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1. BEVEZETES

Az emberek régi vagya, hogy a megszerzett, megtermelt taplalékat mind hosszabb
ideig megtartsa fogyaszthaté dllapotdban, s e probléma a mai napig foglalkoztatja.
Evszdzadok hosszd sordn 4t a kezdeti tapasztalati, megfigyelésen alapulé médszerekbdl
kiindulva fejlesztette az élelmiszertartositdst egészen a molekuldris mikrobioldgia és a
besugarzdsos tartositds dimenzidiba, mikozben az e témakorben szerzett tuddsa egyre
nagyobb lett. Mindazonaltal mdig megoldatlan €s Gjabb problémadk is léteznek - és lesznek is-,
amelynek megolddsa komoly kihivasok elé dllitja a ma és a jovo emberét is. Az élelmiszerben
bekovetkezd kémiai, fizioldgiai véltozdsok mellett a termék fogyasztisra vald
alkalmatlansdganak f6 okai a nem kivdnt mikroorganizmusok elszaporoddsa, az azok éltal
okozott negativ véltozdsok. Ezek kikiiszobolése az élelmiszer megfeleld taroldsdval részben
megoldhaté, de hosszabb ideig torténd tarolds esetén sziikséges a termék egyéb modon
torténd tartositdsa. Ez megoldhatd fizikai (hdkezelés/hokozlés, hdelvonds/, viztartalom-
csokkentés, sugdrzdsos tartdsitds), fizikai-kémiai (s6zds, pacolds, fiistolés, stb.) és kémiai
(tartésitoszerek adagoldsa) moddszerekkel, amelyek koziil sok a termék fizikai allagat, ill.
kémiai Osszetételét, ezdltal természetes mivoltat valtoztatja meg. A fogyasztok korében
azonban egyre inkabb megnd az igény a kémiai tartositoszerektol mentes, kiméletesen kezelt,
azaz ugymond ,természetes” élelmiszerek irdnt. Az élelmiszertartositas széles palettdjanak
része a bioldgiai tartésitds is, amely a termék természetes mikroflérdjan, és/vagy azok
antimikrobidlis termékein alapul, ezek segitségével novelve a termék Elettartamat és
biztonsdgat (STILES 1996). E célra leggyakrabban alkalmazott mikroorganizmus a
tejsavbaktérium, amely amellett, hogy széles korben megtaldlhaté a természetben, az emberi
béltraktus mikroflérdjanak is fontos tagja. Elelmiszer elédllitdsra, és -tartdsitdsra évezredek
ota alkalmazzdk, de hogy ezt maguk a tejsavbaktériumok végzik, csak mintegy mdasfél
évszéazada tudjuk (CAPLICE et al. 1999, ROSS et al. 2002). Ez id6 alatt szamos fontos dolgot
megtudtunk réluk, kezdve a metabolitjaiktdl a fermentacids tulajdonsagaikon és életiinkben
betoltott fontos szerepiikon 4t egészen a genetikajukig.

Azonban a napjainkban is megjelend, tejsavbaktériumokkal foglalkoz6 publikdciok
nagy szdma azt mutatja, hogy még szdmos ujdonsigot rejtenek magukban, foéleg ha
figyelembe vessziik, hogy egy nemzetségen beliil az egyes fajok, de azon beliill maguk a
torzsek is véltozatos, kiillonbozd tulajdonsdgokat mutathatnak. A tejsavbaktériumok egyik
legjelentdsebb €s legjobban vizsgélt nemzetsége a Lactobacillus-oké. E nemzetség tagjai
amellett, hogy egyes élelmiszereink természetes, hasznos mikroflérdjanak fontos szereploi és

ebbdl addéddan starter-, illetve védd kultirdk gyakori tagjai (DEVLIEGHERE et al. 2004,
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KATIKOU et al. 2005), bizonyitottan probiotikus tulajdonsdgokkal is rendelkeznek
(HOLZAPFEL & SCHILLINGER 2002, ISOLAURI et al. 2004, SZAKALY 2004). Ezért e
nemzettséggel foglalkozo6 kutatasok kiemelt jelentdséggel birnak.

A tejsavbaktériumok és a mikrobavildg egyéb tagjainak kapcsolatat sokan vizsgaltak,
mind a hatékony egyiittélés és az ebbdl ad6dé hasznos tulajdonsdgaik szempontjabdl
(MONTANO et al. 1997, CHEIRSILP et al. 2003), mind a szamunkra kéros (romldst okozo,
patogén) mikroorganizmusokra kifejtett gatlé hatdsuk szempontjabdl (LAITILA et al. 2002,
AMMOR et al. 2006). Elelmiszereink egyik f6 romldst okozéi a gombak nagyszami
orszdganak tagjai, a - koznapi neviikon - penészek és é€lesztok. A tejsavbaktériumok
egylittélését, hatdsit ezen gombdkra mdér sokan vizsgiltdk (DAMIANI et al. 1996,
GOURAMA & BULLERMAN 1997, LAITILA et al. 2002, NARVHUS et al. 2003,
SCHWENNINGER & MEILE 2004), mindazondltal ezen hatdsokat nagyban befolydsolja a
fajok, torzsek valtozatossdga, kiilonbozd viselkedése €s maga a kornyezet, amelyben ezen

hatdsokat vizsgaltak.

Ezért dolgozatom céljaul azt tztem ki, hogy a Lactobacillus nemzetség tagjai koziil
szelektédlok élesztd-szaporodds gitld tulajdonsdggal rendelkezd torzseket, s megvizsgdlom e
gatlo tulajdonsdg hatterét, az ebben részt vevd anyagcseretermékek tulajdonsdgat, tdpkozegtol
valo fiiggését, az élesztogatld tulajdonsidggal rendelkezd torzsekbdl kevert tenyészetek
kialakithatosagat €s e torzsek élelmiszeripari alkalmazhatésigat, kiilonos tekintettel a

zoldséglevek biotartositdsaban betdlthetod szerepiikre.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A tejsavbaktériumok altalanos jellemzése

A tejsavbaktériumok éltaldnosan a Gram-pozitiv baktériumok Firmicutes osztilydba
tartozé nem sporaképzd, palca-, vagy gomb alaki organizmusok, amelyek szénhidratokat és
magasabb rendli alkoholokat erjesztenek, foként tejsavva. Ezen heterotr6f baktériumok kozé
tartoz6 mikroorganizmusok kozos jellemzdje, hogy kizardlag tejsavas erjedéssel torténd
energianyerésre képesek, akar aerob, akir anaerob koriilmények kozott. Az oxigénhez vald
viszonyuk kiilonleges. Mint obligét erjesztok, valgjaban anaerobok, de elviselik az oxigén
jelenlétét is, tehat aerob koriilmények kozott is erjesztenek, szaporodnak. Ezért aerotolerans
anaeroboknak, olykor helyteleniil fakultativ aeroboknak, vagy mikroaerofileknek nevezik
Oket. A tejsavbaktériumok magjat a Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ¢és
Streptococcus nemzetségek alkotjdk, dm szdmos nemzetséget alakitottak ki e kordbbiakbdl,
mint a Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus, Qenococcus,
Tetragenococcus, Weisella illetve 1j nemzetségeket is leirtak, mint példaul az Abiotrophia,
Helcococcus, Desemzia. E nemzetségek kialakitdsa napjainkban molekuléris szempontok
alapjan torténik, igy az egyes nemzetségbe sorolt fajok alaktani €s élettani tulajdonsdgai
kozott kisebb-nagyobb eltérések vannak. A tejsavbaktériumok legnagyobb fajszamu és

leginkabb vizsgalt nemzetsége a Lactobacillus-oké (DEAK 1979, DEAK 2005).

2.1.1. Lactobacillus-ok

A Lactobacillus (Lb.) nemzetséget, mint nem sporaképz6, Gram-pozitiv, pdlca alaki
tejsavbaktériumok heterogén csoportjat tartjadk szamon (STILES & HOLZAPFEL 1997). A
lactobacillusok klasszikus felosztdsa azok erjesztési tulajdonsdgain alapul, ami szerint
megkiilonboztethetéek obligit homofermentativ, fakultativ heterofermentativ és obligat
heterofermentativ fajok. Az obligat homofermentativ torzsek a glikolizis ttvonalat hasznéljak
a cukrok lebontdsdra, és fO végtermékilk a tejsav, mig a heterofermentativok a 6-
foszfogliikkonsav/foszfoketoldz tton hasznositjdk a cukrokat, amibdl azonos mennyiségli
tejsav, etanol/ecetsav és szén-dioxid képzddik (AXELSSON 1998). A fakultativ torzsek
viszont amig a hexdézokat a glikolizisen keresztiill hasznositjdk, a pentézokat a 6-

foszfogliikkonsav/foszfoketoldz tuton. Az 1. tablazatban példaként feltiintettem néhdny, e



fermentéacids csoportokban taldlhat6 fajt, kiemelve az dltalam késObbiekben vizsgalt torzsek

fajait.

1. tdblazat: A Lactobacillus nemzetség, fermentacioés tulajdonsdgokon alapulé f6 csoportjai

(STILES & HOLZAPFEL 1997)

obligat homofermentativ fakultativ heterofermentativ obligat heterofermentativ
Lb. acidophilus Lb. casei Lb. brevis
Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus Lb. curvatus Lb. fermentum
Lb. helveticus Lb. plantarum Lb. kefir
Lb. delbrueckii subsp. Lb. rhamnosus Lb. reuteri
delbrueckii
Lb. kefiranofaciens Lb. paracasei subsp. paracasei |Lb. sanfrancisco

A Lactobacillus nemzetség heterogén abban a tekintetben is, hogy DNS-iikben a G+C
osszetétel 33-55 mol% kozott mozog (STILES & HOLZAPFEL 1997), amely tdvolsag
kétszerese az dltaldnosan elfogadott, egy nemzetségre vonatkoz6 Osszetételnek. Ezért
filogenetikailag 8 csoportot is megkiillonboztetnek a Lactobacillus nemzetségen beliil
(amelyeket egy-egy jellemzd fajrél neveztek el), ezeket a 2. tdbldzatban tiintettem fel, itt is

kiemelve az dltalam késébbiekben vizsgilt torzsek fajait.

2. tdblazat: A Lactobacillus fajok filogenetikai csoportjai és erjesztési médozatai (DEAK

2005)

) o o Erjedési méd szerinti fajok szama
Filogenetikai Egyeb faj (példa) Homofermentativ | Fakultativ | Heterofermentativ

Lb. buchneri hilgardii, lindneri 0 1 11
Lb. casei rhamnosus, paracasei 3 4 0
Lb. delbrueckii | acidophilus, helveticus 14 5 0
Lb. plantarum | alimentarius, pentosus 1 7 2
Lb. reuteri fermentum, vaginalis 0 0 12
Lb. sakei curvatus, graminis 0 4 0
Lb. salivarius | mali, murinus 7 5 0
Lb. brevis, bifermentans

0 3 1
coryniformis
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E tablazatbdl lathatd, hogy a Lactobacillus fajok kozti fejlodéstorténeti kapcsolatok alapjan
kialakithat6 filogenetikai csoportok €s az erjesztési modok kozott nagy atfedések vannak.
Molekuléris alapon tehat j6l meghatdrozhatéak az egyes fajok kozotti szorosabb illetve tdgabb
rokoni kapcsolatok, viszont az egyes fajok, és az egyes torzsek szintjén is fontos azok

viselkedésének, fermentacids tulajdonsagainak, termelt metabolitjainak vizsgélata.

2.2. Laktobacillusok az élelmiszerben

2.2.1. A kezdetek

Az taplalék tartdsitdsdnak igénye a torténelem el6tti idokbdl eredeztethetd, hiszen minden
bizonnyal mar a gytijtégetd emberben felmeriilt a kérdés, hogy hogyan tudnd az 6sszegylijtott,
zsdkmanyolt taplalékat elraktdrozni a természet nyujtotta tdpldlékban kevésbé gazdag
évszakokra, hosszabb iddre. Ez a probléma a letelepedd életformara, a mezdgazdasagi
termelésre torténd attérés utdn, a megtermelt taplalék-felesleggel még inkabb eldtérbe kertilt.
Tudjuk, hogy a tarsadalmi rétegzddés, a kezdeti civilizaciok kialakuldsanak egyik alappillére
az élelmiszerfelesleg megjelenése volt. Azonban az élelmiszerfelesleg elosztdsa, annak a
termelés helyérdl torténd elszéllitasa illetve hosszabb ideig vald taroldsa felerdsithette a
tartdsitds irdnti igényt. A korai civilizdcidk kialakuldsédnak helyén a szdraz éghajlat kedvezett
az alapvetd élelmiszer, a gabona taroldsdhoz, amelyet tapasztalati, empirikus médszerekkel
igen hatékony szintre fejlesztettek, amelyre j6 példa, hogy mar 5000 évvel ezelott a Kozel-
keleten a begyljtdtt gabonaszemeket vizhatlan kecskebdrrel légmentesen lezart agyag-
amforakban taroltdk (HULSE 2004). Azonban amellett, hogy a korai ember felismerte a
tarolds megfeleld koriilményeit, letette az é€lelmiszertartdsitds alapkoveit is. A hus, hal,
gytimolcs, zoldség napon torténd szdaritdsa utdn hamar rajott a sézds, sés leves pdcolds
tartositd hatdsdara is. Azonban eme, fOként a vizaktivitds csokkentésén alapulé mddszerek
mellett, a hasok tliz feletti egyidejii hokezeléses és fiistoléses tartdsitdsat szintén kordn
felfedezte (HUGO 1995). Ezek mellett olyan speciélis tartdsitasi eljardasokat is hasznélt a régi
korok embere, mint a dél-amerikai indidnok az Andok magas hegyein, ahol az alacsony
homérséklet, a szaraz levegd €s a kis atmoszférikus nyomds egyidejli hatdsdara megvalositotta
a burgonya-szeletek kezdeti fagyasztva-szaritdsit. Az Okori Rémdban a gyiimdlcsoket
mézben, és ahogy Seneca is megirta, a rdkokat az Appeninekrdl szarmazé hdéban tartdsitottak
(HULSE 2004). Bar a hiitve tarolds igénye és megvaldsitdsa jéval kordbbi, hiszen mar a
suméroktol, 4500 évvel ezeldttr6l fennmaradt irasos emlékek a Zagros hegységbdl szarmazo

jég segitségével kialakitott jégveremrdl szdélnak (HUGO 1995). Ezen legrégebbi
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élelmiszertartdsitasi technologidk kozé sorolhaté egy, szintén a mai napig hasznélt médszer, a

fermentacio.

2.2.2. A fermentacio

E tartdsitdsi modszerrdl a legkordbbi, mintegy 8000 éves feljegyzések a termékeny félhold
vidékérdl, a Tigris és Eufratesz folyok déltal kozrefogott teriiletrdl szdrmaznak, ahol e
technoldgiat a tej-fermenticiondl, a sajtkészitésnél alkalmaztik eldszor (CAPLICE &
FITZGERALD 1999, ROSS et al. 2002). Emellett a zoldségek fermenticidja is hasonléan
hosszi miltra tekint vissza, mind a Foldkozi-tenger vidékén, mind az Azsiai régiéban
(HULSE 2004). Természetesen e modszer is tapasztalati tton alakult ki, hogy mi médon kell
kezelni, tdrolni az egyes nyersanyagokat, hogy azok megdrizzék mindségiiket, illetve
kialakuljanak a kivant érzékszervi és allomanyi tulajdonsiagaik. Az ily médon kitapasztalt
modszert és megszerzett tudast azutdn generdciordl generdcidra adtdk tovabb, egy sziik koron
beliil. Evszdzadokon keresztiil alkalmaztik e fermenticiés mddszereket, kisebb
modositasokkal, egészen a XIX. szdzad kozepéig, amikor nagy attorés kovetkezett be. Ennek
egyik oka az ipari forradalom, az emberek nagyméretii koncentralédasa a varosokba, ahol méar
nem lehetett a kisméretli, hagyomdnyos technoldgidkkal kiszolgdlni az igényeket, illetve a
masik ok, a mikrobioldgia akkori nagyfoku fejlddése. Ekkor jottek rd a mikrobdk
fermentacidoban betoltott alapvetd szerepére, €s hogy miként Ilehet befolydsolni a
szaporodasukat, életmikodésiiket, ami dltal kialakithattdk a nagy, ipari méretli fermentacios
modszereket (CAPLICE & FITZGERALD 1999, ROSS et al. 2002). Az 1800-as évek végére
mir a hasonlé mikrobdk kiilonboz6é tulajdonsdgainak felismerésébdl kovetkezOen, a
starterkultdrdk kialakitdsa is megtortént. De mi is tulajdonképpen a fermenticié? Szigorian
véve olyan anaerob kémiai reakcidk csoportja, amelyben Osszetett, szerves komponensek
viszonylag egyszerli anyagga bontddnak le. Biologiai szempontbdl az €16 sejtek, azok enzimei
altal véghezvitt oxidéacids, anaerob lebonté folyamat, amelyben a tdpanyag-molekuldk (pl.
gliik6z) egyszeriibb anyagokka (savak, alkohol, szén-dioxid) alakulnak mikozben ez energiat
nydjt a sejteknek. Elelmiszertudomanyi szempontbdl tagabb értelmezést takar ez a sz6, mivel
a fermentdlt élelmiszerek olyan, a fogyaszt6 szdmdra kivanatos és biztonsigos,
mikroorganizmusok tevékenysége éltal 1étrejott termékek, amelyben a mikrobdk enzimei,
foként amilazok, protedzok, lipdzok, a nyersanyag poliszacharidjait, fehérjéit és lipidjeit nem
mérgez0 Aallomany-kialakit6-, 1{z-, illat-, és tdpanyagokkd hidrolizdljak, alakitjak
(STEINKRAUS 2002). Mindemellett a részleges oxidacié folytdn elegendd energiaforras

marad a termékben ahhoz, hogy meg0rizze tdpldlkozasi eldnyeit a fogyaszté szdmdra. A
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fermentélt élelmiszereket sokféleképpen lehet csoportositani, kezdve a nyersanyag fajtajatol
(pl. hus, tej, zoldség), a terméket kialakitdé mikrobdkon at (pl. baktérium, gomba), az azok
altal termelt anyagokig (pl. alkohol, tejsav, ecet). Az 3. tablazatban a teljesség igénye nélkiil,
néhany jelentdsebb fermentalt terméket, azok l1étrehozdsdban résztvevd mikroorganizmust és
a kiinduldsi nyersanyagot tiintettem fel, az élelmiszer elddllitisdnak helye mellett, amely
utébbibol jol l4thatd, hogy a fermentélt termékek a fold minden részén eldéfordulnak. A
fermentdcié eredeti és elsddleges célja a nyersanyag tartdsitdsa volt, ami a kiillonbdzo
tartésitasi modszerek fejlodésével - foként a nyugati orszdgokban - hattérbe szorult, s e
termékek elddllitdsat mar ,,csak” egyedi iziik, aromdjuk, dllaguk miatt végzik (CAPLICE &
FITZGERALD 1999).

. tablazat: Néhany jelentdsebb fermentalt élelmiszer (CAPLICE & FITZGERALD 1999)

Termék Eléfordulas Mikroorganizmus(ok) Nyersanyag
Kenyér Nemzetkozi Saccharomyces cerevisiae, élesztok, |Buza, rozs, mas
tejsavbaktérium gabondk
Gari Nyugat-Afrika Corynebacterium manihot, mas Manidka gyokér
élesztok, tejsavbaktérium (Lb.
plantarum, Streptococcus spp.)
Idli Dél-India Leuconostoc mesenteroides, E. Rizs
faecalis, Torulopsis, Candida,
Trichosporon pullulans
Kimchi Korea Tejsavbaktérium Képoszta,
z0ldségek, néha
tengeri hal, magvak
Szbjaszész  |Japdn, Kina, Filop- |Aspergillus oryzae vagy A. soyae, Széjabab és biza
szigetek Lactobacillus, Zygosaccharomyces
rouxii
Sajt Nemzetkozi L. lactis, S. thermophilus, Lb. Tej
shermanii bulgaricus,
Propionibacterium shermanii, néha
penészek (Penicillium spp.)
Joghurt Nemzetkozi S. termophilus Tej
Lb. bulgaricus
Fermentalt |Kozép-, és DéEI- Tejsavbaktérium (lactobacillusok, Altaldban sertés-,
szaldmi Eurdépa, Amerikai pediococcosok), katalaz pozitiv és/vagy marhahus,
Egyesiilt Allamok kokkuszok (S. carnosus, S. xylosus), |néha baromfi
néha élesztd és/vagy penész
Savanyu- Nemzetkozi Tejsavbaktérium (Ln. mesenteroides, |Kaposzta
kaposzta Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb.
curvatus, Lb. sake
Olajbogy6é |Mediterranum Ln. mesenteroides, Lb. plantarum Z61d olajbogy6
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A tartdsitds elsddlegesen a nem kivant, romldst okozé mikroorganizmusok novekedésének
gatlasidt célozza, melyet a fermentélt termékekben, a hasznos mikrofléra altal termelt
kiilonbozd anyagok végeznek, tobbek kozott az alkohol, a szén-dioxid, a szerves savak
(tejsav, ecetsav, stb.) és egyéb, szintén a mikrobdk altal kivalasztott antimikrobiélis anyagok
(pl.: bakteriocinek). A hatékonysagukat jol jelzi, hogy kifogdsolhat6é higiéniai koriilmények
kozott, szakmailag nem képzett személyek 4ltal, a trépusi vidékeken eldéllitott fermentalt
termékek is megfelel6 mikrobiologiai biztonsdggal rendelkeznek (STEINKRAUS 1997,
NOUT & SARKAR 1999). Ahogy az a 3. tdblazatbdl is l4thatd, igen sok fermentdlt termék
kialakitdsaban vesznek részt a tejsavbaktériumok, olyannyira, hogy a nyugati vilag legfobb

fermentalt termékei is veliik hozhat6 Osszefiiggésbe.

2.2.3. Tejsavbaktériumok a fermentaciéban

Amint azt a 2.2.2. pontban mar kifejtettem, a tejsavas fermentdcié gyakorlati alapjait a tej-
tartdsitas €s a sajtkészités kapcsdn raktdk le, mintegy 8000 éve, amit a zoldségek, majd a
hisok kovettek (CAPLICE & FITZGERALD 1999, ROSS et al. 2002, HULSE 2004). A
tejsavas fermentdcié széleskorti kialakuldsanak egyik oka, hogy az abban szerepet jatszé
tejsavbaktériumok daltaldnosan megtaldlhatok a természetben, tobbek kozott eldéfordulnak a
talajban, a vizben, a szennyvizekben, a tragydban, a ndvényeken €s novényi részeken. Ebbol
adédoéan, a nyersanyagok spontdn tejsavas fermenticidja, megfelelé koriilmények kozott,
konnyen bekovetkezik. Ezt mar a korai kultirdkban hasznositottdk, hiszen a fent emlitett
nyersanyagokon, illetve termékeken kiviil, olyan alapvetd élelmiszerben is szerepet jitszott,
mint a kovdszos kenyér, ahol a kovdszban a tejsavbaktériumok és élesztOk kiilonleges
okoszisztémadja alakul ki. A kovéaszrél mar a Biblia is ir (Méaté, 13:33), de dsatdsok igazoljék,
hogy Svijc teriiletén mar 5000 éve az altalanos tdpldlkozas része volt a kovédszos kenyér.
Mindemellett a kenyér elso folyékony véltozatai, a babiléniai és egyiptomi sorok is tejsavasan
fermentaltak voltak az alkoholos fermenticié mellett (STILES & HOLZAPFEL 1997). Az
évezredes alkalmazdsuk utdn az ujkori tuddésok figyelme is mdar kordn a tejsavas
fermentacidora, annak kutatdsdra irdnyult, s az elsO jelentds publikdciot e témédban Pasteur
jelentette meg, mar 1857-ben (SCHWARTZ 2001). Ezt nem sokkal késobb kovette az elsé
tiszta tejsavbaktérium kultdra kialakitdsa (1873), s 1890-ben mar tejsavbaktérium-
starterkultdrakat is alkalmaztak a sajtkészitéshez (STILES & HOLZAPFEL 1997). A tejsavas
fermentacioért felelds tejsavbaktériumok szénhidrat-lebonté folyamatainak végtermékei
azonban nemcsak a termék mikrobioldgiai biztonsdgaért felelosek, hanem az iz-, aroma-, és a

szerkezetkialakitasért is. A modern élelmiszeripar a tejsavbaktériumokat foként mar csak ez
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utébbi tulajdonsdgaik miatt alkalmazza, azonban napjainkban a természetes tartOsitas

jegyében ujra elotérbe keriiltek tartositd, mikrobagatld tulajdonsdgaik, azok vizsgélata.

2.2.3.1. Laktobacillusok a zoldséglé-fermentaciéban

A z0ldségek (amely elnevezés valgjaban egy konyhamiivészeti miisz6 és nem botanikai
kifejezés) tobbnyire olyan, lagyszari, emberi fogyasztasra alkalmas, a gyiimolcsokhoz képest
kevésbé édes novények, novényi részek, amelyek fogyaszthatéva tételéhez 4ltalaban
sziikséges azokat valamilyen eljards ald vetni. Ugyanakkor természetes savtartalmuk is olyan
kicsi, hogy az élelmiszer-romlast okozé mikroorganizmusoknak idedlis szubsztritot
jelentenek (BATTCOCK & AZAM-ALI 1998). E ,problémdk™ kikiiszobolésére s6zzik,
ecettel savanyitjdk a zoldségeket, am egy természetesebb mddja ennek a tejsavas fermentécio.
A tejsavbaktériumok, amellett, hogy a fermentacié soran tartésitjdk a zoldségeket, novelik az
emészthetdségét, jobb izt, aromat adnak neki, nagyobb hozzdadott értékili terméket képeznek a
szubsztratb6l és egészségi szempontbdl is javitjak azt (KAROVICOVA et al. 2005). A
megfeleld6 mindségli nyersanyagon kiviil ezért igen fontosak a zoldség fermenticidjaban
résztvevld tejsavbaktériumok tulajdonsiagai. Noha bizonyos esetekben a zoldségek spontian
tejsavas fermentéacidjaval is megfeleld mindségli, gyakran egyedi karakterli termékeket lehet
eldallitani, mindazondltal az &4lland6 mindség €és a mikrobioldgiai biztonsdg érdekében
hasznos a starter kultirdk alkalmazasa. A megfeleld starterkultdrdk irdnti kivanalmakrol, azok
szelekcidjar6l mar sok publikdcié sziiletett, melyekben megfogalmaztik a starter torzsek
biztonsdgossdganak, a gyors szaporodds és pH csokkentés, a hatékony antimikrobidlis
termékek termelésének fontossdgat, amellett, hogy alacsony biogén amin képzdk (sot, estleg
biogén amin bontok), kis hidrogén-peroxid termeldk legyenek és antinutritiv komponensek
lebonté képességével is rendelkezzenek (BUCKENHUSKES 1993, HALASZ et al. 1999,
KAROVICOVA et al. 1999, SPICKA et al. 2002, BARATH et al. 2004, LEROY et al. 2004,
TOLONEN et al. 2004). A szilard, darabolt zdldségek tejsavas fermentdcidja altal 1étrejott
termékek (savanyukdposzta, kovdszos uborka, olajbogyd, stb.) mellett a zoldségek
feldolgozasabol késziilt levek fermenticidjaval lehet megdrizni és a fogyasztdé szdméra
elérhetdvé tenni a zoldségek hasznos taplalkozéstani értékeit.

