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1. BEVEZETES

Napjainkban egyre tobb tanulmanyt olvashatunk arr6l, mennyire fontos az élelmiszeripari
termékek jO mindsége €s az é€lelmiszer-biztonsagi kovetelményeknek vald megfelelés, ennek
ellenére Magyarorszdgon az utobbi idében egyre tobb élelmiszer - ezen belill hus is- keriil

lefoglalasra.

Sokszor okoz problémat a lejart mindségmegorzési ido, illetve egyéb helytelen technoldgiai
tevékenység kovetkeztében az érzékszervi tulajdonsidgok ¢€s a mindség romlasa. Ezen
tényezOkhoz hozzajarul az élelmiszer kereskedelem és forgalmazas nagymértékil kiszélesedése,

illetve a sokszor ellendrizhetetlen higiéniai allapotok.

Az élelmiszer-tartositas, illetve az élelmiszer-mikrobiologia jovojét nagymértékben befolyasolja
a fogyasztoi szokasok és igények valtozdsa. A vasarlok minimalis mértékben feldolgozott,
illetve félkész — konnyen elkészithetd - élelmiszereket keresnek, melyek kivalé mindségiiek,

tarolhat6sagi idejiik megfelelden hosszu, €s mikrobioldgiailag biztonsagosak.

A L friss” termékek iranti igény nd, amelyek eredeti allapota a feldolgozas soran a lehetd
legkevésbé valtozik, mesterséges, illetve kémiai tartdsitoszerektél mentesek, megfelelnek a
korszerti taplalkozas-élettani kovetelményeknek. A vasarlok ,.frissebbnek™ érzik az 1n.

,,minimalisan kezelt”, hiitott élelmiszereket.

A hutott termékek kategoriagja magaban foglalja azokat a termékeket, amelyek frissek, de
kiilonb6zé modon hiitdttek és a homérsékletiik fagyaspont feletti, de 4°C-nél kevesebb (ANON
1990.). A hiités dontd szerepet jatszhat az élelmiszer-kinalat térben és iddben torténd
bovitésében, az élelmiszer-veszteségek csokkentésében, a hatékony elosztas biztositasaban és a

megfeleld tapértéki termékek mindségének megdrzésében.

A husfeldolgozas ¢és -forgalmazds mind mindségmegdrzési, mind élelmiszer-biztonsagi
szempontbol az ¢élelmiszerlancnak a legkockdzatosabb része. A vagodallatok elsddleges
feldolgozasanak higiénétdl és a has hitélancanak hémérsékletétol fiiggden a baktériumos
szennyezettség mértéke, mibenléte valtozik, és a baktériumok gyors elszaporodadsa meghatarozé

jelentdségli az eltarthatdsag és a biztonsagos fogyaszthatdsadg szempontjabol.
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Az EU Bizottsaganak rendelkezése a husipari vallalatoktol és forgalmazoktol hatékony hus-
higiéniai Onellendrzést kovetel meg, ami egyidejiileg sok minta gyors vizsgalatat teszi
sziikségessé, és a hagyomanyos mikrobiologiai vizsgalattal annak idé-és munkaigényessége
miatt aligha megvaldsithatd. A hagyomanyos modszerekkel az ¢élelmiszerben 1évo
mikroorganizmusok detektalasa és szamlalasa nagy idéigényt (2-5 nap) €s munkaigényes.

Az élelmiszerlancban altalanos igény mutatkozik gyorsmoédszerekre, hogy nyomon kdvessék a
mikrobiologiai mindséget, €s azonositsdk a higiéniai és biztonsagi problémakat, hogy ezaltal

idében elindithatoak legyenek a megfeleld korrekcios eljarasok.

Célom az volt, hogy megvizsgaljam tobb, relative gyors, fizikai és automatizalhato ,,szlir6”
modszerek kialakitdsanak lehetdségét, amellyel az ¢élelmiszerlancban 1év6 nagyszdmu mintak

mikrobiologiai allapotat meg lehet becsiilni.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Hus jellemzése

2.1.1. Hus fogalma, szerepe

Husnak nevezziik altalaban a vagoallatok emberi €¢lelemként alkalmas minden részét, valamint az
ezekbdl eldallitott huskészitményeket (pacolt és flistolt huisarukat, kolbaszféléket stb.). Szlikebb
értelemben vett huson a vazizomzatot értjiik, de ide tartoznak a vagoallatok emberi fogyasztasra
alkalmas részei is, a kotdszovet (kollagén, elasztin, vér, nyirokerek, hdmszovet) és az egyéb szervek
(maj, tiids, vese, sziv és kiilonbozé mirigyek) (LASZTITY, TORLEY 1993). ,,Voroshiis” névvel
illetik a marha-, sertés- €és juhhust, ,,fehérhuisok” koz¢ pedig a csike-, pulyka- és halhust soroljak.
Emészthetdség szempontjabdl a voroshusokat kedvezdtlenebbnek itélik meg, pedig hdkezeléssel

ezen husok emészthetdsége nagyban javithato.

A hus (allati eredetli fehérje) fogyasztasa biologiailag azért sziikséges, mert amig a novényi
szervezet a talaj nitrogénjébdl és egyéb elemeibdl, a levegd oxigénjébdl €s szénforrasabol (CO,)
fehérjét tud képezni, addig az emberi (allati) szervezet sejtjeit, szoveteit csak a taplalkozas soran
kapott fehérjékbol tudja felépiteni és megujitani. Fehérjét mind az €16 szervezet, mind a
taplalékaink koziil a novények is tartalmaznak. Mégsem ¢élhetiink hus, illetve allati fehérje nélkiil,
mert az allati fehérjében vannak a nélkiilozhetetlen (esszencidlis) aminosavak. Ezeket szervezetiink

nem tudja eldallitani, csak allati eredeti tdpanyagokbol potolhatja.

A hus az emberi szervezet fejlddéséhez, mikodéséhez sziikséges tapanyagok jelentds részét
megfeleld mennyiségben és aranyban tartalmazza. Jellemzd, hogy a fiatal, izomrostokban gazdag
allatok husa konnyen emészthetd. A husok zsirtartalma az energiaellatdsunkban jatszik szerepet,
illetve kivonatanyagaik eldsegitik az emésztonedvek termelddését. A husbol szamos kedvezd hatdsa
mellett sokféle, valtozatosan elkészithetd étel és husfeldolgozasi termék allithato eld.

( LORINCZ, LENCSEPETI 1973; HORVATH 2005)



2.1.2. A hus, mint vitaminforrds

Az emberi szervezet ¢letmiikodésének fenntartasahoz nemcsak olyan tdpanyagok kellenek, amelyek
energiat szolgaltatnak (zsirok, fehérjék, szénhidratok), hanem olyan természetes szerves vegyiiletek
is, amelyekbdl csak kis mennyiségre van sziikség. Ilyenek a vitaminok, amelyek
nélkiilozhetetlenek, ugyanis szabalyozzak az anyagcserét, az energiaforgalmat, az enzimmiikodést
¢€s a szervezet megujitasat. A vitaminok két nagy csoportba sorolhatok: zsirban old6do (A, D, E, K)

¢s vizben oldédo (B-csoport, C) vitaminok.

