszamot, tehat
mikrobiologiai szempontbdl biztonsagos volt az erjesztett sargarépalé. Az itt kapott
sejtkoncentracidokat Osszhasonlitva a lombikos kisérlet sejtszamaival megallapithatd, hogy a
B. lactis Bb-12 torzzsel megvalositott erjesztés, 1éptékndvelés sikeres volt. Ebben a kisérletben
nagyobb sejtszamot detektaltam, ami koszonhetd a kevertetésnek, illetve a kevert gazzal (10%
COs-nitrogénben) torténd ataramoltatasnak. A kisérletek soran a tejsav koncentracio 5 és 6
mg/ml, az ecetsav koncentracio pedig 1 és 2 mg/ml k6zott valtozott.

A B. lactis Bb-12 a céklalében is jo szaporodoképességet mutatott. Ebben a zoldséglében szintén
a 12. ordban detektaltam a maximalis sejtkoncentraciot (8,67 log(tke/ml)). A pH kisebb mértékd,
fokozatos csokkenését figyelhetjilk meg, amely valdsziniileg a keletkezd kisebb tejsav €s ecetsav
koncentracionak tulajdonithatd, hiszen az erjesztés végére 2-3 mg/ml tejsav és 0,5-1 mg/ml
ecetsav képzddott. Az eredmények alapjan megéllapithatd, hogy a céklalé is alkalmas lehet
probiotikus fermentalt termék eldallitasara.

Tarolasi vizsgalat

A tarolési kisérlet soran arra kerestem a valaszt, hogy a B. lactis Bb-12 torzs életképessége
milyen mértékben csokken 4°C hdmérsékleten. A Magyar Elelmiszerkonyv erjesztett probiotikus
termékekre vonatkozd eldirdsa ugyanis kimondja, hogy a probiotikus terméknek a mindség
megbrzési id6 végeén is legalabb 10° tke/ml él3csiraszamot kell tartalmaznia. Tovabba vizsgaltam,
hogy prebiotikus kiegészitéssel esetleg novelhetd-e a bifidobaktérium életképessége a tarolas
alatt. A prebiotikumok koziil a Raftilose-t alkalmaztam, amelyet a korabbi vizsgalatok sordn a
B. lactis Bb-12 torzs jol hasznositott.

Az erjesztett sargarépalében a tarolés alatt torténd sejtkoncentracio €s pH valtozasokat a 23. abran

mutatom be.
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A B. lactis Bb-12 torzs sejtkoncentracidja a tarolasi idd 8. napjara a kezdeti 3,23*10° tke/ml
sejtkoncentraciordl ~7,90%107 tke/ml sejtstiriiségre csokkent mind a normédl, mind a
prebiotikumot tartalmazo sargarépalé esetében. Ezt kdvetden a sejtszam lassu iitemben csokkent
tovabb a 107 nagysagrendii tartomanyon beliil. A 45. napon a B. lactis Bb-12 sejtkoncentracioja a
normal sargarépalében 3,16%107 tke/ml, a prebiotikummal kiegészitettben pedig 1*10” tke/ml
volt. A tarolas soran jelentdsebb pH valtozast nem tapasztaltam egyik minta esetében sem.

Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a bifidobaktériumok meg0rizték életképességiiket a
sargarépalében 45 napos tarolas alatt és a tarolds végén 107 tke/ml sejtsiirliséget mutattak. A
prebiotikumos kiegészités nem javitotta a B. lactis Bb-12 életképességét. Az igy eldallitott
probiotikus erjesztett sargarépalé a tarolast kovetden is eleget tett a Magyar Elelmiszerkonyv
eldirdsanak. Ezen vizsgalatok mellett sziikséges lenne megvizsgalni zoldséglevek érzékszervi

jellemzdit is, amely révén prognosztizalhat6 a termék fogyasztdi elfogadottsaga.

4.4.3 Erjesztési vizsgalatok csicsoka tapkozegben

A csicsoka megfeleld nyersanyag lehet a probiotikus, illetve szinbiotikus termékek eléallitasara,
mivel szamottev az inulin tipusu fruktan tartalma, ami a bifidobaktériumok jelentds hanyadanak
szelektiv novekedési szubsztratumaként szolgal. Ennek tiikrében fogalmaztam meg a csicsdka
alapanyagon torténd vizsgdlataim céljait. Elsé 1épésként feltérképeztem a kiilonb6zo
bifidobaktériumok szaporodasi tulajdonsdgait az adott tapkdzegen, valamint megvizsgaltam a
szarazanyag-tartalom hatasat a kivalasztott bifidobaktérium sejthozaméra és meghataroztam a
csicsokalé a sejthozamra vonatkozd optimalis szarazanyag-tartalmat. Ezt kdvetéen mono és
vegyes kulturas erjesztésekben vizsgaltam az alkalmazott torzsek szaporodoképességét, illetve a
bifidobaktériumok és tejsavbaktériumok  kolcsOnhatasat. Végill tanulmanyoztam a

termékfejlesztés lehetdségét szinbiotikus termék kialakitasara.

4.4.3.1 Bifidobaktériumok szaporodoképessége csicsoka tapkozegen

A kisérletben a tanszék munkatérsai altal izolalt, human forrasbol szarmazo torzsek (B. bifidum
B7.1, B. bifidum B 3.2, B. angulatum Bl.1), egy tipustorzs (B. adolescentis’), és egy
starterkultira (B. lactis Bb-12) szaporodasat vizsgaltam a 10 (m/m)% szarazanyag-tartalmu
csicsokalében.

a leggyengébb sejtszaporulatot a B. adolescentis tipustorzs mutatta csicsoka tapkozegen, pedig a
korabbi vizsgalataink azt mutattdk, hogy jol hasznositja mind a Raftiline-t, mind a Raftilose-t,
amelyek kiilonbdzd polimerizacidés fokkal rendelkezd fruktanok. A B. lactis Bb-12 és a B.
bifidum B 3.2 torzsek az erjesztés végére két nagysagrendl, a B. bifidum B7.1 kultira egy
nagysagrendi és a B. angulatum B1.1 elnyult lag fazis (12 6ras) utan szintén egy nagysagrendii
sejtkoncentracio novekedést mutattak. A legjobb szaporodd képességet a B. lactis Bb-12 térzsnél
detektaltam, amelynek fajlagos szaporodasi sebessége 0,11 ora”’ volt. Ezen torzs esetén a
sargarépa- ¢s a céklalében is hasonld nagysagrendii fajlagos szaporodasi sebességet kaptam. A
kozel azonos ndovekedést mutatd B. bifidum B3.2 torzs fajlagos szaporodasi sebessége pedig
0,088 ora” értéknek adodott. A pH alakulasa is jol titkrozi a torzsek kozotti kiilonbségeket. Ezen
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eredmények alapjan ¢és a tavlati célként megjelolt termékfejlesztést fegyelembe véve a B. lactis
Bb-12 torzzsel folytattam a kisérleteket.
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24. abra Bifidobacterium torzsek szaporodo képessége a 10 (m/m)%-os csicsoka tapkozegen

4.4.3.2 Csicsoka tapkozeg optimalis szarazanyag-tartalma

A kisérletem célja a csicsoka tapkozeg szarazanyag-tartalmanak optimalasa volt, ennek
érdekében a B. lactis Bb-12 szaporodasat kiilonbozd szarazanyag-tartalmu (2,5; 5; 7,5; 10
(m/m)%) tapkodzegekben vizsgaltam. A szaporodasi eredményeket és a pH értékek valtozasat a

25. abran szemléltetem.
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Oszlopok: sejtkoncentracio; Vonalak: pH érték

25. abra B. lactis Bb-12 szaporodasanak vizsgalata kiilonb6z6 szarazanyag-tartalma
csicsokalevekben

A 25. abran jol lathato, hogy a B. lactis Bb-12 torzs a 7,5 (m/m)% szarazanyag-tartalmu csicsoka

tapkozegen szignifikdnsan nagyobb baktériumszamot ért el a fermentécio elsé 24 orajaban, mint
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a tobbi szarazanyag-tartalomnal. A B. lactis Bb-12 kultira mar a 6. oranal két nagysagrendi
novekedést mutatott és a 12. éraban elérte a legnagyobb sejtszamot (6,88*10° tke/ml). Ez a
sejtstirliség a 24. 6raig fenn maradt, majd a csokkend pH miatt a 32. 6réara lecsokkent. A 2,5 és 5
(m/m)% szarazanyag-tartalmu csicsokalé esetén a B. lactis Bb-12 torzs lassu, elnyuld, mig 10
(m/m)% szérazanyag-tartalom esetében csekély novekedését tapasztaltam. A pH értékek
mindegyik esetben hasonloan alakultak, 4-5 koriilire csokkentek, ami mar megfeleld lehet az
¢lelmiszerbiztonsagi és tarolasi kovetelményeknek is. Az elért eredményeim alapjan a tovabbi

kisérleteimet 7,5 (m/m)% csicsoka tartalmu tapkdzegben végeztem.

4.4.3.3 Kiilonbozo tejsavbaktérium torzsek szaporodasanak vizsgalata csicsokalében

A B. lactis Bb-12 torzs esetében legjobb eredményeket adod 7,5 (m/m)% szdrazanyag-tartalmu
csicsOkalében vizsgaltam meg a négy nem-starter Lactobacillus torzs (Lb. plantarum (Lb. 2142),
Lb. casei subsp. casei (Lb. 2756), Lb. curvatus (Lb. 2770) és Lb. curvatus (Lb. 2775)) valamint
egy starter Lactobacillus kultira (Lb. casei Shirota) szaporoddképességét, mivel e torzseket
kivantam alkalmazni B. lactis Bb-12 t6rzzsel parositva a vegyes kulturas erjesztésekben. Az Lb.
2142, Lb. 2756, Lb. 2770 és Lb. 2775 torzsek probiotikus tulajdonsagokkal és jo erjesztd
képességgel rendelkeznek [BARATH et. al., 2004; ZALAN et. al., 2005]. A Lb. casei Shirota
torzs a tejiparban mar hosszu ideje alkalmazott kultiira, amelyet human bélrendszerbdl izolaltak
még 1935-ben. Kivald savtoleranciaval rendelkezik, kiemelkedd a B vitamin termelése és
jelentds gatld aktivitast fejt ki a kiilonbozd daganatos megbetegedések ¢és a kiilonféle
korokozokkal, mint példaul a Pseudomonas aeruginosa-val €és a L. moncytogenes-szel szemben
[HORI et al., 2001].

A torzsek szaporodasat és az anyagcsere termelésiik révén 1étrejott pH valtozast a 26. abran

mutatom be.
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26. abra Kiilonboz6 tejsavbaktérium torzsek szaporodasanak vizsgalata 7,5 (m/m) %
szarazanyag-tartalmu csicsokalében

Az eredmények alapjan a torzsek koziil az Lb. 2142, Lb. 2756 és a Lb. casei Shirota torzset

emelhetjik ki, amelyek mar az erjesztés 6. illetve 12. 6rajaban 10° tke/ml nagysagrendii
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sejtkoncentraciot mutattak ¢és megorizték ¢€letképességiiket az erjesztés végéig. Kiilon ki kell
emelnem az Lb. 2142 torzset, amelynek intenziv szaporodasat a tenyészl¢ gyors savanyodasa is
igazolja, ugyanis e torzs esetében detektaltam a legkisebb pH értéket (pH=3,8) az erjesztés végén.
BARATH és munkatarsai (2004) vizsgélataiban is jO szaporodast mutatott ez a torzs, ahol
novekedési szubsztratumként céklalevet hasznaltak. Az Lb. 2770 és Lb. 2775 torzsek esetén
nagyon lassu szaporodast figyeltem meg, ugyanis az Lb. 2775 torzs csak a 24.-32. 6raban érte el a
10® tke/ml sejtszamot, az Lb. 2770 térzs pedig el sem érte ezt a sejtszamot a 32 Oras erjesztés
alatt. Valosziniileg e torzsek szamara az altalam alkalmazott csicsokalé nem nytjtott megfeleld
tapanyagforrast a szaporodasukhoz. A pH értékek az erjesztés végén 3,8 és 4,2 kozotti értékeket
mutattak, ami nem feltételez az anyagcsere tevékenységben olyan kiilonbséget, mint amit a

sejtszdmok alapjan megallapitottam.

4.4.3.4 Vegyes kulturas erjesztések

A vegyes kulturas erjesztések soran a B. lactis Bb-12 torzzsel mindegyik csicsoka tdpkdzegben
vizsgalt Lactobacillus torzset tarsitottam fiiggetleniil attol, hogy ott milyen szaporodd képességet
mutattak. Ugyanis szdmos publikdcioban olvashatunk arr6l, hogy a vegyes kultira tagjai
tamogatjdk egymas novekedését, és mas tulajdonsdgokat mutatnak, mint monokultiras
tenyésztések soran [OUWEHAND et al., 1999; HELLAND et al., 2004]. Az erjesztéseket a
baktériumok egy-egy aranyu keverékével inditottam és 32-34 6rés erjesztés folyaman kovettem
az ¢l0 sejtkszdmok és a pH alakulasat.

A vegyes kultirds eredményeket a 27. A. és B. dbran, valamint a 28. A., B. és C. dbrdn mutatom
be. Az eldbb emlitett abrak a kedvezOtlen, a termékfejlesztés szempontjabol nem megfeleld

parositasokat, mig az utobbiak az igéretesebb, sikeresebb parositdsokat tartalmazzak.

A B. lactis Bb-12 — Lb. plantarum Lb. 2142 B B. lactis Bb-12 — Lb. curvatus Lb. 2775
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27. abra Vegyes kulturas erjesztések sejtszamanak és pH értékének valtozasa csicsokalében

A B. lactis Bb-12 torzs és a monokulturas szaporitasnal legjobbnak talalt Lb. plantarum Lb. 2142
torzs egyiittes erjesztése soran a bifidobaktérium jobb szaporodoképességet mutatott, mint a
tejsavbaktérium (27. A. dbra). A bifidobaktérium esetén mar az erjesztés 8. 6rajaban 10° tke/ml
nagysagrendi sejtkoncentraciot detektaltam, amely az erjesztés végéig fokozatosan nétt. Ezzel
szemben a Lb. 2142 kultira csak a 24. o6raban érte el ezt a sejtkoncentraciot, pedig kozel azonos

volt a kiinduldsi koncentracidja a bifidobaktérium sejtszamaval. Az eredmények alapjan
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megallapithaté, hogy elsdsorban a bifidobaktérium szdmara volt kedvezd ez a parositas.
Valoszintileg a Lactobacillus torzs, olyan anyagcsere termékeket (aminosavak, vitaminok)
szintetizalt, amely timogatta a bifidobaktérium novekedését.

A B. lactis Bb-12 és a Lb. curvatus Lb. 2775 torzsek tarsitasaval végzett fermentacid soran egyik
torzs eredményei sem meggy6zoek (27. B. abra). Az erjesztés elsd felében a bifidobaktériumok
talsulyat figyeltem meg, amely a 8. 6rara mar kozel 10° tke/ml koncentraciot mutatott. Majd az
ezt kovetd idopontokban fokozatosan csokkend €16 sejtszamot mértem. A tejsavbaktériumok
szaporodasa lassabban indult meg, majd fokozatosan ndvekedett a sejtszam. Az erjesztés végére
pedig mar e térzs mutatott nagyobb sejtkoncentraciot. Ezek alapjan azt a kovetkeztetést lehet
levonni, hogy ez a pérositas egyik mikroba szamara sem volt megfeleld, ugyanis mikdzben az
egyik torzs szaporodott a masik éldsejtszama csokkent.

A B. lactis Bb-12 és a Lb. curvatus Lb. 2770 torzsek egyiitt tenyésztése soran a tejsavbaktérium
gyorsabban szaporodott, mint a bifidobaktérium, de mar az erjesztés 12. 6rajadban mindkét torzs
¢l6sejt koncentracioja meghaladta a 10° tke/ml sejtszamot és a 24. 6éraban kozel azonos
sejtkoncentraciot mutattak a torzsek (28. A. dbra). Az erjesztés soran a pH gyorsan csokkent, és a
12. o6rdnal mar 4,1-es, az erjesztés végén pedig 3,8-as értéket mértem. E pdrositas esetén
tapasztaltam eldszor ilyen mértékii pH csokkenést, amely élelmiszerbiztonsagi szempontbol
kedvez0. Az adatok alapjan megallapithato, hogy a Lb. 2770 torzs sokkal jobb

szaporodoképességet mutatott, mint a monokultiras erjesztés soran.
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28. abra: Vegyes kulturas erjesztések sejtszamanak és pH értékének valtozasa
csicsokalében
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A B. lactis Bb-12 és Lb. casei Lb. 2756 torzsek vegyes kulturas szaporitdsanal a torzsek
sejtkoncentracioi teljesen parhuzamosan ndvekedtek és azonos szaporodasi gorbéket adtak (28.
B. abra). Az erjedés kezdetén a bifidobaktérium sejtkoncentracidé magasabb volt, de ez a
kiilonbség a 6. orara eltiint. Kiemelendd, hogy a szaporodds az erjesztés 12. oOrdjara mar
befejezédott és mindkét torzs éldsejt koncentracidja meghaladta a 10° értéket és a baktériumok
megtartottak életképességiiket a 32 oOras inkubalas soran. A pH az el6z6 kevert kulturas
erjesztéshez hasonléan a 12. orara szintén 4,0 kozeli értékre csokkent. Ez a pérositas az
eredmények tekintetében mar javasolhatd probiotikus termék eldallitasahoz.