A fermentélt zoldséglevek eldallitdsdéhoz a Lactobacillus nemzetség fajainak hasznalata
egyrészt abbdol addédik, hogy megtaldlhatok magukon a zoldségeken, illetve a spontdn
fermentdlt termékekben (JIMENEZ-DIAZ et al. 1993, MAIFRENI et al. 2004, RANDAZZO
et al. 2004), mdsrészt e nemzetség tagjai nagymértékben kutatott és a kiilonbozd

fermentdcidokban gyakran haszndlt mikroorganizmusok (CAPLICE & FITZGERALD 1999,
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LEAL-SANCHEZ et al. 2003), valamint természetes szereplSi az egészséges emberi
bélfléranak is (ISOLAURI et al. 2004, SALMINEN et al. 1998). Ez utébbi okbdl a
Lactobacillus-ok nemzetségének tagjait, mint probiotikus fajokat tartjdk szdmon, s
alkalmazzak is Oket a fogyaszté bélflorajara, igy egészségére is kedvezOen haté termékek
elédllitasara. Mindemellett a tejsavbaktériumok az 4ltaldnosan biztonsdgosnak elismert
(GRAS) mikroorganizmusok csoportjdba tartoznak (SCHNURER & MAGNUSSON 2005).

A laktofermentélt zoldséglé tehat 6tvozi a zoldségekben taldlhaté vitaminok, dsvanyi-, és
rostanyagok tdplalkozasélettani elonyeit a tejsavbaktériumok bélflorara kifejtett pozitiv
hatdsaival, mindamellett, hogy egy  konnyebben emésztheto, izletesebb,
élelmiszermikrobioldgiailag biztonsagosabb terméket kapunk. Igy a zoldséglé egy idedlis
élelmiszer-matrix, a tejsavbaktériumok természetes kozegben torténd viselkedésének,

metabolittermelésének, mikrobagétld aktivitdsdnak vizsgdlatara.

2.2.4. Laktobacillusok hasznos szerepe az élelmiszeriparban

Amint azt a 2.2.3. pontban emlitettem, a tejsavbaktériumok, és koztik a Lactobacillus
nemzetség tagjai, sz€éles korben el6fordulnak a természetben és részt vesznek az ember altal
mar évezredek oOta fogyasztott fermentélt termékek kialakitdsdban. Mivel az emberiség
kezdetektol fogva fogyasztja e termékeket és ezdltal az azok kialakitdsaban résztvevo
mikroorganizmusokat, kétség sem férhet hozzd, hogy a fermenticidés folyamatokban
résztvevd tejsavbaktériumok nincsenek semmiféle negativ hatdssal az emberre, sOt,
Metchnikoff o6ta tudjuk, hogy a fermentdlt tej j6tékony hatdssal bir az ember bél-
mikroflorajara, ezaltal egészségére (KALANTZOPOULOS 1997, PARVEZ et al. 2006).
Azéta nyilvanvalovd valt, hogy a tejsavbaktériumok fontos szerepet toltenek be
bélrendszeriink mikroflérdjaban és egészségiink fenntartasaban.

A mai élelmiszeripar az évezredes tapasztalat alapjdn szintén alkalmazza a
tejsavbaktériumokat, ezen beliil a lactobacillusokat, azonban mar tudatosan, és fOként starter
vagy védokultdraként. El6forduldsuk és alkalmazisuk igen széleskorti az élelmiszereket

tekintve, amelyet néhany példan keresztiil a 4. tablazatban tiintettem fel.
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4. tablazat: Laktobacillusok az élelmiszeriparban

Elelmiszeripari termék

Faj

Forras

Lb. delbrueckii subsp. lactis,

Lb. helveticus, Lb. casei,

LEROY & DE VUYST 2004,
KASIMOGLU ET AL. 2004

Sajtok

Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus, Lb. acidophilus

Lb. delbrueckii subsp. LEROY & DE VUYST 2004,
Joghurt bulgaricus, Lb. acidophilus., SCHILLINGER ET AL. 2005

Lb. johnsonii, Lb. paracasei

Fermentalt, probiotikus tej

Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb.
rhamnosus, Lb. johnsonii, Lb.

delbrueckii subsp. bulgaricus,

CAPLICE & FITZGERALD
1999, LEROY & DE VUYST
2004

Kefir

Lb. kefir, Lb. kefiranofacies, Lb.

brevis, Lb. fermentum, Lb.
kefiri, Lb. parakefiri, Lb.

plantarum

LEROY & DE VUYST 2004,
WITTHUHN ET AL. 2005

Fermentalt szalami

Lb. sakei, Lb. curvatus, Lb.
plantarum, Lb. pentosus, Lb.

casei

AYMERICH ET AL. 2000,
LEROY & DE VUYST 2004,
AMMOR & MAYO 2007

Fermentalt zoldségek
(képoszta, uborka, olajbogyo,
stb.)

Lb. plantarum, Lb. pentosus,

Lb. fermentum, Lb. casei

LEAL-SANCHEZ ET AL.
2003, LEROY & DE VUYST
2004, RANDAZZO ET AL.
2004

Kovaszos kenyér

Lb. sanfransiscensis, Lb.
farciminis, Lb. fermentum, Lb.
brevis, Lb. plantarum, Lb.
amylovorus, Lb. reuteri, Lb.
pontis, Lb. panis, Lb.
alimentarius, Lb. fructivorans,

Lb. johnsonii

MESSENS ET AL. 2002,
LEROY & DE VUYST 2004

Rizs bor

Lb. sakei

LEROY & DE VUYST 2004
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2.2.5. A laktobacillusok karos élelmiszeripari tevékenysége

Meg kell emliteni azonban, hogy a tejsavbaktériumok jelenléte és tevékenysége nem minden
élelmiszerben hasznos, egyes élelmiszeripari termékek esetében romlast okozoként tartjak

szamon Oket. Néhany példa karos tevékenységeikre:

— Részt vesznek a pacolt, a vdkuum-csomagolt hiskészitmények romlasaban (Lb. sake,
Lb. curvatus) (BIRO et al. 1979, BORCH et al. 1996)

—  Osszefiiggésbe hozhaték a marinalt és a vakuum-csomagolt halak romlédsaval (Lb.
sake, Lb. curvatus, Lb. alimentarius) (LYHS et al. 1999, 2001)

— A hotlird lactobacillusok a dobozolt félkonzervek hdkezelést tiléld mikroflérajanak
tagjai, mindségromlast és foként szinvaltozast okozhatnak

— A nyers és pasztorozott tejben, a tej nem kivant savanyoddsdhoz jarulhatnak hozza

— A soOrben savanyodast, ecetesedést, nem teljes kierjedést, nytldssdgot, mellékszagot,
rossz izt okozhatnak (Lb. brevis, Lb. lindneri, Lb. curvatus, Lb. casei, Lb. buchneri, Lb.
coryneformis, Lb. planturum) (JESPERSEN & JAKOBSEN 1996)

— A bordszatban a nagy erjedési homérséklet kisérdjeként fellépd tejsavas erjedés, és
ennek kovetkeztében a borokban keletkezd tejsav iz okoz6i

— Nagy mennyiségben képezhetnek biogén amint az élelmiszerekben

A legutols6 karos tulajdonsidgukra részletesebben is kitérek a kovetkezOkben, mivel amig a
felsorolds kordbbi tagjai észrevehetd mindségi romldssal kapcsolatosak, addig a nagy
mennyiségben termelt biogén amin jelenléte kozvetleniil nem érzékelhetd, de ugyanakkor

elfogyasztva stlyos egészségiigyi problémékat okozhat.

2.2.5.1. A laktobacillusok biogén amin termelése

A biogén aminok olyan alacsony molekulatomegii, bioldgiailag akiv, természetes, szerves
bazisok, amelyek altalanosan eléfordulnak az €16 organizmusokban €s ott szdmos alapvetd
funkcidval rendelkeznek. A normélis metabolikus aktivitds eredményeként képzddnek illetve
bontédnak le a mikroorganizmusoktél kezdve a ndvényekben és az dllatokban is (HALASZ et
al. 1999a, SUZZI & GARDINI 2003). A biogén aminok 4&ltaldban az aminosavak
dekarboxildcidjaval képzOddnek, de aldehidek és ketonok amindcidjaval vagy
transzamindcidjdval is kialakulhatnak (SANTOS 1996). A legfontosabb biogén aminok az

alifds putrescin, kadaverin, spermin, spermidin, az aromds tiramin, feniletilamin és a
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heterociklikus hisztamin €s triptamin. Egyes biogén aminok, mint a putrescin, spermidin,
spermin és kadaverin igen fontos szerepet toltenek be a nukleinsavak miikddésének
szabdlyozasdban, a fehérjeszintézisben €s a membranok stabilizaldsaban is, igy az él0 sejtek
nélkiilozhetetlen komponensei (SANTOS 1996). Ebbdl kovetkezéen szamos élelmiszerben,
ugymint a gylimolesok, zoldségek, hus, hal, csokolddé, tej, természetes mddon eléfordulnak a
nyersanyag endogén aminosav dekarboxildza daltal, de mindemellett az élelmiszerekben
eléforduld dekarboxildz-pozitiv mikroorganizmusok is nagy mennyiségben képezhetik
(SUZZI & GARDINI 2003). Ezért ez ut6bbi ténybdl kiindulva, a magas biogén amin tartalom
a nem fermentdlt élelmiszerekben j6 indikdtora lehet a mikrobiol6giai romlasnak. A
fermentalt élelmiszerekben el6forduld véltozatos mikrofléra egyes tagjai képesek biogén
amin-termelésre, koztiik a tejsavbaktériumok is, igy azon termékek tobbsége, amelyben e
baktériumok el6fordulnak, jelentds mennyiségli putrescint, kadaverint, hisztamint és tiramint
tartalmazhat (SANTOS 1996). Az egyes vizsgélatok azt mutatjdk, hogy ezen aminok koziil a
tejsavbaktériumok legnagyobb mennyiségben tiramint képeznek (BARATH et al. 1999,
BOVER-CID & HOLZAPFEL 1999, SUZZI & GARDINI 2003). Mindazonéltal meg kell
emliteni, hogy nem csak a biogén amin termelésben, de annak lebontdsdban, mennyiségének
csokkentésében is részt vehetnek a lactobacillusok egy termék esetén (SPICKA et al. 2002.,
SUZZ1 & GARDINI 2003). A biogén amin tartalom Onmagiban nem okoz egészségiigyi
problémakat, mivel az emberi szervezet a bevitt biogén aminokat az amin oxiddzokkal
gyorsan hatdstalanitja, viszont abban az esetben, ha az elfogyasztott étel nagy mennyiségii
amint tartalmaz, vagy a lebontds természetes folyamata gatolddik illetve genetikai
hidnyossdgbol adédéan nem mikodik, sdlyos egészségiigyi problémdkat okozhat. A
leggyakoribb és legkdzismertebb biogén amin okozta élelmiszermérgezések a hisztaminnal
hozhatSk Ssszefiiggésbe (SANTOS 1996, HALASZ et al 1999b), ezért én ennek vizsgalatat

tartottam kiemelten fontosnak kisérleteim soran.

2.2.5.2. A hisztamin

A hisztamin (2-(4-imidazol)etilamin) a hisztidin aminosavbdl szarmaztathaté bioldgiailag
aktiv amin. Fontos szerepet jatszik az emberi szervezet mitkodésében mint neurotranszmitter,
illetve kozremiikodik a helyi immunvéilaszban és a bélrendszer fizioldgiai funkcidinak
szabdlyozasaban (WIKIPEDIA). Az emldsokben, igy az emberben is, a hizdsejtek és a bazofil
garnulocitdk tartalmaznak nagy mennyiségben hisztamint, ami kiszabadulva e sejtekbdl,
€élettani értelemben is jelentds hatdst fejt ki oly médon, hogy a 1€gz6-, emésztési-, ér-, és

immunrendszer €s a bor sejtjeinek membranjin taldlhat6é receptorokhoz kapcsolddik, amely
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altal allergias illetve egyéb reakcidkat valt ki. Az €lelmiszerrel elfogyasztott hisztamin szamos
uton katabolizalodhat a szervezetiinkben, tobbek kozott a mono-, ill. diamin-oxidazok és a
hisztamin-metil-transzferdzok altal, amely folyamatok a bélrendszerben és a mdjban mennek
végbe. Azonban ha nagy mennyiségli hisztamint fogyasztunk el, illetve giatolva vannak a
lebonté folyamatok, akkor e biogén amin a periféridlis erek kitdgulasat idézi eld, ezéltal
borpirt, alacsony vérnyomadst, fejfajast okozva. Tovdbbd a bélrendszeri simaizmok
0sszehuzodasat is indukdlja, ami gyomorgorcsot, hasmenést, hanyast okozhat (LEHANE &
OLLEY 2000).

A hisztamin el6forduldsa a nem fermentdlt élelmiszerekben, ahogy azt kordbban emlitettem,
J6 indikatora lehet a mikrobiologiai romlasnak. Mindazondltal egyes taplalékaink
tartalmazhatnak nagyobb mennyiségii hisztamint, természetes modon is, mint példdul a
tengeri halak (ahol annak normdl mikroflérdja képes nagy mennyiségben termelni), de
bizonyos mennyiségben el6fordul mashol is, példaul a paradicsomban, a spenét levélben,
hisban (HALASZ et al. 1994, SANTOS 1996). A fermentdlt élelmiszerekben a mikrobak
tevékenysége altal nagyobb mennyiségli hisztamin is eléfordulhat, ezt mutatja, hogy a halak
utdn a sajtok a hisztamin-mérgezéssel leggyakrabban 0Osszefiiggésbe hozott termékek.
Tovabba bizonyos tipusi szaldmik fermenticidja és érése alatt figyeltek meg novekvo
hisztamin-tartalmat (SANTOS 1996, SUZZI & GARDINI 2003), de a borokban és sérokben
is mértek (SANTOS 1996, LANDETE et al. 2005).

A tejsavbaktériumok és koztiikk a Lactobacillusok hisztamintermeld képességét mar tobben
kimutattak kiillonféle élelmiszerekbdl, kezdve a sajttél, a hison at a borokig (SANTOS 1996,
ROIG-SAGUES et al. 2002, MORENO-ARRIBAS et al. 2003, LANDETE et al. 2005,
PIRCHER et al. 2006). A Lactobacillus-ok szamos faja kozt taldlhatok hisztamin-termeldk,
mindazondltal ugyanazon fajon beliil is az aminosav-dekarboxildz jelenléte és miikodése
torzs-specifikus, az adott torzstdl fiiggd tulajdonsag (SUZZI & GARDINI 2003). Ezért fontos
a fermentécidhoz, starterkultiraként hasznalt torzsek mindegyikének vizsgélata, hisztamin-

termeld képességiik szempontjabol.

2.3. A laktobacillusok antimikrobialis termékei

A tejsavbaktériumok - és koztik a Lactobacillus-ok - altal termelt egyes komponensek
antimikrobidlis hatékonysdgat és pontos hatdsit nehéz meghatarozni egy olyan komplex
rendszerben, mint egy élelmiszer, mivel ezen komponensek mind a kornyezettel, mind
egymassal kolcsonhatdsban fejtik ki hatasukat. Sok esetben e komponensek egyiittesen,

szinergens hatdst mutatva okoznak gatlist (OUWEHAND 1998, NIKU-PAAVOLA et al.

20



1999). Az egyes anyagok gatld hatdsat és annak mechanizmuséat kiilon-kiilon, in vitro
rendszerekben hatdroztik meg, igy egy Osszetett rendszert jelentd élelmiszerben hatdsukat
egyiittesen, az adott kornyezeti paramétereknek megfeleléen fejtik ki. Ezért az egyes
tejsavbaktériumok, illetve az éltaluk termelt komponensek hatdsdnak vizsgdlata mindig az

adott koriilmények kozott sziikséges.

2.3.1. Tejsav

E baktériumok legfontosabb végterméke, ahogy az a neviikben is szerepel, a tejsav.
Energidjukat a tejsavas fermentidcion keresztiil nyerik, azaz leegyszerlsitve, az
€letsziikségleteikhez, szaporoddsukhoz sziikséges energidt a szénhidriatok tejsavva
alakitasabol nyerik, tehdt a tejsavtermelés alapvetOen sziikséges szamukra. A kornyezetbe
kivalasztott tejsav ott fejti ki Osszetett gatld aktivitasat. Alapvetd és elsddleges hatdsa gyenge
sav tulajdonsdgabdl ered, mivel lecsokkenti a kornyezet pH-jat, ami altal sok, neutralis pH-
kedveld mikroorganizmus szaporoddsat gitolja. Masrészrdl a tejsav, lipofil tulajdonsaga okén,
képes egyes mikroorganizmusok membranjan atjutni és a sejtplazméban, annak neutrdlis pH-
jan, hidrogén-kationnd és sav-anionnd disszocidlnak, az igy képzddott ionok pedig mar nem
tudnak 4thatolni a membrdnon, igy kijutni sejtbdl, ezéltal felhalmozdédnak a citoplazmaban,
lesavanyitva azt. Ez a folyamat szdmos médon gétolja a sejt miikodését, kezdve a membran
roncsoldsatol az alapvetd metabolikus reakcidk gatldsan és a sejten beliili pH homeosztazisra
kifejtett stresszen 4t a toxikus sav-anionok felhalmozédasdig (ADAMS & NICOLAIDES
1997, BRUL & COOTE 1999). Ugyanakkor a gyengesav-hatdsnak Kkitett sejt megprébalja
helyredllitani a belsé pH-jat a protonok eltdvolitdsdval, a kornyezetbe torténd kipumpalasaval,
amit féként a plazmamembrdn H'-ATP4zukkal visznek végbe, azonban ez energiaigényes
mivelet, mely energidt az egyéb életmiikodésétdl, ezaltal szaporoddsatdl von el (LAMBERT
& STRATFORD 1999). A Gram-pozitiv sejtek esetén a nem-disszocidlt savak konnyen
atjutnak a sejtmembranon, kifejtve hatdsukat, azonban a Gram-negativ sejtek szerkezetileg
nagyban kiilonb6zd, kettés membrannal rendelkezd sejtfala bizonyos védelmet nyujt e
sejteknek. Ez utobbi baktériumok esetén azt tapasztaltdk, hogy a tejsavnak permeabilizald
hatdsa van a kiils6 sejtmembranra (ALAKOMI et al. 2000), amely tulajdonsdgot kombinalva
egy mdsik antimikrobialis komponenssel, szinergens hatds érhetd el, ahogy azt NYKANEN és
munkatarsai (1998) is kimutattak tejsav €s nizin tartalmu savé kombindlt alkalmazésa esetén.
Az élesztokre szintén, a fent leirtak szerint, gatlélag hatnak a gyenge szerves savak, de egyes
éleszt8k is képesek a savas kdrnyezethez vald alkalmazkodasra. Ezt egyrészt szintén a H'-

ATPéaz plazmamembran fehérjék fokozott miikodésével magyarazzak (HOLYOAK et al.
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1996), masrészt egy feltételezhetden membranhoz kapcsol6déd transzport rendszerrel, amely a
sav-anionokat tavolitja el a sejt belsejébdl (BRUL & COOTE 1999). Mindemellett fontos,
hogy a gyenge szerves savak, mikrobagitlé hatdsukat csak alacsony pH értéken fejtik ki,
mivel a pH emelkedésével egyre jobban disszocidlnak és igy mar nem képesek athatolni a
sejtmembranon. A tejsav disszocidcios allanddja (pKa) 3,86, vagyis ez az a pH érték, ahol a
disszocidlt és nem disszocidlt savak koncentriciéja azonos. Amint az az 5. tdblazatbdl is
latszik, a pH emelkedésével drasztikusan csokken a még disszocidlatlan dllapotban 1évo
savmolekuldk ardnya, egytttal azok antimikrobidlis hatdsa, tehét a tejsav - és altalanossagban

a gyenge savak - e tulajdonsdgara jelentds befolyassal bir a kornyezet pH-ja.

5. tdblazat: A nem-disszocidlt savak ardnya kiilonb6zd pH értékeken, %-ban kifejezve (LIND
et al. 2005)

pH értékek
Szerves savak 3 4 5 6 7
Tejsav 88 42 6,8 0,72 0,07
Ecetsav 98 85 37 5,4 0,57

2.3.2. Ecetsav

A heterofermentativ tejsavbaktériumok képesek nagyobb mennyiségben ecetsavat is termelni,
amely gyengébb sav (pKa 4,75), mint a tejsav (pKa 3,86), de mivel a pH emelkedésével egy
bizonyos értékig kevésbé disszocidl, jobban kifejti antimikrobidlis tulajdonsdgat (5. tdblazat).
Ennek koszonhetéen jobb antimikrobidlis és ezen beliil antifungdlis hatdst tulajdonitanak az
ecetsavnak (CAPLICE & FITZGERALD 1999, MESSENS & DE VUYST 2002, CORSETTI
et al. 2007), amit a LIND és munkatarsai (2005) éaltal azonos pH-n mért, élesztokre és
penészekre vizsgalt minimdlis géatlé koncentrdcié is bizonyit. Hatdsmechanizmusat tekintve
azonos a tejsavndl leirtakhoz.

Ugyanakkor megfigyelték, hogy a tej és ecetsav keveréke nagyobb antimikrobidlis hatdssal
bir, mint az egyes savak kiilon-kiilon (OUWEHAND 1998). Ezt azzal magyardzzak, hogy a
kornyezet pH-jdnak emelkedésekor el0szor a tejsav disszocidl, ezdltal a pH-t csokkenti, illetve
elég savas értéken tartja ahhoz, hogy az ecetsav megdrizze nem-disszocidlt formdjit és igy

kifejthesse antimikrobidlis tulajdonsagat.
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2.3.3. Szén-dioxid

Szintén a heterofermentativ tejsavbaktériumok éltal, sztochiometrikusan 1 mol hex6zbdl 1
mol menyiségben termelt anyag a szén-dioxid. Pontos antimikrobidlis hatdsmechanizmusa
még nem ismert, mindazondltal egyrészt Osszefiiggésbe hozhaté azzal, hogy anaerob
kornyezetet hoz létre, ami akadalyozza az obligat aerob mikroorganizmusok novekedését
azaltal, hogy gitolja az enzimes dekarboxilaciot €s a sejtmembrinnal kapcsolatba 1épve,
zavart okoz annak dateresztoképességében, illetve csokkenti a sejten beliili pH-t
(OUWEHAND 1998, AMMOR 2006). Emellett a szén-dioxid megndvekedett parcidlis
nyomdsdnak Onmagdban sajatos antimikrobidlis hatisa van (ADAMS & NICOLAIDES
1997). Az egyes mikroorganizmusoknak kiilonb6z0 a szén-dioxid érzékenysége: mig a
penészek és az oxidativ gram-negativ baktériumok igen érzékenyek r4, addig a
lactobacillusok és néhany élesztd nagy toleranciat mutat. Ugyanakkor alacsony
koncentricioban stimuldlé is lehet néhdny baktérium novekedésére (CAPLICE &
FITZGERALD 1999). A szén-dioxid mikroorganizmusokra kifejtett gatlé hatasit hasznéljak
ki az élelmiszerek moédositott és a szabdlyozott 1égterli csomagoldsa esetén is (ADAMS &

NICOLAIDES 1997).

2.3.4. Etanol

Az etanolt ugyancsak a heterofermentativ tejsavbaktériumok képezhetik, amely vegyiiletnek
koztudottan antimikrobidlis hatdsa van, mindazondltal olyan kis koncentraciéban termelik,
hogy annak mikroba-gétlé hatdsa minimalis (ADAMS & NICOLAIDES 1997, CAPLICE &
FITZGERALD 1999).

2.3.5. Hidrogén-peroxid

A tejsavbaktériumok, oxigén jelenlétében, a flavoprotein-oxiddz, illetve a nikotinamid-
adenin-dinukleotid-peroxiddz aktivitdsuk daltal hidrogén-peroxidot szintetizalnak, és mivel
katalaz negativ voltuk miatt nem képesek elbontani, az felhalmozdédhat kornyezetiikben és
kifejti gitl6 aktivitdsat. Antimikrobidlis hatdsat egyrészt az eredményezheti, hogy a
szulfhidril-csoportok oxiddci6javal szamos enzimet denaturdl, masrészt a membran lipidek
er6s oxidacidjaval, annak atjarhatésagat novelik, a sejtbe jutva pedig a fehérjékre fejt ki
oxidécios hatdst (OUWEHAND 1998, CAPLICE & FITZGERALD 1999, AMMOR 2006).

Ugyanakkor a hidrogén-peroxid prekurzor lehet a szuperoxid-, és a hidroxil szabad gyokok
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képzddéséhez, amelyek képesek a DNS-t roncsolni (AMMOR 2006). Emellett a hidrogén-
peroxid aktivdlja a friss tej laktoperoxiddz rendszerét, ami hipothiocianat €s mas
antimikrobidlis anyagok képzésével jar egyiitt (CAPLICE & FITZGERALD 1999). A
hidrogén-peroxid gatlé aktivitdsa azonban nagyban fiigg a koncentraciéjatdl, illetve olyan
kornyezeti paraméterektdl, mint a pH és a hdmérséklet (BRUL & COOTE 1999). Ugyanakkor
mivel a hidrogén-peroxid igen aktiv, erds oxiddcids tulajdonsagu vegyiilet, a tdptalajban,
illetve az élelmiszerben taldlhaté aktiv enzimrendszerek és antioxiddnsok 4ltal gyorsan
lebontddik, igy egy komplex maétrixban kifejtett antimikrobidlis hatdsa kérdéses (CAPLICE &
FITZGERALD 1999). Emellett az egyes mikroorganizmusok is képesek kivédeni az erds
oxidacios hatdst: mig a baktériumok a kataldz-aktivitdsuk altal csokkentik a hidrogén-peroxid
koncentraciojdt, addig az élesztok szamos moddon képesek védeni magukat, tobbek kozott a
szuperoxid-dizmutdz-, kataldz-, citokrom c peroxiddz-, és glutation reduktdz enzimeikkel

(BRUL & COOTE 1999).

2.3.6. Diacetil

A tejsavbaktériumok a citrat metabolizmusa sordn termelnek diacetilt (OUWEHAND 1998,
AMMOR 2006). Alapvetden e vegyiiletet, mint fontos aromakomponenst hatdroztdk meg
szamos fermentalt tejtermékekbdl. Szamos mikroorganizmussal szemben leirtdk gatlé hatasét
is, de a gram-negativ baktériumok, élesztok és penészek nagyobb érzékenységet mutattak ra,
mint a gram-pozitiv baktériumok (ADAMS & NICOLAIDES 1997, OUWEHAND 1998,
AMMOR 2006). G4tl6 hatdsat az arginin-felhasznélds zavardsin keresztiil éri el oly mddon,
hogy az arra érzékeny sejt arginin-kotd fehérjéivel kapcsolatba 1épve, akadalyozza annak
normdlis mitkodését (OUWEHAND 1998, CAPLICE & FITZGERALD 1999). Mindazonaltal
a fermentalt termékekben ritkan ér el olyan koncentracidt, hogy annak jelentds antimikrobidlis
hatdsa legyen, s észlelhetd gatlast is csak olyan koncentraciéban mutat, ami jéval meghaladja
az érzékszervileg elfogadhaté értéket (ADAMS & NICOLAIDES 1997, CAPLICE &
FITZGERALD 1999).

2.3.7. Bakteriocinek

A tejsavbaktériumok 4ltal termelt bakteriocinek olyan riboszémadlisan szintetizalt és
extracelluldrisan kivalasztott, elsddleges vagy moddositott, fehérjejellegli, altalaban 30-60
aminosavbol 4all6 petidek vagy peptid komplexek, amelyeknek baktericid vagy

bakteriosztatikus hatdsuk van rokon fajokkal szemben. Aktivitdsuk viszonylag szik

24



spektrumd, tobbnyire csak a sajat, vagy a kozeli rokon fajokra fejtik ki hatdsukat (CAPLICE
& FITZGERALD 1999, AMMOR 2006). E bioaktiv fehérjejellegli anyagok genetikailag
kodoltak, mely gének kromoszoman, plazmidon, vagy transzpozonon helyezkedhetnek el,
ahol a bakteriocin termeléséért és a termeld sejt immunitasaért felelés gének egy operonban
csoprtosulnak. Egy ilyen operon dltaldban kdédolja a bakteriocin szerkezeti peptidjeit, a
bakteriocin membridnon keresztiili transzportjat-, és a termeld torzs szdmdéra immunitdst
biztosité fehérjéket, a szabdlyozd fehérjéket, valamint a mdédosuld bakteriocinek esetén az
aktivva valds folyamatdnak enzimeit, illetve segitd fehérjéket (CHEN & HOOVER 2003). A
bakteriocinek csoportositdsdban dsszetételiik, molekulatomegiik és hotiird-képességiik jatszott

szerepet, ami alapjan 4 f0 csoportba lehet besorolni dket, amelyeket a 6. tdblazat foglal 6ssze.