A husok a B-vitamincsoport tagjait (B, B,, niacin, B, By) tartalmazzak jelentds mennyiségben.
(Hianyukban faradékonysag, gyulladas, almatlansadg, vérszegénység Iéphet fel.) Kiilonosen
kiemelkedd a sertéshus Bi-vitamintartalma, amely mdas allatok huisahoz viszonyitva 0tszords
mennyiségll. Zsirban 0ldodo vitaminokat az izomszdvet/vazizom kis, a belsOségek viszont nagy
mennyiségben tartalmaznak, elsésorban 4- és D-vitamint. (Az A-vitamin hidnyaban lataskarosodas,
mig a D-vitamin hidnyaban csontképzési rendellenesség 1ép fel.) (CSISZAR 1964; GARGANY
1986)

2.1.3. A hus szine és annak alakuldsa

A friss hus eladhatdsaga szempontjabol az egyik legfontosabb mindségi paraméter a szin, hiszen a
fogyasztd ezzel a tulajdonsdggal szembesiil el0szor a kereskedelmi egységekben. A feliileti
elszinezddés elkeriilhetetlen, és a gyakorlatban a fogyasztasra alkalmatlan terméknek mutatojava
valt, annak ellenére, hogy a szinromlas joval el6bb bekdvetkezik, mint a mikrobiologiai romlas.

A hus szinét és a szin tartossagat tobb tényezo6 is befolyasolja, igy pl. a his fizikai tulajdonségai, a
tarolasi hémérséklet €s a fényintenzitas, valamint a htisban 1€évé pigmentek koncentracidja, de
leginkdbb ezek oxidacids allapota. Ahhoz, hogy az elfogadhatd szin megdrzésének idétartamat
noveljiik a pigmentoxidaciot késleltetni és az oxidalt pigment redukciéjat fokozni kell. (MIHALYT
1993; PASZTORNE, KISS 2006)

A husban 1évo elsédleges szinanyag a mioglobin (az izom pigmentje). A mioglobin szinanyaga a
hemoglobinhoz (vér pigmentje) hasonléan a hem csoport, de a mioglobinban csak egy
fehérjeegység van (globin). A hem kdzponti ferroionjanak hat koordinacids kotése koziil a négy egy
sikban levOdt a porfirinvaz koti meg, az erre a sikra merdlegesek koziil az egyik a hisztidin imidazol

gylrijének bazikus nitrogénjét, a masik egy molekula vizet kot meg hidrogénhid segitségével.



Mivel ez utdbbi kotés nem stabil, a vizmolekula konnyen lecserélddik mads, elektronban gazdag

molekulara vagy ionra.

A husszin jellemzdje a mioglobin és szdrmazékai 4altal meghatdrozott szinarnyalat, az ezek
fizikai jellemzok altal befolyasolt vilagossadg (halvanysag). A mioglobin koncentracioja a hus
fajtatol, az izomtipustdl és a kortol fligg. Minél Sregebb az allat, annal nagyobb az izomszovet
mioglobin tartalma (RENERRE 1990, MIHALYT 1993). A mioglobin (Mb), més néven deoxi —
mioglobin - biborvords szinti pigment csak nagyon alacsony O, koncentracié mellett fordul eld.
Nagyobb O, nyomds mellett az oxigén molekula addiciondldsaval élénkpiros (cseresznyepiros)
oximioglobin (MbO,) keletkezik. Ez a cseresznyepiros szin a fogyasztok tudatdban a frissességgel
parosul. Az oximioglobinban a vas a mioglobinhoz hasonldan redukalt forméban (Fe*") van jelen.
Az oximioglobin azonban nem stabil, és a vas oxidacidjanak hatdsara (Fe’") metmioglobinna
(MetMb) alakul, ami kedvezdtlen, sziirkés-barnas szint okoz a huson. A folyamat kémiai

kapcsolatait az 1. abra szemlélteti.

mikromeogdn G den

C(piros)

e DENATURACIO el

1. bra. A mioglobin atalakulasa (LORINCZ, LENCSEPETI 1973)

A MbO, ellenallobb az oxidacids hatasokkal szemben, mint a Mb. Amennyiben az O, parcialis
nyomasa 4 Hgmm, a metmioglobin képzddésnek maximuma van. Ennél kisebb oxigén nyomads
mellett nd a mioglobin, nagyobb nyomas mellett pedig az oximioglobin részardnya. A harom

mioglobin-szarmazék kozotti reakciok reverzibilisek. Ha friss metszéslapot vagunk, a feliileten
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oximioglobin képzddik, ami az oxigén diffuzidjatol fliggden fokozatosan vastagodik. Ezt a
pH befolyasolja — a 0°C koriili és alacsony pH-ju hus gyors és intenziv atpirosodast mutat, mert az
oxigént felhasznalo enzimek aktivitasa ilyen koriilmények kozott minimalis, emellett az alacsony
homérséklet elosegiti az oxigén oldodasat a szoveti folyadékban. Az oximioglobin réteg vastagsaga
egy ideig nd, de a szin romlésa — a metmioglobin képzddése elébb-utdbb elkeriilhetetlen (BOLES,

PEGG 2000).

A vagast kovetden lehtott friss hasoknal, amelyeknek még nagy a redukalo képessége, néhany
napig vastagodik az oximioglobin réteg, de hatara végiil a feliilethez kozelebb htizodik. A hosszabb
ideig tarolt husok redukaloképessége csokken, emiatt a belsd mioglobin és a feliileti oximioglobin
réteg kozott egy harmadik, barnas szinli metmioglobin réteg jelenik meg, ami egyre vastagodik,
mikdzben az oximioglobin réteg vékonyodik. A his MetMb-redukaldé enzimet tartalmaz, ennek
miikodéséhez sziikséges redukalt koenzimek mennyisége idOvel elfogy az oxigén felhasznalas
eredményeként. A MetMb képzddést magas homérséklet, kis pH, s6zas, fémnyomok, valamint a
lipidoxidacio eldsegiti.

A kezdddo szinromlas akkor észlelhetd érzékszervileg, amikor a metmioglobin részaranya az 50%-
ot eléri, a kifejezett elszinezddés pedig 70%-o0s részaranyt meghaladé metmioglobin jelenlétében
1¢ép fel.

A jelenlegi gyakorlatban elengedhetetlen a oximioglobin réteg jelenléte az iizletekben talalhato
husok esetében. A husnak azt a képességét, hogy kedvezd, piros szinét a tarolas alatt megdrzi,
szinstabilitdsnak nevezziik. Ennek javitasat egyrészt nagy (65-85%) oxigéntartalmu — véddgazas -
¢s modositott légterli csomagoldsi modszerekkel, masrészt az antioxidansokkal kiegészitett

takarmanyozassal érik el. (LASZTITY 1981; BREWER et al. 2001)
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2.1.4. A hus vagas utani érési folyamatai

A vagas és elvéreztetés utdn az izomszovetekben, azaz a szinhisban végbemend biokémiai
folyamatok megvaltoznak. El6szor megsziinik az izomszovet oxigénellatasa, tovabba az egyéb
szervekkel, els6sorban a majjal vald kapcsolata. Az oxigénellatas megsziinésével az energiatermeld
mechanizmus ledll, és a his un. masodlagos valtozasai keriilnek el6térbe, amelyek a hiis mindségét
(érését) és romlasat meghatarozzak.

A pre-rigor, vagyis a hullamerevség el6tti fazisban a frissen vagott hus redoxpotencidlja az
oxigénellatds megsziinésével csokken. A termindlis oxidacio lehetetlenné valik, igy csak toredék
mennyiségli ATP képzddik anaerob koriilmények kozott. A hullamerevség (rigor mortis) allapotaban
bekovetkezik az izmok merevedése, a pH a savas iranyba tolodik el.

A rigor mortis kialakuldsaval egyidében az anaerob viszonyok miatt mas husalkotok is
megvaltoznak. A szénhidratok, elsdsorban a glikogén anaerob lebomlasa soran keletkezo tejsav
(laktat) a szervek kozotti kapcsolat megsziinése miatt az izomszOvetben marad, ¢és ennek
kovetkeztében a szovetben uralkodd semleges kémhatas 5,3-5,5 pH értékre csokken, ami a hus
izoelektromos pontjahoz kozelitve meghatdrozza a has vizmegtartd és vizkotd képességét. Ezek a
valtozasok erdsen befolyasolhatjak a hus feldolgozhatosagat, tarolhatdsagat €s a hibas husok (DFD,
PSE) eltér6 technologiai viselkedését.