A legkedvezObb parositast a B. lactis Bb-12 és a Lb. casei Shirota torzsek alkottdk. Mind a
Bb-12, mind a Lb. casei Shirota torzs j6 novekedési tulajdonsagot mutatott és parhozamosan
egymas mellett szaporodtak (28. C. abra). A torzsek kivalod szaporodasat jelzi, hogy mindkettd
torzs elérte a 10° tke/ml sejtkoncentracidt az erjesztés 8. — 15. érajaban. A gyors erjesztési
folyamatnak koszonhetéen a pH a 12. 6rdban mar 4,0 alatti, az erjesztés végére 3,7 értéket
mutatott. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy ez a két torzs sikeresen tarsithatd és

bevonhat6 erjesztett probiotikus termék eldallitasaba.

4.4.4 A Bb-12 és Shirota torzs szaporodoképessége mono és vegyes kulturas
erjesztésekben

Annak érdekében, hogy egyértelmiien meg tudjuk allapitani, milyen kdlcsonhatds van a B. lactis
Bb-12 és a Lb. casei Shirota kozott monokultirds és ujabb vegyes kultiras erjesztéseket
végeztem csicsokalében. Ezt kdvetden pedig a vegyes kultira szaporodoképességét egy masik
z0ldséglé modellben — 10 (m/m)%-os céklalében — is teszteltem és arra kerestem a valaszt,
milyen erjesztoképességet nyujt a B. lactis Bb-12 és Lb. casei Shirota vegyes kultira egy mas
Osszetételll tapkozegben.

A mono ¢és vegyes kultards erjesztések soran kapott B. lactis Bb-12 és Lb. casei Shirota
sejtszamokat a 24. tablazatban tlintettem fel.

A 24. tablazatban szereplé adatok alapjan egyértelmiien megéllapithatd, hogy mindkét torzs
magasabb sejtstirliséget ért el a vegyes kultras erjesztés soran, mint a monokultiras erjesztésnél.
Mig a B. lactis Bb-12 monokultiras erjesztés 8. érajaban a bifidobaktérium koncentracié 10
nagysagrendii volt, addig vegyes kultiras erjesztésnél mar 10° nagysagrendii sejtkoncentraciot
detektaltam ebben az idOpontban. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a B. lactis Bb-12
erjesztoképességére stimulald hatdsu volt a Lb. casei Shirota torzs. Valoszinlleg a Lb. casei
Shirota torzs olyan koztes termékeket illetve anyagcsere termékeket hoz létre, amelyet a
bifidobaktérium térzs hasznosit és ezaltal jobb szaporodasi képességet mutat. Ugyanakkor ez
forditva is igaz lehet, mivel a Lb. casei Shirota torzs is nagyobb erjesztoképességet mutat B. lactis
Bb-12 torzs jelenlétében. Ezek alapjan azt mondhatjuk, hogy kommenzalista kdlcsonhatds van a
két torzs kozott. HELLAND és munkatarsai (2004) vizsgalataik soran szintén feltartak egymas
szaporoddsat tdmogatod kapcsolatot példaul a Lb. acidophilus La-5 és a B. lactis Bb-12 torzsek
kozott. Kordbbi szerzokre is hivatkozva szimbiotikus kolcsonhatdsnak értékelték ezt a

kapcsolatot.
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24. tablazat B. lactis Bb-12 és a Lb. casei Shirota torzsek sejtkoncentracidojanak alakulasa
csicsokalében torténé mono és vegyes kultiras erjesztésekben.

Erjesztési Sejtkoncentraciok [tke/ml]

idé Monokultiras erjesztés Vegyes kultiiras erjesztés

[h] B. lactis Bb-12 | Lb. casei Shirota | B. lactis Bb-12 | Lb. casei Shirota
0 1,81*10’ 3,50*10’ 3,23*10’ 1,30%10’

4 1,72*10’ 6,43*10’ 3,37*10° 2,97*10°

8 5,05%107 2,65*10° 1,41*%10° 9,06*10°

12 9,40%107 1,25%10° 9,25%10" 8,58*10°

15 1,31*10° 1,53*10° 1,18*10° 1,69*10°

25 7,98*%10’ 3,46*10° 6,80*10° 2,12%10°

A kapott kedvezd eredmények tiikrében a kovetkezd vizsgalatom arra iranyult, hogy informaciot
szerezzek arra vonatkozoan, hogy milyen szaporodoképességet mutat a B. lactis Bb-12 és Lb.
casei Shirota vegyes kultura a céklalében, amely mas tapanyag Osszetétellel rendelkezik, mint a

csicsokalé. A céklalében torténd vegyes kulturas erjesztés sordn mért valtozasokat a 29. dbran

abrazoltam.
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29. abra A sejtkoncentracio és a pH alakulasa B. lactis Bb-12 és Lb. casei Shirota vegyes
kultaraval erjesztett céklalében

A sejtkoncentracio értékek alapjan megallapithatd, hogy a torzsek vegyes kulturaként hasonlo
szaporodoképességet mutattak a céklalében, mint a kordbban vizsgalt csicsokalében. A
céklalében is mind a bifidobaktérium, mind a laktobacillus kultira esetén két nagysagrendii
sejtkoncentracido novekedést detektaltam. A bifidobaktérium €s a Shirota torzs is a maximalis
sejtkoncentraciojat (1,27*10° tke/ml és 1,71%10° tke/ml) az erjesztés 15. érajaban érte el. A pH
valtozés is alatdmasztja az erjedés gyors lefolydsat, mivel mar 12 o6ras fermentacié utan pH=4
alatti értéket mértem, amely mar megfelel az élelmiszerbiztonsdgi kdvetelményeknek. Az
eredményeim elOrevetitik a B. lactis és Lb. casei vegyes kultura sikeres alkalmazasi lehetségeit
egyéb zoldséglevekben vagy zoldségalapu termékekben.
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4.4.4.1 Vegyes kultiras erjesztési technologia 1éptéknovelése

A termékfejlesztési célokat szem eldtt tartva, a 1éptékndvelési kisérleteimben a B. lactis Bb-12 és
Lb. casei Shirota vegyes kultirat és optimalt szarazanyag-tartalmu csicsokalevet alkalmaztam. Az
erjesztés kovetése pH méréssel és az €16 baktériumszam fajonkénti meghatarozasaval tortént,

amelynek az eredményei a 30. dbran lathatoak.
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30. abra A B. lactis Bb-12 és L. casei Shirota vegyes kultiraval erjesztett csicsokalé

erer

Az indul6 atlagos sejtkoncentracio a Bb-12 torzs esetében 2,54*10 tke/ml volt, mig a Shirota
torzsnél 2,21*107 tke/ml volt. A kisebb térfogatban végzett kisérletekhez hasonléan mar a 12.
ordban megkozelitette mindkét torzs sejtkoncentracidja a 10° tke/ml nagysagrendet. A Bb-12
torzs esetében 7,61%¥10° tke/ml maximalis sejtkoncentraciot, mig a Shirota térzsnél 7,96*10®
tke/ml maximalis sejtszdmot detektaltam. A két térzs kivaldo szaporodoképességének és
savtermelésének koszonhetden a csicsokalé kezdeti pH=5,54 ¢értéke jelentdsen lecsokkent
— pH=3,72 — a fermentéci6 24. 6rdjara. A sargarépa- ¢s a céklaléhez képest kisebb mértékii tejsav
¢és ecetsav termelddést tapasztaltam az erjesztési folyamat soran. Az erjedés végén 1,45 mg/ml
tejsavat €s 0,15 mg/ml ecetsavat detektaltam. A torzsek anyagcsere-tevékenységét jol jellemzi a
csicsoka szénhidrattartalmanak valtozasa, amelyet a 25. tdblazatban tiintetek fel.

25. tablazat A szénhidrat koncentracié valtozasa csicsokalében torténo vegyes kultiras
erjesztés soran

Erjiegzteﬂ Szénhidratok koncentracidja [pg/pl]
[h] DP4 vagy annal nagyobb DP3 DP2 Fruktoz
0 3,62 1,63 2,08 0,08
4 3,25 1,93 2,02 0,64
8 2,15 0,98 1,08 1,04
12 1,84 0,54 0,21 1,51
24 1,56 0,39 0 1,74
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A 25. tablazatban szerepld adatok jol mutatjdk, hogy az erjesztés végére a négy vagy annal
nagyobb polimerizaltsagu szénhidratok koncentracioja korilbeliil a felére, mig a harom
szénatomszdmu szénhidratok koncentracidja negyedére csokkent. A két szénatomszamu
szénhidratok az erjesztés végére fokozatosan lebontddtak ¢és elfogytak a tapkozegbdl. A
szénhidratok kisebb egységekre torténd hidrolizisét jol jellemzi az erjesztés végére fokozatosan
novekvd fruktéz koncentracio is, amelyet valoszinlileg nem vagy nagyon kis mennyiségben
hasznaltak fel a torzsek. A jelentés mennyiségli maradék szénhirat-tartalom arra utal, hogy a
novekedési szubsztratum elegendd mennyiségben tartalmazza nodvekedéshez —sziikséges
szénforrast. Tovabba levonhato az a kovetkeztetés is, hogy a négy, illetve a négynél nagyobb
polimerizaciés fokkal rendelkezd prebiotikus szénhidratok jelenléte miatt a termék
szinbiotikumnak tekinthetd. A termékben 1évd prebiotikum egyfeldl védelmet nyujthat, masfeldl
tapanyagként szolgalhat a benne 1évd probiotikumok szamadra tarolas és az emésztérendszeren
torténd athaladas soran. Tovabba szelektiven tamogathatja a bélmikrobiotaban 1évd jotékony
baktériumok szaporodasat és aktivitasat.

Eredményeim alapjan megallapithatd, hogy 1éptéknovelési kisérleteim sikeresek voltak és sikeriilt
létrehozni, illetve kialakitani olyan starterkultirat, amelynek élelmiszeripari szinten is lehet

1étjogosultsaga.

4.4.4.2 Az erjesztett termék formulazasa és a tarolas soran tapasztalt fo6bb valtozasok

Az erjesztett csicsokalé tarolasi vizsgalatat is elvégeztem. Mivel a céljaim kozott egy zselé tipust
termék kialakitasa szerepelt, ezért az erjesztést kovetden a termék allomanyéanak kialakitasara, a
vizaktivitds csOkkentésére natrium-alginatot, alma- és citruspektineket alkalmaztam 1%-os
mennyiségben. Kisérleteim a stiritdanyag oldhatosagara, gélképzési tulajdonsagaira €s a bestiritett
termék izére iranyultak. Ezek alapjdn a termék formuldzasdhoz a natrium-alginatot talaltam a
legmegfelelobbnek. Ezt kdvetden a mintdkat 4°C-on €és szobahdmérsékleten is 72 napig taroltam
(31. 4bra). A tarolas kezdetén a B. lactis Bb-12 torzs sejtkoncentracidja 6,99%10° tke/ml, a Lb.
casei Shirota trzsé pedig 8,26*10° tke/ml értéket mutatott.

Tarolas: 4°C-on Tarolas: szobahomérsékleten
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31. abra Az erjesztett csicsokalé tarolasa soran bekovetkezo sejtszam és pH valtozasok
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A 4°C-on torténd tarolds soran mind a Bb-12, mind a Shirota sejtkoncentracioja kozel azonos
mértékben, 10° tke/ml nagysagrenden beliil (2,24*10° tke/ml és 1,31%10° tke/ml) maradt a 72
napos tarolas alatt. A pH érték csekély valtozast (3,90—3,76) mutatott. Szobahdémérsékleten
mindkét starterkultira esetében egy nagysagrendii sejtkoncentracié csokkenést tapasztaltam, a
Bb-12 torzsnél a 42. napon (6,12%10” tke/ml), a Shirota kultiranal 28. napon (7,3*10’ tke/ml)
detektaltam a 10’ nagysagrendii sejtszamot, ami a tarolas végéig fennmaradt. A pH —nal nagyobb
mértékli csokkenést (3,90—3,57) figyeltem meg, mint 4°C-on, amely tovabbi erjesztési
aktivitasra utalhat a tarolt mintdban. Ezt a szénhidrat tartalom valtozésa is aldtdmasztja, ugyanis a
triszacharidok elfogytak a 20°C-on tarolt mintakbol.

Az eredmények bizonyitjak, hogy a 4°C-os taroldsi homérséklet kedvezébb a baktériumok
¢letképessége szempontjabol. Tovabba megallapithato, hogy a kapott eredmények (20°C-on is)
megfelelnek a hatalyos Magyar Elelmiszertorvény eléirasainak és biztatéak a termékfejlesztés
szempontjabol.
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5 OSSZEFOGLALAS

A XX. szazad végén a taplakozastudomanyban 1j fogalom, a funkcionalis ¢lelmiszer elnevezés
jelent meg, amely ¢élelmiszereknek a tapértékiik mellett szerepiik van az egészség megorzésében.
A funkciondlis élelmiszerekkel kapcsolatos kutatasok egyik dinamikusan fejlodd teriilete a
probiotikus élelmiszerek tervezése és a probiotikumok fiziologiai hatasainak kimutatasa, valamint
a hatdsmechanizmusukra vonatkozé tudoményos bizonyitékok feltarasa. A probiotikumok ¢l6
mikroorganizmusok, amelyek elsdédlegesen a vastagbélben fejtik ki hatasukat, ahol mintegy 50
baktérium nemzetség, tobb mint 500 faja ¢l. A probiotikumok tilnyomo tdbbsége a Lactobacillus
és Bifidobacterium nemzetségbdl keriilnek ki. Az eddigi nemzetkozi és hazai vizsgalatok adatait
tekintve a probiotikumoknak szamos kedvezd €lettani funkcidjuk van: fermentaljak az élelmi
rostokat; serkentik a vastagb¢l hdmsejtjeinek novekedését és a bélperisztaltikat; enyhitik bizonyos
tipusu hasmenéses megbetegedések tiineteit; eldsegitik az dsvanyi anyagok felszivodasat; bontjak
a tejcukrot és lebontjak az antigének egy részét, illetve mddositjadk az immunvalaszt és ezzel az
étel-allergiak kialakulasdnak esélyét is csokkentik; megkotik és/vagy bontjak a karcinogén
vegyiileteket. A probiotikus baktériumoknak azonban szamos kdvetelménynek kell megfelelniiik,
mint példaul legyenek biztonsadgosak, alljanak ellen a technoldgiai folyamatok soran fellépd
stresszhatdsoknak €s maradjanak életben az élelmiszer fogyaszthatosdganak végéig, legyenek
sav- ¢s epetlirdk €és Orizzék meg ¢életképességiiket a gyomor-bélrendszeren valo athaladas soran,
valamint tapadjanak a bélhamsejtekhez és ott szaporodva erdsitsék az egyén immunrendszerét. A
probiotikus baktériumokat tartalmazo élelmiszerek kindlata folyamatosan ndvekszik, viszont ezen
¢lelmiszerek 80 %-at fermentalt tejtermékek teszik ki. Probiotikus termékek skaldjanak
bovitésével, 1 tipusu zoldségalapu termékekkel, a tdrsadalom azon rétegei szamadra is elérhetové
valnanak a probiotikumok, akik tejfehérje allergiaban, illetve laktdz intolerancidban szenvednek
vagy meggy6zOdésiik miatt nem, illetve csak korlatozott mértékben fogyasztanak tejtermékeket.
Ezen ¢érvek figyelembe vételével termékfejlesztési célkitlizésem megvaldsitasdhoz torzs
szelekcios kisérleteket végeztem. Ennek keretében meghataroztam a szelektalt bifidobaktérium
torzsek fizioldgiai tulajdonsédgait, antimikrobas hatdsukat, valamint a torzsek bélhamsejtekhez
torténd tapadasat. Tovabba a termékfejlesztés keretében megvizsgaltam a torzsek erjeszto, illetve
szaporodo képességét kiillonbozo zoldséglevekben, az eldkezelési technologiak alkalmazhatosagat
¢s fermentacios technologia kidolgozasanak lehetdségét mono ¢és vegyes kultiras erjesztések
soran. Végiil célom volt a 1éptékndvelés és a taroldsi vizsgalatok megvaldsitasa.