6. tablazat: A tejsavbaktériumok dltal szintetizalt bakteriocinek osztidlyai (OUWEHAND
1998, CLEVELAND et al. 2001, CHEN & HOOVER 2003)

Osztdly Alosztaly Bakteriocin Termelo faj Tulajdonsdg
(példa)
I A nizin Lactococcus (Lc.) Megnyult Lantibiotikumok ,
lactis . . ..
lactocin S Lactobacillus sake peptidek, pozitiv - kicsi (< 5 kDa),
toltéssel, lantionint €s béta-
porusokat képez a metil-lantionint
membranban tartalmazo
B cinnamycin Streptomyces Kicsi, gobmb alakui peptidek,
cinnamoneus peptidek, meenvilt
ancovenin Streptomyces ssp.  specifikus gny
enzimeket gatol
I IIa pediocin PA-1, Pediococcus Listeria-val Kis
AcH acidilactici . . .,
sakacin A, P b, sake szemben aktivak  molekulatomegii
<10 kD
IIb lactococcin G, M Lc. lactis Két, kiilonbozd (<10 2),
.. lantioni
plantaricin A, S,  Lb. plantarum peptidbél 4116 antionint nem
EF, JK .. tartalmazo,
bakteriocinek
o ) ) héstabil peptidek,
Ilc acidocin B Lb. acidophilus
I helveticin J Lb. helveticus nagy molekuldja (> 30 kDa)
hoérzékeny fehérjék
v Osszetett bakteriocinek: fehérjék
lipiddel és/vagy szénhidrattal
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A termeld sejtbdl kijutva, a bakteriocinek elsddleges célpontja a tobbi baktérium
sejtmembranja. Egyes bakteriocineknek ehhez sziiksége van specidlis receptor-fehérjékre a
memranban (II osztdlyba tartozok), mig mds bakteriocineknek (I osztdlyba tartozok) csak
megfelel6 membranpotencidl sziikséges, hogy kapcsolddni tudjanak a célsejt membranjahoz.
Ott poérusokat képeznek, amely egyrészt csokkenti a membran potencidlt, megzavarja a sejt
energia-ellatasat, noveli a membréan 4tjarhatésigat, igy a porusokon keresztiil a sejt kisebb
molekuldi kidramolnak, mig a nagyobb molekuldk erre nem képesek, a viz azonban bejut a
sejtbe, novelve az ozmotikus nyomdst, amely végiil sejt-lizist okoz (OUWEHAND 1998). A
transzport folyamatok ilyetén megzavardsaval (gatolva a prekurzorok bejutdsat és segitve az
esszencidlis kis molekuldk kidramldsat) kozvetve megzavarjdk az RNS-, DNS-, és
fehérjeszinézist.

Aktivitasukat tekintve az 1 osztidlyba tartozé bakteriocinek meglehetdsen széles korti
baktérium-gétlé tulajdonsaggal rendelkeznek. Az olyan kozeli rokon fajokon kiviil, amelyek
az Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, és Streptococcus
nemzetségbe tartoznak, gatld hatdssal birnak olyan, kevésbé kozeli rokonsdgban 1évd gram-
pozitiv baktériumokkal szemben is, mint példaul a Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus és a Clostridium botulinum. A 1l osztdlyba tartozd bakteriocinek
sziilkebb aktivitdsi spektrummal rendelkeznek, d&ltaldnosan csak az Enterococcus,
Lactobacillus, Pediococcus nemzetség fajait gatoljak, illetve a Ila alosztaly tagjai a Listeria
fajokat is, bar némelyikiik képes a Staphylococcus aureus, Bacillus spp., és a Clostridium
spp. gatlasara is (CHEN & HOOVER 2003). Lathatd, hogy a bakteriocinek szdmos,
élelmiszerekben eldforduld patogén gram-pozitiv mikroorganizmus szaporoddsat gatoljak,
azonban a gram-negativ baktériumokra nem hatnak, illetve csak abban az esetben, ha azok
kiils6 membranja is atjarhatéva valik, pl. hokezeléssel, fagyasztassal, atjarhatésagot biztositd
anyagok alkalmazdsaval (NYKANEN et al. 1998, ALAKOMI et al. 2000, CHEN &
HOOVER 2003), arra azonban nincs megbizhaté bizonyiték, hogy a barmiféle hatdsuk lenne
élesztOkre vagy penészekre (MAGNUSSON 2003).

A termeld sejtek védelmiiket sajat bakteriocinjeikkel szemben az immunitdst biztosito
fehérjéken keresztiil érik el, amelyek génje, mint kordbban emlitettem, egyiitt irédik at a
bakteriocin-termelés tobbi génjével. Eme immunitdst biztositd fehérjék tobbnyire a
sejtmembranhoz kapcsolddva fejtik ki védd hatdsukat, megakaddlyozva a bakteriocinek
porusképzését a termeld sejten, illetve a membranba beékelddd bakteriocineket visszajuttatja
a sejten kiviilre (CHEN & HOOVER 2003). Azonban termeld torzson kiviil, szdmos maés
mikroorganizmus is rezisztens a bakteriocinekre, amelynek tobb magyarédzata is lehet: egyes

baktériumok, sejtfalosszetételiik megvéltozdsaval nyernek rezisztencidt (OUWEHAND 1998,
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BRUL & COOTE 1999); a gram-negativ baktériumok esetén, azok sejtfalanak kiilsd
membranja védi a sejtet a bakteriocinek kozvetlen hatdsat6l (ALAKOMI et al. 2000); mas
mikroorganizmusok (pl. Bacillus spp., gombdk) az éltaluk kivélasztott proteolitikus enzimek
aktivitdsa altal vannak védve az antimikrobidlis peptidektdl; mig a Saccharomyces cerevisiae
esetén pedig azt tapasztaltdk, hogy sejtfaluk tartalmaz olyan fehérjéket, amelyek meggatoljak
a nizin poruskialakitasat (DIELBANDHOESING et al. 1998).

Itt kell megemliteni, hogy a bakteriocinek, illetve a bakteriocin termeld tejsavbaktérium
torzsek alkalmazdsét a jovo egyik lehetséges természetes tartdsitdsi modjaként tartjadk szamon.
Ugyanis a fogyasztok korében egyre inkdbb nd az igény a természetes élelmiszerek irdnt,
amelyek kémiai tartésitoszer mentesek ¢és kiméletesen kezeltek, de ugyanakkor
mikrobioldgiailag is biztonsdgosak. Ez komoly kihivés elé allitja az élelmiszer-el6allitokat,
amelynek egyik megolddsa a biotartésitds lehet, azon beliil is a bakteriocinek
tulajdonsagainak kiaknazasa. E célra, azaz a bakteriocinek élelmiszertartdsitisban torténd

alkalmazdaséra, harom lehetséges médot fogalmaztak meg (SCHILLINGER et al. 1996):

— Bakteriocin-termel6 tejsavbaktériumok starter-, vagy védOkultiraként torténd beoltdsa
az élelmiszerbe (bakteriocin in situ termelés)

— Tisztitott vagy részlegesen tisztitott bakteriocinek tartositoszerként torténd adagoldsa
az élelmiszerbe

— Bakteriocin-termel6 torzzsel eléfermentalt termék OsszetevOként torténd alkalmazasa

az élelmiszer eloallitasaban

A bakteriocin termeld torzsek illetve a bakteriocinek hatékonysdgat foként hus-, és
tejtermékeken, néhdny esetben pedig zoldségeken vizsgdltdk, illetve alkalmazzdk is
(SCHILLINGER et al. 1996, CHEN & HOOVER 2003). Azonban a bakteriocinek viszonylag
szik antimikrobidlis spektruma, illetve annak mérsékelt volta miatt, f6 alkalmazhat6sagi

teriilete minden bizonnyal a kombindlt tartdsitds (CHEN & HOOVER 2003).

Az egyik legkordbban felfedezett és legjobban vizsgdlt, tejsavbaktérium &ltal szintetizalt
bakteriocin a Lactococcus lactis éltal termelt nizin. 1928-ban figyeltek fel jelenlétére, s 1951-
ben mar élelmiszer-tartositoként torténd alkalmazasanak lehetdségét vizsgaltdk. Azota a nizin
6 kiilonb6zd form4jat fedezték fel (nizin A, B, C, D, E és Z), leirtdk aminosav-Osszetételét,
szerkezetét, s kereskedelmi forgalomban is kaphatd, mint élelmiszer tartdsito, NisaplinTM
néven. A nizin (amelynek neve egyébként a termeld faj kordbbi osztdlyozdsa szerinti

/Streptococcus N csoport/ nevébdl ered, mint , N gitlé anyag” /N inhibitory substance/) a
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bakteriocinek csoportositdsa szerint az I osztdly A alosztdlydba tartozik, gatlé aktivitdsat a
kozeli rokon fajokon kivill a Listeria, Staphylococcus, Bacillus és Clostridium fajokkal
szemben fejti ki, illetve ez utobbi kettd spordinak kindvését is gatolja. Azonban a gram-
negativ baktériumokra, élesztokre €s penészekre nincs hatdssal. Toxikoldgiai vizsgélatai
negativ eredményt adtak, amibdl kdvetkez6en ma mar mintegy 50 orszdgban engedélyezett,
mint élelmiszer adalék (nemzetkodzileg a FAO/WHO engedélyezte a hasznalatit 1969-ben),
eurOpdban E 234-es szdmu élelmiszer-adalékként tartjak szdmon. Eziddig ez az egyetlen
bakteriocin, amelynek alkalmazésat széleskoriien engedélyezik az élelmiszertartdsitas terén.
Foként tejtermékek és konzerv-ételek tartdsitisaban jatszik szerepet. Hatékonysigat és
alkalmazhatosdgat korlatozza, hogy neutrdlis illetve ahhoz kozeli pH-n elvesziti gatld

tulajdonsagat (CHEN & HOOVER 2003, DELVES-BROUGHTON 2005).

2.3.8. Antifungalis fehérjék

A természetben széleskorlien el6fordulnak riboszémalisan szintetizalt antifungélis peptidek,
fehérjék, kezdve a novényektdl (novényi defenzinek, lipid transzfer proteinek, zeamatin, PR
fehérjék) a rovarokon (drosomycin, holotricin) és kétéltiieken at (magainin, dermaseptin) az
emldsokig (defenzin, protegrin, lactoferricin). Ez aldl természetesen a mikroorganizmusok
sem kivételek. Ilyen mikrobidlis gombaellenes fehérje példaul a Bacillus subtilis altal termelt
iturin, a Pesudomonas syringae altal szintetizalt syringomycin, a Streptomycesek éltal
kivalasztott nikkomycin és polyoxin, de ide tartoznak a szdmos é€lesztd éltal termelt killer
fehérjék, vagy mas néven killer toxinok. Az antifungdlis peptidek hatdsmechanizmusa igen
valtozatos: némelyik a gomba sejtfal-polimerjének felbomldsit okozza, més a
sejtmembranhoz kotodve poérusokat alakit ki abban, de a sejtbe jutva a riboszomadkat is
roncsolhatja, géitolja a DNS szintézist, illetve vannak olyan peptidek, amelyek a
sejtfalszintézist, az azt alkoto gliikkdn és kitin bioszintézisét gatoljak (DE LUCCA & WALSH
1999, SELITRENNIKOFF 2001).

Noha a tejsavbaktériumok daltal riboszomdlisan szintetizalt antibakteridlis fehérjéket, a
bakteriocineket mar igen behatdéan tanulmanyoztak €s sok cikk megjelent réla, mindazonaltal
a tejsavbaktériumok dltal termelt antifungélis fehérjékrdl csak kevés publikicid lelhetd fel.
Ezek tobbsége is leginkdbb csak a penészekre kifejtett gatld aktivitdsuk vizsgalatirdl szol
(SCHNURER & MAGNUSSON 2005).

A Lactobacillusok &ltal termelt fehérje-jellegli anyagok élesztokre kifejtett hatdsaval
kapcsolatban OKKERS és munkatarsai (1999) mutattak ki egy olyan, Lactobacillus pentosus

TV35b torzs altal szintetizalt bakteriocin-szerli peptidet, amely gatlé aktivitdst mutatott a
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Clostridium sporogenes, Clostridium tyrobutyricum, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus sake, Listeria innocua, Propionibacterium acidipropionici fajok
torzseivel szemben, amely bakteriocin jelleget feltételez, de ugyanakkor két Candida albicans
torzs szaporoddsat is gatolta, ami antifungdlis tulajdonsdggal is felruhdzta ezt a pentocin
TV35b-nek nevezett peptidet.

A Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis Si3 torzs Debaryomyces hansenii var.
hansenii, Saccharomyces cerevisiae €s Kluyveromyces marxianus var. marxianus torzsekre
kifejtett gatlé hatdsat MAGNUSSON és SCHNURER (2001) egy 3 kDa molekulatomegii
fehérjejellegli komponensre vezette vissza.

STROM és munkatdrsai (2002) pedig a Kluyveromyces marxianus, Candida albicans,
Debaromyces hansenii, és Rhodotorula mucilaginosa élesztok szaporodasat gatld
Lactobacillus plantarum MiLAB 393 torzs feliilisz6jabol mutattak ki ciklikus dipeptideket,
amelyeknek az antifungdlis aktivitdst tulajdonitjdk. E ciklikus dipeptidek szerkezetileg
hasonlitanak més mikroorganizmusok 4ltal termelt antifungalis peptidekre (DE LUCCA &
WALSH 1999), s gitlo koncentracidjuk is hasonl6 volt a mar masok altal vizsgdlt antifungdlis
fehérjékéhez (STROM et al. 2002).

Eme fent emlitett antifungdlis fehérjejellegi komponensekre jellemzd, hogy kis
molekulatomegii, hotlird, peptid-jellegli gatldé anyagok. Ugyanakkor ATANASSOVA és
munkatérsai (2003) egy kozel 45 kDa molekulatomegii, hélabilis bakteriocin-szerti anyagrol
szamoltak be egy Lactobacillus paracasei subsp. paracasei M3 torzs esetén, amely Bacillus
subtilis és Lactobacillus delbrueckii torzsek mellett negativan hatott Candida albicans,
Candida blankii, Candida pseudointermedia és Saccharomyces cerevisiae torzsek
szaporodasara is.

E kevés szamu publikdcié is bizonyitja, hogy a Lactobacillus fajok termel(het)nek
antifungdlis fehérjejellegli anyagokat, de mindazonéltal azt is lathat6, hogy ezen anyagok
tulajdonsagaikban igen kiilonboznek egymastél s gyakran nem lehet kategérikusan
elkiiloniteni Oket a bakteriocinektdl. Ugyanakkor eme, tejsavbaktériumok 4ltal termelt
antifungdlis komponensek teriilete még csak kis mértékben vizsgalt, noha egy ilyen hatékony,

fehérjejellegli gomba-gatl6 anyag sikeres lehet a temészetes tartdsitas terén.

2.4. Az élesztogombakrol

Az élesztdgombdk a gombdkon beliill a valédi gombdkhoz tartozd, egyszerii eukaridta
szervezetek. Feltételezés szerint a kiillonb6zd rokonsdgui fonalas gombakbol alakultak ki

hosszd morfolégiai atalakulds, egyszerlisodés eredményeként. EbbOl kovetkezOen az
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élesztogomba név nem jelol meghatdrozott rendszertani egységet. Az élesztégombak fogalma
€s csoportja torténelmileg alakult ki a XIX. szdzad masodik felében, az alkoholos italok
erjesztésével, a kenyér és a tésztdk kelesztésével kapcsolatban megismert egysejti,
sarjadzdssal szaporodd, spérdkat is képzé mikroszkopikus kicsinységli szervezetekre
vonatkoztatva. Az élesztdgombdk tobbsége fakultativ anaerob. Mint heterotrdf, tobbségiikben
szaprofita szervezetek, az élesztdgombdk valtozatos éldhelyeken megtaldlhatok a
természetben, foként a novényi anyagokon (virdgokban, leveleken, gylimolcsokon, fak
nedvében), de kisebb-nagyobb szdmban mindig megtaldlhatok a talajban, a vizekben, a
levegdben is, valamint az allatok kiiltakardjan és emésztdcsatorndjaban és az emberi szervezet
normdlis mikrobiotdjaban. E széles korli eléforduldsa, csak Ggy, mint a tejsavbaktériumoknal,
predesztindlja ez élelmiszerekben valé el6forduldsukat is. Az élesztdgombak tobbségére
jellemzd alkoholos erjedést és a vele jaré szén-dioxid-termelést az ember mar 6sidok Ota
ismeri és felhasznélja (kenyérkelesztés, alkoholos italok készitése). Az élelmiszeriparban
azonban az élesztdgombak gyakran a nyersanyagok, a késztermékek karos, romlédst okozd

mikroorganizmusai is (DEAK et al. 1980, DEAK 1998).

2.4.1. Az élesztogombak alkalmazasa az élelmiszeriparban

A tejsavbaktériumokhoz hasonléan az élesztdgombdk is régéta részt vesznek az emberiség
taplalékkialakitdsdban. Az alkoholos fermenticiét mar ismerték és alkalmaztik 4000-6000
évvel ezeldtt a sumérok és egyiptomiak bor és sorkészitésre, s utébbiak a kenyér-kelesztést is
felfedezték (ROSS et al. 2002). A mikrobioldgia és a fermentacids technikdk fejlédésével a
19. szazad végén, a 20. szazad elején az élesztot alkalmazo fermentécid ipari méretiivé notte
ki magat. Napjainkban az élelmiszeriparban az élesztoket foként a sorgyartisban, a
bordszatban, a szeszgyartisban, a kenyérgyartisban, a siitd-, és takarmanyéleszto
elallitasban, a tejiparban és a széjaszdszkészitésben alkalmazzak (DEAK 1998). Az
élesztdgombak hasznos és nélkiilozhetetlen szerepe kétségbevonhatatlan, latva, hogy olyan
alapvetd élelmiszer elddllitdsaban vesznek részt, mint a kenyér, s nekik kdszonhetjiikk a nem
kis mennyiségben elfogyasztott alkoholos italokat is. Az élelmiszeripar az élesztdgombak
szlik csoportjat alkalmazza csak, amelyek koziil is kiemelkednek a felhasznalas tekintetében a

Saccharomyces fajok (sor-, bor-, szesz-, kenyérgyartas, siitoéélesztd elddllitas).
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2.4.2. Romlast okozo élesztégombak

Az élesztogombdk hasznos tevékenysége az élelmiszeriparban jol ismert, azonban sokféle
élelmiszer romldsat is eldidézhetik, ezzel nagy gazdasdgi veszteséget okozva. Becslések
szerint a viladg élelmiszertermelésének 5-10%-a az €lesztok €s penészek okozta romlds miatt
vész karba (SCHNURER & MAGNUSSON 2005). Az élesztégombak féként a nagy
erjeszthetd cukortartalmu (pl. gyiimolesok, uiditoitalok) illetve az olyan élelmiszerek legfobb
romlasokoz6i, amelyekben nem kedvezdek a koriilmények a baktériumok szaporodasahoz (pl.
kis pH-jd, alkoholos, nagy cukorkoncentraciéji termékek) (DEAK 1998).

Az élelmiszerekben mintegy 50-100 élesztofaj fordul eld (zoldségeken 60-80 kiilonbozo faj),
azonban egy adott termékben csak koriilbeliil 10-20 kiilonbozd élesztofaj taldlhatd, azok
koziil is csak egy, vagy néhany vadlik a romlas f6 okozéjava. Az élelmiszerekben
leggyakrabban el6fordulé élesztdgomba a Saccharomyces cerevisiae, amelyet erds
erjesztoképessége tehet romldsokozévd, viszont az extrém kornyezeti koriilményeknél
eléfordulé romlassal mas élesztOket hoznak Osszefiiggésbe, mint példaul a Debaryomyces
hansenii-t kis vizaktivitds és nagy soékoncentracidé esetén, a Zygosaccharomyces rouxii-t
magas cukortartalomnadl, a Zygosaccharomyces bailii-t ecetsav-, €s tartdsitoszertiirése miatt
(DEAK 1998, BETTS et al. 2000).

Napjainkban a fogyasztok természetesebb élelmiszerek irdnti igényét kielégitve alacsonyabb
dozisu tartdsitészer-adagolast és kiméletesebb tartdsitasi eljarasokat alkalmaznak, ugyanakkor
az élesztok egyre novekvo szamban valnak rezisztenssé az egyes tartdsitoszerek irant, amely
folyamatok hatdsaként napjainkban novekszik az élelmiszerek élesztdk altal okozott

romldsanak szdma (LOUREIRO 2000, SCHNURER & MAGNUSSON 2005).
2.4.3. A vizsgalt élesztokrol
2.4.3.1. Candiddk

A Candida nemzetség a legnagyobb fajszamu élesztOnemzetség, amelynek mintegy 170 tagja
van (DEAK 1998). Fajai széles korben megtaldlhatok az élelmiszerekben, melyek koziil
sokban a termék kialakitasaért, izanyagaiért felelnek. Tobbek kozott megtaldlhatok a
fermentalt szaldamikban (GARDINI et al. 2001, SUZZI & GARDINI 2003), sajtok feliiletén
(PEREIRA-DIAS et al. 2000, CORSETTI et al. 2001), és nem utolsé sorban a kefir
kialakitasaban is aktivan részt vesznek (RODRIGUES et al. 2005, WITTHUHN et al. 2005).
Azonban elszaporodva, romlast is okozhatnak a sajtokon (PEREIRA-DIAS et al. 2000), és
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gytimolcslevekben is (TCHANGO et al. 1997). A Candiddk k6zott azonban vannak humén
korokozok is, a gombas fertdzések 10 %-at e nemzetség fajainak tulajdonitjak, melyek koziil
kiemelkedik a Candida albicans faj (DEAK 1998, CSANK & HAYNES 2000, DOROCKA-
BOBKOWSKA et al. 2003).

A Candida famata (teleomorf Debaryomyces hansenii) fajt tobbek kozott kimutattdk
sajtokon, olyannyira jellemzden, hogy példaul VAN DEN TEMPEL és JAKOBSEN (1998) a
dan Danablu sajton ezt a fajt taldltdk a domindnsnak, de MINERVINI és munkatarsai (2001)
is tobb tejtermékbdl kimutattdk, ugyanakkor BELAK és munkatdrsai (2004) nyers
sargarépalébdl azonositottak Candida famata-t. E fajt ritka humdn patogénként is szdmon

tartjak (WAGNER et al. 2005).

A Candida glabrata (korabban Torulopsis glabrata) a normdl humén fléra része,
mindazondltal a 21. szdzad jelentds patogénjének tartjdk (FIDEL 2001). Ez a leggyakoribb
gombafaj, amit vérbdl izoldlnak, s a kandididzisos esetek 20 %-at e faj szamldjara irjak
(CSANK & HAYNES 2000). Ugyanakkor élelmiszerben is eléfordul, HERNANDEZ és
munkatarsai (2007) példdul spontdn fermentdlt olajbogyd paclevébdl izoldltak Candida

glabrata fajt.

2.4.3.2. Kluyveromyces marxianus var. lactis

A Kluyveromyces marxianus faj (anamorf Candida kefyr) zsir- és fehérjebont6 képességének
koszonhetéen altaldnosan megtaldlhaté a tejtermékekben, azok természetes éloflordjaként,
tobbek kozott a sajtokon, (VASDINYEI 2005), a kefirben (RODRIGUES et al. 2005,
WITTHUHN et al. 2005), ugyanakkor elsddleges szerepet jatszik a joghurtok romldsaban
(VASDINYEI 2005), de kimutattdk mar almabor mustjab6l (COTON et al. 2006) és spontan
fermentalt olajbogy6bdl is nagy koncentracicban (HERNANDEZ et al. 2007). A tejtermékek
esetén e faj sok esetben egyiittmiikodik, sot, szoros szimbidzisban €l a tejsavbaktériumokkal.
A Kluyveromyces marxianus fajt, mint inulindz termel6t tartjdk szamon (ROUWENHORST
et al. 1988, ROUWENHORST et al. 1990) ugyanakkor ROUWENHORST és munkatérsai

(1990) a lactis varidnsokndl csak invertdz enzim szintetizaldst figyeltek meg.
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2.4.3.3. Saccharomyces cerevisiae

Az élesztogombdk felfedezésének, kimutatdsdnak, megismerésének kezdetén csaknem
minden fajt Saccharomyces-ként irtak le. 1997-ben e nemzetség 16 fajt tartalmazott, melyek
koziil négy sensu stricto fajt irtak le, ezek a bayanus, cerevisiae, paradoxus €s pastorianus
(DEAK et al. 1998). Amint azt a 2.4.1. pontban emlitettem, a Saccharomyces nemzetség fajait
sz€leskorlien alkalmazza az élelmiszeripar a kiilonboz6 termékek eldallitdsara, ezen fajok
koziil is kiemelkedik a Saccharomyces cerevisiae. Ez a leginkdbb haszndlt és ismert
élesztogomba az iparban, s a tejsavbaktériumokhoz hasonléan az dltaldnosan biztonsdgosnak
elismert (GRAS) mikroorganizmusok csoportjaba tartozik (DE LLANOS et al. 2006). Azon
termékeken kiviil, ahol e fajt starterkultiraként haszndljak, el6fordulnak a tejtermékekben
(sajt, kefir) (VASDINYEI 2005, CHEIRSILP et al. 2003), spontdn fermentélt termékekben
(almabor, olajbogyé) (COTON et al. 2006, HERNANDEZ et al. 2007). Er6s
erjesztoképessége miatt romldsokozoként is szdmon tartjdk az élelmiszeriparban, tobbek
kozott a gyiimolcslevekben, tiditditalokban és az alkoholos italokban (bor, sor) (DEAK 1998).
Mindemellett lehetséges probiotikus tulajdonsdgot is tulajdonitanak e fajnak (VAN DER AA
KUHLE et al. 2005).

2.5. Par szoban a csicsokarol

A vizsgédlataimban alkalmazott zoOldséglé kialakitdsdhoz haszndlt csicsoka (Helianthus
tuberosus, népi nevein: csokapityoka, foldialma, tétrépa) a fészkes virdguak (pl. napraforgd)
csalddjdba tartozé gumés, Eszak-Amerikdb6l szdrmazé novény. Az indidnok évszdzadokon 4t
termesztették, s fogyasztottdk gumdjat, mint alapélelmiszer, egészen a 18. szdzad kozepéig,
amikor is kiszoritotta a burgonya. A csicsoka egy éveld novény, mely 1-3 m magasra is
megnd, virdga 4-8 cm atmérdjli - a napraforg6éhoz hasonlé-, az energidt fold alatti gumoéban

raktarozza (1. abra).

.'.