A hullamerevség utani allapot (post rigor) soran a hus fokozatosan puhul, az izt és az egyéb
érzékszervi tulajdonsagokat javité valtozasok ekkor kovetkeznek be (INGRAM, SIMONSEN
1980).

A husfeldolgozas sordn a szokéasos normalis husérési folyamat a fentiekben leirt harom szakasz
Osszessége. Normal esetben, az izomszovetben a gliik6z lebomldsdnak kdvetkeztében a pH néhany
ora alatt 6,0 értékre csokken, majd a savanyodés egyenletesen folytatodik, €s 24 6ra mulva kb. 5,5
érték mérhetd. A vagas utani pH-csokkenés sertéshusban gyorsabban zajlik le, mint marhahusban,
¢s a fehér izmokban altaldban gyorsabb a pH-csokkenés, mint a vorosekben.

Bizonyos esetekben azonban a hiisérés masképp alakul. Ha az izomszovet 1ényegesen tobb gliikozt
tartalmaz, akkor a pH mar egy 6ra alatt 5,0 értékre csokken, majd 24 6ra mulva kb. 5,2-re modosul.
Ezeket nevezziik PSE husnak (halvany: Pale, puha: Soft és vizenyOs: Exudative). A PSE hust ado
allatok izméban gyakran mar €16 allapotban megindul az ATP-bomlas ¢s a pH-csokkenés. Egyes
sertésfajtak fokozottan hajlamosak PSE hus kialakitdsara. Marhahusban csak nagyon ritkan fordul

elé PSE hus. A fehér izmok altaldban hajlamosak gyors glikolizisre.
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Gyakori, hogy vagaskor az allatok nincsenek kipihenve, igy az izomban kevés a glikogén. Az ilyen
hasban is kialakul a hullamerevség. Ilyenkor a pH nagyon lassan csokken, kismértékii a
savanyodas, €s a hus kémhatasa 24 6ra utan is majdnem semleges. Az ilyen hus szine sotét lesz, az
alloméany feszes, léeresztés nincs, a his ragadds tapintdst, ragods €s konnyen romlik. Ezen
tulajdonsagokat leir6 angol szavak kezdébetliirél DFD (sotét szinli: Dark, keményebb: Firm, szaraz
tapintasi: Dry) husnak nevezik ezt a hismindséget. DFD hus marhdban és sertésben is el6fordul. A
DFD hts maradék glikogént nem vagy alig tartalmaz. Normal esetben a husban a glikogén
lebomlasa nem teljes, a husban mindig marad, ha csekély mennyiségben is. A maradék glikogén
fiigg a kezdeti mennyiségtél: sok kezdeti glikogén esetében a maradék is tobb (LORINCZ,
LENCSEPETI 1973).

A PSE hust nagy aranyban tartalmazo6 hustétel sok esetben nem alkalmas vordsarugyartasra a rossz
vizmegkotd képessége miatt. Ellentétben a DFD hussal, melynek kivalo a vizmegkotd képessége,
igy alkalmas alapanyag. Hatranya azonban a DFD husnak, hogy romlasra hajlamosabb, igy a
fehérjebomlas jelei elobb jelentkeznek.

Elmondhato tehat, hogy a megfeleld hustarolasnal fokozott szerepe van a pH-nak és annak
valtozasainak is. Ennek fontossaga miatt szamos kutato foglalkozott ezzel a témakorrel (BARBUT

1996; AHN et al. 2001).
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2.1.5. A friss hus romlasa

A vagodallatok izomzatdban — a fert6zott és beteg allatok kivételével - nincs baktérium, ezért
sterilnek tekintheté (BIRO, BIRO 2000). A Gram-pozitiv mikroorganizmusok az allatok
izomzatanak fert6zését tudjak okozni, amelynek eléfordulasa rendkiviil ritka. A Gram-negativ
baktériumok a kornyezetbdl keriilnek az allatra. A huson levé mikrobas szennyezddés elsddleges
forrasa a kiilso borfeliilet és a bélsar. A hus tovabbi szennyezddése a kiilonbozd eszkozokrdl és
berendezésekrol, illetve az emberi kézrol szarmazik (VANDERZANT, NICKELSON 19609;
TAKACS 1971).

A husipar gyorsan romlo, a mikroorganizmusok szamara kitlind taptalajként szolgald nyersanyagot
dolgoz fel. A darabolt his feliiletén kezdetben az 6sszes baktériumszam 10°-10° lehet egy cm?-en.
Ez Osszefiigg azzal is, hogy a kések, eszk6zok, vagoasztalok is szennyezettek lehetnek, amelyek a
helytelen higiéniai feltételek és gyakorlat kovetkezményei. Ezért a technoldgiai miiveletek soran
maximalisan tigyelni kell a kozegészségiigyi, allat-egészségligyi eldirdsok betartasara, mivel ezek
megszegése nagyobb mennyiségli hiis romlashoz vezethet,és kozvetve a fogyasztok egészségét
veszélyeztetheti.

A kezdeti szennyezddésen kiviil a nyers hiis romlasadban szerepet jatszik a hus feldolgozottsaganak
mértéke (pl.: felvagott hus, dardlt hus), a pH, a kdrnyezeti relativ paratartalom ¢és a tarolés
hémérséklete (INGRAM, DAINTY 1971). Ennek kovetkezményeként vagas utan a nyers hust
rogton le kell hiiteni, mert kiilonben gyorsan megindul a baktériumos romlas.

A hutott termékek szempontjabol az egyik legfontosabb tényezd a hdmérséklet.  Alacsony
homérsékleten a mikroorganizmusok anyagcseréje lelassul, de a szaporodas minimalis hdmérséklete
tekintetében a baktériumok kiilonbozdsége miatt elég nagy a varidciok szama. Kiilonbdzo
csoportokba sorolhatjuk a baktériumokat: pszichrofil, pszichrotréf, mezofil, termofil, aminek
értelmében igen valtozatos a novekedési hajlandosdguk az aruforgalmazds homérseklet-
tartomanyaban (THUMEL 1995). Ezeknek a csoportoknak a szaporoddsi hdomérséklet

karakterisztikait a 1. tablazat foglalja dssze.
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1. tdblazat Baktériumok szaporodési hdmérséklet-karakterisztikai

(BIRO et al. 2001)

Csoport Minimum (°C) Optimum (°C) Maximum (°C)
pszichrofil -5-+5 12-15 15-20
pszichrotrof -5-+5 25-30 30-35

mezofil 5-15 30-45 35-47

termofil 40-45 55-75 60-90

A baktérium szaporodasa szempontjabdl optimalisnak szamit az iizemi hdmérsékleti koriilmény. A
megromlott his szagaért elsésorban az aminosavak, azok koziil is a bazikus aminosavak
dekarboxilezddésekor keletkezd aminok egy része felelds. Ezekben az esetekben a baktériumok
dekarboxildz enzimjei az aminosavakat biogén aminokkd (pl. ornitinbdl putreszcin, lizinbdl
kadeverin stb.) alakitjak at. Ezeket a diaminokat ptomain gylijténéven is emlegetik, mint a rossz
szagért felelds vegyiiletek.