Elsddleges szelekcios kritériumként a probiotikus bifidobaktériumok vancomycin rezisztencijat
térképeztem fel. Vizsgéalataim alapjan az Osszes tesztelt torzs érzékenynek bizonyult a
vancomycinnel szemben. Az agar-diffuziés modszer alkalmazéisaval 18 és 44 mm kozotti
feltisztuldsi zondkat, a hatarhigitaisos modszernél 0,75-3,0 pg/ml kozotti minimalis gétlo
koncentraciokat (MIC) detektaltam.

Mivel a bifidobaktériumok kataldz negativok, ezért fontos informécidt szerezni a hidrogén-

peroxid tolerancidjukra vonatkozoan, amely vegyes kultirak alkalmazéasanal meriilhet fel, mint
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szelekcios kritérium. A legellenallobbak a B. lactis Bb-12 és B. bifidum B7.1 jelzésu torzsek
voltak, amelyeknél TPY taplevesben hatarhigitdsos moédszerrel a MIC értéke 200 pg/ml-nek
adodott. A legnagyobb érzékenységet a Bifidobacterium longum B2.2 torzs mutatta, amelynél
MIC értékként 100 pg/ml koncentraciot hatdroztam meg. Ezen eredmények igéretesek a
tejsavbaktériumokkal ¢és a bifidobaktériumokkal torténd vegyes kultirds erjesztések
szempontjabol.

Megvizsgaltam a bifidobaktérium torzsek oxigén tolerancidjat, amely fontos tényezdéként
jelentkezik a fermentacios technologia kidolgozasa, illetve 1éptéknovelése soran. A késod
logaritmikus szaporodasi szakaszban 1évo torzsek koziil 24 6rds aerob hatasnak kitett sejtek
szama a B. breve', B. lactis Bb-12, B. dentium B2.1, B. bifidum B7.1, B. longum A4.4, A4.8 és a
B. bifidum B1.2 torzsek esetén egy nagysagrenden beliil maradt, de 96. 6ra utan a vizsgalt torzsek
¢letképessége jelentdsen lecsokkent.

A torzsek szénhidrat (mono-, di-, oligo-, és poliszacharidok) hasznositasdnak megismerése
segitséget nyujthat a megfeleld tapkdzeg (nyersanyag) kivalasztasaban. Tovabba sziikséges
megvizsgalni, hogy milyen mértékben nyilvanul meg a poli-, és oligoszacharidok prebiotikus
hatdsa. A vizsgalt torzsek a gliikozt, a laktozt, a szachardzt és a maltozt altalaban jol
hasznositottak novekedési szubsztratumként, mig a fruktozt kevésbé. A vizsgalt Bifidobacterium
torzsek koziil a B. adolescentis és a B. lactis Bb-12 torzs az dsszes vizsgalt prebiotikumot jobban
hasznositotta, mint a gliikozt. A potencialis korokozé baktériumok vizsgélatanal azt figyeltem
meg, hogy a gliikkdznal rosszabbul hasznositottak a Raftiline-t és a xilo-oligoszacharidokat. Ezek
alapjan megallapithato, hogy a prebiotikumok hasznositdsa fajon beliil is eltérést mutat, mind a
bifidobaktérium, mind egyéb baktérium torzsek esetén, igy ez torzsfliggd tulajdonsdgnak
tekinthetd. Sikeriilt vegyes kultirds modellrendszer alapjait megteremteni, ahol értékelhetd a
kereskedelmi forgalombdl szarmazo poli- és oligoszacharidok prebiotikus hatasa.

A Maillard-reakcio termékei az elokezelések soran keletkezhetnek, ezért cél volt e reakcid
termékek hatasdnak feltardsa a bifidobaktérium torzsekre. Eredményeim arra engednek
kovetkeztetni, hogy a melanoidinek bizonyos mértékben gatoljak a bifidobaktériumok
szaporodasat és a gatlas mértéke fiigg az adott torzstdl és a melanoidinek molekulatomegétol.
Vizsgaltam a torzsek antimikrobas hatasat, illetve a fehérjetermészetii gatldbanyag termelésiiket,
amelynek szerepe lehet az élelmiszerek bioldgiai tartdsitasaban.

A kétrétegli spot mddszer eredményei azt mutattdk, hogy tobb B. longum ¢€s B. bifidum torzs
erdteljes gatlast fejtett ki kiilondsen az E. coli ATCC 8439, az E. coli O157:H7, Ec. faecalis
valamint a L. monocytogenes 4ab torzsek szaporodasara. Tovabba megallapitottam, hogy csupan
a B. longum A4.8 torzs fejtett ki antagonista hatist a Lactobacillus torzsek kozil a Lb.
acidophilus La-5 és Lb.casei subsp. casei 2756 torzsre, mig B. bifidum BS5.1 torzs csupan a Lb.
acidophilus La-5 torzs szaporodasat gatolta, amely a tobbkomponensii starterkultirak tervezése
szempontjabol kedvezd eredményként értékelhetd. Eredményeim ravilagitottak arra is, hogy a
torzsek antimikrobas anyag termelése fligg a tenyésztési koriilményektdl is. A blot mddszer
eredményei szintén megerdsitették, hogy egyes bifidobaktérium torzsek feliiliiszoi antimikrobas

hatasu fehérjéket tartalmaznak. A B. longum A4.8 jelii torzs esetén végzett rotoforos elvalasztas
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utan kapott 20 frakcio koziil a kettes frakcido az Eb. cloacae kivételével, gatolta a teszttorzsek
szaporodasat, amely egyértelmiien fehérjetermészetli antimikrobas anyag jelenlétére utal.

A szervezet és a baktériumok kozotti kolcsonhatas, illetve kommunikacié kialakulasahoz
sziikséges a baktériumok tapadasa a bélhamsejthez. EbbSl a gondolatbdl kiindulva
megvizsgaltam a bifidobaktérium torzsek tapadasat Caco-2 szdvettenyészethez, ahol a legjobb
tapadoképességet a B. lactis Bb-12, a B. bifidum B3.2 és B7.1 és a B. longum A4.9 térzs mutatta.
A kiindulési sejtkoncentracido ndvelésével ardnyosan ndvekszik a tapadod baktériumok szdma,
viszont az is megallapithatd, hogy a tapadd baktériumok szdzalékos aranyanak alakulasa
forditottan aranyos a kiindulasi sejtkoncentracidval. A verseng6 kitapadas alapjan megéllapithato,
hogy E. coli Bayl00 nem befolyéasolta sem a B. bifidum B3.2 sem a B. lactis Bb-12 torzs
tapadasat. A bifidobaktérium torzsek koziil a B. bifidum B3.2 torzs nem gatolta az E. coli Bay100
tapadasat, mig a B. lactis Bb-12 a 10° és 107 tke/lyuk hozzaadott E. coli koncentracional
kismértékii gatlast, a 10° tke/lyuk E. coli hozzaadott koncentracional egy nagysagrendii gatlast
fejtett ki a torzsre az egyediili tapadasahoz viszonyitva.

Az erjesztési vizsgalataim sordn kideriilt, hogy a zdlségleveket (sargarépa-, cékla- és csicsdkalé)
az alkalmazott mono és vegyes kulturdk jol hasznositjak. Feltérképeztem a bifidobaktériumok
szaporodasat, anyagcsere tevékenységét a sargarépalében. A nyers répalé elOkezelésére
alkalmazott pasztorozés mellett megvizsgaltam a nagy hidrosztatikus nyomasu kezelés
alkalmazhatosaganak lehetségét. A B. lactis Bb-12 torzsnél 2,48%10'° tke/I*h, a B. bifidum B7.1
esetén 6,26%10'° tke/I*h, B. bifidum B3.2 torzsnél 7,60%10'° tke/I*h és a B. longum A4.8 torzsnél
4,50%10'° tke/I*h fajlagos sejthozamokat kaptam a pasztérozott sargarépalében, amely értékek jo
egyezést mutatnak az irodalmi adatokkal. Mind a négy torzs sejtszdma mar az erjesztés 6.
ordjaban elérte a 10° nagysagrendii sejtstiriséget. Mindegyik torzsnél fokozatos egyenletes
szénhidrattartalom csokkenést figyeltem meg. A Bb-12, a B3.2 és B7.1 torzs esetében hasonlo
mértékill szénhidrat fogyast (4,36-r61 3,80-3,88 (w/v)%-ra), mig az A4.8 kultiranal kisebb fogyast
(4,36-101 4,04 (W/v)%-re) tapasztaltam. Az erjesztés végén a kiillonbozd torzsek esetében a tejsav
koncentracio 15-17 mg/ml, az ecetsav koncentracio pedig 3,3-5,3 mg/ml tartoméanyban valtozott.
A sargarépalé a-és B-karotin tartalma a 24 6ras fermentaciokat kovetden kiilonbozdé mértéki
csOkkenést mutatott: a B7.1 torzzsel torténd erjesztés soran legkisebb (4 €és 9%), mig az A4.8
torzsnél a legnagyobb (22 ¢és 30%) valtozast tapasztaltam. A termékfejlesztésre iranyulo
vizsgalatok alapjan megallapithatdo, hogy mind a sargarépalében, mind a csicsdkalében a
Iéptéknovelési és a tarolasi célok teljesiiltek. Meghataroztam a slritménybdl készitett
zoldséglevek optimalis szarazanyag-tartalmat: a sargarépa 8 (m/m) %, a csicsoka 7,5 (m/m)% és
a cékla 10 (m/m)%. A 1éptékndvelés soran (2 literes fermentorban) a torzsek a lombikos
kisérletekhez hasonldan j6 szaporodo-, illetve erjesztoképességgel rendelkeztek. A B. lactis Bb-
12 torzs 4°C-on tOrténd tarolas alatti tuléloképességét vizsgalva fermentalt termékekben
megallapitottam, hogy a bifidobaktérium a sargarépalében 45 nap utdn, valamint Lb. casei
Shirota torzzsel tarsitott vegyes kulturaval erjesztett csicsokalében 72 nap utan is megorizte
¢letképességét. A sargarépalében egy nagysagrendi, a csicsokalében nagysagrenden beliil maradt

a sejtszdm csokkenése. A csicsokalében szobahdmérsékleten is jo tuléloképességet mutatott az

111



alkalmazott bifidobaktérium torzs és 72 nap utan is csupan egy nagysagrendi sejtszam
csokkenést tapasztaltam. A vegyes kultura masik tagja az Lb. casei Shirota torzs is hasonlo
¢letképességet mutatott mindkét homérsékleten. Termékfejlesztési céljaim maradéktalanul
teljesiiltek, mivel sikeriilt olyan vegyes starter kultira (B. lactis Bb-12—Lb. casei Shirota)
kialakitdsa, amely mind a probiotikumokra vonatkozo, mind a technologiai kivanalmakat

kielégiti.

Az eredmények tovabbfejlesztési lehetoségei

e Az egyes, szelektdlt Bifidobacterium torzsek (sajat humdn izolatumok)
tomegtenyésztésének megvalositasa, starterkultra eldallitdsa ¢és a  szilikséges
engedélyeztetés utan €élelmiszeripari kultaraként térténd alkalmazasa.

o A B. longum A4.8 torzs altal termelt antimikrobés anyag vizsgélata: kinyerése (tisztitasa),
jellemzése és esetleges alkalmazasi lehetdségeinek feltarasa.

o Az erjesztett zoldséglevek bioaktiv komponenseinek tovabbi vizsgélata: az el6kezelés és
az erjesztés soran bekovetkezd valtozasuk felderitése.

o Az erjesztett zoldséglevek, illetve készitmények érzékszervi jellemzdinek vizsgélata, a

fogyasztoi elfogadottsag felmérése.
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6 SUMMARY

At the end of the 20th century a new concept, the functional food has appeared in the science of
nutrition, which has role in maintenance of health beside its nourishing value. One of the
dynamically developing fields of research connecting to functional foods is the design of
probiotic foods, demonstration of the physiological effects of probiotics, and exploration of
scientific evidence regarding their mode of action. The probiotics are living microorganisms that
exerts their activity primarily in the colon, where more than 500 species of some 50 bacterium
genera live. Great majority of the probiotics belong to the Lactobacillus and Bifidobacterium
genera. Considering data of international and national studies probiotics have many beneficent
physiological functions, i.e. they ferment dietary fibers; stimulate the growth of the epithelial
cells of the large intestine and the intestinal peristalsis; alleviate the symptoms of certain types of
diarrhoea; enhance the absorption of minerals; they break down lactose and some of the antigens;
modulate the immune response and hereby decrease the occurance of food allergies; bind and/or
break down carcinogenic substances. However, probiotics should meet a number of requirements,
for example they have to be safe, they have to resist stress occurring in the course of
technological processes and keep their viability in the food until the end of shelf life, they have to
be acid and bile resistant and survive during passing through the gastro-intestinal tract, and they
should adhere to the epithelial cells of the intestine and enhance the immune system by growing
there. Selection of foods containing probiotic bacteria is continuously growing, but 80% of them
are fermented dairy products. By the broadening of the choice of probiotic foods with novel
vegetable-based products, probiotics will be available for people who suffer from milk protein
allergy or lactose intolerance, or who declaredly do not eat dairy products or in a limited degree.
Considering these arguments, I had performed strain selection to achieve my aim of product
development. Within the frame of this I had defined the physiological properties of the relevant
Bifidobacterium strains, their antimicrobial activity and adherence to the intestinal epithelial
cells. Furthermore, I had studied the fermenting and growth ability of the strains in different
vegetable juices. I had investigated the applicability of pre-treatment technologies and the
possibility of elaborating a fermentation technology with mono and mixed cultures. Finally, 1
aimed to carry out scale-up and storage trials.

As the primary selection criterion I had surveyed the vancomycin resistance of the probiotic
bifidobacteria. All tested strains proved to be sensitive to vancomycin according to my results. |
had detected 18 to 44 mm clear-up zones by the agar diffusion method, and 0.75 to 3.0 pg/ml
minimal inhibitory (MIC) concentrations in liquid culture.

Since bifidobacteria are catalase negative microorganisms, it is important to get information on
their hydrogen peroxide tolerance which may serve as selection criterion when strains are used in
mixed culture. The strains B. lactis Bb-12 and B. bifidum B7.1 proved to be the most resistant
ones: in liquid culture 200 pg/ml was the measured as minimal inhibitory concentrations. The

Bifidobacterium longum B2.2 strain was the most sensitive with 100 pg/ml MIC value. These
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results are promising from the point of view of mixed culture fermentations with lactic acid
bacteria and bifidobacteria.

I have examined the oxygen tolerance of Bifidobacterium strains, which will emerge as important
factor in the elaboration of a fermentation technology and in the scaling-up. The strains B. breve',
B. lactis Bb-12, B. dentium B2.1, B. bifidum B7.1, B. longum A4.4, A4.8 and B. bifidum B1.2
were exposed to oxygen in the late logarithmic phase for 96-hour period.. Cell counts remained
within one order of magnitude for 24 hours, but viability of the tested strains decreased
significantly after 96 hours.

Knowledge of the carbohydrate (mono-, di-, oligo- and polysaccharides) utilization of the strains
provides help in choosing the right medium (raw material). Furthermore, it is necessary to
investigate the extent of the prebiotic effect of oligo- and polysaccharides. The tested strains
utilized glucose, lactose, sucrose and maltose generally well as growth substrate, while fructose
to a lesser extent. Of the examined Bifidobacterium strains B. adolescentis and B. lactis Bb-12
utilized better all the tested prebiotics than glucose. When studying potentially pathogen bacteria
I noticed that they utilize less efficiently Raftiline and the xilo-oligosaccharides than glucose.
Based on these results it can be stated that utilization of prebiotics show variation within species
in both bifidobacteria and other bacterium strains, and should be considered as a strain-dependent
characteristics. I had successfully established the basis of a mixed culture model system in which
the prebiotic effect of commercially available oligo- and polysaccharides can be evaluated.
During pretreatment processes Maillard-reaction products may evolve, thus effect of them on the
Bifidobacterium strains were explored. From my results I had concluded that melanoidins do
inhibit the growth of bifidobacteria to a certain extent. The inhibition depends on the molecular
mass of the melanoidins and on the strain as well.

I have investigated the antimicrobial activity of the strains and their proteinaceous inhibitory
substance production which may have role in the biological preservation of foods.

Results of the spot method showed that several B. longum and B. bifidum strains exerted strong
inhibition on the growth of the E. coli ATCC 8439, E. coli O157:H7, Ec. feacalis and the L.
monocytogenes 4ab strains. Furthermore, I found out that only the B. longum A4.8 strain showed
antagonistic effect on Lactobacillus strains — Lb. acidophilus La-5 and Lb.casei subsp. casei 2756
— while the B. bifidum B5.1 inhibited the growth of only the Lb. acidophilus La-5 strain. This
result is favourable from the point of view of the design of multi-component starter cultures. My
results had highlighted that antimicrobial substance production of the strains depend on the
growth conditions. Data obtained from the blot method had also confirmed that the supernatant of
some Bifidobacterium strains contain antimicrobial proteins. The one (No. 2) of twenty fractions
obtained by the separation of protein with Rotofor produced by the B. longum A4.8 strain had
inhibited the growth of all but one test strains — Eb. cloacae. This clearly indicates the presence
of proteinaceous antimicrobial substance.