1. abra: Csics6kagumok

33



Ezen megvastagodott szarképletek 13-18%-a szénhidrat, amelynek 80 %-a inulin, s ez utébbi
miatt figyelemremélté e novény. Az inulin egy egymdshoz [B-(2,1)-glikozidos kotésekkel
kapcsolddd fruktéz molekulakbol allé polimer, amelyhez termindlis gliik6z molekula is
kapcsolddik, igy e poliszacharid 80-90%-a fruktéz, 10-20 %-a gliik6z (2. dbra). Az inulin -
amely szénhidratot elészor Rose hatdrozta meg 1804-ben Inula helenium (Orménygyokér)
ndvénybdl, amelybdl neve is szdrmazhat -, nem, vagy csak nehezen emészthetd szénhidrit az
ember szdmdra, olyannyira, hogy azonos mennyiségli keményitohoz képest csak koriilbeliil
harmad annyi energidt nyujt. Tépldlkozastani jelentdsége éppen ebben all, mivel igy egyrészt
az energiaszegény étrendbe beilleszthetd, masrészt a frukt6z nem emeli nagy mértékben a
vércukorszintet, ami a diabéteszes fogyasztok szamara elonyds. Ugyanakkor magas a rost és

4svanyianyag tartalma is (BARTA & PATKAI 2007).
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2. abra: Az inulin szerkezete (Forrs: Wikipedia)

Mivel az ember emésztd enzimei specifikusan az a-glikozidos kotéseket képes bontani, az
inulin B-2,1-es kotései rezisztensek a béltraktusban végbemend hidrolizissel szemben, igy a
tipcsatorna felsé részén joforman valtozatlan formdban végighaladva, a vékony- és
vastagbélben 1évé mikroorganizmusok egy sziik csoportja fermentélja azt, rovid szénlancu
zsirsavakat, gdzokat (hidrogén gazt, szén-dioxidot, metidnt) (CAUSEY et al. 2000) és tejsavat
illetve ecetsavat képezve (ROBERFROID 2002). Megfigyelték, hogy a béltraktusban 1évo
hasznos mikroorganizmusok, a lactobacillusok és a bifidobaktériumok, az altaluk szintetizalt
B-fruktoziddz, illetve B-fruktofuranoziddz enzimek altal képesek fermentélni az inulint, illetve
annak részlegesen hidrolizalt véltozatait, a fruktooligoszacharidokat (KAPLAN & HUTKINS
2003, MAKRAS et al. 2005, GOH et al. 2006), ezaltal novekszik a szdmuk és aktivitasuk a
béltraktusban (TUOHY et al. 2003), mig mas enterikus baktériumok, mint az Escherichia coli
€s a Salmonella spp. nem képesek azt felhaszndlni (KAPLAN et al. 2003). Azokat az

anyagokat, amelyek olyan nem emészthet6 élelmiszer 6sszetevok, melyek jotékonyan hatnak
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a fogyasztéra azaltal, hogy szelektiven stimuldlja egy vagy bizonyos szdmu hasznos
baktérium novekedését és/vagy aktivitdsat a vastagbélben, ezdltal javitja a fogyasztd
egészségét, 0sszefoglaléan prebiotikumnak nevezziikk (TUOHY et al. 2003, MAKRAS et al.
2005). Ezek kozé tartozik tehat az inulin €s annak szarmazékai is.

Lathat6, hogy a csics6kabol késziilt zoldséglé szénhidratjai idedlisak a lactobacillusoknak,
mindemellett tartalmaznak olyan mikroelemeket is, tobbek kozott magnéziumot €s mangént,
amelyek sziikségesek szaporoddsukhoz (NEMETH et al. 2006). Ugyanakkor a csicséka
z0ldséglé az élesztOk szdmadra is idedlis kornyezet a szaporodashoz, olyannyira, hogy egyes
élesztok, pl. a Kluyveromyces marxianus faj, képes inulindz (B-fruktofuranoziddz) enzim
termelésére (ROUWENHORST et al. 1988, ROUWENHORST et al. 1990, SELVAKUMAR
et al. 1999), amely miikodése 4ltal lebontja a csicsoka inulinjit, konnyen felhasznélhatova
téve azt, olyannyira, hogy kisérletek folytak eme élesztd fajjal etanol eldéllitaséra,
csics6kagumé kivonaton (BAJPAI & MARGARITIS 1982). gy a csicséka zoldséglé idedlis
modellnek tlinik a tejsavbaktériumok élesztOkre kifejtett hatdsdnak természetes kozegen
torténd vizsgalatahoz.

Mindemellett, mivel a vizsgdlt lactobacillusok a probiotikumok csoportjdba tartoznak
(HOLZAPFEL & SCHILLINGER 2002, ISOLAURI et al. 2004), azaz olyan ¢él6
mikroorganizmusok, amelyeket elegendd mennyiségben alkalmazva, a fogyaszté
egészségének hasznira vannak (REID 2006), a prebiotikus csicsOkalével kombindlva egy
lehetséges szinbiotikum kialakuldsa, azaz a pre-, és probiotikumok kombinécidja valésul meg

(STANTON et al. 2005).

35



3. CELKITUZESEK

A doktori munkam célkitiizése volt, tiz, korabban mar eloszelektalt (BARATH et al.
1999, PLOCKOVA et al. 2004) Lactobacillus torzs szaporodasanak, fermentacids
tulajdonsaganak,  antimikrobidlis = metabolit-termelésének  (sav,  hidrogén-peroxid)
meghatdrozasa szintetikus és természetes tapkozegben.

Az igy vizsgélt Lactobacillus torzsek koziil célom volt a j6 antimikrobidlis metabolit-
termel0 torzsek élesztogatld hatdsdnak vizsgélata.

Az eredményes antifungédlis aktivitdssal rendelkezd Lactobacillus-ok gatld
mechanizmusdnak feltardsa, kiilonos tekintettel az esetleges fehérje jelleglh gatld
metabolitokra, amelyek kimutatdsa esetén azok tisztitasat, lehetséges meghatdrozdsat is célul
tztem ki.

Antifungdlis szempontbdl hatékony torzsekbdl vegyes kultdra kialakitdsat, gatld
hatasanak vizsgalatat is céljaim kozé vettem.

Ezen kiviill célom volt még az egyes Lactobacillus torzsek, az azokbdl kialakitott
vegyes kultirdk €s a meghatdrozott, tisztitott gatl6 komponens hatdsdnak vizsgélata a teszt-
élesztok szaporoddsdnak gatlasara zoldséglé-modellen, hogy gyakorlati alkalmazhatdsagi
szempontbdl is taldljak egy megfeleld starter kultdrat, illetve természetes antifungalis

komponenst.
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4. KISERLETI ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

4.1. A kisérletben alkalmazott mikrobak

4.1.1. A vizsgalt tejsavbaktérium torzsek

KOLLEKCIO | TORZSEK ‘ ‘
FAJOK SZAM JELOLESE SZARMAZASI HELY
Lacthaczllus casei subsp. DMF 30120 154 ICT
casei
Lb. casei Shirota Shirota AFP
Lb. curvatus 2768, 2775 AFP
Lb. paracasei subsp. DMF 30134 05 ICT
paracasei 2750 AFP
Lb. paracasei subsp. casei DMF 30136 SF1 ICT
Lb. plantarum DMF 30131 01 ICT
' 2142 AFP
Lb. rhamnosus DMF 30105 VT1 ICT

ICT — Kémiai Technoldgia Intézet, Tej-, és Zsirtechnoldgiai Tanszék (DMF), Praga

AFP — Perugia-i Egyetem Mezo6gazdasagi TanszEk, Tejipari Intézet

4.1.2. Vizsgalt élesztotorzsek

FAJOK KOLLEKCIO | g7ARMAZASI HELY
SZAM
Candida glabrata CBS 138 BCE-MBT
Candida famata DMF 1001 ICT
Kluyveromyces marxianus var. lactis DMF 1004 ICT
Saccharomyces cerevisiae 2880 BCE-MBT

BCE-MBT - Budapesti Corvinus Egyetem, Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék

ICT — Kémiai Technoldgia Intézet, Tej-, és Zsirtechnoldgiai Tanszék (DMF), Praga
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4.2. Alkalmazott taptalajok és osszetételiik

Nutrient agar
(Merck KgaG, Darmstadt, Németorszag)

Hus-pepton 5¢/l
Hus kivonat 3¢/l
Agar-agar 12 g/l

pH 7,0; sterilezés autokldvban 121 °C-on 15 percig

MRS tapleves (de Man, Rogosa, Sharpe)
(Merck KgaG, Darmstadt, Németorszag)

Kazein pepton 10 g/l
Huskivonat 8 g/l
Elesztd kivonat 4 g/l
D-gliik6z 20 g/l
di-kélium-hidrogén-foszfat 2 g/l
"Tween 80’ 1 ml/1
Di-ammonium-hidrogén-citrat 2¢/
Natrium-acetat 5S¢l
Magnézium-szulfat 0,2 g/l
Mangén-szulfat 0,04 g/1

pH 5,7; sterilezés autoklavban 121 °C-on 15 percig

MRS agar

MRS tépleves Osszetétele +
Agar 15 g/l
pH 6,2; sterilezés autoklavban 121 °C-on 15 percig
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MRS lagyagar
MRS tépleves Osszetétele +

Agar 7 g/l
pH 6,2; sterilezés autokldvban 121 °C-on 15 percig

Tejtaplé tejsavbaktériumok fenntartasara

Sovény tejpor 100 g/1
Pepton 10 g/
Brémkrezolbibor 0,04 g/1
Kalcium-karbonat 0,2 g/kémcsd

PH 6,8; sterilezés autoklavban 121 °C-on 15 percig

TGY tapleves

Gliikoz 1g/1
Elesztd kivonat 2,5 g/l
Tripton 5¢g/l

pH 7,0; sterilezés autokldvban 121 °C-on 15 percig

Tripton - Gliikéz - Eleszté-kivonat Agar (TGY agar)

Gliikoz 1g/1
Elesztd kivonat 2,5¢/1
Tripton 5¢g/l
Agar 15¢g/1

pH 7,0; sterilezés autokldvban 121 °C-on 15 percig
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TGY lagyagar

Gliikoz 1g/1
Elesztd kivonat 2,5¢/1
Tripton 5¢g/l
Agar 7g/l

pH 7,0; sterilezés autokldvban 121 °C-on 15 percig

TGY bromkrezolbibor indikatorral
TGY agar Osszetétele +

Brémkrezolbibor 0,1 g/1
pH 7,0; sterilezés autokldvban 121 °C-on 15 percig

Csicsoka taplé

Csicsoka por (Dr. Fitokup Kft., Budapest) 100 g
Desztillalt viz 900 ml

Paradicsomlé taplé (TJ)
(Fluka Chemie GmbH, Buchs, Németorszig)

Paradicsomlé 20 g/
Eleszt6-kivonat 10 g/l
Dektréz 10 g/1
Di-kalium-foszfat 0,5 g/l
Kalium-foszfat 0,5 g/1
Magnézium-szulfat 0,2 g/l
Natrium-klorid 0,01 g/l
Vas-szulfat 0,01 g/l
Mangén-szulfat 0,01 g/l

Ph 6,7; sterilezés autoklavban 121 °C-on 15 percig
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Burgonya-gliik6z-agar (PDA)
(Merck KgaG, Darmstadt, Németorszag)

Burgonya kivonat 4 g/l
D-gliik6z 20 g/l
Agar-agar 15¢g/1

pH 5,6; sterilezés autoklavban 121 °C-on 15 percig
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4.3. Alkalmazott médszerek

4.3.1. A vizsgalt mikroorganizmusok szaporodasanak vizsgalata

4.3.1.1. Telepszamlalasos moédszer

A lactobacillusok esetén lemezontéssel hatdroztam meg a sejtszamot, ugy, hogy a vizsgalt
mintdbdl 10-szeres tovafuté higitdssal higitdsi sort készitettem, amely sziikségesnek vélt
(dltaldban a 4., 5., 6.) tagjaib6l 1 ml-t steril Petri-csészébe pipettaztam, majd
hozzavetolegesen 20 ml, koriilbeliil 50 °C-os MRS agart ontottem a csészébe és megfeleld
eloszlatds, illetve az agar megszilarduldsa utdn a Petri-csészéket 30 °C-os inkubatorba
helyeztem. Minden mintdb6l két parhuzamos lemezt Ontdttem. A kiértékelést 3 nap utin
végeztem, minden esetben azon Petri-csészéket vettem a szdmolds alapjdul, ahol a telepszam
30 és 300 kozott volt. A megszamolt telepekbdl a tejsavbaktériumok tényleges szdmadra a
Magyar Elelmiszerkonyv ,,A nyers- és a hokezelt tej vizsgilati médszerei” (2003) cimii

eldirasaban leirt, erre vonatkozé szamolassal kovetkeztettem.

Az élesztok szaporodasat szélesztéses telepszamléldssal hataroztam meg oly médon, hogy a
vizsgalt mintdbol 10-szeres tovafutd higitdssal higitdsi sort készitettem, amely sziikségesnek
vélt (4ltaldban a 3, 4., 5.) tagjaib6l 100 pL-t pipettdztam a kordbban Petri-csészébe Ontott és
megszilardult burgonya-gliikdz agar feliiletére, amit steril szélesztd-bottal eloszlattam, majd a
feliillet megszaraddsa utdn a Petri-csészé€ket 25 °C-os inkubdtorba helyeztem. Minden
mintdbdl két parhuzamos lemezre szélesztettem. A kiértékelést 5 nap utdn végeztem, minden
esetben azon Petri-csészéket vettem a szamolds alapjdul, ahol a telepszam 30 és 300 kozott
volt. A megszamolt telepekbdl az élesztd tényleges szamdra a Magyar Elelmiszerkonyv ,,A
nyers- és a hdkezelt tej vizsgdlati mddszerei” (2003) cimii eldirdsdban leirt, erre vonatkozé

szamolassal kovetkeztettem.

4.3.1.2. Turbiditasmérésen alapulé modszer (MEGHROUS et al. szerint (1999))

Az élesztok sejtszamara kifejtett hatast turbiditds méréssel is meghataroztam mikrotiterlemez
modszer segitségével. E mddszer a tdplében 1évo sejtek fényelnyelésén alapul. Egy steril, 96
lyukd mikrotiter lemez elsd oszlopdnak lyukaiba 125 pl TGY téplevest, 125 ul feliildszot és
25 wl vizet pipettdztam (vizsgalt feliiluszo-tapleves kontrolll). A mdsodik oszlopba 125 pl

TGY t4plét, 125 ul vizet és 25 pl éleszté-szuszpenzidt (éleszté-szaporodds kontrolll), a
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harmadik oszlopba 125 ul TGY téplevest és 150 pl vizet (élesztd tapleves kontroll), a
negyedik oszlopba pedig 125 ul TGY taplevest, 125 ul feliilisz6 oldatot €s 25 pl éleszto-
szuszpenziot pipettdztam (minta éleszto-gatlasa). Mindegyikbdl harom parhuzamos sorozatot
mértem. A bemérés utdn a lemezt 25 °C-os inkubatorba helyeztem, majd adott idépontokban,
a lyukakban 1évé minta steril pipettdval torténd felkeverése utdn, mikrotiterlemez-leolvaso
segitségével 630 nm-en mértem az abszorbancidt. A sejtszim meghatarozdsahoz 2-szeres
higitasi sort készitettem az élesztOkbdl, majd a higitasi tagokbdl mikrotiterlemezre mértem,
illetve TGY agar feliiletére szélesztettem. A mért abszorbancidbdl és meghatarozott
telepszambol készitett kalibracios gorbe segitségével hataroztam meg az adott abszorbancia

értékre vonatkozo sejtszdmot.

4.3.2. Sejtek altal kivalasztott antimikrobialis anyagok vizsgalata

4.3.2.1. A taplébe kivalasztott szerves savak mérése izotachoforézissel

A tejsavbaktériumok 4ltal, az egyes tdplevekben termelt szerves savak mennyiségét
izotachoforézissel mértem. E kapilldris elektroforetikus mddszer elvdlasztisanak alapja a
hatarfeliilletek mozgasa. Lényege, hogy a kis keresztmetszetli csObe juttatott minta
komponensei egyendramu erOtérben, elektroforetikus mobilitaskiilonbségiik  alapjan
szétvalnak, elkiiloniildé sdvokba sorakoznak fel, amelyek azutdn detektorral mérheték. A
mintdt egy vezeto és egy zard zona kozé€ juttatjuk be, amelyek olyan elektrolitok, amelyeknek
a mozgékonysdga nagyobb, illetve kisebb, mint a mintakomponenseké. A fesziiltséggradiens
hatdsdra a minta a két elektrolit koz¢é ékelédve halad, mikézben komponensei zénasorozatot

kialakitva szétvalnak (3. abra)

3. abra: Az izotachoforézis mechanizmusénak illusztralasa
L: vezet6 (leader) elektrolit, T: befejez6 (terminate) elektrolit, AWM ®: egyes szétvalasztandé komponensek, t:
id6

Forras: Dr. Gaspar Attila: Kapilldris elektroforézis (delfin.klte.hu/~agaspar/ce.pdf)
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A vizsgalathoz az MRS és csicsoka tapleveket a Lactobacillus torzsek egy éjszakds, 1 %-os
inokulumdval oltottam be, majd 24 6rds 30 °C-os inkubdcié utdn, megfeleldéen higitva,
kozvetleniil vittem a rendszerbe.

A kapillaris és az anddtér vezetd elektrolittal illetve a katodtér zaro elektrolittal valé feltoltése
utdn 50 pl mintdt juttattam a mintaadagoldba, ahonnan az injektdlds pillanatdban a minta a
kapillarisba jutott és ugyanekkor 3000 V fesziiltségli dramot kapcsoltam a rendszerre, minek
hatdsdra megindult az elvélasztds és a minta mozgdsa a kapilldrisban. A konduktometrids
detektorhoz érve, a mért jeleket kromatogramként kaptuk meg. A kapott eredményeket a
mérni kivant szerves savak standard oldatainak mérési adataibol készitett kalibracidés gorbék
segitségével értékeltem ki. A vizsgélt torzsek savtermelésének meghatarozdsahoz, a mintdban
mért értékekbdl kivontam a kontroll tdptalajban mért szerves savak mennyiségének értékeit,
igy kaptam meg az egyes torzsek dltal szintetizalt savmenyiséget. E vizsgdlatokat a Pragai

Kémiai Technol6giai Intézet Tej-, és Zsirtechnoldgiai Osztalyan végeztem.

4.3.2.2. Sejtmentes feliiluszo eléallitasa

A Lactobacillus torzsek altal az egyes tdplevekben termelt szerves savak gitlé hatdsanak
vizsgélatdhoz sejtmentes feliiluszot dllitottam eld. A torzsek fenntartdsdra szolgéld, 4 °C-on
tartott tej-taplébdl 100 pl-t 5 ml MRS tdplébe vittem, majd egy napos, 30 °C-os inkubéciét
kovetden ebbdl 50 pl-t Gjabb 5 ml MRS tdpoldatba oltottam, amit ismételt inkubalas kovetett,
majd ezen lépés még egyszeri megismétlése utidn az 1igy kapott tiszta, életképes
sejtszuszpenzidbol oltottam be az adott taplét, 1 tf %-nyi inokulummal. A 18-24 6ras, 30 °C-
os inkubdciét kovetden a tdpoldatot steril centrifugacsdévekbe ontve, azt 5 °C-on, 4000
fordulat/percen centrifugdltam 20 percig, majd a feliiliszot ledntottem, vizfiirdoben 80-85 °C-
on 10 percig hoékezeltem az esetlegesen benne maradt sejtek elpusztitisa és a
tejsavbaktériumok 4ltal termelt proteolitikus és géatlé hatdst enzimek inaktivdlasa végett és
0,22 wm pérusméretli steril sztirdvel szlirtem. Az igy eldallitott feliiliszot felhasznalédsig 4 °C-

on hitoben taroltam.

4.3.2.3. Savval kiegészitett taplevek eléallitasa

A szerves savak kozvetlen és kizdrdlagos hatdsanak vizsgélatdra, a tejsavbaktériumok
izotachoforézissel mért szerves savtermelési adatainak felhaszndldsdval, olyan savval
kiegészitett MRS tépleveket alakitottam ki, amelyekben a vizsgédlni kivant savak (tejsav,

ecetsav) az egyes torzsek dltal termelt koncentracidéban voltak jelen. A tej-, és ecetsav hatdsat
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mind kiilon, mind egyiitt, keverten vizsgaltam.
A savak hatdsdnak pH-t6l val6 fiiggését a savval kiegészitett MRS téplé, 4 mol/l-es natrium-
hidroxid oldattal végzett, 6,5; 5,5 és 4,5-6s pH-ra 4llitdsdval vizsgaltam, a kiindul4si,

altalaban 4-3,8 pH értéken kiviil.

4.3.2.4. A savval Kkiegészitett taplevek hatasanak vizsgalata agardiffiizios modszerrel

(Lyuk-teszt)

A Petri-csészébe oOntott nutrient agar megszilarduldsa utdn egy 10 mm atmérdju steril
célszerszammal lyukakat furtam az agarba. A sejtmentes feliiliszébdl illetve a savval
kiegészitett taplevekbdl 3 alkalommal egyenként 150 pl-t juttattam az agarba kialakitott
lyukakba, ahonnan az bediffundalt a tdptalajba, aminek eldsegitésére a felszivodasig a Petri-
csészéket 52 °C-os szaritdszekrénybe helyeztem. A vizsgélni kivant mikroorganizmust,
higitdst kovetden, a szaporoddsdnak megfeleld (tejsavbaktérium esetén MRS-, éleszto
vizsgalatindl TGE-) lagyagarba kevertem, hogy végkoncentrécidja 10* sejt/ml legyen, majd a
lyukakat tartalmaz6 agar feliiletére ontottem. Megszilarduldsa utdn 30, illetve 25 °C-os
inkubdtorba helyeztem a kiértékelésig. A lagyagarban az adott torzs elszaporodott, mikdzben
a lyukak koriil a bediffunddlt feliilliszé kifejtette hatdsit szaporoddsukra. A gétl6hatés

mértékére a lyukak koriil kialakult ,,feltisztuldsi zona” nagysagdbol kovetkeztettem.

4.3.2.5. Hidrogén-peroxid mérése

A tejsavbaktérium torzseket beoltottam az MRS illetve csicsdka taplevekbe, majd 24 érara 30
°C-os inkubdtorba helyeztem. Az egyes tdplevekbdl, koriilbeliil azonos szdmu sejtet
tartalmazé mennyiségeket lecentrifugaltam (4000 fordulat/perc, 5 °C, 20 perc), majd
atmostam hideg natrium-foszfat pufferral és Gjabb centrifugdlds utin megismételtem a mosas
milveletét. Végiil 20 ml hideg natrium-foszfat puffert raktam a lecentrifugalt sejtekre, amiben
elszuszpendaltam azokat és 5 °C-os hiitdbe helyeztem 48 Ordra, majd a tovabbiakban a
sejteket lecentrifugdlva a feliiliszot vizsgdltam. 5 ml feliilisz6hoz 1 ml 0,01 mg/ml
koncentraciéju tormaperoxiddz oldatot és 0,1 ml 1 %-os, metanolban oldott o-dianizidin
oldatot adtam, majd 37 °C-on 10 percig inkubdltam. 0,2 ml 4 N HCI oldattal leéllitottam a
reakciét és 400 nm-en mértem az abszorbancidt. A mért értékekbdl kalibracidés gorbe
segitségével kovetkeztettem a hidrogén-peroxid koncentraciéra, amely gorbét ismert

koncentracioju peroxid-oldatokkal vettem fel.
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4.3.2.6. Hidrogén-peroxid-tartalmi taplevek eléallitasa

A hidrogén-peroxid kozvetlen és kizardlagos hatdsdnak vizsgalatéra, a tejsavbaktériumok fent
emlitett médon mért peroxid adatainak felhaszndldsdval, olyan MRS tépleveket alakitottam
ki, amelyekben a hidrogén-peroxid az egyes torzsek altal termelt koncentraciéban voltak
jelen.

A hidrogén-peroxid hatdsanak pH-t6l vald fiiggését a hidrogén-peroxid-tartalmi MRS téplé

6,5; 5,5 és 4,5-6s pH-ra éllitasaval vizsgaltam, a kiindulasi 3,8 pH értéken kiviil.

4.3.2.7. A hidrogén-peroxid-tartalmii taplevek hatasanak vizsgalata agardiffizios

modszerrel (Lyuk-teszt)

A sav-vizsgdlatndl leirtak szerint végeztem. (3.3.2.4.)

4.3.3. Eleszt6gatlé hatas vizsgalata

4.3.3.1. Sejtek altal termelt anyagok kozvetlen hatasanak vizsgalata (Telep-teszt)

A vizsgdlni kivant tejsavbaktérium torzs egy €jszakds tenyészetébdl 5 pl-t cseppentettem a
Petri-csészébe ontott, megszilardult MRS-agar feliiletére, majd 30 °C-on egy napig
inkubdltam. A teszt-organizmust higitdst kovetden, a szaporoddsdnak megfeleld
(tejsavbaktérium esetén MRS-, élesztd vizsgdlatindl TGE-) ldgyagarba kevertem, hogy
végkoncentricidja 10* sejt/ml legyen, majd az MRS-agar feliiletére ontdttem. Megszilardulasa
utdn 30, ill. 25 °C-os inkubdtorba helyeztem a kiértékelésig. A tejsavbaktérium 4ltal
kivalasztott és az agarba diffundalt anyagok a lagyagarban szuszpendalt sejtek szaporoddsara
kifejtették hatasukat. A gatlé hatds mértékére az MRS-agaron kindtt telep koriil kialakult

feltisztulasi zona nagysdgabdl kovetkeztettem.

4.3.3.2. Agar puffer-hatasanak vizsgalata

A telep-teszt agardiff6ziés moddszernél bromkrezolbiboros PCA tédptalajon vizsgéltam az
agaros taptalaj pufferold hatdséat a tejsavbaktériumok altal termelt savakra. A vizsgalatot a

telep-tesztnél leirtak szerint végeztem, kivéve, hogy ekkor nem haszndltam ldgyagaros teszt-

organizmust.
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4.3.3.3. Sejtmentes, neutralis feliiliszoé eléallitasa

A sav-vizsgdlatokndl leirt moddszer szerint készitettem, azzal a kiilonbséggel, hogy a
centrifugalds utan a feliiliszé pH-jat 4 molos NaOH oldattal 6,5 +/- 0,05-6s értékre allitottam
be, majd a kozel neutrdlis pH-ra éllitott feliilisz6t 0,22 wm poérusméretli steril sziirdvel
szlirtem, végiil vizfiirddben 80-85 °C-on 10 percig hdkezeltem az esetlegesen benne maradt
sejtek elpusztitisa és a tejsavbaktériumok 4ltal termelt gatld hatdsd enzimek inaktivaldsa
végett. Az igy eldallitott feliilisz6t felhaszndlasig 4 °C-on hiitében taroltam.

E nyers feliiliszot toményitve is megvizsgéltam, a kezelt feliiliszé liofilizdlasa, majd az
eredeti oldathoz képest 6tszoros toménységlire torténd visszaolddsa és pH bedllitdsa (6,5)

utan.

4.3.3.4. Sejtmentes, neutralis feliilaszo vizsgalata agardiffizios médszerrel (Lyuk-teszt)
A sav-vizsgalatnal leirtak szerint végeztem. (3.3.2.4.)

4.3.3.5. Sejtmentes, neutralis feliiliszé hatasanak kimutatasa turbiditas méréssel

A turbiditdsmérésen alapulé mddszer leirdsa szerint végeztem (3.3.1.2.).