A mezofilek csoportjaba tartoz6 baktériumok szaporodasa 0-4°C-os hiittarolas soran gatolt. Ezen a
homérsékleten az egészségligyi veszélyt jelentd baktériumok altaldban nem szaporodhatnak el.
osszekapcsolodik (ROSS, MCMEEKIN 1999) és ebben a tarolasi homérséklet az egyik
legfontosabb elem. (MCDONALD, SUN 1999). A gyors baktériumszaporodés a nyers his esetében
korlatozza a tarolhat6sag iddtartamat, még hiitott allapotban is. A hiitott tarolasnal a 7°C—os tarolasi
hémérséklet a felsd hatar.

Hutott koriilmények kozott (20°C alatti hdmérséklet) a hidegkedveld baktériumok szaporodnak el.
10-15°C kozott tarolt darabolt huson 4-5 nap alatt szintén szagrendellenesség ¢és feliileti
nyalkéasodas jon 1étre.

Hutott aerob koriilmények kozott tarolt husok esetében a Gram-negativ  pszichotrof
mikroorganizmusok koziil a Pseudomonas-ok véalnak dominanssa (Ps. fragi, Ps. fluorescens), mert
2-15°C kozott gyorsabban szaporodnak, mint mas specifikus mikroorganizmusok, sét 5°C is
elegendo a szaporodasukhoz (DAINTY, MACKEY 1992; BORCH et al. 1996).

Aerob viszonyok kozott a tarolt huson a pszeudomonaszok gyorsan uralomra jutnak. A
pszeudomonaszok dominancidja annal erésebb, minél alacsonyabb a hémérséklet. Mindaddig nem
figyelheté meg kolcsonhatés az egyes fajok kozott, amig a maximalis sejtszamot el nem érik, ekkor
azonban a pszeudomonaszok hatasara a versengd fajoknak csokken a szaporodasi sebessége €s a

maximalis sejtszama (GILL, NEWTON 1977; GRAM et al. 2002; MEAD 2004; LIU et al. 2006).
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A Pseudomonas nemzetség a Gram-negativ baktérium csoportokat egyesitd Proteobacteria torzs
gamma osztalyaba tartozik. A pszeudomonaszok aerob, katalaz-pozitiv, jellemzden oxidaz-pozitiv,
palca alakl, poléris ostorral mozgd baktériumok, kemoorganotrof anyagcserét folytatnak, és
semleges koriili pH-n ndvekednek a mezofil homérséklet tartomanyban. Egyes fajaik haztartasi
hiitészekrény homérsékleten is képesek szaporodni. Tapanyag ellatds szempontjabol rendkiviil
igénytelenek: novekedésiikhdz nem igényelnek ndvekedési faktorokat, vitaminokat, ugyanakkor a
szerves vegyiiletek széles skalajat képesek felhasznalni szén- és energiaforrasként. Egyes fajok 100-
nal is tobb vegyiiletet képesek hasznositani. Ezek kozott az egyszerii szénhidratokon, zsirsavakon,
aminosavakon kiviil sok olyan vegyiilet is van (pl. szénhidrogének, szteroidok, kondenzalt gytr(iji
heterociklusos  vegyiiletek), amelyeket kevés mds mikroorganizmus tud lebontani.
Anyagcseréjiikbdl fakaddan széles korben elterjedtek a természetben, talajban, vizekben, st tobb
novényi ¢és allati korokozo is van kozottiik. Gyakran okozzak élelmiszerek, elsésorban zoldségek,
husok és huskészitmények romlasat. A Pseudomonas nemzetség tobb faja termel egy sargaszold,
vizben oldhat6 festékanyagot, amely UV fényben fluoreszkal (pl. P. aeruginosa, P. fluorescens, P.
putida) (BIRO et al. 2001,DEAK 2006).

A P. fluorescens pszichrofil baktérium, ezért képes a hiitott termékeken is elszaporodni, €s azokban
romlast eldidézni. Ritkan kérokozd, mivel 37°C-on nem szaporodik jol (MADIGAN et al. 2003).

Az anaerob viszonyok kozott ndvekvo baktériumok maximalis sejtszamat az erjeszthetd tapanyagok
a hus feliiletére torténd diffundalasdnak a sebessége hatdrozza meg. Anaerob romléas esetén a
hasban elsésorban a tejsavbaktériumok véalnak dominanssa.Mindkét esetben azok a baktériumok
valnak uralkod6va, amelyeknek alacsony hdémérsékleten nagy a szaporodasi sebességiik, és

bizonyos mértékig képesek arra is, hogy maés fajok szaporodasat gatoljak (DEAK et al. 1980).

Minden mikroorganizmus koziil a nem pigmentalt pszeudomonaszok a leggyakrabban el6fordulo,
hasromlast okozé baktériumok a normdl hiitétarolas alatt. A frissen bontott husnal az
Osszcsiraszamnak nem tobb mint 10%-at teszik ki a pszeudomonaszok, de mire a fogyasztokhoz ér,

ez meghaladja a 80 %-ot (MOSSEL et al. 1995).

Az aerob mikroflorat altaldban a pszeudumonaszok uraljak, anaerob koriilmények kozott a
kozvetleniil a feliilet alatti rétegekben a Lactobacillus-ok szaporodnak el inkabb. Mindkét esetben
azonban a hus 0Osszetevoi koziil a baktériumok elészor a kis molekulaja oldhatd vegyiileteket
bontjak le, elébb a gliikdzt és mas cukrokat, majd az aminosavakat. Aerob viszonyok kozott a

romlds akkor valik észlelhetdvé, amikor a baktériumok az aminosavakat tdmadjak meg és ezek
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bomlastermeékei a hus feliiletén nagy mennyiségben felhalmozddnak. A Brochothrix thermosphacta
baktérium 5°C-on, vagy ez alatt is képes szaporodni és szagrendellenességet okozni a hus feliiletén

vagy a zsirszovetében is (INGRAM, SIMONSEN 1980).

Aerob viszonyok kozott kisérd floraként a mikrokokkuszok, laktobacilluszok és az
Enterobacteriaceae tagjai is megjelenhetnek. Az egyes fajok valdszinlileg nem befolyasoljak
egymas novekedését, anaerob viszonyok kozott azonban a laktobacilluszok antimikrobas hatast

anyagcsereterméket allitanak eld, amely gatolja a tobbi faj szaporodasat.

A laktobacilluszok a tejsavbaktériumok (Lactobacillaceae) csaladjaba sorolhatok. A Gram-pozitiv
tejsavas kokkuszok kozos jellemzoje, hogy kizarolag tejsavas erjedéssel torténd energianyerésre
képesek, mind aerob, mind anaerob koriilmények kozott. Az oxigénhez valo viszonyuk kiilonleges.
Mint obligat erjesztok, valdojaban anaerobok, de elviselik az oxigén jelenlétét is, tehat aerob
koriilmények kozt is erjesztenek és szaporodnak, ezért aerotolerans anaerobok. (DEAK et al. 1980)
Az Enterobacteriaceae csaladba tartozd un. bélbaktériumok kozegészségiigyi és élelmiszer-
higiéniai szempontbol rendkiviil fontosak. Jelenlétiik az ¢lelmiszer szennyezettségére utal, ezért un.
indikéator mikroorganizmusok.

A htisok vagés utani hiitétarolasat altalaban 0°C-on végzik. Ez a hdmérséklet természetesen nem
akadalyozza meg az Osszes baktérium szaporodasat, mivel némelyik baktérium minimalis
szaporodasi homérséklete -5°C, vagy alacsonyabb. A 2°C koriili tarolasi hdmérséklet mar jelentdsen
gatolja a feliileti nyalkaképzd, és altalaban a kellemetlen szagképzd baktériumok szaporodasat. A
pszichrofil mikrobdk anyagcseréje és szaporodasa 2°C-on tovabb folytatodik. Ezek koz¢é tartoznak a
huasiparban a hiitétt hisok romléasat okozo fajok is (pl. Pseudomonas). Ezért a 2°C-on torténd tarolas
onmagaban nem noveli meg jelentds mértékben a tarolasi id6t. Amennyiben valamelyik kdrnyezeti
tényezd pl. a homérséklet az optimalistol eltér, akkor a mikroba igényessége megnd a tobbi
kornyezeti tényezé irant (GILL, REICHEL 1989; BIRO 2000.).