The bacteria have to adhere to the intestinal epithelium for the development of an interaction and
communication between the human body and the bacterial cell. Taking this thought as a starting-

point I investigated the adherence of Bifidobacterium strains to Caco-2 cell line, and the strains B.
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lactis Bb-12, B. bifidum B3.2 and B7.1, and B. longum A4.9 showed the best ability to adhere.
The number of the adhering bacterial cell increase in direct ratio to the initial cell concentration,
but the percentage of adhering bacteria is in inverse ratio to the initial cell count. Based on the
results of competitive adherence the E. coli Bayl00 did not affect the adherence of B. bifidum
B3.2 or the B. lactis Bb-12 strains. Of the tested Bifidobacterium strains B. bifidum B3.2 did not
inhibit the adherence of E. coli Bay100. The B. lactis Bb-12 showed weak inhibition at 10° and
107 cfu/well added E. coli concentrations, while at 10° cfu/well added E. coli concentration the
extent of the inhibition was one order of a magnitude compared to sole adherence of the E. coli
strain.

In the course of my fermentation experiment it turned out that the applied mono and mixed
cultured utilized well the vegetable juices (carrot, beet and Jerusalem artichoke juice). Beside the
pasteurization I have investigated the applicability of high hydrostatic pressure as pre-treatment
of the raw carrot juice. I have made a survey of the growth and metabolic activity of
bifidobacteria in carrot juice. Specific cell yield in pasteurized carrot juice was the following in
the case of the strains: B. lactis Bb-12: 2.48*10'° cfu/l*h, B. bifidum B7.1: 6.26*10"° cfu/l*h, B.
bifidum B3.2: 7.60%10' cfu/l*h, and B. longum A4.8 4.50%10' cfu/I*h. These values are in
accordance with data found in the literature. Cell count of all four strains reached the 10® order of
magnitude in the 6" hour of the fermentation. The concentration of carbohydrates decreased
gradually in all cases. The rate of carbohydrate decrease was similar in case of the Bb-12, B3.2
and B7.1 strains (from 4.36 (w/v)% to 3.80-3.88 (w/v)%). In case of the strain A4.8 the decrease
was smaller, from 4.36 (w/v)% to 4.04 (w/v)%. At the end of the fermentations the lactic acid and
the acetic acid concentration was 15-17 mg/ml and 3.3-3.5 mg/ml, respectively. The a- and -
carotene concentration showed different decrease after 24 hours of fermentation: the smallest
change was in case of the B7.1 strain (4 and 9%, respectively), while the biggest was in case of
the A4.8 strain (22 and 30%, respectively). Based on the experiments that were aimed at product
development it can be concluded that both in carrot juice and in Jerusalem artichoke juice the
scaling-up and storage goals were achieved. I had determined the optimal dry matter content of
vegetable juice made of concentrate: they were 8, 7.5 and 10 (m/m)% for carrot, Jerusalem
artichoke and beet, respectively. The strains showed as good growth and fermenting abilities in
the scaling-up experiments (in 2-liter bench-top fermentor) as in flask scale experiments. |
studied the survival of the B. lactis Bb-12 strain in fermented products at 4°C. I found that the
bifidobacterium as monoculture had kept its viability in carrot juice for 45 days. When Jerusalem
artichoke juice was fermented with the mixed culture of B. lactis and Lb. casei Shirota the
bifidobacterium had kept its viability for 72 days. Cell concentration decreased one order of
magnitude in carrot juice, while it remained in the order of the initial cell count in Jerusalem
artichoke juice. The applied bifidobacterium strain showed good surviving ability in Jerusalem
artichoke juice at room temperature, and the cell count decreased only one order of magnitude
after 72 days of storage. The other member of the mixed culture, the Lb. casei Shirota strain

showed similar surviving ability at both storage temperatures. My product development goals
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were granted since it was possible to create such a starter culture — B. lactis Bb-12 and Lb. casei

Shirota — that fulfils requirements regarding both probiotics and the production technology.

Possibilities for the further development of the results

Elaboration of the mass propagation of some of the selected Bifidobacterium strains (own
human isolates), production of starter culture and obtaining permission for application as
culture in the food industry.

Investigation of the antimicrobial substance produced by the B. longum A4.8 strain:
purification, characterization and exploration of possible applications.

Investigation of the biologically active components of fermented vegetable juices:
highlighting the changes occurring during pretreatment and fermentation.

Evaluation of the sensory properties of fermented vegetable juices and products,

surveying consumer acceptance.
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7 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Meghataroztam a vancomycin antibiotikum ¢és a hidrogén-peroxid hatasat a szelektalt
Bifidobacterium torzsekre. Megallapitottam, hogy a térzsek vancomycin antibiotikummal
szemben ¢érzékenyek mind agardiffuziés, mind folyadék tenyészetben vizsgalva. A
folyadék kultirdban az egyedi torzsek vancomycin érzékenysége a minimalis gatld
koncentraciok (MIC) alapjan 0,75-3,0 pg/ml tartomanyban voltak. A bifidobaktérium
torzsek hidrogén-peroxid toleranciaja agardiffuzios modszerrel egységesen 375 pg/ml-nek
adodott. A folyadék kulturdban az egyes torzsek fiiggetleniil a faji hova tartozasuktol
jelentés kiilonbségeket mutattak, és a MIC értekek 100-300 pg/ml koncentracid
tartomanyban valtoztak. A legnagyobb hidrogén-peroxid toleranciat a Bifidobacterium
lactis Bb-12 starter kultura mutatta.

2. A Maillard reakcié eredményeként 1étrejové melanoidinek koziil mind a kakad, mind a
kenyér melanoidin gatolja a bifidobaktériumok szaporodasat. A gatldss mértékét
erdteljesen befolyasolja a melanoidin  molekulatomege. A kiilonbozé eredetii
melanoidinekkel szemben a vizsgalt torzsek eltérd érzékenységet mutattak.

3. Modszert dolgoztam ki prebiotikumok szelektiv hatdsanak kimutatdsdra. A modell
rendszerben B. lactis Bb-12 és E. coli O157:H7, valamint B. adolescentis' és E. coli
O157:H7 torzsek parositasaval értékeltem két kereskedelmi forgalomban kaphato
prebiotikum készitményt (Raftilose és Xylo-oligo 95P). Megéllapitottam, hogy mind a B.
lactis Bb-12, mind a B. adolescentis’ torzsek jobban hasznositottdk ndovekedési
szubsztratumként a két prebiotikumot, mint a gliikozt, tehat bifidogén faktoroknak
tekinthetok. Egyiitt tenyésztésnél a Raftilose jelenlétében a bifidobaktériumok nagyobb
sejtszamot értek el, mint az E. coli O157:H7 torzs.

4. Kimutattam, hogy néhany B. bifidum, B. longum torzs gatld hatast fejt ki a
L. monocytogenes 4ab, az Ec. faecalis, az E. coli O157:H7 és ATCC 8439 jelii torzsek
szaporodasara, ¢s ez nem a pH hatds kovetkezménye. Megallapitottam, hogy az
antagonista hatds mértékét befolydsoljak a tenyésztési koriilmények. Az antimikrobds
hatast mutatd torzsek tenyészleveiben egy 5-7 kDa molekulatomegii fehérjét talaltam,
amely gatolta a L. monocytogenes 4ab szaporodasat.

5. A versengd tapadas sordn igazoltam, hogy a B. bifidum B3.2 nem, mig a B. lactis Bb-12
torzs gatolta az E. coli Bay100 torzs tapadasat.

6. B. lactis Bb-12 starter kultura szdmara elegendd tapanyagot szolgaltatnak a vizsgalt
novényi nyersanyagok — a sargarépa-, a cékla- és a csicsokalé - a szaporodashoz. Vegyes
kultaras fermentacios technologiat dolgoztam ki B. lactis Bb-12 és Lb. casei Shirota
starter kulturdk alkalmazasdval. A két torzs stimulalja egymas szaporodasat, amely
kommenzalista kdlcsonhatésra utal.

117



MELLEKLETEK

118



IRODALOMJEGYZEK

AHN J.B., HWANG H.J.,, PARK J. (2001): Physiological responses of oxygen tolerant anaerobic
Bifidobacterium longum under oxygen. Journal of Microbiology and Biotechnology, 11 (3) 443-451. p.

ALANDER M., KORPELA R., SAXELI M., VILPPONEN-SALMELA T., MATTILA-SANDHOLM T.,
VON WRIGHT A. (1997): Recovery of Lactobacillus rhamnosus GG from human colonic biopsies.
Letters in Applied Microbiology, 24 (5) 361-364. p.

ALPAS H., BOZOGLU F. (2000): The combined effect of high hydrostatic pressure, heat and bacteriocins
on inactivation of foodborne pathogen in milk and orange juice. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, 16 (4) 387-392. p.

ALTENA K., GUDER A., CRAMER C., BIERBAUM G. (2000): Biosynthesis of the lantibiotic
mersacidin: organization of a type B lantibiotic gene cluster. Applied and Environmental Microbiology, 66
(6) 2565-2571. p.

AMES JM., WYNNE A., HOFMANN A., PLOS S., GIBSON G.R. (1999): The effect of a model
melanoidin mixture on faecal bacterial populations in vitro. British Journal of Nutrition, 82 (6) 489-495.
p-

ANAND SK. SRINIVASAN R.A., RAO L.K. (1984): Antimicrobial activity associated with
Bifidobacterium bifidum-1. Cultured Dairy Products Journal, 11, 6-7. p.

ANDERSSON R., HEDLUNG B. (1983): HPLC analysis of organic acids in lactic acid fermented
vegetables. Zeitschrift fiir Lebensmittel-Untersuchung und —Forschung. A, European food research and
technology, 176 (6) 440-443. p.

ANGELL L., BARTA, J., MOLNAR, L. (2000): A gyogyit6 csicsoka. Budapest: Mezégazda Kiado. 160 p.

ANGELOV A., GOTCHEVA V., KUNCHEVA R., HRISTOZOVA T. (2006): Development of a new
oat-based probiotic drink. International Journal of Food Microbiology, 112 (1) 75-80. p.

ARUNACHALAM K.D. (1999): Role of bifidobacteria in nutrition, medicine and technology. Nutrition
Research, 19(10) 1559-1597. p.

ASAHARA T., NOMOTO K., SHIMIZU K., WATANUKI M., TANAKA R. (2001): Increased resistance
of mice to Salmonella enterica serovar typhimurium infection by synbiotic administration of
Bifidobacteria and transgalactosylated oligosaccharides. Journal of Applied Microbiology, 91 (6) 985-996.

p-

BANERIJEE S., HANSEN J.N. (1988): Structure and expression of a gene encoding the precursor of
subtilin, a small protein antibiotic. The Journal of Biological Chemistry, 263 (19) 9508-9514. p.

BARATH A., HALASZ A. NEMETH E., ZALAN ZS. (2004): Selection of LAB strains for fermented red
beet juice production. European Food Research and Technology, 218 (2) 184-187. p.

BARTA J., PATKAI GY. (2007): Chemical composition and storability of Jerusalem artichoke tubers.
Acta Alimentaria, 36 (2) 257-267. p.

BECH-LARSEN T., SCHOLDERER J. (2007): Functional foods in Europe: consumer research, market
experiences and regulatory aspect. Trends in Food Science and Technology, 18 (4)231-234 p.

BEERENS H. (1990): An elective and selective isolation medium for Bifidobacterium spp. Letters of
Applied Microbiology, 11 155-7. p.

BEERENS H., GAVINI F., NEUT C. (2000): Effect of exposure to air on 84 strains of Bifidobacteria.
Anaerobe, 6 (2) 65-67. p.

BENGMARK S. (1998): Immunonutrition: Role of biosurfactants, fiber, and probiotic bacteria. Nutrition,
14 (7-8) 585-594. p.

BERNER L. A., O’ DONNELL J. A. (1998): Functional foods and health claims legislation: applications
to dairy foods. International Dairy Journal, 8, 355-362 p.

119



BERNET M.F., BRASSART D., NEESER JR., SERVIN A.L. (1993): Adhesion of human
Bifidobacterial strains to cultured human intestinal epithelial cells and inhibition of enteropathogen-cell
interactions. Applied and Enviromental Microbiology, 59 (12) 4121-4128. p.

BIANCHI M.A., DEL RIO D., PELLEGRINI N., SANSEBASTIANO G., NEVIANI E., BRIGHENTI F.
(2004): A fluorescence-based method for the detection of adhesive properties of lactic acid bacteria to
Caco-2 cells. Letters in Applied Microbiology, 39 (3) 301-305. p.

BIAVATI B., SGORBATI B., SCARDOVI V. (1991): The Genus Bifidobacterium. 816-833. p. In:
BALOWS A., TRUPER G., DWORKIN M., HARDER, W., SCHLEIFER K.H. (eds): The Prokaryotes,
2" ed, Volume 1, New York: Springer-Verlag,

BIAVATI B., VESCOVO M., TORRIANI S., BOTTAZZI V. (2000): Bifidobacteria: history, ecology,
physiology and applications. Annals of Microbiology, 50 (2) 117-131. p.

BIBILONI R., PEREZ P.F., DE ANTONI G.L. (1999): Factors involved in adhesion of Bifidobacterial
strains to epithelial cells in culture. Anaerobe, 5 (3-4) 483-485. p.

BLANCHETTE L., ROY D., GAUTHIER S. F. (1995): Production of cultured cottage cheese dressing by
bifidobacteria. Journal of Dairy Science, 78 (7) 1421-1429. p.

BLANDINO A., AL-ASEERI M.E., PANDIELLA S.S., CANTERO D., WEBB C. (2003): Cereal-based
fermented foods and beverages. Food Research International, 36 (6) 527-543. p.

BORELLI R.C., VISCONTI A., MENNELLA C., ANESE M., FOGLIANO V. (2002): Chemical
characterization and antioxidant properties of coffee melanoidins. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 50 (22) 6527-6533. p.

BORRIELLO S.P., HAMMES W.P., HOLZAPFEL W., MARTEAU P., SCHREZENMEIR J., VAARA
M., VALTONEN V. (2003): Safety of probiotics that contain lactobacilli or bifidobacteria. Clinical
Infectious Diseases, 36 (6) 775-780. p.

BRANDT K., CHRISTENSEN L.P., HANSEN-M@LLER J., HANSEN S.L., HARALDSDOTTIR J.,
JESPERSEN L., PURUP S., KHARAZMI A., BARKHOLT V., FROKIAR H., KOBAK-LARSEN M.
(2004): Health promoting compounds in vegetables and fruits: A systematic approach for identifying plant
components with impact on human health. Trends in Food Science & Technology, 15 (7-8) 384-393. p.

BROWN LL., WANG X., TOPPING D.L., PLAYNE M.J., CONWAY P.L. (1998): High amylose maize
starch as a versatile prebiotic for use with probiotic bacteria. Food Australia, 50 (12) 603-609. p.

BUCKENHUSKES H., SCHNEIDER M., HAMMES W.P. (1986): Die milchsaure Vergirung
pflanzlicher Rohware unter besonderer Beriicksichtung der Herstellung von Sauerkraut. Chemie,
Mikrobiologie, Technologie der Lebensmittel, 10 (1-2) 42-53. p.

CAUSEY J.L., FEIRTAG J.M., GALLAHER D.D., TUNGLAND B.C., SLAVIN J.L. (2000): Effects of
dietary inulin on serum lipids, blood glucose and the gastrointestinal environment in
hyperchloresterolemic men. Nutrition Research, 20 (2) 191-201. p.

CHARALAMPOPOULOS D., WANG R., PANDIELLA S.S., WEBB C. (2002): Application of cereals
and cereal components in functional foods: a review. International Journal of Food Microbiology, 79 (1-
2) 131-141. p.

CHARTERIS W.P., KELLY P.M., MORELLI L., COLLINS J.K. (1998): Antibiotic susceptibility of
potentially probiotic Bifidobacterium isolates from the human gastrointestinal tract. Letters in Applied
Microbiology, 26 (5) 333-337. p.

CHEN Y., LUDESCHER R.D., MONTVILLE T.J. (1997/a): Electrostatic interactions, but not the
YGNGYV consensus motif, govern the binding of pediocin PA-1 and its fragments to phospholipid
vesicles. Applied and Environmental Microbiology, 63 (12) 4770-47717. p.

CHEN Y., SHAPIRA R., EISENSTEIN M., MONTVILLE T.J. (1997/b): Functional characterization of
pediocin PA-1 binding to liposomes in the absence of a protein receptor and its relationship to a predicted
tertiary structure. Applied and Environmental Microbiology, 63 (2) 524-531. p.