4.3.4. Fehérjejellegii komponens vizsgalata

4.3.4.1. Fehérjejellegii gatlo komponens tisztitasa

A fehérjejellegli gitlé anyag kivondsat, tisztitisit az MRS taplébdl, a bakteriocinekre
kidolgozott és mar hatékonyan alkalmazott adszorpcids/deszorpciés modszerrel végeztem,
harom kiilénb6z6 irodalmi moédszer szerint. E mddszer 1ényege az a felfedezés, hogy egy
adott bakteriocin a termel6 torzs éltal kialakitott pH-értéknél nagyobb pH-n a termeld sejtek
falahoz adszorbedlédik, mig alacsonyabb pH-n deszorbeédlédik onnan. Eképpen a termeld
sejtet, mint természetes adszorbenst lehet alkalmazni a bakteriocin taplébdl torténd
kivondsdhoz. A harom mddszert az aldbbiakban ismertetem. A kivont komponenst tartalmazé

oldat egy részét liofilizaltam, majd a kiindulasi térfogathoz képest 0tszords toménységiire

visszaoldottam €s ezt hasznaltam a fehérjejelleg és a molekulatomeg meghatarozasara.
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4.3.4.2. ELEGADO és munkatarsai (1997) szerint

Az egy éjszakds inkubdcid utdn a sejteket tartalmazdé MRS tdplevet 30 percig 70 °C-on
kezeltem, hogy inaktivdljam az enzimeket, majd a pH-t 6,0-ra Allitottam. 30 percig
kevertettem szobahOmérsékleten, hogy eldsegitsem a bedllitott pH-n a bakteriocinek
adszorpcidjat a sejthez. Ezutan 4000 rpm/perc fordulatszammal, 4 °C-on centrifugdltam 20
percig, a feliilisz6t ledntdttem, majd a sejteket SmM natrium-foszfat pufferban
felszuszpenddltam, hogy a visszamaradt tdplé Osszetevoket kimossam a sejtek koziil. Ezt
Ujabb centrifugélds kovette (4000 rpm/perc fordulatszammal, 4 °C-on, 20 perc), miutdn a
feliilusz6t elontve, a sejteket 100 mM NaCl oldatban felszuszpendaltam, pH-jat 2-re
allitottam, majd 4 °C-on 12 6ran 4t kevertettem. Végiil 4000 rpm/perc fordulatszammal, 4 °C-
on centrifugéltam és a feliiliszot 0,22 pm-es sziirovel sziirtem. Az igy tisztitott bakteriocin

oldatot felhasznalasig hiitében taroltam.

4.3.4.3. YANG és munkatarsai (1992) szerint

Az egy éjszakds inkubdcio utdn a sejteket tartalmazé MRS téplé pH-jat 6,5-re éllitottam, majd
70 °C-on 25 percig hokezeltem. A sejteket lecentrifugdltam (4000 rpm/perc fordulatszammal,
4 °C-on, 20 perc), majd a feliiliszé elontése utdn SmM ndtrium-foszfat pufferban
felszuszpendéltam, melyet ujabb centrifugdlds kovetett, a kordbban leirt paraméterek szerint.
A sejteket ezutdn 100 mM NaCl oldatban felszuszpendédltam, pH-jét 2-es értékre allitottam és
4 °C-on 1 6ran at kevertettem. Végezetiil djra lecentrifugdltam a sejteket, majd a feliilisz6t

0,22 um-es szlrdvel sziirtem és az igy kapott oldatot hiitében taroltam a vizsgélatig.

4.3.4.4. MEGHROUS és munkatarsai (1999) szerint

Az egy éjszakds inkubdciot kovetden a taplé pH-jat 6-os értékre allitottam és egy Ordn at
razattam. A sejteket lecentrifugdltam (4000 rpm/perc fordulatszammal, 4 °C-on, 20 perc),
majd a feliilisz6 elontése utdn a sejteket steril, 20mM NaCl oldattal mostam, ezt kovetden
Ujra lecentrifugédltam. E mosési 1€pést még kétszer elvégeztem, miutdn a sejteket 2-es pH-ju,
20 mM HCI oldatban felszuszpendaltam és 10 percig forraltam. Jeges vizben torténd hiités
utdn a sejteket lecentrifugdltam a fenti paraméterek mellett, majd a feliiliszét 0,22 pm-es

sziirovel sziirtem. A mintét felhaszndldsig hlitében taroltam.

4.3.4.5. A tisztitott komponens fehérjejellegének meghatarozasa vékonyréteg-

kromatografiaval EL-ADAWY szerint (2001)

A tisztitott feliil6sz6-oldatokbdl 30 pl-t vittem fel vékonyrétegre (Kieselgel 60 Fyss, Merck,
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Darmstadt), majd metanol:jégecet:etil-acetat 10:1:1 térfogatardnyu futtatd oldatban 2 6ra alatt
megfuttattam a mintdkat. A vékonyréteget szaritds utdn 0,2%-0s, acetonban oldott ninhidrin

oldattal bepermeteztem, majd 120 °C-os szdritdszekrénybe helyeztem a szin megjelenéséig.

4.3.4.6. A mikroba-szaporodasgatlé komponens fehérjejellegének meghatarozasa

enzimkezeléssel

A tisztitott feliiliszé-oldat liofilezett, majd az eredetihez képest Gtszoros toménységiire
visszaoldott oldatdnak pH 8-ra (proteindz-K) illetve pH 2,5-re (pepszin) torténd allitdsa utén,
annak 900 pl-ébe 100 pl proteindz-K (Sigma) illetve pepszin (Sigma) enzim-oldatot adtam,
hogy az enzim végkoncentricidja 1 mg/ml legyen. Keverés utan a mintdkat 2 6rdra 37 °C-os
inkubdtorba helyeztem vizfiirdobe. Az enzim 80 °C-on 15 percig torténd inaktivédldsa utdn a
minta gatlo-hatdsat agardiffizids lyuk-teszttel vizsgdltam. Kontrollként enzim-oldatot nem

tartalmazo, azonosan kezelt tisztitott feliiliszé-oldatot hasznaltam.

4.3.4.7. A mikroba-szaporodasgatlé fehérjejelleglii komponens molekulatomegének

meghatarozasa gél-elektroforézissel

A tisztitott komponens liofilizdldsa, majd az eredeti oldathoz képest 6tszords toménységiire
torténd visszaolddsa utdn, annak 50 pl-ét mintaoldé pufferban (15 pl desztilldlt viz, 25 ul
NuPAGE® LDS minta puffer, 10 pl DTT tartalmi NuPAGE® minta-redukdlé anyag)
oldottam. Ezt 10 percig vizfiirdében forraltam, majd ebbdl 25 pl-t vittem a gél (NuPAGE® 4-
12% Bis-Tris Gel, Invitrogen, Carlsbad, USA) zsebébe. Molekula-standardként MultiMark®
Multi-Colored Standard-et (Invitrogen, Carlsbad, USA) hasznédltam. A futtatast vertikélis
futtatékddban (X-Cell SureLock™, NOVEX, San Diego, USA) végeztem NuPAGE® MES
SDS futtaté pufferrel (4:76 v/v, futtatopuffer:desztillalt viz). Az elektroforézises elvélasztds
119 mA-en, 35 percig tartott. A gélt a futtatds utdn 20%-os triklér-ecetsav oldatba helyeztem
20 percig, amit kétszer 10 perces etilalkoholos (ecetsav:etanol:viz, 10:20:70 v/v) differenciilé
oldatos aztatds kovetett. A gélt Coomassie Brillant Blue R-250 festékkel (0,2g festék 100 ml
desztillalt viz, 20 ml ecetsav, 100 ml etanol keverékében oldva) 2 dran at razatva festettem,
majd 10%-os ecetsavas differencidloval razattam, eltavolitva a felesleges festéket. A tisztitott

komponens molekulatomegét a molekula-standardhoz viszonyitva hatdroztam meg.
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4.3.5. Hisztamin termelés vizsgalata

A szelektalt torzsek biogén-amin termelésének vizsgdlatdt hisztaminra, RIDASCREEN®
Histamin ELISA teszttel (R-Biopharm AG, Darmstadt, Németorszdg) végeztem. E mddszer
az antigén-antitest reakcidjan alapul. A mikrotiter lemez hisztaminnal fedett lyukaiba
pipettdztam a standard oldatokat, illetve az elOtte tizszeresére higitott mintaoldatokat (50 pl),
majd anti-hisztamin antitestet vittem a lyukakba (50 pl) és egy 6rdn at szobahdmérsékleten
rdzattam. Ekozben az antitestek a mintdban 1év illetve a lemezhez kotott hisztaminhoz
kapcsolddtak. A mikrotiter lemezbdl kiontve a mintdkat, mosé-pufferral haromszor mostam,
majd enzim-konjugatumot (100 pl) tettem a lyukakba és 30 percig szobahdn inkubaltam. A
peroxidazzal jelolt mdsodlagos antitest ekkor a mosds utdn a lemezen maradt antitest-
hisztamin komplexhez kapcsolédott. Ujabb hdromszori mosés utdn szubsztritot /urea peroxid
(50 uly/ és kromogént /tetrametilbenzidin (50 pl)/ tettem a lyukakba és 30 percig szobahdn,
sotét helyen inkubdltam. Ekkor a lemezen maradt enzim konjugatum a szintelen kromogént
kék végtermékké alakitotta. Az inkubdciét kovetden stop-oldatot /kénsav (100 pl)/
pipettdztam a lyukakba és 450 nm-en mértem a sargdva valtozott minta fényelnyelését. A
standard oldatok adataibdl készitett kalibracios gorbe segitségével és a higités

figyelembevételével meghataroztam az eredeti mintdban taldlhaté hisztamin-tartalmat.

4.3.6. Vizsgalatok vegyes kultira kialakitasahoz

4.3.6.1. Kereszt-vonal médszer

A egyes Lactobacillus torzsek egymasra kifejtett kozvetlen hatdsat kereszt-vonal mddszerrel
végeztem. A Petricsészébe ontott MRS agar megszilarduldsa utdn a vizsgalt torzsek egy
€jszakds tenyészetébdl 5 pl-t cseppentettem annak feliiletére, majd azokbdl steril kacs
haszndlatdval keresztirdnyban vonalakat hiiztam. Az vonalak keresztezddésénél vizsgaltam a
torzsek kozvetlen hatdsat egymadsra; a gatld hatds mértékére a keresztezddéseknél kialakuld

gyengébb telepképzésbdl kovetkeztettem.

4.3.6.2. A sejtmentes feliilisz6 hatiasa egymas termel6 torzseire

A sejtmentes, kozel neutrdlis pH-ra (6,5) bedllitott feliiliszot (3.3.3.3) a lyuk-teszt kordbbi
leirdsanak megfelelden (3.3.2.4) vizsgaltam, ahol az agar feliiletére Ont6tt lagyagarba, teszt-

organizmusként, a vizsgalt Lactobacillus torzseket szuszpendaltam.
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4.3.7. Vegyes kultira hatasanak vizsgalata

A vegyes kultura kialakitasara szelektélt torzseket 1:1 ardnyban ugyanabba a taplébe oltottam,
majd 30 °C-os, egy napos inkubdciét kovetden a sejtmentes, neutrdlis feliiliszonak
megfelelden (3.3.3.3.) elkészitettem a vizsgdlati mintat és lyuk-teszttel (3.3.2.4.) vizsgaltam,
illetve a sejtszuszpenzidt kozvetleniil hasznéltam a telep-teszt médszerhez (3.3.3.1.). A kevert
tenyészet hatékonysdgdndl Osszehasonlitottam azt az esetet, amikor a sejteket kiilon
készitettem el az egyes torzsekbdl, majd mindkettdbdl tettem a vizsgdlati pontba (a telep-teszt
esetén ugyanarra a pontra mindkét sejtszuszpenziobdl), valamint azt, amikor méar az
el0szaporitds soran egyiitt novekedtek a sejtek és ebbdl a kevert tenyészetbdl vizsgdltam egy

cseppnyi sejtszuszpenziot.

4.3.8. Lactobacillus torzsek, feliiliszoik és a tisztitott fehérjejellegii komponens

hatasanak vizsgalata élesztok szaporodasara zoldséglé-modellen

A z0ldséglé-modellként haszndlt csicsOkaleven vizsgdltam a tejsavbaktériumok illetve a

szintén csicsokaleven eldallitott feliiliszoik €lesztd-szaporodasgatlé hatasat.

4.3.8.1. Lactobacillus torzsek hatasanak vizsgalata élesztok szaporodasara

A csicsOkalé elkészitése utan azt 80 °C-on 10 percig hdkezeltem, majd steril koriilmények
kozott redés szlirdvel szlirtem a nagyobb, darabos alkotérészek eltavolitasa végett. A sziirt
levet steril kémcsovekbe adagoltam, majd a vizsgalt tejsavbaktérium és élesztd torzzsel
beoltottam, hogy azok indul6 sejtszama 10° illetve 10* sejt/ml legyen, majd a kémcsoveket 25
°C-os inkubdtorba helyeztem. 1 illetve 5 nap utdn mintdkat vettem beldliik, melyet megfeleld
higitds utan a tejsavbaktériumok szdmdéra vonatkozdan lemezontéssel (MRS agar), éleszto-

szdmra vonatkozdan szélesztéssel vizsgiltam (PDA) a 3.3.1.1. pont szerint.
4.3.8.2. Lactobacillus torzsek feliiliszéinak hatas-vizsgalata éleszték szaporodasara

A 3.3.22. és 3.3.3.3. pontokban leirt moddszerrel a vizsgélt tejsavbaktérium torzsek
sejtmentes, nem-pH bedllitott (savas pH-ju), illetve pH-bedllitott (pH 6,5) feliiliszoéit
allitottam eld csicsokalén. Az igy elkészitett feliiliszok koziil a nem-pH bedllitottal a torzsek
feliilusz6jaban taldlhaté gétlé anyagok Osszességét, mig a pH-bedllitott feliiliszoval a sav-

hatdson kiviil fellépd hatdst tudtam megvizsgédlni. Ebben az esetben is az elobb leirtak szerint
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elOkészitettem a csicsokalevet (3.3.8.1.), majd ugyanannyi mennyiségli feliil6sz6t adtam
hozzé és ezt oltottam be élesztével, hogy az indulé sejtszdm 10* sejt/ml legyen. 25 °C-os
inkubdtorba helyeztem a tépleveket, majd 1 ill. 5 nap utdn mintdkat vettem beldliik, melyet

éleszt0-szamra vonatkozodan szélesztéssel vizsgaltam (PDA) a 3.3.1.1. pont szerint.

4.3.8.3. Vegyes kultira és feliiliiszé hatasanak vizsgalata

A vegyes kultura kialakitdsara szelektélt torzseket az el6szaporitas utan 1:1 ardnyban oltottam
be az elékészitett csicsékalébe, hogy az induld osszes tejsavbaktérium-szdam 10° sejt/ml
legyen, illetve a kevert kultirdval csicsokalén elddllitott pH-bedllitott ill. nem-beéllitott
feliiluszot 1:1 ardnyba kevertem a tdpléhez. Az igy elkészitett mintdkat a vizsgélt élesztovel
beoltva (10" sejt/ml) 25 °C-os inkubdtorba helyeztem, majd 1 és 5 nap utén a 3.3.1.1. pontban

leirtak szerint meghatdroztam a sejtszdmot.

4.3.8.4. Tisztitott fehérjejellegii komponens vizsgalata

Az elOkészitett csicsOkalé 5 ml-ébe 500 pl, a 3.3.4.4. pontban leirtak szerint elkészitett,
tisztitott fehérjejellegli gatlé anyagot tettem, majd keverés utdn beoltottam a vizsgalt
élesztdvel, hogy a sejtkoncentracid 10* sejt/ml legyen. Az igy elkészitett mintit 25 °C-os
inkubdtorba, illetve a kombindlt kezelés esetén 6 °C-os hiitdszekrénybe helyeztem és 1 ill. 5

nap utdn a 3.3.1.1. pontban leirtak szerint meghatdroztam az élesztd sejtszamot.
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5. EREDMENYEK

5.1. Laktobacillusok altal termelt antimikrobidlis anyagok meghatarozasa és

hatasvizsgalata

5.1.1. Savtermelés osszehasonlitasa a Kiilonb6zo tapleveken

A tejsavbaktériumok 4ltal termelt, leghatékonyabb antimikrobidlis anyagok ko6zé tartozo
szerves savak izotachoforetikus modszerrel torténd mérésébdl szarmazé eredmények azt
mutattdk, hogy a vizsgalt Lactobacillus torzsek altal kivalasztott savak el6forduldsa és azok
mennyisége a feliiliszoban fiigg a novekedésiikre haszndlt tdplétdl, az abban talalhatd
tapanyagoktdl. Altaldnossigban elmondhatd, hogy neviikhéz méltéan, a termelt savak koziil
legnagyobb aranyban tejsavat termeltek. Ez az MRS téplé esetén minden torzsre elmondhat6
(4. abra), viszont a csicsoka tdplén torténd szaporitdskor a 154 és 2750 jelli torzsek tobb
ecetsavat szintetizdltak, mint tejsavat (5. dbra). E két f0 szerves sav mellet MRS taplén egyes
torzsek borostydnkdsavat (154, 2142), vajsavat (2142, 2750, Shirota), glutaminsavat (05,
SF1), citromsavat (01, 05, VT1) és hangyasavat is (01) termeltek. E sav-profilok csicsdka
tdplé esetén jelentdsen megvaltoztak, mivel ebben az esetben a tej-, és ecetsav mellett csak
borostyankdsavat mértem egyes torzseknél (154, 2142, 2750, 2775).

A termelt savak mennyiségét tekintve lathat6, hogy MRS-ben koriilbeliil kétszer annyi (290-
620 mM/L) tejsav képzodott, mint a csicsoka taplén (110-340 mM/L). A csicsOka tdplében a
f6 szénhidratforras az inulin, illetve a feldolgozas sordn az abbdl keletkezett oligoszacharidok.
Ezt elsOként a Lactobacillusok éltal termelt extracelluldris inulindz (B-fruktofuranozidiz)
enzim bontja le, majd ennek termékeit, a fruktézt, illetve a kis méretii (2-3 fruktéz egységbdl
allé) oligoszacharidokat veszik fel és ezeket az intracelluldris B-fruktoziddz enzimmel
frukt6zza bontjdk tovabb, ez adja az energiatermeld folyamataik alapjat (KAPLAN &
HUTKINS 2003, GOH et al. 2006). Ugyanakkor az is lathatd, hogy a 154, 2142 és 2750 jelt
torzsek MRS tiplében a tejsav mennyiségéhez viszonyitva jelentdsebb mennyiségii ecetsavat
termeltek, amely tulajdonsidguk a csicsoka taplében olyannyira elétérbe keriilt, hogy ott a 154
€s 2750 jelii torzsek tobb ecetsavat termeltek, mint tejsavat, de a 2142-es torzs

ecetsavtermelése is megnott, foként, ha ezt a lecsokkent tejsavmennyiséghez viszonyitjuk.
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4. dbra: Lactobacillus torzsek savtermelése MRS taplevesben (izotachoforetikus mérés)
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5. dbra: Lactobacillus torzsek savtermelése csicsoka tdplevesben (izotachoforetikus mérés)

A megnovekedett ecetsav-termelés egyrészt a felhaszndlhaté szénhidratforrasbol adodik, amit
aldtdmaszt, hogy MAKRAS ¢és munkatdrsai (2005) is azt taldltdk, hogy inulin tipusu,
kiilonbozd polimerizacids foku oligofruktdéz szubsztraton a Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei 8700:2 torzs is jelentdés mennyiségli (2-2,5-szer tobb) ecetsavat termelt, a kontrolll

taptalajhoz képest. Az daltalam vizsgalt tobbi torzs csak annyiban igazolja ezt, hogy amig
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némelyiknél MRS téplén nem mértem ecetsavtermelést, a csicsokdn mar kis mértékben
taldltam (2768, Shirota), mig mds esetben tobbet mértem az MRS-ben megfigyelthez képest
(VT1). Masrészrdl a hdrom, ardnyaiban jelentds ecetsav-termelést mutatd torzs esetén ez az
eredmény a tobbitdl eltérd fermenticids tulajdonsagukbdl is adédik. Mar régen megfigyelték
€s megallapitottdk, hogy a tejsavbaktériumok altal képzett tejsav:ecetsav ardny az egyes
torzsek estén egyrészt fiigg a tdpkozegtdl, mdasrészt az egyes torzsek homo-, illetve
heterofermentativ jellegétdl (CHRISTENSEN et al. 1958). Ebbdl kiindulva meghataroztak a
fermentacids tulajdonsdgokra jellemzO sav ardnyt, amelynél figyelembe vették, hogy
heterofermentativ jellegnél is lehetséges kis mértékii ecetsav termelés, igy a 8:1 tejsav-ecetsav
ardnyt tekintették a lehetséges hatdrnak, ami alatt heterofermentativ, felette pedig
homofermentativ tulajdonsdggal birnak a torzsek (DOELLE 1969). A tejsav:ecetsav ardnyt
fermentacids hanyadosnak (FQ) is nevezik, ami fontos tényezd a kovdszos kenyér iz-, és
allagkialakitdsa soran (CORSETTI & SETTANNI 2007). A sav-ardny tdpkozegtol valo
fiiggése pedig az adott torzs fakultativ heterofermentativ tulajdonsigara utalhat, mivel e
torzsek a tdpkozeg szén-forrasatdl fiiggden homo-, illetve heterofermentativ metabolizmuson
at termelik az energiat (AXELSSON 1998). Ebbdl kiindulva egyrészt maga ez a tény, hogy a
154, 2142 és 2750 jelt torzsek ardnyaiban - csicsoka tdplé esetén mennyiségében is - tobb
ecetsavat termelnek a tejsavhoz képest, feltételezi heterofermentativ jellegiiket (7. tdblazat),
valamint az is, hogy MRS-ben a 154 és 2142 jelli torzsek, mig csics6ka tdplén mind a harom
torzs, nagyobb mennyiségii borostydnkdsavat termel. A heterofermentativ lactobacillusok
kozott altalanos tulajdonsdg, hogy gliikkéz és citromsav (illetve s6i) jelenlétében
borostydnkdsavat is termelnek a tejsavon és ecetsavon kiviil, az aldbbi egyenlet szerint

(AXELSSON 1998):

1 gliik6z + 1 citromsav + 2 ADP + 2P; — 1 tejsav + 2 ecetsav + 1 CO, + 1 borostyankésav + 2ATP

Laktobacillusok borostydnkdsav termelését MRS tdplében mar masok is kimutattdk,
Osszefiiggésbe hozva azt a tiplevesben taldlhat6 gliik6z €s di-ammonium-citrat tartalommal
(KANEUCHI et al. 1988, AXELSSON 1998). A borostydnkdsav metabolikus ttvonal
egyenletébdl latszik, hogy kétszer annyi ecetsav végtermék képzddik, mint tejsav, ami szintén
magyarazatot adhat az altalam mért nagyobb mennyiségii ecetsavra. A fenti adatokbdl azt a
kovetkeztetést vontam le, hogy a Lactobacillus casei subsp. casei 154, Lb. plantarum 2142 és
a Lb. paracasei subsp. paracasei 2750 torzsek heterofermentativ tulajdonsdggal birnak, mig a

tobbi torzs homofermentativ.
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7. tablazat: A vizsgélt Lactobacillus torzsek tejsav €s ecetsav termelése, azok ardnya és az

ebbdl ad6do fermentativ jellegiik

a) MRS-ben
N Tejsav Ecetsav | Fermentdciés hanyados | Fermentativ
Torzsek (Tejsav/ecetsav) iell
mmol/l ! Jjetleg
Lb. casei subsp. casei 154 394 114 3,5 hetero
Lb. casei Shirota 590 - - homo
Lb. curvatus 2768 516 - - homo
Lb. curvatus 2775 553 57 9,7 homo
Lb. paracasei subsp. paracasei 600 57 10,5 homo
05
Lb. paracasei subsp. paracasei 291 38 7,7 hetero
2750
Lb. paracasei subsp. casei SF1 544 19 28,6 homo
Lb. plantarum 01 619 19 32,6 homo
Lb. plantarum 2142 469 95 4,9 hetero
Lb. rhamnosus VT1 309 38 8,1 homo
b) Csicsdka tdplében
) Tejsav Ecetsav Fermentaciés Fermentativ
Torzsek hanyados olle
mmol/l (Tejsav/ecetsav) jetieg
Lb. casei subsp. casei 154 113 180 0,6 hetero
Lb. casei Shirota 337 19 17,8 homo
Lb. curvatus 2768 319 28 11,2 homo
Lb. curvatus 2775 309 28 10,9 homo
Lb. paracasei subsp. paracasei 319 9 33,6 homo
05
Lb. paracasei subsp. paracasei 110 142 0,8 hetero
2750
Lb. paracasei subsp. casei SF1 314 - - homo
Lb. plantarum 01 326 9 344 homo
Lb. plantarum 2142 295 123 2,4 hetero
Lb. rhamnosus VT1 169 19 8,9 homo

Ugyanakkor nem taldltam lényegesen nagy kiilonbséget a 24. 6ra utdn mért sejtszam

tekintetében, sem a taplevesek, sem az egyes torzsek kozott (minden esetben 10° telepképzd

egység/ml nagysdgrendben volt). Ez azzal magyardzhat6, hogy a homofermentativ jellegli
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torzsek mind a gliikéz (MRS), mind a frukt6z/oligoszacharid esetén (csicsoka) a glikolizisen
(Embden-Meyerhof ttvonal) keresztiil jutnak energidhoz (1 gliikkéz/fruktéz = 2 ATP), mig a
heterofermentativ torzsek a 6-foszfogliikonsav/foszfoketoldz szénhidratlebontési utvonalon (1
gliik6z/fruktéz = 1 ATP), ami kisebb hatékonysigu, de ez kiegésziilve a borostyankdsav
metabolikus uttal (1 gliikéz = 2 ATP), hasonlé mértékii szaporoddast biztosit a sejtek szamara.
Ez ut6bbi, heterofermentativ torzsek a csicsoka taplében az inulin fruktdz-polimer lancardl a
hidrolizis sordn felszabadul6 termindlis gliik6z molekulédt hasznalhatjak fel a borostyankdsav

utvonalhoz.
5.1.2. Savval kiegészitett taplevek hatasa a Candida glabrata szaporodasara

Az izotachoforézissel mért értékeknek, igy a vizsgélt torzsek savtermelésének megfeleléen
kialakitott, ecet-, és tejsavval kiegészitett MRS téplevek (S) gatlé hatdsanak vizsgélatakor azt
tapasztaltam, hogy a teszt-organizmusként haszndlt Candida glabrata szaporodédsa a 3,8-as és
4,5-0s pH-ji minta esetén jelentés mértékben, mig a nagyobb pH értékeknél kevésbé gatlodott

(6. dbra).
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6. dbra: A Lactobacillus plantarum 2142-es torzs feliiliszdjanak, €s az altala termelt savaknak
megfelelden kialakitott savval kiegészitett taplé hatdsa a Candida glabrata élesztére a pH
fiiggvényében
a) 3,8 és 4,5 pH értéken, b) 5,5 és 6,5 pH értéken

FU: a 2142-es torzs feliildszdja, S: sav-tartalmi MRS téplé, 3,8; 4,5; 5,5; 6,5 — a mintaoldatok bedllitott pH

értékei
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Ez a tendencia az adott Lactobacillus torzs (2142) altal kialakitott feliiliszé (FU) esetén is
megjelent, bar kisebb mértékben, aminek magyardzata az lehet, hogy a valtozatlan,
tejsavbaktériumok dltal nem mddositott Osszetételi MRS-ben a tejsav hatdsa jobban
érvényesiilt.