A téroldsi hdmérséklet mellett fontos a paratartalom is, mert a tdrolds soran kialkult magasabb
relativ paratartalom kedvezden hat a mikrobdkra. Normal koriilmények kozott a hlitétarolok relativ
paratartalma nagy, ami kedvez a feliileti nyalkasodast okozé baktériumok elszaporoddsanak.

Az ¢élelmiszerek mikrobiologiai allapotardl az egyik leghasznosabb tajékoztatast az aerob mezofil
mikrobdk szama adja. Az aerob mezofil mikroorganizmusok szadma nagysagrendileg azonos a
termékben taldlhato 6sszes €16 mikroorganizmuséval.

A mezofil aerob mikrobaszam alkalmas a friss, vagy nem tartositott €¢lelmiszerek tarolhatdsagi

idejének elérejelzésére is, mivel a legtobb élelmiszerben 10°-10%/g mikrobaszamnal a lebomlas mér
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elérehaladt és érzékszervileg is észlelhetdvé valik. A nagy aerob mikrobaszdm a romlas
valosziniiségére utal (DEAK 1986; BIRO 2000).

A husok hiit6 taroldsanal a homérséklet az egyik meghatdrozd tényezd. A kdvetkezOkben 3
csoportba soroltdk a kiillonbozé hdmérsékleten tartds kovetkeztében megjelend romlast okozd
mikroorganizmusokat. A homérséklet csoportokat magas, kozepes €s alacsony tartomanynak

allapitottak meg.

I. Nyers hus romlasi jelenségei magas hdmérsékleten (> 25°C):
Ha a hust nem hiitik le gyorsan vagas utan a megfeleld homérsékletre és a szovetek hosszabb ideig
tartdzkodnak 25-30°C koriil, ennek hatasara id6 elétt indul meg a mikrobiologiai romlds. Ennek a
folyamatnak az elején eldszor sztreptokokkuszok kezdenek el szaporodni, majd a biokémiai

valtozasok miatt anaerob viszonyok valnak uralkodova, és ez a klosztridiumoknak kedvez.

II. Nyers hus romlasi jelenségei kozepes hdmérsékleten (15-25°C):
Ez a korlilmény akkor alakulhat ki, ha az eldhiités nem elég gyors a vagas utadn, illetve ha a hus
mérete nagy, mert ilyenkor gyakran marad a hus belseje sokaig melegebb, amely elegendd ahhoz,
hogy megkezdddjon a csont koriill a rothadas. Ezt a romlast rendszerint a klosztridiumok és
bacilluszok valtjak ki. Kozepes homérsékleten tarolva a hust elsdsorban a fakultativ anaerob

mikroorganizmusok vannak tobbségben.

III. Nyers hts romlési jelenségei alacsony hémérsékleten (0-4°C):
A hiitétarolas sok esetben nem elegendd védekezés a baktériumok ellen, mert vannak olyan fajok is,
amelyek minimalis szaporodasi hémérséklete akar -5°C is lehet. Mindemellett a 2°C-os tarolasi
homérséklet mar elegendd arra, hogy jelentésen gatolja a kellemetlen szagok kialakulast és a
nyalkaképzddést. Ha a tarolohelyiség relativ paratartalma kicsi, a vagott allat feliilete kiszarad, és ez
a koriilmény kedvez a mikrokokkuszoknak és a sztreptokokkuszoknak. Normal koriilmények kozott
a relativ paratartalom magas, ez pedig a nyalkasodast okoz6 Gram-negativ hidegtiird palcaknak

kedvez (DEAK et al. 1980).
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2.2.Vizsgalati technikak

2.2.1. Impedimetria

Az impedancia a valtdaramnak a vezetd anyagon vald atfolyasi ellenallasa. Az impedimetrids
késziilékek a mikroba szaporodads hatasara bekovetkezd impedanciai valtozast méri a megfeleld
tapkozegben (VIDACS, BECZNER 1996, 1998). Ez a modszer azon az elven miikodik, hogy a
tapkozeg ionos Osszetételében torténd valtozasokat méri, amely ugy jon létre, hogy a
nagymolekuldju, gyenge vezetdképességgel rendelkezdé molekulakbol (fehérjék, szénhidratok,
lipidek) a mikroba anyagcsere soran kis molekuldju, toltéssel rendelkezd metabolitok keletkeznek,
amelyek a tapkozeg vezetOképességét nagymértékben megndvelik (BOLTON, GIBSON 1994). A
mikroba szaporodas hatasara a konduktancia megnd. A konduktivitasban, illetve az ellenéllasban
egységnyi 1d0 alatt bekovetkezd valtozas mértéke mennyiségi kapcsolatban all az indulo
csiraszammal €s a mikroba fajlagos szaporodasi sebességével az adott tapkozegben. Ebbol adédoan
a tapkozegek nem tartalmazhatnak nagy vezetdképességgel rendelkezé komponenseket. Elénye
még ennek a modszernek, hogy nem befolyasolja a zavaros vagy nem atlatszé minta, ellentétben a
telepszamlalassal, ahol, leginkdbb az alacsony ¢éldcsiraszam meghatarozaskor okozhat problémat.
Az impedimetrikus késziilékeknél, amelyeket mikrobas populaciok becslésére fejlesztettek ki, a
detekcios 1d6 forditottan aranyos az impedimetrikus kozegbe beoltott minta mikroba
valtozas az elektromos impedanciaban. Ez ugy valésithatd meg, hogy kiilon erre a célra
kifejlesztettek egy kis konduktivitdssal rendelkez0 specidlis Osszetételli tapkozeget. A
kereskedelmi-forgalomban napjainkban kiilonb6zé miiszerek allnak a rendelkezésiinkre. Ezek mind

kivitelezésiikben, mind pedig az altaluk mért jellemzdékben kiilonbdznek.

Abban az esetben, ha az i1d6 fliggvényében abrazoljuk a konduktancia valtozast egy a szaporodasi
gorbéhez nagyon hasonld dsszefiiggést kapunk. Megfigyelhetd a gorbén egy a lag-fazishoz hasonld
kezdeti szakasz, ahol nincs vezetdképesség valtozds, de ez nem azonosithatdé magaval a lag-
fazissal. Azt az idOtartamot, ami az impedimetrids mérés kezdete és a miiszer altal kiadott gyorsito
impedancia jel megjelenése kozott van, detekcids idonek (DT) nevezik. Fontos megjegyezni, hogy a
baktériumok esetében az ionos anyagcsere termék akkor valik észlelhetdvé, amikor a baktérium
szintek kb. 10°- 10° sejt/ml-t érnek el, vagyis ekkor ad detekcids id6t (FARKAS 2003a).

A konduktancia/impedancia gorbébdl kapott szaporodas-kinetikai jellemzok matematikai
modellezésre valo felhasznalhatosdga tekintetében a vélemények megoszlanak. A probléma az,

hogy ezeknél a méréseknél az anyagcsere- aktivitast mérjiik és nem kozvetlenill a sejtstirliséget, a
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detekcios 1d6t sokkal informativabbnak tartjak, mint a mért jellemzdt, mert az lineéris Osszefiiggést

mutat a kezdeti él6csiraszammal.

A konduktancia/impedancia mérés kivitelezésére alapvetden két modszer ismert.