120



CHEVALIER F., CHOBERT J.M., GENOT C., HAERTLE T. (2001): Scavenging of free radicals,
antimicrobial, and cytotoxic activities of the Maillard reaction products of beta-lactoglobulin glycated
with several sugars. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49 (10) 5031-5038. p.

CHOU L.S., WEIMER B. (1999): Isolation and characterization of acid- and bile-tolerant isolates from
strains of Lactobacillus acidophilus. Journal of Dairy Science, 82 (1) 23-31. p.

CLEVELAND J.,, MONTVILLE T.J., NES LF. CHIKINDAS M.L. (2001): Bacteriocins: safe, natural
antimicrobials for food preservations. International Journal of Food Microbiology, 71 (1) 1-20. p.

COLLADO M.C., HERNANDEZ M., SANZ Y. (2005): Production of bacteriocin-like inhibitory
compounds by human fecal Bifidobacterium strains. Journal of Food Protection, 68 (5) 1034-1040. p.

COLOMBEL J.F., CORTOT A., NEUT C., ROMOND C. (1987): Yoghurt with Bifidobacterium longum
reduces erythromycin-inducedgastrointestinal effect. The Lancet, 330 (8549) 43. p.

COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES (2003): Proposal for a regulation of the
European Parliament and of the Council on nutrition and health claims made on foods. COM/2003/0424.
Brussels: Commission of the European Communities. http://europa.cu/scadplus/leg/en/lvb/121306.htm,
2008.01.08.

CRITTENDEN R.G., PLAYNE M.J. (1996): Production, propertiecs and applications of food-grade
oligosaccharides. Trends in Food Science & Technology 7 (11) 353-361. p.

CUMMINGS J. H., POMARE E. W., BRANCH W. J., NAYLOR C.P., MACFARLANE G. T. (1987):
Short chain fatty acids in human large intestine, portal, hepatic and venous blood. Gut, 28 1221-27. p.

CUMMINGS J.H., ENGLYST H.N. (1987): Fermentation in the human large intestine and the available
substrates. American Journal of Clinical Nutrition, 45 (5) 1243-1255. p.

CUMMINGS J.H., MACFARLENE G.T. (2002): Gastrointestinal effects of prebiotics. British Journal of
Nutrition, 87 (Supplement 2) S145-S151. p.

CUNNINGHAM-RUNDLES S., AHRNE S., BENGMARK S., JOHANN LIANG R., MARSHALL F.,
METAKIS L., CALIFANO C., : DUNN A. M. : GRASSEY C., HINDS G., : CERVIA J. (2000):
Probiotics and immune response. American Journal of Gastroenterology, 95 (Supplement 1) S22-25. p.

DABA H., PANDIAN S., GOSSELIN J.F., SIMARD R.E., HUANG J., LACROIX C. (1991): Detection
and activity of a bacteriocin produced by Leuconostoc mesenteroides. Applied and Environmental
Microbiology, 57 (12) 3450-3455. p.

DAESCHEL M.A. (1993): Applications and Interactions of Bacteriocins from Lactic Acid Bacteria in
Foods and Beverages, pp. 63-91. In: Hoover D.G. and Stevenson L.R. (eds.): Bacteriocins of lactic acid
bacteria (Food science and Technology), San Diego, Ca: Academic Press, INC., 265. p.

DAMIANI P., GOBBETTI M., COSSIGNANI L., CORSETTI A., SIMONETTI M.S., ROSSI J. (1996):
The sourdough microflora. Characterisation of hetero- and homofermentative lactic acid bacteria, yeasts
and their interactions on the basis of the volatile compounds produced. Lebensmittel-Wissenschaft und -
Technologie, 29 (1-2) 63-70. p.

DANIELLS S. (2006): Valio continues research into probiotic fruit juice. Nutraingredients.
http://www .nutraingredients.com/news/ng.asp?id=67086, 2007.11.17.

DE VUYST L., AVONTS L., MAKRAS L. (2004): Probiotics, prebiotics and gut health. 416-482. p. In:
REMACLE C., REUSENS B. (Eds): Functional foods, ageing and degenerative disease. Cambridge,
England: Woodhead Publishing Ltd. 792. p.

DEAK T. (2006): Elelmiszer-mikrobiologia. Budapest: Mezégazda Kiado. 382. p.

DEGNAN B.A., MACFARLANE G.T. (1994): Effect of dilution rate and carbon availability on
Bifidobacterium breve fermentation. Applied Microbiology and Biotechnology, 40 (6) 800-805. p.

DEL RE B., BUSETTO A., VIGNOLA G., SGORBATI B., PALENZONA D. L. (1998):
Autoaggregation and adhesion ability in a Bifidobacterium suis strain. Letters in Applied Microbiology, 27
(5) 307-310. p.

121



DEL RE B., SGORBATI B., MIGLIOLI M., PALENZONA D. (2000): Adhesion, autoaggregation and
hidrophobicity of 13 strains of Bifidobacterium longum. Letters in Applied Microbiology, 31 (6) 438-442.
p-

DEMIR N, BAHCECI K.S., ACAR J. (2006): The effects of different initial Lactobacillus plantarum

concentrations on some properties of fermented carrot juice. Journal Food Processing and Preservation,
30 (3) 352-63. p.

DIEP D.B., HAVARSTEIN L.S., NISSEN-MEYER J., NES LF. (1994): The gene encoding plantaricin A,
a bacteriocin from Lactobacillus plantarum C11, is located on the same transcription unit as an agr-like
regulatory system. Applied and Environmental Microbiology, 60 (1) 160-166. p.

DIEP D.B., HAVARSTEIN L.S., NES LF. (1996): Characterization of the locus responsible for the
bacteriocin production in Lactobacillus plantarum C11. Journal of Bacteriology, 178 (15) 4472—4483. p.

DOLEYRES Y., PAQUIN C., LEROY M., LACROIX C. (2002): Bifidobacterium longum ATCC 15707
cell production during free and immobilized-cell cultures in MRS-whey permeate medium. Applied
Microbiology and Biotechnology, 60 (1-2) 168-173. p.

DONG X., XIN Y., JIAN W., LIU X., LING D. (2000): Bifidobacterium thermacidophilum sp. nov.,
isolated from an anaerobic digester. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology,
50 (1) 119-125. p.

DRIESSEN A.J., VAN DEN HOOVEN H.W., KUIPER W. VAN DE K.M. SAHL H.G. KONINGS R.N.
KONINGS W.N. (1995): Mechanistic studies of lantibiotic-induced permeabilization of phospholipid
vesicles. Biochemistry, 34 (5) 1606—1614. p.

DUFOUR A. RINCE A. UGUEN P. LEPENNEC J.P. (2000): IS1675, a novel lactococcal insertion
element, forms a transposon-like structure including the lacticin 481 lantibiotic operon. Journal of
Bacteriology, 182 (19) 5600-5605. p.

DUNNE C., MURPHY L., FLYNN S., O’MAHONY L., O’HALLORAN S., FEENEY M., MORRISSEY
D., THORNTON G. (1999): Probiotics: from myth to reality. Demonstration of functionality in animal
models of disease and in human clinical trials. Antonie van Leeuwenhoek, 76 (1-4) 279-292. p.

EIJSINK V.G.H., AXELSSON L., DIEP D.B., HAVARSTEIN L.S.,, HOLO H., NES LF. (2002):
Production of class II bacteriocins by lactic acid bacteria; an example of biological warfare and
communication. Antonie van Leeuwenhoek, 81 (1-4) 639-654. p.

ENGELKE G. GUTOWSKI-ECKEL Z. HAMMELMANN M. ENTIAN K.D. (1992): Biosynthesis of the
lantibiotic nisin: genomic organization and membrane localization of the NisB protein. Applied and
Environmental Microbiology, 58 (11) 3730-3743. p.

ENGELKE G., GUTOWSKI-ECKEL Z., KIESAU P., SIEGERS K., HAMMELMANN M., ENTIAN
K.D. (1994): Regulation of nisin biosynthesis and immunity in Lactococcus lactis 6F3. Applied and
Environmental Microbiology, 60 (3) 814-825. p.

ENTIAN K.D., DE VOS W.M. (1996): Genetics of subtilin and nisin biosyntheses: biosynthesis of
lantibiotics. Antonie van Leeuwenhoek, 69 (2) 109-117. p.

ESKIN N. A., TAMIR S. (2006): Dictionary of Nutraceutricals and Fuctional Foods. CRC Press Inc.
Taylor & Francis Group, Abington, England. 507. p.

EUROPEAN COUNCIL DIRECTIVE 79/112/EEC of 18 December 1978 on the approximation of the
laws of the Member States relating to the labelling, presentation and advertising of foodstuffs for sale to
the ultimate consumer. (Official Journal of the European Communities - 08.02.1979, L 33, 1-14 p.)
http://www.biosafety.be/GB/Dir.Eur.GB/FF/79_112/79_112.html, 2008.07.14.

FERGUSON L.R., TASMAN-JONES C., ENGLYST H., HARRIS J.P. (2000): Comparative effects of
three resistant starch preparations on transit time and short-chain fatty acid production in rats. Nutrition
and Cancer, 36 (2) 230-237. p.

FOOKS L.J., FULLER R., GIBSON G.R. (1999): Prebiotics, probiotics and human gut microbiology.
International Dairy Journal, 9 (1) 53-61. p.

122



FOOKS L.J., GIBSON G.R. (2003): Mixed culture fermentation studies on the effects of synbiotics on the
human intestinal pathogens Campylobacter jejuni and Escherichia coli. Anaerobe, 9 (5) 231-242. p.

FRANKEL W.L., ZHANG W., SINGH A. (1994): Mediation of the trophic effects of short-chain fatty
acids on the rat jejunum and colon. Gastroenterology, 106 (2) 375-380. p.

FRANKS A.H., HARMSEN H.J.M., RAANGS G.C., JANSEN G.J., SCHUT F., WELLING G.W.
(1998): Variations of bacterial populations in human feces measured by fluorescent in situ hybridization
with group-specific 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes. Applied and Environmental
Microbiology., 64 (9) 3339-3345. p.

FUJIWARA S., HASHIBA H., HIROTA T., FORSTNER J.F. (1997): Proteinaceous factor(s) in culture
supernatant fluids of bifidobacteria which prevents the binding of enterotoxigenic Escherichia coli to
gangliotetraosylceramide. Applied and Environmental Microbiology. 63 (2) 506-512. p.

FUJIWARA S., HASHIBA H., HIROTA T., FORSTNER J.F. (1999): Purification and characterization of
a novel protein produced by Bifidobacterium longum SBT2928 that inhibits the binding of enterotoxigenic
Escherichia coli Pb176 (CFA/II) to gangliotetraosylceramide. Journal of Applied Microbiology. 86 (4)
615-621. p.

FULLER R. (1989): Probiotics in man and animals. Journal of Applied Bacteriology, 66 (5) 365-378. p.

GAAL-LABATH K. (2001): A sargarépa. Elelmezésvezeték lapja, V. évf. (junius-jalius).
http://www.elelmezesvezetok.hu/szamok/05/06/16.htm

GAGNON M., KHEADR E.E., BLAY G.L., FLISS 1. (2004): In vitro inhibition of Escherichia coli
O157:H7 by bifidobacterial strains of human origin. International Journal of Food Microbiology, 92 (1)
69-78. p.

GARCIA A.F., BUTZ P., BOGNAR A., TAUSCHER B. (2001): Antioxidative capacity, nutrient content
and sensory quality of orange juice and an orange-lemon-carrot juice product after high pressure treatment
and storage in different packaging. European Food Research and Technology, 213 (4-5) 290-296. p.

GARNEAU S., MARTIN N. 1., VEDERAS J. C. (2002): Two-peptide bacteriocins produced by lactic
acid bacteria. Biochimie, 84 (5-6) 577-592. p.

GARRO M.S., DE VALDEZ G.F., DE GRIORI G.S. (2004): Temperature effect on the biological activity
of Bifidobacterium longum CRL 849 and Lactobacillus fermentum CRL 251 in pure and mixed cultures
grown in soymilk. Food Microbiology, 21 (5) 511-518. p.

GAVINI F., VAN ESBROECK M., TONZEL J.P., FOURMENT A., GOOSSENS H. (1996): Detection of
fructose-6-phosphate phosphoketolase (FOPPK), a key enzyme of the Bifid-Shunt, in Gardnerella
vaginalis. Anaerobe, 2 (3) 191-193. p.

GERRARD J.A. (2006): The Maillard reaction in food: Progress made, challenges ahead - Conference
Report from the Eighth International Symposium on the Maillard Reaction. Trends in Food Science &
Technology, 17 (6) 324-330. p.

GIBSON G. R., WILLIAMS C. M. (Eds) (2000): Functional food. Concept to product. Cambridge,
England: Woodhead Publishing Ltd. and CRC Press LLC, 1-5. p.

GIBSON G.R., ROBERFROID M.B. (1995): Dietary modulation of the human colonic microbiota:
Introducing the concept of prebiotics. Journal of Nutrition, 125 (6) 1401-1412. p.

GIBSON G.R., WANG X. (1994/a): Bifidogenic properties of different types of fructo-oligosaccharides.
Food Microbiology, 11 (6) 490-498. p.

GIBSON G.R., WANG X. (1994/b): Regulatory effects of bifidobacteria on the growth of other colonic
bacteria. Journal of Applied Bacteriology, 77 (4) 412-420. p.

GILL H.S. (1998): Stimulation of the immune system by lactic cultures. International Dairy Journal, 8 (5-
6) 535-544. p.

GIONCHETTI P., RIZZELLO F., VENTURI A., BRIGIDI P., MATTEUZZI D., BAZZOCCHI G.,
POGGIOLI G., MIGLIOLI M., CAMPIERI M. (2000): Oral bacteriotherapy as maintenance treatment in
patients with chronic pouchitis: A double-blind, placebo-controlled trial. Gastroenterology, 119 (2) 305-
309. p.

123



GOMES A.M.P., MALCATA F.X. (1999): Bifidobacterium spp. and Lactobacillus acidophilus:
biological, biochemical, technological and therapeutical properties relevant for use as probiotics. Trends in
Food Science & Technology, 10 (4-5) 139-157. p.

GOPAL P.K., PRASAD J., SMART J., GILL H.S. (2001): In vitro adherence properties of Lactobacillus
rhamnosus DR20 and Bifidobacterium lactis DR10 strains and their antagonistic activity against an
enterotoxigenic Escherichia coli. International Journal of Food Microbiology, 67 (3) 207-216. p.

GRAF F., GROB P., BRASSART D. (2006): Lactic acid bacteria strains useful against gastrointestinal
pathogens and compositions containing same. WO/2006/045474, www.Wipo.int/pctdb/en

GRAJEK W., OLEJNIK A., SIP A. (2005): Probiotics, prebiotics and antioxidants as functional foods.
Acta Biochimica Polonica, 52 (3) 665-671. p.

GRILL J.-P., CROCIANI J., BALLONGUE J. (1995): Effect of bifidobacteria on nitrites and
nitrosamines. Letters in Applied Microbiology, 20 (5) 328-330. p.

GUARNER F., MALAGELADA J.R. (2003): Gut flora in health and disease. The Lancet, 360 (9356)
512-519. p.

GUEIMONDE M., MARGOLLES A., DE LOS REYES-GAVILAN C.G., SALMINEN S. (2007):
Competitive exclusion of enteropathogens from human intestinal mucus by Bifidobacterium strains with
acquired resistance to bile — A preliminary study. International Journal of Food Microbiology, 113 (2)
228-232. p.

GUEIMONDE M., NORIEGA L., MARGOLLES A., DE LOS REYES-GAVILAN C.G., SALMINEN §S.
(2005): Ability of Bifidobacterium strains with acquired resistance to bile to adhere to human intestinal
mucus. International Journal of Food Microbiology, 101 (3) 341-346. p.

HA C.L., LEE J.H., ZHOU H.R., USTUNOL Z., PESTKA 1.J.(1999): Effects of yogurt ingestion on
mucosal and systemic cytokine gene expression in the mouse. Journal of Food Protection, 62 (2) 181-188.
p-

HAMILTON-MILLER J.M.T. (2003): The role of probiotics in the treatment and prevention of
Helicobacter pylori infection. International Journal of Antimicrobial Agents, 22 (4) 360-366. p.

HANSEN A., HANSEN B. (1994): Influence of wheat flour type on the production of flavour compounds
in wheat sourdoughs. Journal of Cereal Science, 44 (2) 456-459. p.

HANSEN J.N. (1993): The molecular biology of nisin and its structural analogues, 93- 119. p. In:
HOOVER D.G., STEVENSON L.R. (eds.): Bacteriocins of lactic acid bacteria. San Diego, California:
Academic Press, INC., 265 p.