A savval kiegészitett tdplevek novekedésgitlé hatdsdanak pH-fiiggd tendencidja lathato
kiemelve a 7. abran is. Ezzel is igazolva a mar més kutatok (SIMON & BLACKMAN 1949,
LIND et al. 2005) 4ltal leirt hat4st, miszerint a gyenge savak antimikrobidlis hatdsukat jobban
kifejtik alacsony pH-n, mint a neutrdlishoz kozeli értéken, ami a gyenge savak nagyobb pH
disszocidlt savak esetén is megfigyeltek mikroba-novekedést gitldo hatdst, az dltalam

alkalmazott vizsgalati koriilmények kozott én ezt elhanyagolhatonak véltem.

pH 3,8 45 5,5 6,5

G

7. abra: Sav-tartalmu taplé hatdsa a Candida glabrata élesztére a pH fiiggvényében

A két legjelentdsebb, Lactobacillusok altal termelt sav, az ecet-, és tejsav kiillon-kiilon, illetve
homo-, és heterofermentativ jellegnek megfeleld ardnyd keverékiik vizsgalatdndl szintén a
mdr kordbban megéllapitott (VAZQUEZ et al. 2005, LIND et al. 2005) tények igazoldsét
kaptam, miszerint egy adott pH értéken (jelen esetben 3,8) azonos savegyenértékii (jelen
esetben 600 mM) ecetsav mikroba-gitld hatdsa jobban érvényesiil, mint a tejsavé, a
disszocidciés dlland6juknak megfeleléen. Ez jol lathaté a 8. 4dbran, ahol megfigyelhetd a
heterofermentativ jellegnek megfeleld savkeverék gatlé hatdsa is, ami szintén az ecetsav
nagyobb aktivitdsit mutatja, mig az alacsony pH (3,8) onmagaban (HCl-dal bedllitva) nem

valtott ki negativ hatést a teszt-organizmus szaporoddsdra.
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8. dbra: Ecet-, és tejsav illetve ezek homo-, és heterofermentativ ardnyu keverékének hatdsa a

Candida glabrata szaporodasara 3,8-as pH értéken
Es: ecetsav (600 mmol/l), Ts: tejsav (600 mmol/l), HCI: 3,8-as pH értékii sésav oldat, Hom: homofermentativ
aranyu ecetsav-tejsav keverék (330 mmol tejsav: 10 mmol ecetsav/l), Het: heterofermentativ aranyu ecetsav-

tejsav keverék (350 mmol tejsav: 100 mmol ecetsav/l)

9. dbra: Ecet-, és tejsav illetve ezek homo-, és heterofermentativ aranyu keverékének hatdsa a

Candida glabrata szaporoddsara 6,5-6s pH értéken
Es: ecetsav (600 mmol/l), Ts: tejsav (600 mmol/l), HCI: 6,5-6s pH értékii sésav oldat, Hom: homofermentativ
aranyu ecetsav-tejsav keverék (330 mmol tejsav: 10 mmol ecetsav/l), Het: heterofermentativ ardnyu ecetsav-

tejsav keverék (350 mmol tejsav: 100 mmol ecetsav/l)
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Ugyanezen keverékek 6,5-0s pH-ra allitott mintdi a 9. dbrdn l1dthaté médon elveszitették gatld
hatdsukat. Ezen eredményekbdl megdllapitottam, hogy alacsony pH értéknél a vizsgalt
torzsek altal termelt szerves savak gatlé hatdsa érvényesiil, mig a feliiliszé pH-janak kozel
neutrdlis értékre torténd allitdsdval ez a hatés eltlinik, és az ekkor megfigyelhetd esetleges

mikroba-gatl6 hatds mds komponensnek tulajdonithato.

5.1.3. Hidrogén-peroxid termelés a Kiilonbo6zé tapleveken

A Lactobacillus torzsek hidrogén-peroxid termelésének mérési eredményei azt mutatjdk, hogy
az MRS-ben elészaporitott sejtek nagyobb mennyiségben valasztottdk ki azt, mint a csicsdka-
taplén torténd elOszaporitds esetén (10. dbra). Ugyanakkor l4thatd, hogy azok a torzsek,
amelyek az MRS-ben torténd eldszaporitds utdn nagyobb mennyiségli hidrogén-proxidot
termeltek, a csicsoka-taplén torténd szaporitds utdn is tobb peroxid-termelést mutattak, a tobbi
vizsgalt torzshoz képest. A vizsgalt Lactobacillusok koziil a 2750-es (MRS-ben 6,87 pg/ml,
csicsokdban 1,77 ug/ml) és a 2775-6s (MRS-ben 7,53 pg/ml, csicsékdban 1 pg/ml) jeli
torzsek esetén mértem a legnagyobb hidrogén-peroxid termelést. A hidrogén-peroxid
termelést természetesen befolydsoljadk a kornyezeti feltételek, tobbek kozott a rendelkezésre
all6 szénhidrat, annak mennyisége, a tdplében 1év0 4svanyi anyagok (BARNARD &
STINSON 1999), amivel magyardazhatok a mért H,O, kiilonbségek. Az MRS-ben torténd
eldszaporitds utdni nagyobb hidrogén-peroxid koncentracioban, az ebben a tdplében taldlhaté
magnézium €s mangan vegyiiletek is szerepet jatszhatnak, mivel ezek jelenlétében nagyobb
hidrogén-peroxid termelést detektiltak (MURPHY & CONDON 1984, BARNARD &
STINSON 1999). RABE és HILLIER (2003) foként a heterofermentativ torzsek esetén
figyelték meg, hogy mangan jelenlétében ndtt a hidrogén-peroxid termelés, mig méisok gy
talaltdk, hogy a heterofermentativ torzsek altalanossdgban tobb hidrogén-peroxidot képeznek
(SAKAMOTO & KOMAGATA 1996).

Amint az a 10. abrabdl is lathatd, az dltalam heterofermentativ tulajdonsdginak meghatarozott
torzsek, a 154, 2142 és 2750 jeliiek ezt nem igazoltak dltaldnosan, hiszen csak a 2750-es torzs
mutatott nagyobb peroxid termelést. Tehdt nem taldltam Osszefiiggést a heterofermentativ

jelleg és a hidrogén-peroxid termelés kozott.
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Hg/ml H202

B Csicsoka
OMRS

3 —
NO® S
o] >
154 Shirota 2768 2775 05 2750 SF1 01 2142 VTA1
M Csicsoka 0.58 0.88 0.45 1.00 1.06 1.77 1.33 1.17 0.27 0.25
OMRS 0.28 0.74 0.62 7.53 2.54 6.87 3.82 1.73 0.35 0.45

10. dbra: Lactobacillus torzsek hidrogén-peroxid termelése csicsoka €s MRS téplevesen

torténd eldszaporitds utan

5.1.4. Hidrogén-peroxid hatasa a Candida glabrata éleszté szaporodasara

A mért értékeknek megfeleléen kialakitott, hidrogén-peroxiddal kiegészitett MRS taplevek
Candida glabrata teszt-organizmusra kifejtett szaporodasgitld hatdsa, gyenge sav
tulajdonsagénak megfelelden, a minta pH-jdnak ndvelésével ardnyosan csokkent (11. dbra). A
gatlas mértéke a 3,8-as és a 4,5-0s pH értéken még jol lathatd, de a magasabb értékeknél
hatdsa mar eltiinik, igy ebbdl kovetkezden a pH bedllitott feliilisz6 esetén sem szamolhatunk
mar a hidrogén-peroxid mikrobagatl6 hatasdval. Ugyanakkor meg kell emliteni, hogy mivel a
hidrogén-peroxid egy igen erds oxiddcids tulajdonsdggal rendelkezé anyag, konnyen
reakciéba 1éphet a kornyezetben, jelen esetben az MRS-ben, taldlhaté anyagokkal, ami

csokkenti az esetleges mikrobagatlé aktivitasat.
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11. dbra: Hidrogén-peroxid-tartalmu téplé hatdsa a Candida glabrata élesztére a pH

fliggvényében

5.2. Laktobacillusok élesztogatlé hatasanak vizsgalata

5.2.1. A Lactobacillus torzsek kozvetlen hatasa élesztokre

A telep-teszt modszerrel végzett vizsgdlatok eredményei azt mutattdk, hogy a Lactobacillus

torzsek, egymdshoz mérten kiillonbozé mértékben gétoltdk a teszt-élesztok szaporodasat, de az

is lathat6, hogy ez a hatds nagyban fligg magétdl az €lesztotdl is (8. tablazat).

8. tablazat: Lactobacillus torzsek kozvetlen hatasa élesztokre

Torzsek | Candida famata | Candida glabrata | Kluyv. marxianus | Sacch. cerevisiae
154 ++ +/- +++++ -
Shirota ++++ ++ +++ -
2768 ++ ++ +++ -
2775 +++ + ++++ -
05 +/- - +++++ -
2750 - + ++++ -
SF1 - - ++ -
01 ++ +++ +++++ -
2142 +++ +++++ ++++ -
VT1 +4 - +++ -

- : nincs gatlas; +/- : gyenge gatlas, 13-14 mm; + : mérsékelt gatlds, a gatldsi z6na nem tiszta, 15-17 mm; ++ : jé

gatlas, gatlasi zona viszonylag tiszta,18-20 mm; +++ : nagy gatlds, tiszta gatlasi zéna, 21-23; ++++ : erds gatlds,

teljesen feltisztult, nagy gatldsi zéna, 24-33 mm; +++++ : teljes gatlds, > 33 mm (a mm értékek magukban

foglaljak a telep atmérdjét is, amely altaldban 10 mm volt)

Ezt mutatja, hogy mig a Kluyveromyces marxianus var. lactis torzs novekedését minden egyes

Lactobacillus géatolta (12. dbra), addig a Saccharomyces cerevisiae esetén nem mutattak gatld

aktivitdst, ami jOl lathaté a 13. dbrdn is. A Candida torzseknél viszont a Lactobacillus-ok
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valtozatos hatast mutattak (14. dbra). Mindazonéltal az eredményekbdl lathatd, hogy gitld
hatdsukban a 01 és 2142 jelti torzs tlint ki a tobbi vizsgdlt torzs koziil, megemlitendd, hogy
mindketten a Lactobacillus plantarum fajhoz tartoznak. Ugyanakkor a heterofermentativ
jelleget mutaté torzsek (154, 2142, 2750) nem mutattak altaldnosan jelentOsebb gitld
aktivitast a tesztélesztOkkel szemben, ami pedig nagyobb ecetsavtermelésiik okdn elvarhat6
lett volna, koziilik csak az emlitett 2142-es torzs tlint ki. Az dltalam kapott eredmények
egybecsengenek a STROM és munkatarsai (2002) 4ltal megfigyelt gatl6 tulajdonsdggal, mivel
Ok is azt tapasztaltdk a Lactobacillus plantarum MiLAB 393 torzs gatléhatdsanak vizsgédlata
sordn, hogy az A4ltaluk teszt-organizmusként haszndlt élesztok koziil a Kluyveromyces
marxianus volt a legérzékenyebb, majd egy Candida faj, a Saccharomyces cerevisiae pedig

csak kevéssé gatlodott.

12. abra: Lactobacillus torzsek kozvetlen hatasa a Kluyveromyces marxianus torzsre

13. abra: Lactobacillus torzsek kozvetlen hatdsa a Saccharomyces cerevisiae torzsre
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14. abra: Lactobacillus torzsek kozvetlen hatasa a Candida glabrata torzsre

Mivel a tejsavbaktériumok elsddleges gatld hatdsa az éltaluk termelt szerves savakbdl adodik,
e hatést, illetve, hogy a savak hatdsdt mennyire befolydsolja az agar esetleges pufferold
kapacitasa, a taptalajba kevert bromkrezolbibor indikédtoros vizsgalat 15. dbrdn lathato

eredményei mutatjik.

15. dbra: A tejsavbaktérium-telepek pH csokkentd hatdsa

A telepek koriil a pH csokkenés miatt kialakult sdrga zona egyértelmiien jelzi a termelt savak
hatdsat, illetve mennyiségét és egyittal azt, hogy a tdptalaj nem befolydsolja ezek pH
csOkkentd hatdsat. Ugyanakkor az egyes indikdtor zondk mellé rendelt gatldsi zoéndk
méreteinek Osszehasonlitdsakor egyértelmiien latszik (16. dbra), hogy azok mérete tobbnyire
megegyezik, amibdl azt a kovetkeztetést vontam le, hogy a kinbtt Lactobacillus telepek

okozta kozvetlen gitlé hatds és az dltaluk termelt szerves savak, azok pH csokkentd hatdsa
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kozott szoros Osszefiliggés van, noha a gitldsban mds szintetizdlt komponensek is részt

vesznek/vehetnek.

b)\

16. dbra: A Ol-es (a) és a 154-es (b) torzs pH csokkentd és szaporoddsgatld hatdsanak

Osszehasonlitdsa a Candida glabrata €lesztd estén

5.2.2. Neutralis pH-ra allitott feliilaszo6 hatasa az élesztokre

A neutrdlis pH-ra bedllitott, hokezelt feliilisz6 élesztd-szaporodasgatlé hatdsdnak eredményei
a 9. tdbldzatban lathatok. Az eredmények azt mutatjdk, hogy az éleszték koziil a
Saccaharomyces cerevisiae volt a legkevésbé érzékeny a feliiliszokra, mivel csak a 2768-as
torzs esetén kaptam erds gatlast, mig a Candida glabrata-nél és Kluyveromyces marxianus-

ndl tobb esetben tapasztaltam nagy (++) gatlast.
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9. tablazat: Laktobacillusok feliiliszéjanak (pH 6,5) hatdsa élesztOkre

Gdtldsi zona a teszt-élesztore
Feliilaszok, a torzsek
szamaval jelolve Candida glabrata Kluyvergmyces Sacchargmyces
marxianus cerevisiae

154 +++ ++ +

Shirota +/- +/- +
2768 +/- ++ +++

2775 ++ + -

0s + + +

2750 ++ ++ +
SF1 - + +/-
01 ++ ++ +/-
2142 ++ ++ +/-
VT1 ++ ++ +/-

-: nincs gatlds, +/-: gyenge gatlds, +: mérsékelt gatlds, ++: nagy gatlds, +++: erds gatlds

A harom teszt-élesztOre kifejtett hatdsokat dsszevetve az lathatd, hogy o6t olyan Lactobacillus
torzs van (01, 154, VTI1, 2142, 2750, 2768), amely legalabb két élesztd esetén nagy, és a
harmadik esetén legaldbb gyenge gatlast mutat. E torzsek kozott a heterofermentativak
mindegyike (154, 2142, 2750) jelen van. Emellett a Lb. casei Shirota torzsre kapott
(2004) éltal

vizsgdlatokkal, miszerint ennek a torzsnek csak gyenge antifungdlis aktivitdsa van.

eredményeim megegyeznek DE MUYNCK és munkatarsai végzett

A 17-18. abrdkon jol lathaté a feliiliszok hatdsa a Candida glabrata (17. ébra) és a

Kluyveromyces marxianus (18. abra) élesztOk szaporodasara.
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b)
17. abra a), b): Lactobacillusok pH bedllitott, hdkezelt feliiliszéjanak hatdsa a Candida

glabrata élesztd szaporoddsara

.

18. dbra: Lactobacillusok pH bedllitott, hokezelt feliiliszéjanak hatdsa a Kluyveromyces

marxianus élesztd szaporoddsara
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A sejtmentes, pH-bedllitott feliiliszd éleszté-tesztorganizmusra kifejtett szaporodasgatlo
hatdsit mikrotiterlemezes turbiditdsméréssel is megvizsgiltam, aminek a Candida glabrata
teszt-€lesztore kapott eredményei a 19-20. dbrakon lathatok. Amig a Candida glabrata éleszt
10? sejt/ml indul6 koncentricidji szuszpenzi6ja esetén egyik feliilisz6 sem gétolta lényegesen
a szaporoddsdt (mindegyik esetben 10® nagysdgrendii sejtszamot mértem 16-32 6réan beliil),
addig a 10 sejt/ml indul6 sejtkoncentricid esetén az élesztd, MRS-feliiliszé mellett még 45
6ra utdn sem mutatott a turbiditdsméréssel kimutathaté szaporoddst, azaz nem érte el a 10’

sejtszam/ml sejtkoncentraciot.
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19. dbra: Lactobacillus plantarum 2142-es torzs pH bedllitott, hokezelt feliilisz6janak
turbiditdsméréssel meghatarozott hatdsa a Candida glabrata-ra, kezdeti 10° élesztdsejt/ml
esetén
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20. abra: Lactobacillus plantarum 2142-es torzs pH bedllitott, hokezelt feliilisz6janak
turbiditasméréssel meghatarozott hatdsa a Candida glabrata-ra, kezdeti 10 élesztdsejt/ml
esetén
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Az eredményekbdl lathat6, hogy az élesztdgatld komponens legnagyobb mennyiségben az
MRS taplében képzddott, a csicsOka illetve a paradicsomos tdplevesben vagy nem, vagy csak
olyan kis mennyiségben, amely mar nem mutatott gatlé aktivitdst, vagy az ezen tapleveken
képzodott feliiliszéban taldlhatd, a tesztorganizmus szaporoddsira kedvezd hatdsu anyagok
tdlsdlyban voltak a giatldé komponenshez képest. Ez utébbi lehet a magyardzata, hogy jobb
szaporodas figyelhetd meg a csicsoka és paradicsomos taplevesben, mint a kontrol esetén.

Mivel a kordbbiakban leirt kisérletek szerint a neutrdlis pH értéken a szerves savak és a
hidrogén-peroxid mikrobagétlé hatdsa eltlinik, illetve minimadlisra csokken, a kozel semleges
pH értéki feliiluszo gatld hatdsabodl a Lactobacillus-ok éltal termelt egyéb komponensre lehet
kovetkeztetni. Erre utal az is, hogy a gatldas mértéke a gatoland6 sejt koncentracidjatol fiigg,
azonos feliildszé toménység esetén, igy egy olyan anyagra lehet kovetkeztetni, amely
korlatozott szamban fordul eld, s egyszer kifejtve gatld aktivitdsat, elvész a hatdsa, pont ugy,
mint a bakteriocinek esetén. A tovdbbiakban ezért ebbe az irdnyba folytattam kisérleteket.
Els6 1épésben a feliiliszé toményitésével prébaltam a komponens gitlé hatdsat kiemelni,

fokozni.

5.2.3. Toményitett, kozel neutilis pH-ra allitott feliillisz6 hatasa az élesztok

szaporodasara

A 21. abran lathaté az MRS-en képzett, toményitett, neutrdlis feliilisz6 (4-es szamu minta)
gatlo hatdsa a Candida glabrata teszt-élesztore, amely igen jelentésnek mondhats. A
toményitett MRS tdpleves onmagdban is gétolta a szaporodast, de a feliiliszé egyértelmiien
joval nagyobb mértékben, ami az abban taldlhatd, a tejsavbaktériumok altal kivélasztott
anyagra utal. A paradicsomos taplé esetén szintén megfigyelhetd mind a toményitett tapleves,

mind a feliilisz6 gatl6 hatédsa, de itt is a feliilisz6 aktivitdsa egyértelmiien nagyobb (22. dbra).
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21. dbra: A Lb. plantarum 2142-es torzs MRS-en termelt, toményitett feliiliszdjanak hatdsa

Candida glabrata élesztére
1: MRS tépleves; 2: nem toményitett feliiliszd; 3: toményitett MRS tapleves; 4: toményitett feliiliszo

22. abra: A Lb. plantarum 2142-es torzs paradicsomleves-taplén termelt, toményitett

feliildszdjanak hatdsa Candida glabrata élesztore
1: TJ tapleves; 2: nem toményitett feliiliszd; 3: toményitett TJ tapleves; 4: toményitett feliiliszo

A hdrom vizsgélt taptalaj koziil az MRS taplén képzett feliilisz6 mutatta a legjobb gitld
aktivitast (10. tablazat), a paradicsomos taplé esetén kisebb mértékben, mig a csicséka taplén
képzddott, toményitett feliiliszé csak kis mértékben gétolt, bar ez utdbbi esetén a diffizid is
nehezen, joval hosszabb idd alatt és nem teljes mértékben ment végbe a vizsgdlatok sordn,

ezért ez utdbbi érték nem teljesen 6sszehasonlithaté az elso kettdvel.
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10. tablazat: Toményitett, illetve nem toményitett taplevek és feliiliszok gatlé hatdsa Candida

glabrata élesztore

MRS 1\/{5{8- MRS-T TJ TJ-TK TJ-T CS CS-TK | CS-T
Gatlas
. ++ +++ +++ ++ ++ +++ + -
mértéke

MRS: MRS téplén szaporitott tejsavbaktérium nem toményitett feliilliszéja; MRS-TK: toményitett MRS taplé;
MRS-T: MRS téplén szaporitott tejsavbaktérium toményitett feliilliszdja; TJ: paradicsomleves taplén szaporitott
tejsavbaktérium nem toményitett feliiliszéja; TJ-TK: toményitett paradicsomleves taplé; TJ-T: TJ tdplén
szaporitott tejsavbaktérium toményitett feliiliszéja; CS: csics6ka tdplén szaporitott tejsavbaktérium nem
toményitett feliiliszéja; CS-TK: toményitett csicséka tdplé; CS-T: csicsoka tdplén szaporitott tejsavbaktérium
toményitett feliiliszoja.

-: nincs gatlds, +: mérsékelt gatlds, ++: nagy gatlds, +++: erds gatlds

A turbiditdsméréses vizsgdlat eredményeibdl (23. dbra) viszont az latszik, hogy a toményitett
tdplé Oonmagaban nem gitol sem a csicsOka, sem a paradicsomlés-tdplé esetén, ellenben a
toményitett MRS mellett csak az inkubécié 45. 6rdja utdn mutatott a teszt-€lesztd lathatd
szaporodast. A feliiliszok koziil a paradicsomleves €s a csicsOka taplén képzodottek csak
kevéssé gatoltdk az élesztd szaporodasat: még ugyanazon nagysdgrenden belil mértem a
sejtszdmot - noha a kontrolllhoz képest csak feleannyit. Az MRS-en képzddott, toményitett
feliilisz6 mellett viszont még 68 6ra utan sem detektdltam sejtszaporoddst, tehat nem érte el a

107 sejtszam/ml sejtkoncentraciot.
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23. abra: A 2142-es torzs toményitett feliiluszojanak (MRS, TJ, CS) és a toményitett taplevek
(MRS-K, TJ-K, CS-K) hatdsa Candida glabrata élesztd szaporoddsara.
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A turbiditdsméréssel kapott eredmények, tendencidjukat tekintve megegyeznek az
agardiffizioval mért gatlassal, miszerint a toményitett taplevek esetén csak az MRS mutatott
jeletés gatlast, mig a toményitett feliiliszok mindegyike gatolta a tesztorganizmus
szaporoddsat, de ezek koziil is legjelentésebben az MRS-en képzddott feliiliszo.

A toményitett feliilisz6 vizsgalatdnak eredményeibdl jol lathatd, hogy a feliilisz6 tartalmaz
olyan gitld6 komponenst/komponenseket, amelyek a feliillisz6 pH-janak neutrélis értékre
allitasabol kovetkezden, nem a gyenge savakra és a hidrogén-peroxidra utalnak. Mivel
kozismert tény, hogy a Lactobacillus-ok termelhetnek bakteriocineket, amely egy
fehérjejellegli antibakteridlis anyag, illetve egyes kutatok beszdmoltak tejsavbaktériumok éltal
termelt, hasonléan fehérjejellegii antifungdlis anyagrdl is (ROY et al. 1996, OKKERS et al.
1999, MAGNUSSON & SCHNURER 2001), ezért a kovetkezd 1épésként fehérjejellegii

komponens kimutatdsat, tisztitasat probaltam véghezvinni.

5.3. Fehérjejellegii komponens vizsgalata

5.3.1. Fehérjejellegii komponens tisztitasa

A feliiliszéban taldlhato, feltehetéen fehérjejellegi komponensek tisztitdsat ammoénium-
szulfatos kicsapdssal és szerves olddszeres kivondssal is megprébaltam, de az igy kapott
minta mennyisége és hatdsa alulmulta varakozdsomat, igy a bakteriocinek tisztitdsdra hasznalt
adszorpcids/deszorpciés mddszerrel kiséreltem meg a tisztitdst, abbdl a megfontolasbdl is
kiindulva, hogy ez a mddszer a legkiméletesebb, ez hat kémiailag legkevésbé a tisztitandd
fehérjére és ,.Elelmiszer-barat”, amely az esetleges tovabbi felhaszndlds sordn elonyos. Az
irodalmi adatok alapjin elvégzett adszorpcids/deszorpciés mddszer hdrom, egymdstol egyes
Iépésekben kiillonbozd valtozatdnak hatékonysiagéat a tisztitott komponens szaporoddsgitld
hatdsa alapjan hasonlitottam ©ssze. Tesztorganizmusként olyan Lactobacillusokat
valasztottam, amelyek az adott torzs neutrdlis feliiliszdja esetén jelentds érzékenységet
mutattak, igy varhat6 volt, hogy a tisztitott komponens esetén is igy fognak viselkedni, ezaltal
jelezve a tisztitdsi mdédszer hatékonysdgat. Ugyanakkor feltételeztem, hogy egy esetleges
sikeres bakteriocin-tisztitds esetén az adott Lactobacillus torzs altal termelt egyéb
fehérjejellegli (élesztd-)gatldé komponens is hasonléan eredményesen tisztitddik. A harom
valtozat koziil a MEGHROUS és munkatarsai (1999) altal leirt modszert taldltam a
legjobbnak. A masik két modszer végterméke nem, vagy csak igen kis mértékben mutatott

gatld aktivitast. Az alkalmazott médszerek végtermékének gatl aktivitasat a 11. tdblazatban
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foglaltam Ossze a 2142-es torzs feliiliszdjanak tisztitdsa esetén a 01 és 2750-es torzsek
szaporodasanak gatlasara vizsgalva. Ugyanakkor a késdbbiekben is a Lactobacillus plantarum
2142-es torzs altal termelt gatl6 komponens tisztitdsa utdn kapott minta vizsgalatit mutatom

be.

11. tdblazat: A 2142-es torzs esetén végzett adszorpcids/deszorpcids tisztitdsi modszerek

végtermékeinek gatl6 hatdsa a 01 és 05 jelil torzsekre

. Gatlas mértéke

Minta o1 05
2142 ++ ++
1 + +/-

2 +/- -
3 +++ ++
M1 +/- +
M2 ++ +
M3 - +/-

1: ELEGADO és munkatdrsai (1997) szerint végzett tisztitdsi modszer végterméke, 2: YANG és munkatdrsai
(1992) szerint végzett tisztitds végterméke, 3: MEGHROUS és munkatdrsai (1999) szerint végzett tisztitas
végterméke, M1: az 1-es jeli mddszer sordn kapott moséfolyadék, M2: a 2-es jelli modszer sordn kapott

moso6folyadék, M3: a 3-as jelll médszer sordn kapott moséfolyadék

A gatlasi zona értékeibdl lathatd, hogy a mar emlitett, MEGHROUS és munkatarsai (1999)
altal leirt (3-as jelli) mdédszernél kaptam az eredeti, nyers feliiliszé hatdsaval azonos, illetve a
01-es torzsre nézve még nagyobb gitlast. Ugyanakkor a sejtek mosdsa utdn a moséfolyadékot
(M) szintén megvizsgdlva azt tapasztaltam, hogy a fent emlitett moddszer (3) esetén
elhanyagolhat6 volt azok gatldsa, mig a masik két modszernél (1, 2) a mos6folyadék mutatott
gitlo aktivitdst, ami a gitldé komponensek lemosdddsat jelzi, a mosasi 1épés(ek) sordan. A
tisztitds utdn kapott oldat hatdsit megvizsgéltam teszt-élesztOre is, amely esetben szintén jol

lathat6 gatlasi zonat kaptam (24. 4bra).
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24. dbra: MEGHROUS és munkatarsai (1999) szerint végzett tisztitds végtermékének hatdsa

Candida glabrata élesztdre

3: a 3-as jeli Meghrous és munkatarsai (1999) szerint végzett tisztitasi médszer végterméke

5.3.2. A tisztitott komponens fehérjejellegének igazolasa

A kivont gatlé anyag, a vékonyrétegkromatografids elvélasztdst €s a ninhidrines oldatos
permetezést kovetden szinreakciét adott, amibdl annak fehérje-jellegére lehet kovetkeztetni
(25. dbra). A hdrom tisztitott kivonat koziil az a 3-as jelll minta adta a leger6sebb szinreakciot,

amely a mikroba-gatl6 aktivitds szerint is a legjobbnak mutatkozott.