Az egyik az Un. direkt modszer: itt a mérd elektrodak a tapkozegbe meriilnek és kozvetleniil a
tapkozeg vezetoképesség valtozasat mérik az id6 fliggvényében.

A masik az Un. indirekt modszer, melyet el0szor Owens ¢€s tarsai irtak le 1989-ben. Ennél a
modszernél a mikrobak altal termelt széndioxidot mérik, ugy hogy az elektrodokat nem a
tenyészetbe, hanem széndioxidot elnyeld csapdaba helyezik, amely kalium hidroxidot tartalmaz a
tenyészet légterében. Ezt a mddszert altalaban akkor alkalmazzak, ha nem képzddik vezetképes
végtermék a vizsgalt mikroorganizmus metabolizmusa soran, vagy ha a mérésre hasznalt tapkozeg
nagy mennyiségli vezetOképes komponenst tartalmaz. Ilyen példaul az elsé esetben az ¢€lesztok

vizsgalata, a masodikban pedig a nagy sotartalmu szelektiv taptalaj alkalmazasa.

A konduktometrids/impedimetrias késziilékek kevésbé munka- és anyag igényesek, detekcids idejiik
altaldban lényegesen kevesebb (2-24 oOra), mint amikor hagyomanyos mikrobiologiai
telepszamlalasi modszert alkalmaznak. A mérési eredmények gyorsan és jol reprodukalhatok, igy a
technika pozitiv tulajdonsagai miatt alkalmazasi teriilete széles. Alkalmasnak bizonyult arra, hogy
az ¢élelmiszerekben az eld mikrobasejtek teljes szamat detektdlja, 0 téptalaj- Osszehasonlitd
kifejlesztésére, taptalaj 6sszehasonlitd vizsgalatokra stb.Az impedimetrias miiszereket az iparban is
alkalmazzak, mint monitorozd rendszereket. Az ¢lelmiszer mindség ellendrzésében betdltott

szerepiikrél Arnott szamolt be 1993-ban.

A konduktometridt szdmos kutatdé alkalmazta. Rule (1997) ¢élelmiszerek mikrobidlis
szennyezettségét hatarozta meg konduktometias modszerrel. Ramalho €s tarsai (2001) a palackozott
asvanyvizben az ¢€l6 baktériumok megszdmlalasara hasznalta az impedimetrds modszert. Nyers hus
Osszes ¢€locsiraszam meghatdrozasara alkalmazta példaul Firstenberg-Eden 1983-ban vagy
konyhakész broiler csirkének a vizsgalatat is végezték (RUSSELL et al. 1995). Mésok kombinalt
kezelések sporaképzdé baktériumokra gyakorolt hatisat tanulmanyoztdk konduktivitds méréssel
(WAWERLA et al. 1999; FARKAS 2003b).

Mivel a konduktometrids modszer anyagcsere aktivitdst mér, ebbdl kovetkeztet a
mikroorganizmusok szamdara a tapkozegben, ezért alkalmas ez a modszer az eltarthatosagi 1d6

megbecsiilésére.
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2.2.2. Elektronikus orr

A termékek mindsitésére 6sidok ota alkalmazzuk érzékszerveinket tobbek kozott a szaglasunkat is.
A szagléds a legdsibb érzékszervek kozé tartozik, hiszen mar a baktériumok is képesek a kiilvilag
kémiai ingereinek felfogasara. Az illatanyagok érzékelésében az emberi orr nagyon fontos szerepet
jatszik az élelmiszeriparban, kozmetikaban és az ¢€let szamos mas terliletén. Ezért nem meglepd,
hogy szdmos probalkozas tortént az elmult években annak érdekében, hogy az emberi orrhoz
hasonl6 miiszeres megoldast hozzanak létre.

Az ilyen miiszerek legtobb esetben nem potoljak, de kiegészitik €s teljessé teszik az illat anyagok
érzékszervi, hagyomanyos analitikai modszereit. Az elektronikus orral végzett elemzés soran nem
az egyedi komponensek szelektiv elemzése, hanem az aktualis mérés komplex jelvalaszanak és a
korabban mért mintdk eltarolt jelvalaszdnak Osszehasonlitdsa torténik. Ahogy az embernek sincs
sziiksége arra, hogy tudatosan azonositsa az illat minden Osszetevdjét, hogy felismerje azt, az
elektronikus orr is minta felismerésével mikodik. Az érzékeldsor jelvalasza minden esetben az
adott mintdra jellemzd képet ad. Bizonyitottdk mar, hogy az elektronikus orr képes érzékelni és

kategorizalni a mikroorganizmusokat a szagkibocsatasuk alapjan (MIELLE et al.1995).

A mesterséges orr koncepciot a Warwicki egyetemen Persaud ¢s Dodd 1982-ben javasolta eldszor
(PERSAUD, DODD 1982). A moédszer a gaz szenzorokra alapoz, amelyek tobb mint 30 évvel
ezeldtt kezdtek el fejlédni (BARLETT et al.1993; GARDNER, BARLETT 1993). Az 1990-es évek
elején jelent meg a ,,mil orr”, vagy elektronikus orr, €és ettdl kezdves valt lehetévé kereskedelmi
miuszer vasarlasa. Gardner és Barlett definidlta az elektronikus orrot, mint muszert, amely tartalmaz
egy kémiai szenzor sort, ami részben specifikus és egy megfelelé minta felismerd rendszert, amely
alkalmas arra, hogy egyszeriibb és Osszetettebb illatokat ismerjen fel. Elnevezését az emldsok

szaglorendszerével analdg volta miatt kapta, amely a kovetkez6 képpen miikodik.

Az orr hatsé felsé részében, ahova a beszivott levegdnek csak csekély része jut, talalhato a
szagloham. A szagloham kicsi, csak 2,5 négyzetcentiméter teriiletli egy-egy orriiregben. Itt
talalhatok a szaglosejtek ¢és az olfaktorikus neuronok, melyek kapcsolatba Iépnek az
illatanyagokkal. Az olfaktorikus neuronokat masképpen elsédleges neuronoknak is nevezziik. Ezek
a neuronok komplexek mindegyik egyszerre tobb illatanyagra is reagal, illetve mindegyik
illatanyagra egyszerre tobb neuron is reagal. Az elsddleges neuronok az elektromos ingeriiletet

tovabbitjak az agynak, amely a kapott infromaciot feldolgozza (KAFFKA, FARKAS 1999).
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Az elektronikus orr, a gdz szenzor segitségével detektdl (mint az els6dleges neuronok), ami egy
jelet kiild a szamitdégépnek (agynak). A ma hasznalatos miiszer elég messzire keriilt az emberi orrtol
¢és Mielle szerint (MIELLE et al. 1995) ez az analitikai modszer nyilvanvaldan elektronikai, de nem
orr. Ezért ajnalja sok kutatd, hogy mésképp nevezzék ezt a miiszert, mint példaul ,,aroma érzékeld”,

” illat miiszer”, vagy ,,tobb szenzoros érzékel6”(OLAFSDOTTIR et al. 2005).

