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1. BEVEZETES

Az emberek régi viagya, hogy a megszerzett, megtermelt tapldlékat mind hosszabb ideig
megtartsa fogyaszthaté dallapotdban, s e probléma a mai napig foglalkoztatja. Az élelmiszerben
bekovetkezd kémiai, fizioldgiai valtozdsok mellett a termék fogyasztisra valé alkalmatlansiagénak fo
okai a nem kivant mikroorganizmusok elszaporoddsa, az azok altal okozott negativ valtozasok. Ezek
kikiiszobolése az élelmiszer megfeleld taroldsdval részben megoldhatd, de hosszabb ideig torténd
tarolas esetén sziikséges a termék egyéb modon torténd tartdsitdsa. Ez megoldhato fizikai (hokezelés
/hokozlés, hdelvonds/, viztartalom-csokkentés, sugdrzdsos tartdsitds), fizikai-kémiai (s6zds, péacolds,
fiistolés, stb.) és kémiai (tartésitoszerek adagoldsa) modszerekkel, amelyek koziil sok a termék fizikai
allagat, ill. kémiai Osszetételét, ezdltal természetes mivoltat valtoztatja meg. A fogyasztok korében
azonban egyre inkdbb megnd az igény, a kémiai tartdsitdszerektdl mentes, minimédlisan kezelt, azaz
ugymond ,természetes” €lelmiszerek irdnt. Az élelmiszertartdsitds széles palettdjanak része a bioldgiai
tartdsitds is, amely a termék természetes mikroflordjan, illetve azok antimikrobidlis termékein alapul,
ezek segitségével novelve a termék Elettartamat és biztonsigat. E célra leggyakrabban alkalmazott
mikroorganizmus a tejsavbaktérium, amely amellett, hogy széles korben megtaldlhat6 a természetben,
az emberi béltraktus mikroflérdjanak is fontos tagja. Elelmiszer el8allitdsra, és -tartositdsra évezredek
Ota alkalmazzdk, de hogy ezt maguk a tejsavbaktériumok végzik, csak mintegy masfél évszdzada
tudjuk.

A napjainkban is megjelend, tejsavbaktériumokkal foglalkozé publikdciok nagy szdma azt
mutatja, hogy még szdmos ujdonsigot rejtenek magukban, féleg ha figyelembe vessziik, hogy egy
nemzetségen belill az egyes fajok, de azon belill maguk a torzsek is véltozatos, kiilonbozd
tulajdonsdgokat mutathatnak. A tejsavbaktériumok egyik legjelentésebb és legjobban vizsgalt
nemzetsége a Lactobacillus-oké. E nemzetség tagjai amellett, hogy egyes élelmiszereink természetes,
hasznos mikroflordjanak fontos szerepldi és ebbdl adoddan starter-, illetve védo kultirak gyakori tagjai,
bizonyitottan probiotikus tulajdonsagokkal is rendelkeznek. Ezért e nemzettséggel foglalkozd kutatasok
kiemelt jelentdséggel birnak.

Elelmiszereink egyik f6 romldst okozéi a gombak nagyszdmi orszdgénak tagjai, a -koznapi
neviikkon- penészek és élesztok. A tejsavbaktériumok egyiittélését, hatdsat ezen gombdkra mar sokan
vizsgdltdk, mindazondltal ezen hatdsokat nagyban befolydsolja a fajok, torzsek véltozatossaga,

kiilonbozo viselkedése és maga a kornyezet, amelyben ezen hatdsokat vizsgaljak.



1.1. Célkitiizések

A doktori munkam célkitiizése volt, tiz, korabban mar eldszelektdlt Lactobacillus torzs
szaporoddsdnak, fermentacids tulajdonsdgdnak, antimikrobidlis metabolit-termelésének (sav, hidrogén-
peroxid) meghatdrozasa szintetikus €s természetes tapkozegben.

Az gy vizsgalt Lactobacillus torzsek koziil célom volt a j6 antimikrobidlis metabolit-termeld
torzsek élesztdgatlé hatdsanak vizsgalata.

Az eredményes antifungdlis aktivitdssal rendelkezd Lactobacillus-ok gatlé mechanizmusdnak
feltardsa, kiilonos tekintettel az esetleges fehérje jellegli gatldé metabolitokra, amelyek kimutatdsa
esetén azok tisztitasat, lehetséges meghatdrozasat is célul tiiztem ki.

Antifungélis szempontbdl hatékony torzsekbdl vegyes kultira kialakitdsat, gatlé hatdsdnak
vizsgalatat is céljaim kozé vettem.