HARLANDER S.K. (1993): Regulatory aspects of bacteriocin use, 233-249. p. In. HOOVER D. G.,
STEENSON L. R. (eds.): Bacteriocins of lactic acid bacteria. San Diego, California: Academic Press,
INC., 265 p.

HART A.L., LAMMERS K., BRIGIDI P., VITALI B., RIZZELLO F., GIONCHETTI P., CAMPIERI M.,
KAMM M.A., KNIGHT S.C., STAGG A.J. (2004): Modulation of human dendritic cell phenotype and
function by probiotic bacteria. Gut, 53 (11) 1602-1609. p.

HE F., MORITA H., OUWEHAND A.C., HOSODA M., HIRAMATSU M., KURISAKI J., ISOLAURI
E., BENNO Y., SALMINEN 8. (2002): Stimulation of the secretion of pro-inflammatory cytokines by
Bifidobacterium strains. Microbiology and Immunology, 46 (11), 781-785. p.

HE F., OUWEHAND A. C., HASHIMOTO H., ISOLAURI E., BENNO Y., SALMINEN S. (2001/a):
Adhesion of Bifidobacterium spp. to human intestinal mucus. Microbiology and Immunology, 45 (3), 259-
262. p.

HE F., OUWEHAND A. C., ISOLAURI E., HOSODA M., BENNO Y., SALMINEN S. (2001/b):
Differences in composition and mucosal adhesion of bifidobacteria isolated from healthy adults and
healthy seniors. Current Microbiology, 43 (5) 351-354. p.

HE F., OUWEHAND A. C., ISOLAURI E., HOSODA M., BENNO Y., SALMINEN S. (2001/c):
Comparison of mucosal adhesion and species identification of bifidobacteria isolated from healthy and
allergic infants. FEMS Immunology and Medical Microbiology, 30 (1) 43-47. p.

124



HEENAN C.N,, ADAMS M.C., HOSKEN R.W., FLEET G.H. (2002): Growth medium for culturing
probiotic bacteria for application in vegetarian food products. Lebensmittel-Wissenschaft und Technologie,
35(2) 171-176. p.

HELLAND M.H., WICKLUND T., NARVHUS J.A. (2004): Growth and metabolism of selected strains
of probiotic bacteria in milk- and water-based cereal puddings. International Dairy Journal, 14 (11) 957-
965. p.

HELLER K.J. (2001): Probiotic bacteria in fermented foods: product characteristics and starter organisms.
American. Journal of Clinical Nutrition, 73 (suppl), 374S-379S. p.

HERRMANN K. (2001): Inhaltstoffe von Obst und Gemiise. Stuttgart:Verlag Eugen Ulmer GmbH & Co.,
95-140. p.

HILTON E., KOLAKOWSKI P., SINGER C., SMITH M. (1997): Efficacy of Lactobacillus GG as a
diarrheal preventive in Travelers. Journal of Travel Medicine, 4 (1) 41-43. p.

HOLM F. (2003): New functional food ingredients. Cancers and oxidative degradations. Flair-Flow 4
Synthesis report. Institut national de la Recherche, Paris, France, 32. p.

HOLZAPFEL W.H. (2002): Appropriate starter culture technologies for small-scale fermentation in
developing countries. International Journal of Food Microbiology, 75 (3) 197-212. p

HOLZAPFEL W.H., SCHILLINGER U. (2002): Introduction to pre- and probiotics. Food Research
International, 35 (2-3) 109-116. p.

HOMMA N. (1988): Bifidobacteria as a resistance factor in human beings. Bifidobacteria and Microflora
7 (1) 105-113. p.

HOOD S.K., ZOTTOLA E.A. (1988): Effect of low pH on the ability of Lactobacillus acidophilus to
survive and adhere to human intestinal cells. Journal of Food Science, 53 (5) 1514-1516. p.

HORI T., KIYOSIMA J., SHIDA K., YASUI H. (2001): Effect of intranasal administration of
Lactobacillus casei Shirota on influenza virus infection of upper respiratory tract in mice. Clinical and
Diagnostic Laboratory Immunology, 8 (3) 593-597. p.

HOSONA A., TONO-OKA T. (1995): Binding of cholesterol with lactic acid bacterial cells.
Milchwissenschaft, 50 (20) 556-560. p.

HOU J.-W., YU R.-C., CHOU C.C. (2000): Changes in some components of soymilk during fermentation
with bifidobacteria. Food Research International, 33 (5) 393-397. p.

HUEBNER J., WEHLING R.L., HUTKINS R.W. (2007): Functional activity of commercial prebiotics.
International Dairy Journal, 17 (7) 770-775. p.

IBRAHIM S.A., BEZKOROVAINY A. (1993): Inhibition of Escherichia coli by Bifidobacteria. Journal
of Food Protection, 56 (8) 713-715. p.

ISHIBASHI N., YAMAZAKI S. (2001): Probiotics and safety. American Journal of Clinical Nutrition, 73
(Supplement) 465S-470S. p.

ISOLAURI E., SALMINEN S., OUWEHAND A.C. (2004): Probiotics. Best Practice & Research
Clinical Gastroenterology 18 (2) 299-313. p.

ISOLAURI E., SUTAS Y., KANKAANPAA P., ARVILOMMI H., SALMINEN S. (2001): Probiotics:
effects on immunity. American Journal of Clinical Nutrition, 73 (Supplement) 444S-450S. p.

JIAN W., ZHU L., DONG X. (2002): Transfer of Bifidobacterium inopinatum and Bifidobacterium
denticolens to Scardovia inopinata gen. nov, comb. nov, and Parascardovia denticolens gen. nov, comb.
nov., respectively. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 52 (3) 809-812. p.

JIANG T., MUSTAPHA A., SAVAIANO D.A. (1996): Improvement of lactose digestion in humans by
ingestion of unfermented milk containing Bifidobacterium longum. Journal of Dairy Science, 79 (5) 750-
757. p.

JIMENEZ-DIAZ R., RUIZ-BARBA J.L., CATHCART D.P., HOLO H., NES LF., SLETTEN K.H,,
WARNER P.J. (1995): Purification and partial amino acid sequence of plantaricin S, a bacteriocin

125



produced by Lactobacillus plantarum LPCO10, the activity of which depends on the complementary
action of two peptides. Applied and Environmental Microbiology, 61 (12) 4459-4463. p.

JOHNSON A.P., UTTLEY A.H.C.,WOODFORD N., GEORGE R.C. (1990): Resistance to vancomycin
and teichoplanin: an emerging clinical problem. Clinical Microbiology Reviews, 3 (3) 280-291. p.

JOHNSON H., WILLIAMS G., MUSK S.R. (1994): Anticarcinogenic factors in plant foods: A new class
of nutrients? Nutrition Research Review, 7 (1) 175-205. p.

JUNTUNEN M., KIRJAVAINEN P.V., OUWEHAND A.C., SALMINEN S.J., ISOLAURI E. (2001):
Adherence of probiotic bacteria to human intestinal mucus in healthy infants and during rotavirus
infection. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, 8 (2) 293-296. p.

KAALIOMAKI M., SALMINE S.J., ARVILOMMI H., KERO P, KOSKINEN P, ISOLAURI E. (2001):
Probiotics in primary prevention of atopic disease: a randomised placebo-controlled trial. The Lancet, 357
(9262), 1076-1079. p.

KHEADR E., BERNOUSSI N., LACROIX C., FLISS 1. (2004): Comparison of the sensitivity of
commercial strains and infant isolates of bifidobacteria to antibiotics and bacteriocins. International Dairy
Journal, 14 (12) 1041-1053. p.

KIM H.Y., BAE H.S., BAEK Y.J. (1991): In vivo Antitumor Effects of Lactic Acid Bacteria on Sarcoma
180 and Mouse Lewis Lung Carcinoma. Journal of the Korean Cancer Association, 23 (2) 188-196. p.

KIRJAVAINEN P.V., OUWEHAND A.C., ISOLAURI E., SALMINEN S.J. (1998): The ability of
probiotic bacteria to bind to human intestinal mucus. FEMS Microbiology Letters, 167 (2) 185-189. p:

KLAENHAMMER T.R. (1993): Genetics of bacteriocins produced by lactic acid bacteria. FEMS
Microbiology Reviews, 12 (1-3) 39-85. p.

KLAVER F.A.M., VAN DER MEER R. (1993): The assumed assimilation of cholesterol by Lactobacilli
and Bifidobacterium bifidum is due to their bile salt-deconjugating activity. Applied and Environmental
Microbiology, 59 (4) 1120-1124. p.

KLEIN C., ENTIAN, K.D. (1994): Genes involved in self-protection against the lantibiotic subtilin
produced by Bacillus subtilis ATCC 6633. Applied and Environmental Microbiology, 60 (8) 2793-2801.

p.
KLEIN C., KALETTA C., SCHNELL N., ENTIAN K.D. (1992): Analysis of genes involved in

biosynthesis of the lantibiotic subtilin. (published erratum appears in Applied and Environmental
Microbiology 1992. May, 58 (5) 1795). Applied and Environmental Microbiology, 58 (1) 132—-142. p.

KLEIN C., KALETTA C., ENTIAN K.D. (1993): Biosynthesis of the lantibiotic subtilin is regulated by a
histidine kinase response regulator system. Applied and Environmental Microbiology, 59 (1) 296-303. p.

KONTRASZTI M., BARNA E., GERGELY A., KERTESZNE LEBOVICS V., LUGASI A,
NESZLENYT K. (2005): Elelmi anyagok, élelmiszerek, ételek, ételkészitmények tapanyag Osszetétele.
233-443. p. In: RODLER 1. (szerk.): Uj tapanyagtablazat. Budapest: Medicina Konyvkiado Rt., 765. p.

LANKAPUTHRA W.E.V., SHAH N.P. (1998): Antimutagenic properties of probiotic bacteria and of
organic acids. Mutation Research, 397 (2) 169-182. p.

LAUER E., KANDLER O. (1983): DNA-DNA homology, murein types and enzyme patterns in the type
strains of genus Bifidobacterium. Systematic and Applied Microbiology, 4 (1) 42-64

LE BLAY G., FLISS 1., LACROIX C. (2004): Comparative detection of bacterial adhesion to Caco-2
cells with ELISA, radioactivity and plate count methods. Journal of Microbiological Methods, 59 (2) 211-
221. p.

LEAHY S.C., HIGGINS D.G., FITZGERALD G.F., SINDEREN D. (2005): Getting better with
bifidobacteria. Journal of Applied Microbiology, 98 (6) 1303-1315. p.

LEE Y.-J., YU W.-K., HEO T.-R. (2003): Identification and screening for antimicrobial activity against
Clostridium difficile of Bifidobacterium and Lactobacillus species isolated from healthy infant faeces.
International Journal of Antimicrobial Agents, 21 (4) 340-346. p.

126



LEPORANTA K. (2005): Probiotics for juice-based products — Case Valio Gefilus®. International sales,
May 23, 2005. www.valio.fi, 2007.11.17.

LEROY F., DE VUYST L. (2004): Lactic acid bacteria as functional starter cultures for the food
fermentation industry. Trends in Food Science & Technology, 15, 67-68. p.

LEUSCHNER R.G., HEIDEL M., HAMMES W.P. (1998): Histamine and tyramine degradation by food
fermenting microorganisms. International Journal of Food Microbiology, 39 (1) 1-10. p.

LIEVIN V., PEIFFER I, HUDAULT S., ROCHAT F., BRASSART D., NEESER J.-R., SERVIN A.L.
(2000): Bifidobacterium strains from resident infant human gastrointestinal microflora exert antimicrobial
activity. Gut. 47 (5) 646-652. p.

LILLY D.M., STILLWELL R.H. (1965): Probiotics. Growth promoting factors produced by micro-
organisms. Science, 147 (3659) 747-748. p.

LO P.-R., YU R.-C., CHOU C.-C., TSAI Z.-H. (2002): Antimutagenic activity of several probiotic
Bifidobacteria against benzo[a]pyrene. Journal of Bioscience and Bioengineering, 94 (2) 148-153. p.

LORRI W., SVANBERG U. (1993): Lactic-fermented cereal gruels with improved in vifro protein
digestibility. International Journal of Food Science and Nutrition, 44 (1) 29-36. p.

LOVEGROVE J. A., JACKSON K. G. (2000): Coronary heart disease. 97-139. p. In: GIBSON G.R.,
WILLIAMS C.M. (Eds.): Functional food. Concept to product. Cambridge, England: Woodhead
Publishing Ltd. and CRC Press LLC 374. p.

LUCKOW T., DELAHUNTY C. (2004): Which juice is healthier? A consumer study of probiotic non-
dairy juice drinks. Food Quality and Preference, 15 (7-8) 751-759. p.

MACFARLANE G.T., CUMMINGS J.H., ALLSON C. (1986): Protein degradation by human intestinal
bacteria. Journal of General Microbiology, 132 (6) 1647-56. p.

MAKRAS L., DE VUYST L. (2006): The in vitro inhibition of Gram-positive pathogenic bacteria by
bifidobacteria is caused by the production of organic acids. Infernational Dairy Journal, 16 (9) 1049-
1057. p.

MANNING T.S., GIBSON G.R. (2004): Prebiotics. Best Practice & Research Clinical Gastroenterology,
18 (2) 287-298. p.

MARIN M.L., TEJADA-SIMON M.V., LEE J.H.,, MURTHA J., USTUNOL Z., PESTKA J.J. (1998):
Stimulation of cytokine production in clonal macrophage and T-cells models by Streptococcus
thermophilus: comparison with Bifidobacterium ssp. and Lactobacillus bulgaricus. Journal of Food
Protection, 61 (7) 859-861. p.

MARTEAU P., FLOURIE B., POCHART P., CHASTANG C., DESJEUX JI.F., RAMBAUD J.C. (1990):
Role of microbial lactase (EC 3.2.123) activity from yogurt on the intestinal absorption of lactose: an in
vivo study in lactase deficient humans. British Journal of Nutrition, 64 (1) 71-79. p.

MARTEAU P.R.,, DE VRESE M., CELLIER C.J., SCHREZENMEIR J. (2001): Protection from
gastrointestinal diseases with the use of probiotics. The American Journal of Clinical Nutrition, 73 (2)
Supplement 430S-4368S. p.

MATRICARDI P.M. (2002): Probiotics against allergy: data, doubts, and perspectives. Allergy, 57 (3)
185-187. p.

MATSUMOTO M., OHISHI H., BENNO Y. (2004): H'-ATPase activity in Bifidobacterium with special
reference to acid tolerance. International Journal of Food Microbiology, 93 (1) 109-113. p.

MATSUZAKI T. (1998): Immunomodulation by treatment with Lactobacillus casei strain Shirota.
International Journal of Food Microbiology, 41 (2) 133-140. p.

MATTILA-SANDHOLM T., BLUM S., COLLINS J.K., CRITTENDEN R., DE VOS W., DUNNE C,,
FODEN R., GRENOV G., ISOLAURI E., KIELY B., MARTEAU P., MORELLI L., OUWEHAND A,
RENIERO R., SAARELA M., SALMINEN S., SAXELIN M., SCHIFFRIN E., SHANAHAN F,,
VAUGHAN, E., VON WRIGHT A. (1999): Probiotics: towards demonstrating efficacy. Trends in Food
Science & Technology, 10 (12) 393-399. p.

127



MATTILA-SANDHOLM T., MYLLARINEN P., CRITTENDEN R., MOGENSEN G., FONDEN R.,
SAARELA M. (2002): Technological challenges for future probiotic foods. International Dairy Journal,
12 (2-3) 173-182. p.

MAYER A., REZESSY-SZABO J., BOGNAR CS., HOSCHKE A. (2003): Research for creation
functional foods with bifidobacteria. Acta Alimentaria, 32 27-39. p.

MAYER A. (2004): Bifidobaktériumok izolalasa, azonositasa, fiziologiai, biokémiai ¢és funkcionalis
jellemzésiik. Doktori értekezés. Budapesti Kozgazdasagtudomanyi és Allamigazgatasi Egyetem,
Elelmiszertudomanyi Kar, Budapest. 138. p.

McAULIFFE O., ROSS R.P., HILL C. (2001): Lantibiotics: structure, biosynthesis and mode of action.
FEMS Microbiology Reviews, 25 (3) 285-308. p.

MEGHROUS J. EULOGE P. JUNELLES A.M. BALLONGUE J. PETITDEMANGE H. (1990):
Screening of Bifidobacterium strains for bacteriocin production. Biotechnology Letters, 12 (8) 575-580. p.

MEILE L., LUDWIG W., RUEGER U., GUT C., KAUFMANN P., DASEN G., WENGER S., TEUBER
M. (1997): Bifidobacterium lactis sp. nov., a Moderately Oxygen Tolerant Species Isolated from
Fermented Milk. Systematic and Applied Microbiology, 20 (1) 57-64. p.

MENRAD K. (2003): Market and marketing of functional foods in Europe. Journal of Food Engineering,
56 (2-3) 181-188. p.