Az elektronikus orr legfontosabb eleme az érzékeldsor azon beliil is a szenzorok, amelykbdl a
kovetkezo tipusok ismertek:
1. MOS: Félvezeto fémoxidok (Metal Oxide semiconductor)
2. MOSFET: Félvezetd fémoxid tranzisztorok (Metal Oxide Semiconductor Filed Effect
Transistors)
3. CP: Szerves polimer vezetok (Conducting organic polymers)
4. Piezo-elektronos kristalyok (LIRON et al. 1997)
a. BAW (Bulk Acoustic Wave)
b. SAW (Surface Acoustic Wave)
5. QCM: Adszorpcios réteggel bevont kvarckristaly érzékelok (Quartz Crystal Microbalance)

Az idedlis szenzor a kdvetkezo tulajdonsagokkal kell, hogy rendelkezzen:
e megfeleld aramlasi sebesség,
e akémiai illatanyagok iranti magas érzékenység,
e alacsony érzékenység a hdmérséklet €s relativ paratartalom valtozasra,
e magas stabilités,
e magas reprodukalhatosag és megbizhatdsag,
e alacsony reakcio és regeneralodasi ido,
e konnyl kalibralas,
e akimend adatok konnyti feldolgozasa. (KELLER et al. 1998)

Mindezek a tulajdonsdgok miatt a mai gyakorlatban leginkdbb a MOS ¢és MOSFET érzékeldket
alkalmazzak, igy csak ezen szenzorokrdl fejteném ki az észrevételeimet.

A MOS szenzor hengeres vagy lapos keramia hordozora felvitt fémoxid film, amely magas
homérsékletre felfiitve (200-650°C) vezetoként viselkedik. Két tipusat ismerjiik az n-t és p-t. Az n-
tipust szenzor anyaga legtobbszor cink-oxid, vas (IlI)-oxid, titan-oxid vagy on-oxid és jellemzdje,
hogy az oxidald hatasu vegyiiletekre érzékeny. A p-tipusu érzékeld anyaga kobalt-oxid és nikkel-
oxid szokott lenni, és a redukald hatasu vegyliletekre érzékeny. A MOS szenzor miikddési elve a

félvezetd vezetoképességének megvaltozasan alapszik, a gazok adszorpcidja és a feliileti reakcio
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révén (HAUGEN, KVALL 1998). A polikristalyos fémoxid réteg feliiletén és belsejében a levegd
oxigénje adszorbealddik ¢€s attdl fliggden, hogy magas vagy alacsony homérséklet az uralkodd
valtoztatja meg a szenzor vezetoképességét.

A MOSFET érzékeldk harom rétegbdl allnak egy félvezetd szilicium-rétegbdl egy szilicium-oxid
szigetelobdl és egy fém katalizatorbol, ami altalaban palladium, irridium, rodium vagy platina.
Amikor egy polaris vegylilet 1ép kolcsonhatasba a kapu elketréddal, az elektromos tér és ennek
kovetkeztében az atfolyd aram is modosul. Miikodésiik az elektrosztatikus potencial megvaltozasan

alapul, amit a szenzor valaszjelként rogzit (SCHALLER et al. 1998).

Az Osszes szenzor tipus kapcsolatba 1ép a termék feletti térben feldtsult illatanyagokkal, amelynek
hatasara fizikai és kémiai kapcsolat is létrejon, amikor az illat komponensek ataramlanak a
szenzorban. Az egyes szenzorokon kapott jelvalasz értéke a referenciagazhoz képest, a szenzorjelek
sorrendje, értékeik kiilonbsége egyiittesen hozzak Iétre a vizsgalt anyagra jellemzo jelvalaszt, mely

igy mintegy ,,ujjlenyomatként” az adott illat azonositasara hasznalhato.

Az elektronikus orr €lelmiszer-ipari alkalmazasanak teriiletei a kovetkezOkben foglalhatok 6ssze:
e  alapanyagok, félkész-, kész- termékek mindsitése,
e  af6zési folyamat nyomonkdvetése,
e  fermentaciés folyamatok nyomonkdvetése,
. az érés ¢€s érlelés megfigyelése borok, sajtok, dohany-, huistermékek esetén,
. a tarolasi folyamatok, frissesség megdrzes, oregedés tanulmanyozasa,
. a keverés, izesités, oldas folyamatanak felligyelete,

e  mikrobioldgiai allapot (pl. penésztartalom) megallapitasa.

Elektronikus orral kisérletet végeztek pl. fiistolt lazac mikrobiolgogiai és érzékszervi mindsités
elérejelzésére (OLAFSDOTTIR et al. 2005), vagy hal romlasanak és frissességének detektalasra
(CHANTARACHOTTI et al. 2006; BARBRI et al. 2008). Sikeresen probaltak ki az eltarthatosagi
1do/frissesség vizsgalatahoz szamos kiilonb6zé mddon csomagolt és tarolt vords hus esetében
(FUNAZAKI et al. 1995; WINQUIST et al. 1993; BLIXT 1999). Ezen kiviil hasznalhatjadk még
oliva olaj karakterének- és gabona mikrobiologiai mindségének meghatarozasara is (JONSSON et
al. 1997; STELLA et al. 2000). Az elektronikus orrot kiprobaltdk példaul korte érettségének
elorejelzésére (ZHANG et al. 2008). Ezen kiviil alkalmaztdk még sor (PEARCE et al. 1991), illetve
kiilonbozdé korti és betakaritdsi idejii oregand és lestyan illatkomponensek meghatarozésara és
elkiilonitésére is (SEREGELY, NOVAK 2005). Nagynyoméssal és gamma sugéarzassal kezelt daralt

marhahusban bekovetkezett fizikia-kémiai és mindség valtozasok nyomonkdvetésére is folytattak
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vizsgalatokat elektronikus orral, amely a valtozasokat érzékelte és jol el is kiilonitette. (HASSAN et

al. 2002)
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2.2.3. Kozeli infravoros spektroszkopia (NIR)

A kezdetek a XIX. szazadra tehetdek. Sir Frederic William Herschel, angol csillagasz 1800-ban kelt
tanulmanyaban szamolt be kisérletérdl, mely soran azt a szint kereste a lathaté spektrumban, amely
a napfény melegéért felelds. Egy livegprizma segitségével szétvalasztotta a napfény sugarat a
szivarvany szineire, majd befeketitett tartalyd homérdkkel megmérte homérsékletiiket. Az igy
leolvasott homérséklet a kék szintdl a z6ldon at a vordsig emelkedett, de ami meglepobb volt, hogy
a vOréson tali meg nem vilagitott teriileten ez a tendencia folytatddott (BURNS 1992; MCCLURE
2004). Tekintve azt, hogy ez a tartomany az emberi szem szdmara lathatatlan, voréson tali, azaz
infravorods (infrared, IR) néven kertilt feljegyzésre. Mivel a lathatd tartomanyban sokkal konnyebb
volt dolgozni, ezért az IR technika csak a fényképlemezek feltaldlasa utan keriilt ismét elGtérbe:
1881-ben Abney ¢s Festing a 700-1200 mn-ig terjedd kozeli IR tartomanyt vizsgalta fényképezéssel
(OSBORNE, FEARN 1986a). A XX. szazad legelején Coblentz munkasagat kell kiemelni, aki a
maga épitette IR spektrométerrel gyiijtott adatok mintdzata alapjan megallapitotta, hogy nincs két
vegyiilet, amelynek egyforma lenne az IR spektruma, még ha ugyanazokbol az atomokbol allnak is
(pl. etil-alkohol és dimetil-éter). Szintén hozza kapcsolddik az a megtigyelés, mely szerint a hasonlo
kémiai csoportokkal rendelkezd vegyiiletek hasonld IR elnyelési savokat adnak (PI. hidroxilcsoport
elnyelése az alkoholok, fenolok, karbonsavak esetén) (BURNS 1992).

A 1950-es évek kozepétél megjelent miiszerek az elektroméagneses spektrum ibolyantali
(ultraviolet, UV), lathato (visible, VIS) és kozeli IR tartomanyait egyszerre vizsgaltak. Bar Kubelka
¢s Munk mar a 1930-as években felvetette a diffuz reflexion alapulé mérés lehetdségét, de ez a
mérési mod gyakorlatilag csak Karl Norris 1960-as évek kdzepén publikalt eredményei utan kapott
nagyobb figyelmet. Egyébirant Norrist méltdn nevezik a ,,modern kozeli IR atyjanak”, hisz foként
neki koszonhetd, hogy a kozeli IR technikat bevezette az analitika vilagdba (NORRIS, BUTLER
1961).