Ezen kivill célom volt még az egyes Lactobacillus torzsek, az azokbol kialakitott vegyes
kultirdk és a meghatdrozott, tisztitott gitld6 komponens hatdsdnak vizsgédlata a teszt-élesztok
szaporoddsdnak gatldsara zoldséglé-modellen, hogy gyakorlati alkalmazhat6sdgi szempontbol is

taldljak egy megfeleld starter kulturat, illetve természetes antifungdlis komponenst.



2. KISERLETI ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

2.1. Kisérletben alkalmazott mikroorganizmusok

Lactobacillus torzsek:

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

Eleszté torzsek:
Candida famata DMF 1001, Candida glabrata CBS 138, Kluyveromyces marxianus var. lactis DMF

1004, Saccharomyces cerevisiae 2880

2.2. Vizsgalathoz alkalmazott taptalajok
Szintetikus, laboratériumi: de Man, Rogosa, Sharpe (MRS) tpleves

Természetes: Csicsoka tdpleves

2.3. Alkalmazott médszerek
A mikroorganizmusok szaporoddsat telepszamlalassal, laktobacillusok esetén lemezontéssel (MRS
agar), €lesztok esetén szélesztéssel (PDA agar) és turbiditasméréssel, mikrotiterlemezen, 630 nm-en

vizsgaltam.

A szerves savak mérését az adott tdplevesbdl, egy éjszakds szaporitdst kovetden lecentrifugilt,

sejtmentes feliiliszébdl, izotachoforézissel végeztem.

Az adott taptalajon torténd eldszaporitds utdn, foszfat-pufferban mértem a sejtek altal kivalasztott

hidrogén-peroxidot, enzimes szinreakciéval.

A Lactobacillus torzsek altal kivdlasztott antimikrobidlis anyagok kozvetlen hatdsdt telep-teszt
modszerrel, a feliiliszéba kivélasztott metabolitok hatdsat, mind savas, mind neutrdlis pH értéken,
illetve a szerves savak és a hidrogén-peroxid egyedi hatdsit agardiffizids lyuk-teszttel, illetve
mikrotiterlemezes médszerrel vizsgaltam. E médszereket alkalmaztam a laktobacillusok élesztogatld

tulajdonsdgainak vizsgélatdra is.



A fehérjejellegli gatlé komponens kivondsat, tisztitdsat a termeld sejtet adszorbensként felhaszndld
adszorpcios-deszorpciéos modszerrel végeztem. E komponens fehérjejellegét vékonyréteg-
kromatografias médszerrel és fehérjebonté enzimes kezeléssel is igazoltam. A tisztitott anyag

molekulatomegének meghatdrozasa gél-elektroforézissel tortént.

A laktobacillusok altal termelt hisztamin meghatarozasat hisztamin ELISA Kit teszttel végeztem.

A vegyes kiltirak kialakitisa a kereszt-vonal médszer és a lyuk-teszt eredményei alapjan tortént,

figyelembevéve az egyes torzsek egymasra kifejtett hatdsat.

A vizsgélt torzsek, a kialakitott vegyes kultirdk, ezek feliiliszdinak, illetve a tisztitott fehérjejellegii
komponens élesztd szaporoddsgétlé hatdsdnak élelmiszer-métrixban torténd vizsgdlatdhoz csicsoka
zoldséglevet haszndltam, amelybe a gatlds szempontjabdl vizsgélt torzs(ek), feliiliszok illetve tisztitott

komponens mellett élesztot adtam, s 25 °C-on inkubdlva néztem az élesztd sejtszam-valtozast.



3. EREDMENYEK

Doktori munkdm egyik célja volt megvizsgdlni Lactobacillus torzsek antimikrobidlis
metabolittermelését, szerves sav €s hidrogén-peroxid kivélasztdsat laboratoriumi és természetes
taptalajon. Az izotachoforézissel mért sav-koncentraciok alapjan megallapithat6 volt a vizsgalt torzsek
sav-profilja az egyes taptalajokon. Altaldnosan -neviikbl adédéan- tejsavat termeltek legnagyobb
mennyiségben mindkét tdptalajon, bar egyes torzsek a tejsavhoz képest aranyaiban, a csicsoka taplé
esetén ezek koziil némelyek mennyiségében is tobb ecetsavat termeltek. Az tejsav:ecetsav ardny
alapjan meghatdrozhat6 az egyes torzsek fermentativ jellege, ami szerint hdrom torzs, a Lb. casei
subsp. casei 154, Lb. plantarum 2142, Lb. paracasei subsp. paracasei 2750, mind a szintetikus MRS,
mind a természetes csicsoka taptalajon heterofermentativ tulajdonsdgot mutatott, mig a tobbi hét torzs
homofermentativot. A sejtek hidrogén-peroxid kivalasztisit az egyes taptalajon torténd eldszaporitds
utdn, foszfat-pufferban mértem, ami alapjan megdllapitottam, hogy a laboratériumi tiptalajon torténd
eldszaporitast kovetéen mennyiségileg joval (2-7-szer) tobb hidrogén-peroxidot termelnek, mint a
csicsoka taplé esetén. Ugyanakkor nem taldltam Osszefiiggést az egyes torzsek fermentativ jellege és a
hidrogén-peroxid termelése kozott. Eme antimikrobidlis metabolitok termelésérél megéllapitottam,
hogy mennyiségiik nagymértékben fiigg az adott tapkozegtol.