MERCENIER A., PAVAN S., POT B. (2003): Probiotics as biotherapeutic agents: Present knowledge and
future prospects. Current Pharmaceutical Design, 9 (2) 175-191. p.

MODLER H.W. (1994): Bifidogenic factors, sources, metabolism and application. International Dairy
Journal, 4 (5) 383-407. p.

MOLIN G. (2001): Probiotics in foods not containing milk or milk constituents, with special reference to
Lactobacillus plantarum 299v. American Journal of Clinical Nutrition, 73 (Suppl.), 380S-385S. p.

MOLL G.N., KONINGS W.N., DRIESSEN A.J.M. (1999): Bacteriocins: mechanism of membrane
insertion and pore formation. Antonie van Leeuwenhoek. 76 (1-4) 185-198. p.

MONTVILLE T.J. KAISER A.L. (1993): Antimicrobial Proteins: Classification, Nomenclature, Diversity,
and Relationship to Bacteriocins, pp.1-22. In HOOVER D.G., STEVENSON L.R. (eds.): Bacteriocins of
lactic acid bacteria (Food science and Technology), San Diego, California: Academic Press, INC 265. p.

MOUBARECK C., GAVINI F., VAUGIEN L., BUTEL M. J., DOUCET-POPULAIRE F. (2005):
Antimicrobial susceptibility of bifidobacteria. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 55 (1) 38-44. p.

MUSSATTO S.I., MANCILHA LM. (2007): Non-digestible oligosaccharides: A review. Carbohydrate
Polymers, 68 (3) 587-597. p.

NAGY F. (1998): A vastagbél. 255-363. p. In: VARRO V. (szerk.): Gastroenterologia. Budapest:
Medicina Konyvkiado, 727. p.

NAGY-GASZTONYI M, BIEKMAN E, KREBBERS B. (2002): Working up a lactofermented vegetable
product. Acta Alimentaria; 31 (4) 407-12.

NEESER J.-R., GERMAN J.B. (2004): Bioprocesses and Biotechnology for Functional Foods and
Nutraceuticals. New York: Marcel Dekker, Inc., 611. p.

NES LF., DIEP D. B., HAVARSTEIN L.S., BRURBERG M.B., EIJSINK V., HOLO H. (1996):
Biosynthesis of bacteriocins in lactic acid bacteria. Antonie van Leeuwenhoek, 70 (2-4) 113-128. p.

NILSSON L., CHEN Y., CHIKINDAS M.L., HUSS H. H., GRAM L., MONTVILLE T.J. (2000): Carbon
dioxide and nisin act synergistically on Listeria monocytogenes. Applied and Environmental
Microbioology, 66 (2) 769-774. p.

NOBAEK S., JOHANSSON M.L., MOLIN G. (2000): Alteration of intestinal microflora associated with
reduction in abdominal bloating and pain in the patients with irritable bowel syndrome. American Journal
of Gastroenterology, 95 (5) 1231-1238. p.

128



NOGRADY N, BARROW, P.A, NAGY B. (2000): A baktériumok ,quorum sensing”
szigndlmechanizmusai. Magyar Allatorvosok Lapja, 2000/11, www.univet.hu/mal/2000/11m.htm.,
2008.02.11.

O’BRIEN J., MORRISSEY P.A. (1989): Nutritional and toxicological aspects of the Maillard browning
reaction in foods. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 28 (3) 211-248. p.

O’RIORDAN K., FITZGERALD G.F. (1998): Evaluation of bifidobacteria for the production of
antimicrobial compounds and assessment of performance in cottage cheese at refrigeration temperature.
Journal of Applied Microbiology, 85 (1) 103-114. p.

O’SULLIVAN D.J., KULLEN M.J. (1998): Tracking of probiotic Bifidobacteria in the intestine.
International Dairy Journal, 8 (5-6) 513-525. p.

OP DEN CAMP H.J.M., OSTERHOF A., VEERKAMP J.H. (1985): Interaction of bifidobacterial
lipoteichoic acids with human intestinal cells. Infection and Immunity, 47 (1) 332-334. p.

OUWEHAND A.C., ISOLAURI E., KIRJAVAINEN P.V., TOLKKO S., SALMINEN S.J. (1999): The
mucus binding of Bifidobacterium lactis Bb-12 is increased in the presence of Lactobacillus GG and L.
delbrueckii ssp. bulgaricus. Letters in Applied Microbiology, 30 (1) 10-13. p.

OUWEHAND A.C., SALMINEN S.J. (1998): The health effect of viable and non-viable cultured milks.
International Dairy Journal, 8 (9) 749-758. p.

OUWEHAND A.C., SALMINEN 8. (2003): Safety evaluation of probiotics. 317-336. p. In: MATTILA-
SANDHOLM T., SAARELA M. (Eds): Functional dairy products. Cambridge, England: Woodhead
Publishing Ltd. and CRC Press LLC 395. p.

OUWEHAND A.C., SALMINEN S., ISOLLAURI E. (2002): Probiotics: on overview of beneficial
effects. Antonie Van Leeuwenhoek, 82 (1-4) 279-289. p.

OUWEHAND A.C., SALMINEN S., ROBERTS P.J., OVASKA J., SALMINEN E. (2003): Disease-
dependent adhesion of lactic acid bacteria to the human intestinal mucosa. Clinical and Diagnostic
Laboratory Immunology, 10 (4) 643-646. p.

OUWEHAND A.C., TOLKKO S., KULMALA J., SALMINEN S., SALMINEN E. (2000): Adhesion of
inactivated probiotic strains to intestinal mucus. Letters in Applied Microbiology, 31 (1) 82-86. p.

OUWEHAND A.C., TOLKKO S., SALMINEN 8., (2001): The effect of digestive enzymes on the
adhesion of probiotic bacteria in vitro. Journal of Food Science, 66 (6) 856-859. p.

PARK H.K., SO J.S., HEO T.R. (1995): Acid adaptation promotes survival of Bifidobacterium breve
against environmental stress. Foods and Biotechnology, 4 (4) 226-230. p.

PARKER R.B. (1974): Probiotics, the other half of the antibiotic story. Animal Nutrition and Health, 29
(1)4-8. p.

PELTO L., ISOLAURI E., LILIUS E. M., NUUTILA J., SALMINEN S. (1998): Probiotic bacteria down-
regulate the milk-induced inflammatory response in milk-hypersensitive subjects but have an
immunostimulatory effect in healthy subjects. Clinical and Experimental Allergy, 28(12) 1474-1479. p.

PERDIGON G., LOCASCIO M., MEDICI M., HOLGADO A.P.R., OLIVER G. (2003): Interaction of
bifidobacteria with the gut and their influence in the immune function. Biocell, 27 (1) 1-9. p.

PEREZ P.F., MINNAARD Y., DISALVO E.A., DE ANTONI G.L. (1998): Surface properties of
bifidobacterial strains of human origin. Applied and Environmental Microbiology, 64 (1) 21-26. p.

POL LE., MASTWIIK H.C., BARTELS P.V., SMID E.J. (2000): Pulsed-electric field treatment enhances
the bactericidal action of nisin against Bacillus cereus. Applied and Environmental Microbiology, 66 (1)
428-430. p.

POOL-ZOBEL B.L., NEUDECKER C., DOMIZLAFF 1., JI S., SCHILLINGER U., RUMNEY C,,
MORETTI M., VILARINI I., SCASSELLATI-SFORZOLINI R., ROWLAND 1. (1996): Lactobacillus
and Bifidobacterium-mediated antigenotoxicity in the colon of rats. Nutrition and Cancer, 26 (3) 365-380.

p-

129



PRADO F.C., PARADA J.L., PANDEY A., SOCCOL C.R. (2008): Trends in non-dairy probiotic
beverages. Food Research International, 41 (2) 111-123. p.

RAKIN M., VUKASINOVIC M., SILER-MARINKOVIC S., MAKSIMOVIC M. (2007): Contribution of
lactic acid fermentation to improved nutritivequality vegetable juices enriched with brewer’s yeast
autolysate. Food Chemistry, 100 (2) 599-602. p.

RASTALL R.A., FULLER R., GASKINS H.R., GIBSON G.R. (2000): Colonic functional foods. 71-95.
p. In: GIBSON G. R., WILLIAMS C. M. (Eds.): Functional food. Concept to product. Cambridge,
England: Woodhead Publishing Ltd. and CRC Press LLC 374. p.

RAUCH P.J., DE VOS W.M. (1992): Characterization of the novel nisin-sucrose conjugative transposon
Tn5276 and its insertion in Lactococcus lactis. Journal of Bacteriology, 174 (4) 1280-1287. p.

RAUTAVA S., KALLIOMAKI M., ISOLAURI E. (2005): New therapeutic strategy for combating the
increasing burde of allergic disease: Probiotics — A nutrition, allergy, mucosal immunology and intestinal
microbiota (NAMI) research group report. Journal of Allergy and Clinical Immunology, 116 (1) 31-37 p.

REYNOLDS P.E. (1989): Structure, biochemistry and mechanism of action of glycopeptide antibiotics.
European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 8 (11) 943-950. p.

RIEDEL C.U., FOATA F., GOLDSTEIN D.R., BLUM S., EIKMANNS B.J. (2006): Interaction of
bifidobacteria with Caco-2 cells — adhesion and impact on expression profiles. International Journal of
Food Microbiology, 110 (1) 62-68. p.

RILEY M.A., WERTZ J.E. (2002): Bacteriocin diversity: ecological and evolutionary perspectives.
Biochimie. 84 (5-6) 357-364. p.

ROBERFROID M.B. (1999/a): What makes food functional? Volume 1, 3-10. p. In: Proceedings of the
Euro Food Chem X. Functional Foods — A New Challenge for the Food Chemist. Budapest

ROBERFROID M.B. (1999/b): Caloric value of inulin and oligofructose. The Journal of Nutrition, 129
(7) (Supplement) S1436-S1437. p.

ROBERFROID M.B. (2000): Defining functional foods. 9-27. p. In: GIBSON G. R., WILLIAMS C. M.
(Eds.): Functional food. Concept to product. Cambridge, England: Woodhead Publishing Ltd. and CRC
Press LLC 374. p.

ROSS R.P., DESMOND C., FITZGERALD G.F., STANTON C. (2005): Overcoming the technological
hurdles in the development of probiotic foods. Journal of Applied Microbiology, 98 (6) 1410-1417. p.

ROY D., CHEVALIER P., WARD P., SAVOIE L. (1991): Sugars fermented by Bifidobacterium infantis
ATCC 27920 in relation to growth and a-galactosidase activity. Applied Microbiology and Biotechnology,
34 (5) 653-655. p.

RYCROFT C.E., JONES M.R., GIBSON G.R., RASTALL R.A. (2001): A comparative in vitro
evaluation of the fermentation properties of prebiotic oligosaccharides. Journal of Applied Microbiology,
91 (5) 878-887. p.

SAARELA M., LAHTEENMAKI L., CRITTENDEN R., SALMINEN S., MATTILA-SANDHOLM T.
(2002/a): Gut bacteria and health foods — the European perspective. Infernational Journal of Food
Microbiology, 78 (1-2) 99-117. p.

SAARELA M., MATTO J., SANDHOLM M. T. (2002/b): Safety aspects of Lactobacillus and
Bifidobacterium species originating from human oro-gastrointestinal tract or from probiotics products.
Microbial Ecology in Health and Disease, 14 (4) 233-240. p.

SAARELA M., MOGENSEN G., FONDEN R., MATTO J., MATTILA-SANDHOLM T. (2000):
Probiotic bacteria: safety functional and technological properties. Journal of Biotechnology, 84 (3) 197-
215. p.

SAAVEDRA J.M., BAUMAN N.A., OUNG I, PERMAN J.A., YOLKEN R.H. (1994): Feeding of
Bifidobacterium bifidum and Streptococcus thermophilus to infants in hospital for prevention of diarrhoea
and shedding of rotavirus. The Lancet, 344 (8929) 1046-1049. p.

SALMINEN S. (1996): Uniqueness of probiotic strains. IDF Nutrition Newsletter 5 16-18. p.

130



SALMINEN S., OUWEHAND A.C., ISOLAURI E. (1998/a): Clinical application of probiotic bacteria.
International Dairy Journal, 8 (5-6) 563-572. p.

SALMINEN S., VON WRIGHT A., MORELLI L., MARTEAU P., BRASSART D., DE VOS W.,
FONDEN R., SAXELIN M. COLLINS K., MOGENSEN G., BIRKELAND S-E., MATTILA-
SANDHOLM T. (1998/b): Demonstration of safety of probiotics — a review. International Journal of
Food Microbiology, 44 (1-2) 93-106. p.

SALMINEN S., BOULEY C., BOUTRON-RUAULT M.C., CUMMINGS J.H., FRANCK A., GIBSON
G.R., ISOLAURI E., MOREAU M.C., ROBERFROID M., ROWLAND 1. (1998/c): Functional food
science and gastrointestinal physiology and function. British Journal of Nutrition, 80 (Supplement 1)
S147-S171. p.

SANDERS M.E. (1998): Overview on functional foods: emphasis on probiotic bacteria. International
Dairy Journal, 8 (5-6) 341-347 p.

SAVARD T., GARDNER N., CHAMPAGNE C.P. (2003): Growth of Lactobacillus and Bifidobacterium
cultures in a vegetable juice medium, and their stability during storage in a fermented vegetable juice.
Sciences des Aliments, 23 (2) 273-283. p.

SAXELIN M., CHUANG N.H., CHASSY B., RAUTELIN H., MAKELA P.H., SALMINEN S,
GORBACH S.L. (1996): Lactobacilli and bacteremia in southern Finland, 1989-1992. Clinical Infectious
Diseases, 22 (3) 564-566. p.

SCARDOVILV. (1981): The Genus Bifidobacterium. In: The Prokaryotes Vol 2 eds.Starr MP, Stolp H
et.al.,Springer-Verlag, New York:1951-1961. p.

SCHAAFSMA G. (1996): State of art concerning probiotic strains in milk products IDF Nutrition
Newsletter, 5 23-24. p.

SCHIFFRIN E.J., ROCHAT F., LINK-AMSTER H., AESCHLIMANN J.M., DONNET-HUGHES A.
(1995): Immunomodulation of human blood cells following the ingestion of lactic acid bacteria. Journal
of Dairy Science, 78 (3) 491-497. p.

SCHNELL N., ENTIAN K.D., SCHNEIDER U., GOTZ F., ZAHNER H., KELLNER R., JUNG G.
(1988): Prepeptide sequence of epidermin, a ribosomally synthesized antibiotic with four sulphide rings.
Nature, 333 (6170) 276-278. p.

SCHOLZ-AHRENS K.E., SCHAAFSMA G,. VAN DEN HEUVEL E.G.H.M., SCHREZENMEIR 1.
(2001): Effects of prebiotics on mineral metabolism. American Society for Clinical Nutrition, 73 (2)
Supplement 459S-4648S. p.

SERVIN A L., COCONNIER M-H. (2003): Adhesion of probiotic strains to the intestinal mucosa and
interaction with pathogens. Best Practice & Research Clinical Gastroenterology, 17 (5) 741-754. p.

SERVIN A.L. (2004): Antagonistic activities of lactobacilli and bifidobacteria against microbial
pathogens. FEMS Microbiology Reviews, 28 (4) 405-440. p.

SGORBATI B., BIAVATI B., PALENZONA D. (1995): The genus Bifidobacterium. 279-306. p. In:
WOOD B. J. B.,, HOLZAPFEL W. H. (Eds.): The genera of lactic acid bacteria, Volume 2. Glasgow,
England, Blackie Academic & Professsional, 398. p.

SHAH N.P. (2000): Probiotic bacteria: selective enumeration and survival in dairy foods. Journal of Dairy
Science, 83 (4) 894-907. p.

SHAH N.P. (2007): Functional cultures and health benefits. International Dairy Journal, 17 (11) 1262-
1277. p.

SHIMAMURA S., ABE F., ISHIBASHI N., MIYAKAWA H., YAESHIMA T., ARAYA T., TOMITA
M. (1992): Relationship between oxygen sensitivity and oxygen metabolism of Bifidobacterium species.
Journal of Dairy Science, 72 (12) 3296-3306. p.

SHU Q., GILL H.S. (2001): A dietary probiotic (Bifidobacterium lactis HN019) reduces the severity of
Escherichia coli O157:H7 infection in mice. Medical Microbiology and Immunology (Berlin), 189 (3)
147-152. p.

131



SHU Q., LIN H., RUTHERFURD K.J., FENWICK S.G., PRASAD J., GOPAL P.K., GILL H.S. (2000):
Dietary Bifidobacterium lactis (HN019) enhances resistance to oral Salmonella typhimurium infection in
mice. Microbiology and Immunology, 44 (4) 213-222. p.