25. 4bra: A tisztitdsi modszerek végtermékeinek vékonyrétegkromatogréfias elvalasztast

kovetd mintazatai

MRS: MRS tépleves, 1: Elegado és munkatarsai (1997) szerint végzett tisztitasi médszer végterméke, 2: Yang és
munkatérsai (1992) szerint végzett tisztitds végterméke, 3: Meghrous és munkatarsai (1999) szerint végzett

tisztitas végterméke
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5.3.3. A fehérjejellegii komponens enzimkezelése

A mikrobagitld komponens fehérjejellegének tovabbi bizonyitdsdra a tisztitott minta
proteindz-K és pepszin enzimekkel torténd kezelését is elvégeztem, amibdl nyilvanvalova valt
a gatlo-anyag fehérje természete, mivel a minta gatlo-aktivitidsa a proteindz-K enzimkezelés

utdn teljesen megsziint, mig a pepszines kezelés esetén lecsokkent (26. dbra).

26. dbra: Proteindz-k enzimkezelés hatdsa a tisztitott gatlé komponens Candida glabrata

éleszto elleni aktivitasara

E: enzimkezelt minta, N: nem-enzimkezelt minta

5.3.3. A fehérjejellegii komponens molekulatomegének meghatarozasa

A fehérjejellegli, tisztitott komponens molekulatomegét Bis-Tris-SDS-poliakrilamid-
gélelektroforézissel probdltam meghatdrozni. A 27. dbrdn lathatd, hogy a gél-elektroforézises
elvdlasztas utdn a 3-as jelli minta, azaz a tisztitott fehérjejellegli komponens liofilizlds utidn
Otszorods toménységlire visszaoldott oldatdban taldlhaté fehérjék a 11 kDa alatti tartomanyban
helyezkednek el. Az MRS (1-es minta) és a feliilisz6 (2-es minta) esetén toményitetlen mintat
hasznéltam, de ennek ellenére az MRS tdpoldatban lathaték 52 és 98 kDa kozott fehérjesavok,
illetve a feliilisz6 esetén a 19 kDa értéknél. Azonban a tisztitott mintdndl ezek egyike sem
l4athaté, ami a tisztitds hatékonysdgat jelzi. A nem liofilezett, tisztitds utdni mintdban (4-es
jelll) halvdnyan kaptam egy fehérjesdvot 6 és 11 kDa kozott, amely értéknél a toményitett
minta (3) esetén igen erds jelet kaptam. Mindazondltal 14thatd, hogy a tisztitott, toményitett
minta esetén minimum 6, j6l elkiiloniilé fehérjesav jelent meg. Mivel a tisztitdsra alkalmazott
modszert alapvetéen a bakteriocinek kivonasara dolgoztdk ki, igy ezen fehérjejellegii

komponensek tisztitdsa is megtorténhetett a kisérlet elvégzése kozben, tehat a fehérjesavok
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némelyike a vizsgalt Lactobacillus plantarum 2142-es torzs altal termelt bakteriocin lehet.

kDa MW 1 2 3 4
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27. dbra: A 2142-es torzs éltal termelt, tisztitott fehérjejellegli gétlé komponens az

elektroforetikus elvalasztas utan

MW: molekulatomeg-standard, 1: MRS tdplé, 2: 2142-es torzs MRSen képzett feliiliszéja, 3: tisztitott és

liofilizal4s utdn visszaoldott fehérjejellegli komponens, 4: tisztitott komponens, liofilizalas elott

A Lactobacillus plantarum kiilonbozd torzsei daltal termelt bakteriocinek (plantaricin)
kimutatasaval, vizsgalatival méar sokan foglalkoztak, amelyek sordan e fehérjejellegli gatld
anyag molekulatémegére a 3-10 kDa (JIMENEZ-DIAZ et al. 1993, ENAN et al. 1996), illetve
a 1-5 kDa (SUMA et al. 1998) kozotti tartomdnyt adtdk meg. Madasok kozelebbi
molekulatomeget is meghatdroztak, mint példaul a plantaricin S és TF711 esetén 2,5 kDa-t
(JIMENEZ-DIAZ et al. 1993, HERNANDEZ et al. 2005), plantaricin ST31 vizsgilatanal 2,7
kDa-t, (TODOROV et al. 1999), plantaricin C és 423 esetén 3,5 kDa-t (GONZALEZ et al.
1996, VAN REENEN et al. 1998), illetve a plantaricin 35d vizsgalatanal 4,5 kDa-t (MESSI et
al. 2001). Ugyanakkor szamos kutaté beszdmolt arrdl is, hogy az éltaluk vizsgélt, adott torzs
tobb, kiilonbozd plantaricint is termelt (JIMENEZ—DiAZ et al. 1993, ANDERSSEN et al.
1998, REMIGER et al. 1999), illetve azt is megfigyelték, hogy az adott Lb. plantarum altal
termelt tisztitott bakteriocin elektroforetikus képén tobb sdv is jelen van (AYMERICH et al.

2000), és hogy mindemellett egyes plantaricinek kiillonboz6 peptidek 6sszekapcsoldddsaval
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jonnek 1étre (JIMENEZ-DIAZ et al. 1995, MALDONADO et al. 2003). ANDERSSEN és
munkatarsai (1998) példaul a Lactobacillus plantarum C11 torzs esetén 5 peptidet is ki tudtak
mutatni, amelyek koziil egy kiillondlléan, mig kett-kettd Osszekapcsolddva fejtette ki gatlo
aktivitasat, igy hozva létre aktiv bakteriocineket.

Ezen eredményeket figyelembe véve azt feltételezem, hogy az elektroforetikus futtatds utdn a
3 és 6 kDa kozotti fehérjesavok, illetve azok egy része lehet a Lactobacillus plantarum 2142
torzs altal termelt bakteriocin(ek) peptidje(i).

Ugyanakkor a tejsavbaktériumokkal kapcsolatban, antifungilis fehérjékrdl is, de fOként
€lesztd szaporoddsat gatld fehérjejellegli agyagrol, ezek tisztitdsarol kevesen szamoltak csak
be. Csupan néhdny irodalom taldlhat6 ezzel kapcsolatban, azok is fOként mdas -nem a
plantarum- fajok ltal termelt fehérjékrol sz6lnak. MAGNUSSON és SCHNURER (2001) a
Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis Si3 torzs kapcsén tisztitottak egy koriilbeliil 3
kDa molekulatomegli antifungdlis komponenst, mig OKKERS és munkatarsai (1999) egy
2,35-3,9 kDa kozotti bakteriocin-szeri fungisztatikus peptidet izolaltak, Lactobacillus
pentosus-bol. Ugyanakkor ATANASSOVA és munkatérsai (2003) a Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei M3 torzs feliilisz6jabol tisztitott élesztdgatldo komponens aktiv frakcidjat 45
kDa-ndl kaptak. Lactobacillus plantarum tejsavbaktériummal kapcsolatban csak STROM és
munkatdrsai (2002) mutattak ki fehérjejellegi antifungdlis komponenst, a MiLAB 393 torzs
esetén két, ciklikus dipeptidet.

A kevés szdmu irodalombdl, illetve az azokban vizsgalt kiilonbozo fajok eltéré eredményeibol
nem lehet kovetkeztetni, illetve altaldnositani, hogy milyen molekulatomegii élesztogatld
fehérjéket termelhetnek a Lactobacillusok, s kifejezetten a plantarum faj, ezért az altalam

tisztitott fehérjék elvalasztisa, tovabbi vizsgalata sziikséges.

5.4. A Lactobacillus torzsek hisztamin termelése

Mivel a legkdzismertebb, biogén aminokhoz kapcsolhatd élelmiszermérgezés a hisztaminnal
hozhaté 0Osszefiiggésbe (SANTOS 1996), ezért a Lactobacillus torzsek hisztamin-
termelésének vizsgalatit tartottam a legfontosabbnak.

A vizsgalt tejsavbaktérium torzsek koziil mindossze négy termelt hisztamint és ezek koziil is
harom csak a szintetikus MRS tdplén, mig a 2750-es torzs a csicsOka tdplén is mutatta e

biogén amin termelését (12. tdblazat).
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12. tdblazat: A hisztamin termeld torzsek a vizsgalt Lactobacillus-ok koziil és az dltaluk
képzett biogén amin mennyiség

Hisztamin termelés (mg/1)

Torzs Téplé
MRS Csicsoka
Lb. paracasei subsp. paracasei 05 0,5 0
Lb. paracasei subsp. paracasei 2750 81 43
Lb. paracasei subsp. casei SF1 0,5 0
Lb. rhamnosus VT1 0,5 0

A mért eredmények alatdmasztjdk BOVER-CID és munkatarsai (1999) feltevését, miszerint a
mikroorganizmusok egy szintetikus tdptalajon mért biogén amin termelése nem feltétleniil
azonos egy komplex élelmiszermdtrixban tapasztalhatd amin-termeléssel, ugyanazon
mikroorganizmusok esetén. Ugyanakkor mar mdsok is megéllapitottdk, hogy a szabad
aminosav, a natrium-klorid és a gliik6z koncentracié is befolydsolja a mikroorganizmusok
biogén amin termelését, csakigy, mint a kornyezet pH-ja (SUZZI & GARDINI 2003,
PIRCHER et al. 2006). Ezért a két tiptalaj OsszetevOinek jelentds eltérése okozhatta az
altalam mért kiilonbségeket a biogén amin koncentracidban. Egyediil talan csak a pH hatdsa
zarhat6 ki, mivel a 24 6ras fermentdcié utdn az egyes torzsek esetén a két taplé kozott a pH
értékek maximum 4 tizedes értékben kiilonboztek.

Ugyanakkor lathat6, hogy az egyes Lactobacillus-ok is nagy eltéréseket mutattak a hisztamin-
termelésiik tekintetében, mds kutatok eredményeihez hasonléan, akik szintén valtozatos
hisztamin-termelést mértek, mind a fajok kozott, mind egy fajon beliil is (BOVER-CID et al.
1999, SUZZ1 & GARDINI 2003, PIRCHER et al. 2006). PIRCHER és munkatarsai (2006)
tobbek kozott az altalam vizsgalt fajokba tartozé torzseket is megnéztek biogén amin
termelésiikre vonatkozdan, amely sordn azt tapasztaltdk, hogy a Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei torzsek kozott voltak a legnagyobb hisztamin termeldk, amely egybevag az
altalam kapott eredménnyel (a 2750-es jelzésti baktérium egy Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei torzs). Ugyanakkor a 2750-es torzs 4altalam csicsokalén mért, egy literre
vonatkoztatott hisztamintermelési értéke is ,.csak” a gyenge hisztamin-mérgezést okozo
mennyiség (8-40 mg) alsé hatardan van (PARENTE et al. 2001), azaz egészségiigyi
szempontbdl nem nagyon jelentds, viszont élelmiszerbiztonsagi szempontbdl figyelembe kell
venni.

BARATH és munkatarsai (1999) szintén vizsgltak a 2142, 2750, 2768 és 2775 jelii torzseket
€s méréseikbdl az deriilt ki, hogy 0ssz-biogén amin tekintetében is a 2750-es torzs termelt a

legtobbet MRS taplén, ugyanakkor a 2768 és 2775 jelli torzsek is mutattak biogén amin
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termelést, de annak 6ssz-koncentracidja 10 mg/l kdrnyékén volt, aminek 80 %-at a triptamin
tette ki.

A mért eredményekbdl azt allapitottam meg, hogy hisztamin-termelésiik szempontjabadl,
csicsOka tdplén torténd fermentdcidra a 2750-es torzs kivételével mindegyik vizsgalt

Lactobacillus biztonsadgosan alkalmazhat6.

5.5. Vizsgalatok vegyes kultara kialakitasahoz

5.5.1. Tejsavbaktériumok egymasra Kifejtett kozvetlen hatasa

A vegyes kultirdk kialakitdsa érdekében végzett, a Lactobacillus torzsek egymadsra kifejtett
kozvetlen hatdsdnak vizsgalatinal (28-29. 4bra) azt tapasztaltam, hogy a vizsgélt torzsek
egyidejii novekedésekor azok tobbnyire nem, vagy csak kis mértékben gatoljadk egymads
szaporodasat (13. tdblazat). Az eredményekbdl az is lathatd, hogy vannak az egyiittszaporitas
szempontjabol kevésbé (01, VT1, 2142, Shirota), illetve jobban érzékeny torzsek (2750, 2775,
154) és a vizsgalt Lactobacillus-ok koziil némely nagyobb gétlast mutatott (2142, 2768) a

tobbi torzzsel szemben.

28. abra: Lactobacillus torzsek egymasra kifejtett kozvetlen hatdsa a 2142-es, 154, SF1, és
VTI torzsek esetén, () : gitl6 hatds
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29. ébra: Lactobacillus torzsek egymadsra kifejtett kozvetlen hatdsa a 2768-as, 154, 2750 és

2142-es torzsek esetén, O : gatl6 hatés

13. tdblazat: Lactobacillus torzsek egymasra kifejtett hatdsa

.. Torzsek
Torzsek
01 | 05 [ 154 | SF1 | VT1 | 2142 | 2750 | 2768 | 2775 | Shirota | Erzékenység
01 - - - - - - - - - 0
05 - - - - - - +/- - - 1
154 +/- | +/- - - +/- - +/- - +/- 5
SF1 - - - - +/- - - - - 1
VT1 - - - - - - - - - 0
2142 - - - - - - - - - 0
2750 - +- | - | +/- - + +/- | +/- + 7
2768 - - - - - +/- - - - 1
2775 - +/- | +/- - +/- | +- - +/- + 6
Shirota - - - - - - - - - 0
Gatlasok szama | 1 3 2 1 1 5 0 4 1 3

-: nincs gatlds, +/-: gyenge gatlas, +: j6 gatlds

Ezen eredmények alapjan szdmos vegyes kultira alakithaté ki oly médon, hogy azok nem

gatoljak egymas novekedését.
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5.5.2. Tejsavbaktériumok feliilliszéinak hatasa egymas termel6 torzseire
Ugyanakkor megvizsgaltam az egyes tejsavbaktérium torzsek neutrdlis pH-ra bedllitott

feliiliszoinak novekedés-gatld hatdsat a tobbi Lactobacillus torzsre, amelynek eredményét a

14. tdblazat mutatja és a 30. dbra szemlélteti.

14. tablazat: Laktobacillusok neutrdlis feliiluszéinak hatdsa egymas termeld torzseire

Torzsek Feliiliszo, a torzs szdmaval jelolve ]
01 | 05 | 154 | SF1 | VT1 | 2142|2750 | 2768 | 2775 | Shirota| Erzékenység
01 i B o e e T et e e e e + + 9
0s +++ +++ | ++ | | | + ++ + 9
154 +/- | +/- +- | | | | - + + 8
SF1 + + | + + + + - ++ + 8
VT1 +/- - | H- | - + +/- + + +/- 8
2142 + + - + + + +- | ++ +/- 8
2750 + |- -+ | | - +- | +- +/- 9
2768 +- | -] - + + - + ++ + 7
2775 + |+ + | - - + + + 8
Shirota | + - + - + | +/- + +/- + 7
Clldsokcf g 1717 18 |9 7| 9|8 ]9 9

-2 nincs gatlds, +/-: gyenge gatlas, +: j6 gatlds, ++: jelentOs gatlds, +++: erds gatlas

Lathat6, hogy a vizsgalt torzsek kisebb-nagyobb mértékben érzékenyek egymds pH-bedllitott
feliiluszoira, ami esetleges bakteriocin jelenlétére utal. Mindazonéltal mivel e gatlo-hatés
kozel neutrélis pH értéken mutatkozik, és az egyiittszaporitds sordn kialakul6 savas kdzegben
hatdsuk mashogy, esetleg kevésbé érvényesiil, - ahogy azt a kozvetlen egyiittszaporitds soran
is tapasztaltam (4.5.1.), - igy a kevert tenyészetek kialakitdsakor, a feliiliszok egymads
torzseire kifejtett hatdsanak vizsgélata sordn kapott kisebb gatldsi értékeket (+/-; +) nem

vettem figyelembe.
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30. abra: A 01-es és 05-0s torzs neutrdlis feliiliszdjanak hatdsa a 2775-0s torzsre

5.6. Vegyes kultirak élesztogatlé hatasanak vizsgalata

5.6.1. Vegyes kultirak kozvetlen hatasa élesztok szaporodasara

Az el6bbiekben bemutatott eredményekbdl kiindulva, olyan tejsavbaktérium torzsekbdl

kialakitott vegyes kultdrdkat hoztam létre, amelyekben az egyes torzsek nem gétoljak egymas

szaporoddsat és igy hatdsukat egyiittesen, kozosen fejthetik ki (15. tdblazat).

15. tablazat: Vegyes Lactobacillus kultirdk kialakitdsa

Kevert tenyészethez felhasznalt torzsek

Kevert tenyészet jelolése

Lb. curvatus 2768 + Lb. casei subsp. casei 154 2715
Lb. curvatus 2768 + Lb. plantarum 2142 2721

Lb. plantarum 2142 + Lb. casei Shirota 21Sh

Lb. rhamnosus VT1 + Lb. casei Shirota VTSh

Lb. paracasei subsp. paracasei 05 + Lb. casei Shirota 05Sh
Lb. curvatus 2768 + Lb. curvatus 2775 2727

Lb. rhamnosus V'T1 + Lb. plantarum 2142 VT21

Az {igy kialakitott vegyes kulturak élesztore kifejtett kozvetlen hatasit a 31-34.

szemlélteti.
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31. abra: A 05Sh vegyes kultira hatdsa a Candida famata élesztdre
05: a 05-0s torzs 6nmagédban, Shirota: a Shirota térzs onmagéban, K: kiilon elszaporitott torzsek egyiittes

hatdsa, E: egyiitt szaporitott torzsek, kevert tenyészet

32. dbra: A 2715-0s vegyes kultdra hatdsa a Candida glabrata élesztOre

2768: a 2768-as torzs onmagaban, 154: a 154-es torzs onmagdban, K: kiilon eldszaporitott torzsek egyiittes

hatésa, E: egyiitt szaporitott torzsek, kevert tenyészet
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33. dbra: A VTSh vegyes kultira hatdsa a Saccharomyces cerevisiae élesztore

VTI1: a VT1-es torzs onmagdban, Shirota: a Shirota torzs dnmagaban, K: kiilon elészaporitott torzsek egylittes

hatésa, E: egyiitt szaporitott torzsek, kevert tenyészet

34. dbra: A 2715-0s vegyes kultira hatdsa a Kluyveromyces marxianus élesztére

2768: a 2768-as torzs onmagdban, 154: a 154-es torzs 6nmagdban, K: kiilon eldszaporitott torzsek egyiittes

hatdsa, E: egyiitt szaporitott torzsek, kevert tenyészet

A 16. tablazatban a kevert tenyészetek négy teszt-€lesztOre kifejtett gdtld-hatdsat tiintettem
fel. A varakozdsoknak megfelelden taldltam olyan pérositdsokat, amelyeknél nagyobb gitlé
aktivitdst tapasztaltam, mint ez egyes torzsek egyéni hatdsa (C. glabrata és a Kl. marxianus
esetén a 2715), de sok esetben éppen annyira gitolt a vegyes kultdra, mint a keverék egyik

vagy mdsik tagja (pl. C. glabrata esetén a 05Sh illetve a Shirota, C. famata esetén a VTSh),
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illetve kisebb mértékben (a 2721-es torzs minden keveréke kevésbé gitolt, mint a torzs
onmagdban). Ez utébbi esetben a kisebb aktivitds az egymadsra kifejtett negativ hatés
eredménye lehet, amely minden bizonnyal a tdplében kialakult sajitos kornyezet, a
tdpanyagért vivott kompeticié eredménye.

A legjobb tulajdonsdgokat mutaté 2715-6s jeli kevert tenyészet hatékonysdgara az adhat
magyarazatot, hogy amig a 2768-as torzs MRS taplében kizarolagosan csak tejsavat termelt,
addig a 154-es torzs a legtobb ecetsav-termeldnek bizonyult ugyanezen taplén, igy az altaluk
egyiittesen termelt savak olyan keveréket alakithattak ki, amelyben a két kiilonb6z6 gyenge
sav, egymads hatdsat erdsitve fejti ki gatld aktivitasat az élesztére. Emellett még tobb tejsavat
is termelhettek, ahogy azt egyes kutatok tapasztaltdk, miszerint MRS taplében vizsgilva a
kevert tenyészetben jobb volt a tejsavtermelés, mint az egyéni kultirakban (LEE 2005).
Ugyanakkor az eredményekbdl az is lathatd, hogy abban az esetben, amikor a kiilon-kiilon
eldszaporitott sejtszuszpenziobdl vittem ugyanakkora mennyiséget az agar feliiletére (K), a
gatlas a legtobb esetben kisebb, de legfeljebb ugyanakkora volt, mint az egyiittszaporitas utdn

felvitt sejtszuszpenzid esetén (E).

16. a), b) tablazat: Vegyes kultdra hatdsa a teszt-€lesztokre
a)

Candida glabrata Saccharomyces cerevisiae
Tejsavbaktérium torzsek e mennyiség s mennyiség
mindség mindség
(mm) (mm)
154 +/- 14 - 14
Shirota +++ 18 - 14
2768 +++ 18 - 14
2775 ++ 16 - 14
05 - 10 - 10
2142 +++++ 22 - 14
VT1 +/- 13 - 14
VT21 E o+ 20 - 14
K + 14 - 14
E +++ 18 - 14
2727 K ++ 14 - 14
E +++ 18 - 14
2721 K ++ 16 - 14
E ++++ 20 - 16
2715 K +++ 18 - 14
E +++ 18 - 14
0SSh K ++ 16 - 14
E ++ 16 - 14
VISh K + 14 - 14
E ++ 15 - 14
215h K ++ 16 - 14
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b)

Candida famata Kluyveromyces marxianus
Tejsavbaktérium torzsek e mennyiség e mennyiség
minoseg minoseg
(mm) (mm)
154 ++ 22 +++ 28
Shirota ++ 20 ++++ 30
2768 ++ 24 +++ 26
2775 ++ 24 ++++ 36
0s +/- 16 ++++ 30
2142 +++++ 36 +++++ 38
VT1 ++ 20 +++ 26
E
VT21 +++ 26 +++ 28
K ++ 20 + 18
E +++ 24 -+ 34
2727 K ++ 20 - 10
E +++ 24 +++ 28
2721 K ++ 20 ++ 24
E ++ 22 +-++ 30
2715 K ++ 20 ++ 22
E ++ 22 +++ 28
05Sh K + 16 ++ 22
E ++ 22 +++ 26
VISh K ++ 20 ++ 22
E o+ 34 +++ 28
215h K -+ 30 ++ 24

- : nincs gatlds; +/- : gyenge gétlds; + : mérsékelt gatlds, a gatldsi zOna nem tiszta; ++ : j6 gatlds, gatldsi zona
viszonylag tiszta; +++ : nagy gatlds, tiszta gatldsi zéna; ++++ : erds gatlds, teljesen feltisztult, nagy gétlasi zona;

+++++ : teljes gatlds, (a mm értékek magukban foglaljdk a telep atmérdjét is, amely altaldban 10 mm volt)

5.6.2. Vegyes kultirak altal termelt, kozel neutralis pH-ra allitott feliiliszok hatasa

élesztok szaporodasara

Az egyiitt szaporitott torzsek 6,5-0s pH értékre bedllitott feliiliszoit megvizsgilva (35-36.
abra) azt tapasztaltam, hogy ezek tobb esetben jobban gétoltdk a teszt-€lesztét (VTSh a K.
marxianus-ra; 05Sh, VTSh a S. cerevisiae-re), mint a kiilon szaporitds utdn kialakitott
feliiluszok (17. tdblazat). Ugyanakkor éppen azon kevert tenyészetek feliiliszoi tlintek
hatékonynak, amelyek egyik tagja a Shirota torzs volt, amelyrdl a kordbbi kisérleteim soran
azt tapasztaltam, illetve més kutatok is azt publikdltdk (DE MUYNCK et al. 2004), hogy csak

csekély antifungalis aktivitdsa van.
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35. abra: A 05Sh és a 21Sh vegyes kultirdk feliiliszéjanak hatdsa a Candida glabrata

szaporoddsdra

36. dbra: A 2715 és a 2721 vegyes kulturék feliiliszéjanak hatdsa a Kluyveromyces marxianus

szaporoddsdra
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17. téblazat: A kevert tenyészetek €s az azokat alkotd torzsek egyedi feliiliszdjdnak hatdsa a

teszt-€lesztokre

L . Gatlasi zoéna a teszt-élesztore
Feliilaszok, a torzsek
szdméval jeldlve Candida glabrata Kluyvergmyces Sacchaeryces
marxianus cerevisiae
154 +++ ++ +
Shirota +/- +/- +
2768 +/- ++ +++
05 + + +
2142 ++ ++ +/-
VT1 +4 +4 +/-
Kevert tenyészet
2715 ++ + +
2721 + ++ +
05Sh +/- ++ +++
21Sh ++ ++ +
VTSh ++ +++ +++

-: nincs gatlds, +/-: gyenge gatlds, +: mérsékelt gatlds, ++: nagy gatlds, +++: erds gatlds

Ez egyrészt azzal magyardzhatd, hogy a baktériumok mds mikroorganizmus, jelen esetben
egy masik Lactobacillus, jelenlétében fokozhatjdk a gitlé-anyag termelésiiket (SHIMIZU et
al. 1999), masrészt a kevert tenyészetek, az egyiittesen termelt gitl6-anyagok, azok
kombinaciéi hatékonyabb gatlast valdsitanak meg (HANLIN et al. 1993, SCHWENNINGER
et al. 2004, GRATTEPANCHE et al. 2007).

5.7. Lactobacillus torzsek és feliilliszoik hatasa élesztok szaporodasara zoldséglé-

modellen

5.7.1. Lactobacillus torzsek és feliilliszoik egyedi hatasa élesztok szaporodasara

zoldséglé-modellen

Természetes alapu tdplén, azaz csicsOkalén is megvizsgdltam az egyes tejsavbaktérium
torzsek, illetve az ezen a tdplén képzett sejtmentes feliiliszéik hatdsiat a teszt-€lesztok
szaporodasdra. Ezen kisérleteimet egy-egy, a csicséka tdplén homo- (2768), illetve
heterofermentativ (2142) tulajdonsdgot mutaté térzsek eredményein keresztiil mutatom be. A
37. abran a Candida glabrata élesztd szaporoddsa lathatd a 2142 és 2768-as torzsek, illetve
ezek feliiliszoi mellett. Az dbran lathatd, hogy a tejsavbaktériumok szaporoddsa mind kiilon (

2124, = 2768 ), mind ez élesztOkkel egyiitt ( 2142 + C.g.,, = 2768 + C.g.)
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ugyanolyan mértékii volt, ellenben az é€lesztd, a kontroll csoportjdhoz ( === C.g. kontroll)
képest a tejsavbaktériumokkal egyiitt kevésbé szaporodott ( Cg+2142, e C.g. +
2768). Ebben szerepet jatszik természetesen a tejsavbaktériumok 4ltal termelt gatld
anyagokon kiviil a tdpanyagért valo kiizdelem is. Ez azonban mar nem mondhat6 el a 2142-es
torzs csicsokalén képzett feliiliszdja illetve neutrdlis pH-ra allitott feliiliszéja (== fu,

—pH ) mellett szaporod6 élesztok esetén, ahol csak a sejtmentes feliildszoé fejtette ki (egy
nagysagrendnyi) gatlé-hatdsat az élesztok szaporodasdra. A 2768-as torzs feliillisz6i nem

( fu ) vagy csak kis mértékben ( == pH ) gétoltdk a szaporodast.

2142
——2768
——C.glabrata-kontroll

2142+C.g.
—0—2768+C.g.