A szerves savak (tejsav, ecetsav) €s a hidrogén-peroxid egyedi, kizarélagos hatdsat, a vizsgalt torzsek
altal termelt mennyiség alapjdn, e metabolitokkal kiegészitett taplével vizsgdltam a teszt élesztok
szaporoddsdra, ahol megallapitottam ezek nagyfoku pH fliggését.

A Lactobacillus torzseket élesztdgatld tulajdonsdgukra vonatkozéan, mind kozvetleniil (telep-
teszt), mind az daltaluk, a feliildszoba kivdlasztott anyagok alapjan (lyuk-teszt) vizsgéltam, és azt
talaltam, hogy a kozvetlen hatds esetén a Kluyveromyces marxianus var. lactis teszt-éleszté minden
esetben jol géatlddott, mig a Candida torzsek esetén e gitlds valtozatos volt, &m a Saccharomyces
cerevisiae-re egydltalin nem voltak hatdssal. Ugyanakkor nem taldltam Osszefiiggést a fermentativ
jelleg és a gatlas mértéke kozott. A neutralis pH-ju feliiliszé esetén viszont igen véltozatos, az adott
Lactobacillus torzstdl fiiggd hatds volt megfigyelhetd, mindegyik élesztd esetén. Noha a kozvetlen
hatds vizsgalatandl erdteljesebb gitlast figyeltem meg, a neutrdlis pH értékre beallitott feliiluszoé is
bizonyos mértékben negativan hatott a teszt-éleszték szaporoddsiara, ami a szerves savakon és a
hidrogén-peroxidon tdlmutaté antifungélis anyagra utal, amit megerdsitett e toményitett feliiliszo
nagyfoku gatlé aktivitdsa is.

A termeld Lactobacillus torzs sejtjeit, mint adszorbenst alkalmazva, adszorpcids-deszorpcids



modszerrel sikeresen tisztitottam a Lactobacillus plantarum 2142-es torzs esetén olyan komponenst,
amely szaporoddsgdtlo hatdst mutatott egyes teszt-élesztokkel, de kifejezetten a Candida glabrata
torzzsel szemben, s amely anyag fehérjejellegét vékonyréteg-kromatografids és enzimkezeléses
modszerrel is igazoltam. Tovdbbd meghatdroztam molekulatomegét €s igy megéllapitottam, hogy e
komponens egy 11 kDa alatti peptid jellegii antifungdlis anyag.

Elelmiszerbiztonsdgi szempontbdl ugyanakkor fontos az egyes Lactobacillus torzsek biogén amin
termelése, kiilonos tekintettel a hisztaminra. A vizsgélt torzsek hisztamin termelését meghataroztam
mind a laboratériumi, mind a természetes taplé esetén és megéllapitottam, hogy Osszesen négy torzs
termelt hisztamint, amelyek koziil csak a Lb. paracasei subsp. paracasei 2750 mutatta e biogén amin
képzését mindkét tdptalajon, s viszonylag nagyobb mennyiségben.

A vizsgdlt tejsavbaktérium torzsek alkalmazdsdval célom volt olyan vegyes kultirdk
kialakitdsa, amelyekkel nagyobb éleszt0gatlé hatdst lehet elérni, mint az egyes torzsekkel egyénileg.
Ehhez megvizsgiltam az egyes torzsek egymdsra Kkifejtett hatdsdt, mind kozvetleniil, mind a
feliiliszo6ik, az esetlegesen abban taldlhaté bakteriocinek tekintetében. Az ebbdl kapott eredmények
alapjan 7 vegyes kultirat alakitottam ki, amelyek élesztdgatl hatdsat vizsgalva, és Osszehasonlitva az
egyedi torzsek hatdsaval, azt taldltam, hogy a Lb. curvatus 2768 és a Lb. casei subsp. casei 154 torzsek
kevert tenyészete szinergens gatld hatdst mutatott egyes €élesztokkel szemben.