SIEBER R., BUTIKOFER U., BOSSET J.O. (1995): Benzoic acid as a natural compound in cultured
dairy products and cheese. International Dairy Journal, 5 (3) 227-246. p.

SIMPSON P.J., ROSS R.P.,, FITZGERALD G.F., STANTON C. (2004): Bifidobacterium
psychraerophilum sp. nov and Aeriscardovia aeriphila gen. nov., sp. nov., isolated from a porcine
caecum. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 54 (2) 401-406. p.

SIMPSON P.J., STANTON C., FITZGERALD G.F., ROSS R.P. (2005): Intrinsic tolerance of
Bifidobacterium species to heat and oxygen and survival following spray drying and storage. Journal of
Applied Microbiology, 99 (3) 493-501. p.

SLACANAC V., HARDI J., PAVLOVIC H., CURZIK D., LUCAN M. (2007): Inhibition of growth of
Staphylococcus aureus by goat's and cow's milk fermented with Bifidobacterium longum BB-46. Acta
Alimentaria, 36 (2) 163-172. p.

SOMOS A. (1983): Zoldségtermesztés. Budapest: Mez6gazdasagi Kiado. 516. p.

SPENCE J.T. (2006): Challenges related to the composition of functional foods. Journal of Food
Composition and Analysis, 19 (Supplement 1) S4-S6 p.

STANTON C., GARDINER G., MEEHAN H., COLLINS K., FITZGERALD G., LYNCH P.B., ROSS
R.P. (2001): Market potential for probiotics. American Journal of Clinical Nutrition, 73 (2) 476-483 p.

STEWART-TULL D.E.S. (1980): The immunological activities of bacterial peptidoglycans. Annual
Reviews in Microbiology, 34 (1) 311-340. p.

SULTANA, K., GODWARD, G., REYNOLDA, N. ARUMUGASWAMY, R. PEIRIS, P.,
KAILASAPATHY, K. (2000): Encapsulation of probiotic bacteria with alginate-starch an d evaluation of
survival in simulated gastrointestinal conditions and in yoghurt. International Journal of Food
Microbiology 62 (1-2) 47-55. p.

SUMMA C., MCCOURT J., CAMMERER B., FIALA A., PROBST M., KUN S., ANKLAM E.,,
WAGNER K-H. (2008): Radical scavenging activity, anti-bacterial and mutagenic effect of cocoa bean
Maillard reaction products with degree of roasting. Molecular Nutrition of Food Research, 52 (3) 342-
351. p.

SZABO 1. (2001): Gyokérzoldségfélék. Budapest: Szaktudas Kiado Haz. 119. p.

SZEKER K., BECZNER J., HALASZ A., MAYER A., REZESSY-SZABO J.M. (2005): In vitro adhesion
of lactic acid bacteria and bifidobacteria to Caco-2 P and IEC-18 cells. Acta Alimentaria, 34 (1) 91-99. p.

SZEKER K., CSIBRIK-NEMETH E., KUN SZ., BECZNER J., GALFI P. (2007): Adhesion of lactic acid
bacteria to Caco-2 cells-evaluation of different detection methods. Acta Alimentaria, 36 (4) 365-371. p.

TAHRI K., CROCIANI J., BALLONGUE J., SCHNEIDER F. (1995): Effects of three strains of
bifidobacteria on cholesterol. Letters in Applied Microbiology, 21 (3) 149-151. p.

TALWALKAR A., KAILASAPATHY K. (2003): Metabolic and biochemical responses of probiotic
bacteria to oxygen. Journal of Dairy Science, 86 (8) 2537-2546. p.

TALWALKAR A., KAILASAPATHY K. (2004): The role of oxygen in the viability of probiotic bacteria
with reference to L. acidophilus and Bifidobacterium spp. Current Issues in Intestinal Microbiology, 5 (1)
1-8. p.

TALWALKAR A., KAILASAPATHY K., PEIRIS P., ARUMUGASWAMY R. (2001): Application of
RBGR - a simple way for screening of oxygen tolerance in probiotic bacteria. International Journal of
Food Microbiology, 71 (2-3) 245-248. p.

TAMINE A.Y., MARSHALL V.M., ROBINSON R.K. (1995): Microbiological and technological aspects
of milks fermented by bifidobacteria. Journal of Dairy Science, 62 (1) 151-187. p.

132



TARANTO M.P., MEDICI M., PERDIGON G., RUIZ-HOLGADO A.P., VALDEZ G.F. (1998):
Evidence for hypocholesterolemic effect of Lactobacillus reuteri in hypocholesterolemic mice. Journal of
Dairy Science, 81 (9) 2336-2340. p.

TEMMERMAN R., POT B., HUYS G., SWINGS J. (2002): Identification and antibiotic susceptibility of
bacterial isolates from probiotic products. International Journal of Food Microbiology 81 (1) 1-10. p.

TEO A.Y.-L., RAVISHANKAR S., SIZER C.E. (2001): Effect of low-temperature, high-pressure
treatment on the survival of Escherichia coli O157:H7 and Salmonella in unpasteurized fruit juices.
Journal of Food Protection 64 (8) 1122-1127. p.

TOURE R., KHEADR E., LACROIX C., MORONI O., FLISS L. (2003): Production of antibacterial
substances by bifidobacterial isolates from infant stool active against Listeria monocytogenes. Journal of
Applied Microbiology, 95 (5) 1058-1069. p.

TREJO F.M., MINNAARD J., PEREZ P.F., DE ANTONI G.L. (2006): Inhibition of Clostridium difficile
growth and adhesion to enterocytes by Bifidobacterium supernatants. Anaerobe, 12 (4) 186-193. p.

TRINDADE M.L, ABRATT V.R., REID S. (2003): Induction of sucrose utilization genes from
Bifidobacterium lactis by sucrose and raffinose. Applied and Environmental Microbiology, 69 (1) 24-32.

p-
TULASSAY T. (2004): Megel6zhetdk-e a civilizacios betegségek? www.mindentudas.hu/doc/tulassay,
2008.01.17.

TUOHY K.M., PROBERT H.M., SMEJKAL CH.W., GIBSON G.R. (2003): Using probiotics and
prebiotics to improve gut health. Drug Discovery Today, 8 (15) 692-700. p.

TUOMOLA E.M., SALMINEN S.J. (1998): Adhesion of some probiotic and dairy Lactobacillus strain to
Caco-2 cell cultures. International Journal of Food Microbiology, 41 (1) 45-51. p.

TYNKKYNEN S., SINGH K. V., VARMANEN P. (1998): Vancomycin resistance factor of Lactobacillus
rhamnosus GG relation to enterococcal vancomycin resistance (van) genes. International Journal of Food
Microbiology, 41 (3) 195-204. p.

UMESAKI Y., SETOYAMA H., MATSUMOTO S., OKADA Y. (1993): Expansion of alpha beta T-cell
receptor-bearing intestinal intraepithelial lymphocytes after microbial colonization in germ free mice and
its independence from thymus. Immunology, 79 (1) 32-37. p.

URALA N., LAHTEENMAKI L. (2007): Consumers’ changing attitudes towards functional foods. Food
Quality and Preference, 18 (1) 1-12. p.

VAGNARELLI P., SARIO A.D., CUZZONI M.T., MAZZA P., CARLI L.D. (1991): Cytotoxicity and
clastogenic activity of ribose-lysine browning model system. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
39 (12), 2237-2239. p.

VALIO (2006): Evolus® fermented milk drink. Functional products. www.valio.fi, 2007.11.17

VAN KRANENBURG R., KLEEREBEZEM M., VAN HYLCKAMA VLIEG J., URSING B.M,,
BOEKHORST J., SMIT B. A., AYAD E.H., SMIT G., SIEZEN R. J. (2002): Flavour formation from
amino acids by lactic acid bacteria: predictions from genome sequence analysis. International Dairy
Journal, 12 (2-3) 111-121. p.

VAN OPSTAL 1., VANMUYSEN S.C.M., WUYTACK E.Y., MASSCHLACK B., MICHIELS C.W.
(2005): Inactivation of Escherichia coli by high hydrostatic pressure at different temperatures in buffer
and carrot juice. International Journal of Food Microbiology, 98 179-191. p.

VANDENBERGH P.A. (1993): Lactic acid bacteria, their metabolic products and interference with
microbial growth. FEMS Microbiology Reviews, 12 (1-3) 221-238. p.

VENTLING B.L., MISTRY V.V. (1993): Growth characteristics of bifidobacteria in ultrafiltered milk.
Journal of Dairy Science, 76 (4) 962-971. p.

VENTURA M., VAN SINDEREN D., FITZGERALD G.F., ZINK R. (2004): Insight into the taxonomy,
genetics and physiology of bifidobacteria. Antonie van Leeuwenhoek, 86 (3) 205-223. p.

133



VERBEKE W. (2005): Consumer acceptance of functional foods: socio-demographic, cognitive and
attitudinal determinants. Food Quality and Preference, 16 (1) 45-47 p.

VERECZKEY G., GASZTONYI M., BIACS A. P. (1997): A tejsavasan fermentalt zoldséglevek
eléallitasa. Elelmezési Ipar. 51 (6): 180-182. p.

VESTERLUND S., PALTTA J., KARP M., OUWEHAND A.C. (2005/a): Adhesion of bacteria to
resected human colonic tissue: Quantitative analysis of bacterial adhesion and viability. Research in
Microbiology, 156 (2) 238-244. p.

VESTERLUND S., PALTTA J., KARP M., OUWEHAND A.C. (2005/b): Measurement of bacterial
adhesion — in vitro evaluation of different methods. Journal of Microbiological Methods, 60 (2) 225-233.
p-

VINDEROLA C.G., MOCCHIUTTI P., REINHEIMER J.A. (2002): Interactions among lactic acid starter
and probiotic bacteria used for fermented dairy products. Journal of Dairy Science, 85 (4) 721-729. p.

VINDEROLA C.G., PROSELLO W., GHIBERTO D., REINHEIMER J. A. (2000): Viability of probiotic
(Bifidobacterium, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei) and nonprobiotic microflora in
Argentinian Fresco cheese. Journal of Dairy Science, 83 (9) 1905-1911. p.

VON WRIGHT A., VILPPONEN-SALMELA T., LLOPIS M.P., COLLINS K., KIELY B., SHANAHAN
F., DUNNE C. (2002): The survival and colonic adhesion of Bifidobacterium infantis in patients with
ulcerative colitis. International Dairy Journal, 12 (2-3) 197-200. p.

WADSTROM T., ANDERSSON K., SYDOW M., AXELSSON L., LINDGREN S., GULLMAR B.
(1987): Surface properties of lactobacilli isolated from the small intestine of pigs. Journal of Applied
Microbiology, 62 (6) 513-520. p.

WAGNER K-H., DERKITS S., HERR M., SCHUH W., ELMADFA 1. (2002): Antioxidative potential of
melanoidins isolated from a roasted glucose-glycine model. Food Chemistry, 78 (3) 375-382. p.

WAGNER R.D., BALISH E. (1998): Potential hazards of probiotic bacteria for immunodeficient patients.
Bulletin de I’Institut Pasteur, 96 (6) 165-170. p.

WANG K.Y., LIC.S., PERNG D.S., SU Y.C., WU D.C., JAN C.M., WANG T.N., WANG W.M. (2004):
Effects of ingesting Lactobacillus and Bifidobacterium-containing yogurt in subjects with colonized
Helicobacter pylori. American Journal of Clinical Nutrition, 80 (3) 737-741. p.

WARD P., ROY D. (2005): Review of molecular methods for identification, characterization and
detection of bifidobacteria. Le Lait, 85 (1-2) 23-32. p.

YAMAZAKI S., MACHII K., TSUYUKI S., MOMOSE H., KAWASHIMA T., UEDA K. (1985):
Immunological responses to monoassociated Bifidobacterium longum and their relation to prevention of
bacterial invasion. Immunology, 56 (1) 43-50. p.

YEN G.C., CHAU C.F., LII D.J. (1993): Isolation and characterization of most antimutagenic Maillard
reaction products derived from xylose and lysine. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 41 (5)
771-776. p.

YILDIRIM Z., JOHNSON M.G. (1998): Characterization and antimicrobial spectrum of bifidocin B, a
bacteriocin produced by Bifidobacterium bifidum NCFB 1454. Journal of Food Protection, 61 (1) 47-51.
p-

YILDIRIM Z., WINTERS D.K., JOHNSON M.G. (1999): Purification, amino acid sequence and mode of

action of bifidocin B produced by Bifidobacterium bifidum NCFB 1454. Journal of Applied Microbiology,
86 (1) 45-54. p.

YOON K.Y., WOODAMS E.E., HANG Y.D. (2004): Probiotication of tomato juice by lactic acid
bacteria. Journal of Microbiology, 42 (4) 315-318. p.

YOON K.Y., WOODAMS E.E., HANG Y.D. (2005): Fermentation of beet juice by beneficial lactic acid
bacteria. Lebensmittel-Wissenschaft und -Technologie, 38 (1) 73-75. p.

YOON K.Y., WOODAMS E.E., HANG Y.D. (2006): Production of probiotic cabbage juice by lactic acid
bacteria. Bioresource Technology, 97 (12) 1427-1430. p.

134



ZALAN ZS., NEMETH E., BARATH A., HALASZ A. (2005): Influence of growth medium on hydrogen
peroxide and bacteriocin production of Lactobacillus strains. Food Technology and Biotechnology, 43 (3),
219-225. p.

ZHONG S-S., ZHANG Z-S.,WANG J-D., LAI Z-S., WANG Q-Y., PAN L-J.,, REN Y-X. (2004):
Competitive inhibition of adherence of enterotoxigenic Escherichia coli, enteropathogenic Escherichia
coli and Clostridium difficile to intestinal epithelial cell line Lovo by purified adhesin of Bifidobacterium
adolescentis 1027. World Journal of Gastroenterology, 10 (11) 1630-1633. p.

ZHOU J. S., PILIDGE C. J., GOPAL P. K., GILL H. S. (2005): Antibiotic susceptibility profiles of new
probiotic Lactobacillus and Bifidobacterium strains. International Journal of Food Microbiology, 98 (2)
211-217. p.

135



ANTIMIKROBAS HATAS KIMUTATASANAK DOKUMENTALASA

I/a. abra: A B. longum A4.8 torzs antimikrobas aktivitasa E. coli 0157:H7 (A) és Listeria
monocytogenes 4ab (B) torzzsel szemben

I/b abra: Bifidobaktériumok E. coli O157:H7 torzzsel szemben kifejtett antimikrobas
aktivitasa

TAPADASI VIZSGALATOK DOKUMENTACIOJA

-B-

I1. abra B. bifidum B3.2 torzs festédése hexidium-jodidos festéssel (1000x nagyitas)
A: Caco-2 sejtek is megfestodtek, baktériumok nehezen elkiilonithetok (beleolvadnak a
hattérbe)

B: A baktériumok nagy része jol megfestodott, elkiilonitheté és a Caco-2 sejtek nem
zavarjak az értékelést
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B. bifidum B3.2

B. bidum B7.1
B. lactis Bb-12 B. lon|um A4.9

B. lactis" B. breve'

I11. abra Bifidobaktériumok tapadasa Caco-2 sejtvonalhoz (Gram-festés, 1000x nagyitas)
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BIFIDOBAKTERIUMOK SZAPORODASA PASZTOROZOTT ES HHP
KEZELT REPALEVEKBEN

Sejtkoncentracio
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Teli jeldlok: sejtkoncentraciok; Ures jeldldk: pH értékek

IV. abra Bifidobaktériumokkal erjesztett pasztorozott (A) és a HHP kezelt (B)

s revr
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Szekér Krisztinanak és Csibrikné Németh Edindnak, hogy rengeteg segitséget nyujtottak a
tapadasi vizsgalatok elvégzésében.

Ko6szonom hallgatdimnak, Kaldenecker Krisztindnak, Nagy Zitanak, Bihari Editnek, Sasvari
Agnesnek, Vizi Timednak és Németh Szilvianak, hogy az altaluk elvégzett munkaval
hozzajarultak a dolgozatom eredményeinek megsziiletés¢hez.

Kiilon koszonettel tartozom Dalmadi Istvannak a nagy hidrosztatikus nyomasu kezelések
elvégzéséért.

Koszonetet szeretnék mondani Ibrahim Elmadfa és Karl-Heinz Wagner professzoroknak,
hogy lehetdvé tették a Maillard-reakcid termékekkel kapcsolatos vizsgalataimat.

Koszonettel tartozom Dr. Daood Hussein és Dr. Hajos Gyongyi' segitségéért az analitikai és a
gélelektroforézises vizsgalatok elvégzésében.

Koszonom Edesapam és Edesanyam biztatasat és timogatasat a doktori tanulméanyaim soran.

Ko6szondm paromnak, Farkas Gabriellanak biztatdsat, tiirelmét és nélkiilozhetetlen segitségét

a dolgozatom elkészitésében.
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