C.g.+2142
—&—(C.g.+2768
——C.g.+2142 fu
—4—(C.g.+2142 pH
—4—(C.g.+2768 fu

C.g.+2768 pH
1.E+03 ‘ ‘ TGE-C.g.
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37. abra: A 2142-es és 2768-as torzs és csicsokalén képzett feliiliszoik hatdsa a Candida

glabrata élesztore csicsokalében

2142: a 2142-es torzs szaporoddsa 6nmagdban, 2768: a 2768-as torzs szaporoddsa bnmagaban, C.glabrata-

kontroll: Candida glabrata szaporoddsa onmagéban, 2142+C.g.: a 2142-es torzs szaporoddsa a C. glabrata
mellett, 2768+C.g.: a 2768-as torzs szaporoddsa a C. glabrata mellett, C.g.4+2142: Candida glabrata szaporoddsa

a 2142-es torzs mellett, C.g.+2768: Candida glabrata szaporodasa a 2768-as torzs mellett, C.g.+2142 fu:
Candida glabrata szaporodasa a 2142-es torzs feliilisz6ja mellett, C.g.+2142 pH: Candida glabrata szaporodasa
a 2142-es torzs pH-beallitott feliiliszéja mellett, C.g.+2768 fu: Candida glabrata szaporodasa a 2768-as torzs
feliilusz6ja mellett, C.g.+2768 pH: Candida glabrata szaporoddsa a 2768-as torzs pH-bedllitott feliiliszéja
mellett, TGE-C.g.: Candida glabrata szaporoddsa TGE tdplében

Ugyanezen torzsek esetén a Saccharomyces cerevisiae élesztOre kapott szaporodds-adatok azt

mutatjdk (38.4bra), hogy eme élesztdé kis mértékben jobban szaporodott a csicsdkalén,
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ugyanakkor kevésbé gatolta a Lactobacillus torzsek ill. azok feliiliszéinak jelenléte. Ebben az

esetben a 2142-es torzs ( ) gétolt a legjobban, de a 2768-as torzs pH bedllitott
feliiliszoja ( ) is egy nagysagrendnyi gatldst mutatott, az élesztd-telepképzd egységének

szamdara vonatkozdan, megegyezden az agardiffizids vizsgalatnal kapott eredménnyel, ahol a
feliiliszok koziil csak a 2768-as torzsnél kaptam ezen élesztore j6 gatlast. A Saccharomyces
cerevisiae jobb szaporoddsa csicsOka taplén taldn azzal is magyardzhatd, hogy ezen élesztd
képes lehet inulindz enzim szintézisére, amivel a csicsOkalében taldlhaté inulin tipusu
szénhidritokat képes bontani (ROUWENHORST et al. 1990), ugyanakkor szaporoddsait,
ahogy azt a Lactobacillus-ok kozvetlen hatdsdnak vizsgélata is mutatta, a tejsavbaktériumok

jelenléte nem zavarta.
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1.E+08 4 —e—2768+S.c.
= 1.E407 S.c.+2142
S —h—S.c.+2768
E 1.E+06 —h—S.c.+2142 fu
=—4—S.c.+2142 pH
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= S.c.+2768 pH
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38. dbra: A 2142-es és 2768-as torzs és csicsokalén képzett feliiliszoik hatdsa a

Saccharomyces cerevisiae €lesztore csicsokalében

S.cerevisiae-kontroll: Saccharomyces cerevisiae szaporoddsa dnmagaban, 2142+S.c.: a 2142-es torzs
szaporoddsa a S. cerevisiae mellett, 2768+S.c.: a 2768-as torzs szaporoddsa a S. cerevisiae mellett, S.c.4+2142:

Saccharomyces cerevisiae szaporoddsa a 2142-es torzs mellett, S.c.+2768: Saccharomyces cerevisiae

szaporoddsa a 2768-as torzs mellett, S.c.+2142 fu: Saccharomyces cerevisiae szaporoddsa a 2142-es torzs
feliildszéja mellett, S.c.+2142 pH: Saccharomyces cerevisiae szaporoddsa a 2142-es torzs pH-bedllitott
feliilisz6ja mellett, S.c.+2768 fu: Saccharomyces cerevisiae szaporoddsa a 2768-as torzs feliiliszéja mellett,

S.c.+2768 pH: Saccharomyces cerevisiae szaporodasa a 2768-as torzs pH-beallitott feliilisz6ja mellett, 2142: a

2142-es torzs szaporoddsa Onmagdban, 2768: a 2768-as tdrzs szaporoddsa Snmagaban

Az éleszték kozill a Kluyveromyces marxianus var. lactis torzs szaporodott legjobban a

csicsOka tdplén, jobban, mint a szintetikus tdplevesen (39. dbra). Ez azzal magyardzhat6, hogy
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a Kluyveromyces marxianus faj képes az inulindz enzim termelésére, ahogy azt mar sokan
kimutattdk (ROUWENHORST et al. 1988, ROUWENHORST et al. 1990, SELVAKUMAR
& PANDEY 1999), ezdaltal a csicsokdban is taldlhaté inulin jellegli szénhidrdt gyors
lebontdsdra, hasznositdsdra. Az is lathat6 a 39. dbrdn, hogy a Kluyveromyces marxianus
élesztd szaporoddsa a sejtmentes feliiliszok jelenlétében kis mértékben jobban gatlédott, mint
az adott Lactobacillus torzsek mellett. Mivel eme éleszt6 nemzetség fajai gyakran
megtaldlhatok tejtermékekben (NARVHUS et al. 2003, VASDINYEI 2005, LOPANDIC et
al. 2006), minden bizonnyal jol tudnak alkalmazkodni a tejsavbaktériumok jelenlétéhez, ami
magyarazatot adhat a tejsavbaktériumok melletti j6 szaporoddsukra, noha a kozvetlen hatés
vizsgalatindl e torzs nagymértékben gitlodott a Lactobacillusok altal. Ez az eltérés a
kiillonboz6d kornyezet, szubsztrat, illetve az élesztd és a baktérium egyidejii beoltdsa okin
alakulhatott ki. Ugyanakkor egyik minta esetén sem érte el a sejtszam a kontroll telepképzo-

egység szamat, a legnagyobb mértékli gatlas itt is egy nagysagrendnyi volt.
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39. abra: A 2142-es és 2768-as torzs és csicsokalén képzett feliilisz6ik hatdsa a

Kluyveromyces marxianus élesztore csicsékalében
2142: a 2142-es torzs szaporoddsa 6nmagdban, 2768: a 2768-as torzs szaporoddsa dnmagaban, Kl.marxianus-
kontroll: Kluyveromyces marxianus szaporoddasa onmagédban, 2142+Kl.m.: a 2142-es torzs szaporoddsa a KI.
marxianus mellett, 2768+Kl.m.: a 2768-as torzs szaporodasa a KI. marxianus mellett, KI.m.+2142:
Kluyveromyces marxianus szaporodasa a 2142-es torzs mellett, KI.m.+2768: Kluyveromyces marxianus
szaporoddsa a 2768-as torzs mellett, KI.m.+2142 fu: Kluyveromyces marxianus szaporoddsa a 2142-es torzs
feliilisz6ja mellett, K1.m.+2142 pH: Kluyveromyces marxianus szaporodésa a 2142-es térzs pH-bedllitott
feliilisz6ja mellett, K1.m.+2768 fu: Kluyveromyces marxianus szaporoddsa a 2768-as torzs feliiliszdja mellett,

Kl.m.+2768 pH: Kluyveromyces marxianus szaporoddsa a 2768-as torzs pH-bedllitott feliiliszéja mellett
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Amint az a Lactobacillusok z6ldséglé modellen vizsgalt élesztdgatld hatdsdnak
eredményekbdl is lathatd, egyes esetekben mds eredményeket adott, mint a szintetikus
tapkozegen mért kozvetlen gatlohatés, vagy a feliiliszok hatdsa. Ez azzal magyarazhatd, hogy
mas kozegben (taplé), mas szubsztraton (féként fruktéz, oligofruktdz, inulin) vizsgdltam, és
teljesen mds, Osszetettebb kornyezeti (csicsokalé) hatasok voltak jelen a zoldséglé modellen,
ami jol mutatja, hogy a kornyezeti feltételek megvaltozasdval a mikroorganizmusok egymasra
kifejtett hatdsa, gatlo aktivitdsa is valtozhat. Ezért igen fontos az adott mikroorganizmusok
adott kornyezetben torténd vizsgalata. Ugyanakkor az is lathatd, hogy az élesztOk gatldsa
tejsavbaktériumokkal nem egyszerti, és hatékony, hisz egyrészt az élesztok is jol tolerdljdk az
alacsony pH-t, s6t a gyenge savakat (tejsav, citromsav, borostydnkdsav) képesek hasznositani,
ezaltal novelve a kornyezet pH-jat (FLEET 1999, LOURENS-HATTINGH & VILJOEN
2002, LOPANDIC et al. 2006), amit én is tapasztaltam a kisérletek sordn, mivel amig a
tejsavbaktériumok onmagukban 4-es érték ald is lecsokkentették a pH-t, addig az élesztok
mellett néha az 5-0s értéket is meghaladta. Ezért fontos kevert tenyészetek, illetve olyan
természetes gatldanyagok kutatdsa, vizsgdlata, amely negativan képes hatni az élesztok

szaporoddsdra.

5.7.2. Kevert tenyészet és azok feliilliszoinak hatasa éleszték szaporodasara zoldséglé-

modellen

Az egyedi torzsek vizsgalata utdn, a kevert tenyészetek kialakitasaval és zoldséglé-modellen
torténd alkalmazasdval a vegyes kultira megnovekedett hatékonysdgat probdltam kimutatni,
éleszto-gatlas szempontjabol. Ezt a kisérletet egy, az egyéni torzsek altal kevésbé gatolt
(Saccharomyces cerevisiae), és egy jol gatolt (Candida glabrata) élesztétorzs eredményein
keresztiil mutatom be.

Ezen vizsgélatndl azt tapasztaltam, hogy a kevert tenyészet egyiittes szaporoddsa mind
onmagdban, mind a teszt-élesztok mellett azonos volt a kiilon szaporitasnal mért értékkel. A
korédbbi, egyedi torzsekkel végzett vizsgalatoknak megfeleléen a Saccharomyces cerevisiae
szaporodasa lényegében nem, illetve csak kis mértékben gatlodott a kevert tenyészettdl és

azok feliildszoitdl is (40. abra).
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40. dbra: A 2721-es kevert tenyészet és csicsokalén képzett feliiliszéinak hatdsa a

Saccharomyces cerevisiae élesztore csicsdkalében

S.cerevisiae-kontroll: Saccharomyces cerevisiae szaporoddsa 6nmagaban, 2721: a 2721-es kevert tenyészet
szaporoddsa dnmagdaban, 2721+S.c.: a 2721-es kevert tenyészet szaporoddsa a S. cerevisiae mellett, S.c.+ 2721:
Saccharomyces cerevisiae szaporoddsa a 2721-es kevert tenyészet mellett, S.c.+ 2721 fu: Saccharomyces
cerevisiae szaporoddsa a 2721-es kevert tenyészet feliiliszéja mellett, S.c.+ 2721 pH: Saccharomyces cerevisiae

szaporoddsa a 2721-es kevert tenyészet pH-bedllitott feliiliszdja mellett

A Candida glabrata azonban a kevert tenyészet mellett jelentds gatlast mutatott (41. abra),
valamivel nagyobbat, mint a kevert tenyészet torzseinek egyéni alkalmazasa esetén (37. dbra),
és emellett a vegyes kultdra feliiliszai is kis mértékben gatoltdk a szaporodasat (C. glabrata
kontroll: 5,5)(107 tke/ml, 2721 fu: 1,4)(107 tke/ml, 2721 pH: 9,1)(106 tke/ml) bar ennek
mértéke az egyéni feliiliszok gatlasdhoz képest joval kisebb volt (1,8x10" - 3,1x10° tke/ml).
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41. abra: A 2721-es kevert tenyészet és csicsOkalén képzett feliiliszoinak hatdsa a Candida

glabrata élesztore csicsokalében

C.glabrata-kontroll: Candida glabrata szaporodasa onmagéban, 2721: a 2721-es kevert tenyészet szaporoddsa
onmagéban, 2721+C.g.: a 2721-es kevert tenyészet szaporodasa a C. glabrata mellett, C.g.+2721: Candida
glabrata szaporoddsa a 2721-es kevert tenyészet mellett, C.g.+2721 fu: Candida glabrata szaporoddsa a 2721-es
kevert tenyészet feliiliszéja mellett, C.g.+2721 pH: Candida glabrata szaporodédsa a 2721-es kevert tenyészet

pH-beillitott feliiliszdja mellett

Ezen eredményekbdl az latszik, hogy a kevert tenyészet gatld aktivitdsa csak kis mértékben
haladta meg az egyedi kultirdk hatdsat. Az egyedi és kevert tenyészetek élesztére kifejtett
hatdsit Osszevetve megdllapithatd, hogy maga a gétlds jobban fiigg az élesztotdl, annak

érzékenységétdl, mint a tejsavbaktériumoktol.
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5.8. Tisztitott, fehérjejellegii gatlo anyag hatasa élesztore zoldséglé-modellen

A feliiliszobdl tisztitott fehérjejellegli gatlo-anyag mellett a Candida glabrata szaporodésa a
kontrollhoz képest (5,4 x 10’ tke/ml) egy nagységrenddel kisebb értéket (2 x 10° tke/ml) ért el
120 6ra utan (42. dbra). Ez azt mutatja, hogy a tisztitott komponens a természetes zoldséglé-

kozegben is kifejti mikrobagétlé hatédsat.
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42. dbra: A tisztitott fehérjejellegli gatlé anyag hatdsa a Candida glabrata élesztd

szaporoddasara csicsokalében

C.glabrata+tisztitott gatléanyag: Candida glabrata szaporodasa a fehérjejellegii, tisztitott gatlé anyag mellett,

C.glabrata-kontroll: Candida glabrata szaporoddsa onmagédban

5.9. Tisztitott, fehérjejellegii gatlé anyag hatasa élesztore, hiitvetarolas mellett, zoldséglé

modellen

A tejsavbaktériumok 4ltal termelt bakteriocinek mas tartdsitdsi eljardsokkal, illetve
adalékanyagokkal torténd kombindlt alkalmazdsdnak lehetOségérdl, illetve ennek konkrét
alkalmazasarol €s pozitiv eredményeir6l mér tobben beszamoltak (CLEVELAND et al. 2001,
CHEN & HOOVER 2003, DEEGAN et al. 2006). Ezen belill a bakteriocinek kis
homérséklettel torténd kombindcidjat is vizsgaltdk, és hatékonynak taldltdk Listeria
monocytogenes-szel szemben (RODRIGUEZ et al. 1997, SZABO & CAHILL 1998). E

vizsgdlatokra alapozva probdltam kombindlni az 4ltalam tisztitott fehérjejellegi gatld
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komponens hatdsat hiitve-taroldssal.

E kombindlt tartdsitds vizsgdlatdndl, amely esetben a teszt-élesztd szaporoddsat néztem
csicsokalén, a hozzdadott, tisztitott fehérjejelleghi gatl6-anyag mellett, hiitve-tarolas (6 °C)
sordn, azt tapasztaltam, hogy amig a hiités onmagdban az kiinduldsi élesztészamot nem
befolyasolta nagy mértékben (2,4 x 10° > 1,5 x 10’ tke/ml), azaz fenntartotta a kiinduldsi
allapotot, addig a gatlé6 komponens mellett kozel két nagysdgrendnyi (2,4 x 10° - 9,1 x 10'
tke/ml) éldsejtszam-csokkenés kovetkezett be (43. dbra). Lathat6, hogy természetesen a
hiitve-tarolasnak onmagdban is volt hatdsa, de amig ez csak fungisztatikus hatassal bir, addig
a fehérjejellegli gatldé komponenssel kiegésziilve a hidegstressz 4ltal legyengitett élesztok

€l0sejtszamaban kozel két nagysdgrendnyi csokkenés allt be.
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43. dbra: A tisztitott fehérjejellegli gatlé anyag hatdsa a Candida glabrata élesztd

szaporoddsdra hiitve tarolds sordn, csicsokalében
C.glabrata (hiitd): Candida glabrata sejtszdm-véltozdsa onmagdban, hiitve tdrolds sordn, C.glabrata+tisztitott
gétléanyag (hiitd): Candida glabrata sejtszam-valtozasa a fehérjejellegti, tisztitott gatlé anyag mellett, hiitve

tarolas sordn, C.glabrata-kontroll: Candida glabrata szaporoddsa dnmagéban, 25 °C-on

Az eredmények azt mutatjdk, hogy a tisztitott, €lesztokre negativan hat6 komponens,
kombindlva mads tartésité hatdssal, még nagyobb gatlast ad, igy tovéabbi vizsgdlatok utdn,

biotartdsitoként torténd alkalmazasanak lehetoségét veti fel.
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5.10. Uj tudoméanyos eredmények

1. Meghataroztam 10 autentikus tejsavbaktérium, a Lactobacillus casei subsp. casei 154,
Lb. casei Shirota, Lb. curvatus 2768, Lb. curvatus 2775, Lb. paracasei subsp. casei
SF1, Lb. paracasei subsp. paracasei 05, Lb. paracasei subsp. paracasei 2750, Lb.
plantarum 01, Lb. plantarum 2142, Lb. rhamnosus VT1 torzsek szerves sav termelését
€s a tejsav €s ecetsav ardnya alapjan megallapitottam homo-, illetve heterofermentativ
jellegiiket, amely szerint a vizsgélt torzsek koziil 7 (a Lb. casei Shirota, Lb. curvatus
2768, Lb. curvatus 2775, Lb. paracasei subsp. casei SF1, Lb. paracasei subsp.
paracasei 05, Lb. plantarum 01, Lb. rhamnosus VTI1) bizonyult obligat
homofermentativnak, mig 3 (a Lactobacillus casei subsp. casei 154, Lb. paracasei
subsp. paracasei 2750, Lb. plantarum 2142) heterofermentativnak. Megallapitottam,
hogy a hidrogén-peroxid termelés mennyiségileg nem mutat Osszefiiggést a
fermentativ jelleggel.

2. Eredményesen szelektdltam é€lesztogatld aktivitdsi tejsavbaktérium torzseket
(Lactobacillus casei subsp. casei 154, Lb. curvatus 2768, Lb. plantarum 01, Lb.
plantarum 2142) és sikeriilt ezekbdl olyan vegyes kultirdkat (Lactobacillus casei
subsp. casei 154 és Lactobacillus curvatus 2768) kialakitani, amelyek szinergens
antifungdlis hatast valtanak ki.

3. A Lactobacillus plantarum 2142 torzs esetén igazoltam egy fehérjejellegli, 11 kDa
molekulatomeg alatti antifungélis anyag termelését, amelyet eddig még nem irtak le.

4. Elelmiszer-matrixban vizsgalva a Lactobacillus torzsek, azok kevert tenyészetének €s
ugyanezen  matrixban  kialakitott  feliiliszoinak  hatdsat  teszt-élesztOkre,
megéllapitottam, hogy a sejtek kozvetlen alkalmazdsa mellett, az eldfermentalt

z0ldséglé, azaz a feliiliszo is éleszto-szaporodasgatld hatdssal rendelkezett.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Vizsgédlataim sordn 10 Lactobacillus torzs sav, hidrogén-peroxid, egyéb gatld
komponens és hisztamin termelését tanulmédnyozva kiilonbozd tdptalajokon,
megdllapitottam, hogy ezen metabolitok mennyisége nagymértékben fiigg mind a
termel0 torzstdl, mind az adott tapkozegtdl. Ebbdl addéddéan az antifungélis
komponensek aktivitdsa is az adott torzs és a kornyezeti hatdsok fiiggvénye, igy az
alkalmazni kivant Lactobacillus torzset azon kornyezetben sziikséges vizsgalni,

amelyben a késObbiekben haszndlni kivanjuk tartdsitas céljabol.

A Lactobacillus  torzsek savtermelését vizsgdlva kiilonbozé  tdptalajokon,
meghatdrozva azok savprofiljit, az egyes savak ardnydbol megallapitottam
fermetacios jellegiiket. Az egyes torzsek éltal a kiillonbozo tédptalajokon termelt tej-, és
ecetsav ardnya j6 mutatdja lehet a tejsavbaktérium fermentativ jellegének, azaz homo-,

illetve heterofermentacios tulajdonsdganak.

Az egyes mikrororganizmusok, igy a Lactobacillus torzsek is mind gatolhatjak, mind
segithetik egymds szaporoddsat. Mint az az eredményeimbdl lathatd, olyan vegyes
kultira kialakitdsdaval, amelynek tagjai nem gatoljdk egymads szaporoddsat,
anyagcserefolyamatait, megnovekedett antifungalis hatékonysagu kultdra alakithato
ki. Ugyanakkor azonban javasolt az ilyen vegyes kultirdk (tovdbbi) vizsgdlata azon

szempontbdl, hogy mely komponensek termelddése fokozddott s milyen hatdsra.

A Lb. plantarum 2142-es torzs esetén sikeriilt egy olyan fehérjejellegli terméket
kimutatnom, tisztitanom és részlegesen meghatdroznom, amely dnmagéban is jelentds
gitld hatdst mutatott egyes élesztOkkel szemben. Eredményeimbdl, illetve azon
kisszdmu irodalombol, amely szintén laktobacillusok éltal kivalasztott élesztdgatld
hatdsd, fehérjejellegi anyagrél szamol be, megéllapithatd, hogy ezen
mikroorganizmusok is képesek az dltaldnos metabolittermékeiken tulmutatd,
specifikus, élesztok szaporoddsat giatld anyag termelésére. Ezen anyagok, tovédbbi

vizsgalatok utdn, jO alternativit nyujtanak az élesztdgatlds terén, a biotartdsitds
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keretein beliil. Ezért javasolt az ilyen komponensek kozelebbi azonositdsa, vizsgalata
kiilonbozo élelmiszermatrixban, a gitld anyag termelésében szerepet jatszé gének

meghatdrozasa s a termeld torzs termelékenységének fokozasa.
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7. OSSZEFOGLALAS

A tejsavbaktériumok - és koztik a lactobacillusok - széleskoriien, véltozatos
él6helyeken el6éfordulé mikroorganizmusok, melyek megtaldlhatok tobbek kozott a talajtol és
természetes vizektOl kezdve, a novények felszinén at egészen az emberi béltraktusig. Gyakori
eléforduldsa okdn az emberiség hamar megismerte hasznos -néha karos- tevékenységét, s
évezredek Ota alkalmazta tudatlanul élelmiszerei elddllitisdra és nem utolsé sorban
tartositdsdra. Csak az utébbi 150 évben haszndljuk a tejsavbaktériumokat tudatosan
€lelmiszereink megovasara, 1iz-, ¢és dllagkialakitdsdra, s amidta felfedeztik e
mikroorganizmusokat, maig vizsgaljuk tulajdonsagaikat, viselkedéseiket, miikodésiiket. A
kezdetektdl haszndlt s kihaszndlt tart6sité tulajdonsigaik jelentdsége egy idOben héttérbe
szorult, 4m napjainkban a kevesebb tartdsitdszer alkalmazdsa, a kiméletesebb tartdsitd
kezelések, Osszességében természetesebb élelmiszer irdnti fogyasztéi igény hatdsara a
tejsavbaktériumok és az altaluk szintetizalt antimikrobidlis anyagok ismét eldtérbe keriiltek a
biotartdsitas zaszldja alatt.

Vizsgdlataim sordn 10 Lactobacillus torzs szerves sav-, és hidrogén-peroxid termelését
hasonlitottam 6ssze szintetikus laboratériumi (MRS) és természetes (csicsOka) taplevesben.
Megvizsgaltam, hogy az emlitett antimikrobidlis anyagokon kiviil szintetizdlnak-e egyéb gatld
komponenst, kiilonos tekintettel az antifungalis fehérjékre. E torzseket szelektdltam mind
kozvetlen, mind feliiliszoik altal kifejtett hatdsuk alapjan, élesztdgombdk szaporoddsanak
gitlasdra, s ugyanezt elvégeztem a hatékony antifungélis torzsekbdl kialakitott kevert
tenyészetek esetén is. Vizsgaltam a torzsek kozvetlen, eléfermentalt tapleviik és egy torzs (Lb.
plantarum 2142) fehérjejellegli antifungdlis terméke daltal élesztOkre Kkifejtett hatast,
élelmiszermétrixként alkalmazott csics6kalében.

A kisérletekbdl megallapitottam a vizsgélt lactobacillusok fermentacids, homo-, ill.
heterofermentativ jellegét a termelt savak altal, tovdbbd Osszehasonlitva a szintetikus-, és
természetes taplevekben képzett antimikrobidlis termékeiket, azt taldltam, hogy az adott
tdpkozeg azokat nagymértékben befolydsolja. Kialakitottam olyan vegyes kultdirat, melynek
egyiittes élesztd-gitld hatdsa jobb volt az adott torzsek egyedi hatdsandl. Sikeriilt kimutatnom
és részlegesen tisztitanom olyan fehérjejellegii antifungdlis anyagot, amely a természetes
élelmiszer-matrixban is kifejtette lathaté géatlé hatdsit. A tejsavbaktériumok és feliiliszéik
tobb-kevesebb hatékonysdggal gatoltdk a teszt élesztoket, bar ez nagy mértékben valtozott és

fiiggott az adott élesztotol.
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Eredményeimbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a tejsavbaktériumok antimikrobidlis
termékei nagymértékben fiiggnek az adott kornyezettdl, illetve hatékonysdga a
célorganizmustdl, igy a megfeleld tulajdonsdgokkal rendelkezd Lactobacillus torzset csak az
adott kornyezetben, az adott célorganizmus(ok)ra vizsgdlva lehet kivalasztani. Ugyanakkor a
lactobacillusok termelhetnek olyan fehérjejellegli antifungdlis anyagot, amelyek tovébbi

vizsgélata utan felmeriilhet azok biotartositoként valo alkalmazasa.
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8. SUMMARY

The lactic acid bacteria, and specifically them the lactobacilli, occur widespreadly, in
diverse habitats, from the soil and natural waters through the surface of plants to the human
gastrointestinal tract. Their beneficial activity was recognized early in the history of the
mankind as a consequence of the common occurrence of lactobacilli, and we used them for
millennia for preparation and preservation of food, unknowingly. Only in the last 150 years
are the lactic acid bacteria used intentionally to develop the taste and consistency as well as to
ensure the safety of foods. Since their discovery we analyze their characteristics and function
continuously. The interest of preservative attributions of lactic acid bacteria got into
background for a while, but nowadays the antimicrobial metabolites of lactobacilli come to
the front again, because the claim of consumer to lover doses of preservatives and milder
preservation processes, on the whole to natural food.

In this study I compared the organic acid and hydrogen-peroxide production of 10
different Lactobacillus strains on a synthetic (MRS) and a natural (Jerusalem artichoke) liquid
media. I investigated the production of other antimicrobial compounds beside of these,
especially the antifungal proteins. I have screened the strains by their inhibitory effect on
yeast, in case of the direct effect of colony and the effect of their supernatants only. I have
formed mix cultures from these strains, after the inhibitory assay of the strains against each
other, and investigated their anti-yeast effect. I investigated also the direct effect of cell
inoculum, the supernatant and the antifungal protein against yeast in food-matrices (Jerusalem
artichoke juice).

I have determined the homo-, or heterofermentative character of the investigated
Lactobacillus strains by their acid production. I obtained that the amount of metabolite
products are influenced by the given media. I have formed mix cultures, which showed
greater antifungal activity than the strains separately. I have found and partially purified a
proteinaceous antifungal substance, which showed inhibitory effect against yeast also in the
food matrices. The strains and their supernatants too, inhibited the yeast in the Jerusalem
artichoke juice, however its degree was depend on the given yeast.

The results may be concluded, that the antimicrobial metabolite production of the
Lactobacillus strains depends on the media, and their effectiveness on the target
microorganism. At the end the lactobacilli can produce antifungal proteinaceous substance,

which after further investigation can be use as biopreservative agains yeasts.
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