Elelmiszer-matrixként alkalmazva a csicséka zoldséglevet, megvizsgdltam egyes torzsek
egyedi, kevert tenyészetben mutatott €s ugyanezen zoldségleven képzett feliiluszéik hatdsat (savas és
neutrdlis pH esetén is) a teszt-élesztOk szaporoddsara, ezek antifungdlis tulajdonsdgainak gyakorlati
alkalmazhatésdgdra vonatkozdan. Megdllapitottam, hogy a Lactobacillus torzsek kozvetlen
alkalmazdsa mellett, az eléfermentdlt zoldséglé, neutrdlis pH értéken is mutatott élesztdgatld aktivitast,
s mindemellett megvizsgélva, a tisztitott fehérjejellegli antifungdlis anyag is kifejtette hatdsat a

z0ldséglében.



3.1. Uj tudoményos eredmények

1. Meghatdroztam 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 és a tejsav és ecetsav ardnya alapjin
megéllapitottam homo-, illetve heterofermentativ jellegiiket, amely szerint a vizsgdlt torzsek
kozil 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 VT1) bizonyult
obligdt homofermentativnak, mig 3 (a Lactobacillus casei subsp. casei 154, Lb. paracasei
subsp. paracasei 2750, Lb. plantarum 2142) heterofermentativnak. Megéllapitottam, hogy a
hidrogén-peroxid termelés mennyiségileg nem mutat osszefiiggést a fermentativ jelleggel.

2. Eredményesen szelektdltam élesztogatld aktivitasu 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 hatdst valtanak ki.

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

4. FElelmiszer-matrixban vizsgdlva a Lactobacillus torzsek, azok kevert tenyészetének é&s
ugyanezen matrixban kialakitott feliiliszéinak hatdsat teszt-€lesztokre, megdllapitottam, hogy a
sejtek kozvetlen alkalmazdsa mellett, az eléfermentélt zoldséglé, azaz a feliiliszé is élesztd-

szaporoddsgatlo hatdssal rendelkezett.



4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Vizsgélataim sordn 10 Lactobacillus torzs sav, hidrogén-peroxid, egyéb giatlé komponens és
hisztamin termelését tanulmdnyozva kiillonbozd tdptalajokon, megdllapitottam, hogy ezen
metabolitok mennyisége nagymértékben fiigg mind a termeld torzstl, mind az adott
tapkozegtol. EbbOl adédéan az antifungélis komponensek aktivitdsa is az adott torzs és a
kornyezeti hatdsok fiiggvénye, igy az alkalmazni kivant Lactobacillus torzset azon

kornyezetben sziikséges vizsgdlni, amelyben a késdbbiekben haszndlni kivanjuk tartdsitds

céljabol.

A Lactobacillus torzsek savtermelését vizsgdlva kiilonbozo taptalajokon, meghatdrozva azok
savprofiljat, az egyes savak ardnyabdl megallapitottam fermetacios jellegiiket. Az egyes torzsek
altal a kiilonbozo taptalajokon termelt tej-, €s ecetsav ardnya jO mutatdja lehet a tejsavbaktérium

fermentativ jellegének, azaz homo-, illetve heterofermentacids tulajdonsdganak.

Az egyes mikrororganizmusok, igy a Lactobacillus torzsek is mind gdtolhatjak, mind segithetik
egymads szaporoddsit. Mint az az eredményeimbdl lathatd, olyan vegyes kultira kialakitdsaval,
amelynek tagjai nem gatoljdk egymds szaporoddsat, anyagcserefolyamatait, megnovekedett
antifungélis hatékonysdgd kultdra alakithat6 ki. Ugyanakkor azonban javasolt az ilyen vegyes
kultardk (tovédbbi) vizsgdlata azon szempontbdl, hogy mely komponensek termelddése

fokozddott s milyen hatasra.

A Lb. plantarum 2142-es torzs esetén sikeriilt egy olyan fehérjejellegli terméket kimutatnom,
tisztitanom és részlegesen meghataroznom, amely dnmagéban is jelentds gatlé hatast mutatott
egyes €élesztokkel szemben. Eredményeimbdl, illetve azon kisszdmu irodalombdl, amely szintén
laktobacillusok 4ltal kivalasztott élesztdgatld hatdsu, fehérjejellegli anyagrél szdmol be,
megallapithat6, hogy ezen mikroorganizmusok is képesek az dltaldnos metabolittermékeiken
tulmutato, specifikus, élesztOk szaporodasat gatlé anyag termelésére. Ezen anyagok, tovabbi
vizsgdlatok utdn, jO alternativat nyuijtanak az élesztégatlds terén, a biotartdsitds keretein beliil.
Ezért javasolt az ilyen komponensek kozelebbi azonositdsa, vizsgilata kiilonbozo

élelmiszermatrixban, a gatld anyag termelésében szerepet jatsz6 gének meghatdrozdsa s a

termeld torzs termelékenységének fokozasa.
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