Az 1970-es évek elején mar a kereskedelmi forgalomban is kaphatoak voltak szlirds késziilékek,
elsésorban gabonaipari célokra (MCCLURE 2004). A kezdeti idokben a technika alkalmazasanak
elterjedését jelentdsen gatolta a szamitastechnika kis teljesitménye, ill. hidnya. Az 1980-as évek
elején a sziirés késziilékek mellett mar egyre szélesebb korben jelentek meg a billegd holografikus
raccsal felszerelt méromuszerek, és erre az évtizedre tehetd a kemometria és a szamitastechnika

nagyobb Iéptéki fejlodése a kozeli IR teriiletén.
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A kozeli IR hulldmhossz tartomany 800-2500 nm kozott helyezkedik el (MURRAY 2004). Pontos
optikai jelet két tartomanyban kaphatunk: a transzmisszidos méréseknél rendszerint a 800 — 1100
nm-kdz0tti tartomanyban, mig a reflexios méréseknél altalaban az 1100-2500 nm-ig terjedd régiot

hasznaljak fel.

Egyre nagyobb teret hoditott a kozeli infravords reflexios (NIR) és transzmisszios (NIT) eljaras. A
uj statisztikai, kemometriai eljarast dolgoztak ki, igy az informacié kinyerésének hatékonysaga

jelentésen megnott.

A NIR/ NIT technika a minta és az infravords fotonok kolcsonhatasat hasznalja fel:a fénykvantum
hatasara a molekulak rezgési és forgasi allapotai gerjesztédnek, ekdzben a fotonok egy része
visszaverddik (reflexid), elnyelddhet (abszorpcid) vagy athaladhat a mintan (transzmisszio)
(OSBORNE , FEARN1986b).

A spektrum a szerves molekulak kiilonb6zé hulldmhosszaknal torténd fényabszorpcidjanak

eredményeképp jon létre (CIURCZAK 1992).

A kozeli infravords késziilékek felépitése és mitkodése
A kozeli IR tartomanyban miikodd altalanos, ill. alkalmazas speciflkus (dedikalt) berendezéseket
(WORKMAN, BURNS 1992; STAK, LUCHER 2004) tobbek kozott az alabbi szempontok szerint

jellemezhetjiik:

1. Meérési elrendezés, mintaval valo érintkezés szerint:
e transzmisszios,
e diffuz reflexios,

e transzflexios

2. Alkalmazott technika, eljaras, modszer szerint:
e sziik savateresztésu interferencia szlro,
e billegd, konkav, holografikus, diffrakcids racs,
e fénykibocsatd didda (light emitting diode, LED) sziirével,
e fotodiddasor,
e interferométer (Michelson-féle vagy kristalypolarizacios),
e akuszto-optikusan hangolhat6 sziiré (acousto-optical tunable filter, AOTF),

o folyadékkristaly altal hangolhat6 sziir$ (liquid crystal tunable filter, LCTF),
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e tobbdimenzios képalkoto eljarasok (hyper-spectral imaging).

3. Fényforras szerint:

e wolfrdm-halogén izz0,

e LED,

e hangolhat6 1ézer;

4. Detektrok szerint:

e szilicium alapu

e indium-gallium-arzenid (InGaAs)

e Olom-szulfid

Kozeli infravords technika eldnyei és hatranyai

A kozeli infravoros technika eldnyos tulajdonsdgai miatt az utdbbi évtizedekben széles korben

elterjedt analitikai feladatok elvégzésére. Viszonylag egyszerli, gyors mérésekkel lehetdség

nyilik mennyiségi és mindségi vizsgalatok elvégzésére

Elényei:

1.

A spektrumok komplex informaciok hordozéi, ¢és igy tobb 0Osszetevd egyidejl
meghatdrozasara adnak lehetdséget.

A minték f6 kémiai alkotoelemein tul lehetdség nyilik azok minor komponenseinek (pl.
klorofill, pigment), valamit fizikai jellemzok (pl. részecskeméret, keménység) becslésére
is.

A mérés iddigénye jelentdsen lecsokken a klasszikus kémiai modszerekhez képest. A
minta allapotar6l szinte azonnal kaphatunk informacidt, ennek jelentOsége egyes
esetekben szamottevo.

A minta-elokészités olyan mértékben egyszeriisodik, hogy a mérés a mintavétel
helyszinén is elvégezhetd.

A vizsgalat roncsolasmentes, nagyon kis mértékben avatkozunk be a mintaban
lejatsz6do folyamatokba, igy alkalom nyilhat arra, hogy fizioldgiai folyamatokat
kovesslink nyomon, ill. €16 rendszereket vizsgaljunk.

Vegyszert, reagenst nem igényel, kornyezetbarat
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Hatranyai:

1. A mennyiségi meghatiarozds minden esetben kalibraciot igényel. A mérés pontossaga
nagy mértékben a referencia adatok mérési pontossidgatdl fligg, ugyanis a kozeli
infravords spektroszkopia Osszehasonlitd, vagy masodlagos mérési technika, mely egy
laboratériumi referencia eljards eredményeire épiil és az Osszefiiggést matematikai
statisztikai eljarassal hatarozza meg.

2. A sokkomponensii természeti eredeti mintak NIR/NIT spektrumai bonyolultak
»zsufoltak”, ezért gyakran el6fordul az, hogy az egyik alkotéelem csoportrezgéseinek
abszorbancia-maximuma egybeesik a masikéval, és az intenzitdsok aranyatol fliiggéen

tobbé-kevésbé elfedik egymast.

A NIR modszert szamos helyen alkalmaztak hal frissességének meghatarozasara (NILSEN et al.
2002), vagy hal romlasanak detektaldsara (LIN 2006), fagyasztott daralt tékehal mindségnek
vizsgalatara (PINK et al. 1999) és tejtermékek fogyaszthatosdganak monitorizalasara (SINELLI
2006). Pécolt lazac ikra ¢és fiistolt lazac sotartalmanak ¢és nedvesség tartalmanak
meghatarozasahoz alkalmaztak még ezt a modszert (HUANG et al. 2001; HUANG et al. 2002).
A his minéség vizsgalataval kapcslatban, eldszor laboritoriumi koriilmények kozott tesztelték
eredményesen a NIR modszert (NADAI 1983). A NIR modszer daralt csirke has mikrobiologiai
romlas detektdlasara és meghatarozasara is hasznalhaté (ELLIS et al.2002; LIN et al. 2004).
Ezzel a modszerrel kisérleteket végeztek még nyers hus ¢€s allati eredetli ¢lemiszerek zsir,
fehérje ¢és nedvesség tartalmanak meghatirozésra is. Az eredmények arra utalnak, hogy NIR
technolégia alkamas lehet ezen paraméterek becslésére (KAFFKA, MARTIN 1985; NADAI
1986). Az élelmiszeriparban alkalmazhato lehetne még a NIR technoldgia tojés frissességének
meghatarozasara (GIUNCHI et al. 2008), vagy nagynyomassal és besugarzassal kezelt tojas
fehérje 1ében és tojas sargajaban bekovetkezett valtozasok észlelésére is (ANDRASSY et al.
2006). Az é¢lelmiszeripar teriiletén kiviil még alkalmaztak ezt a mddszert a dohany katrany,
redukalod cukor és alkaloid meghatarozasara is. A vizsgéalatok azt mutattak, hogy az Osszes
alkaloidak és a redukal6 cukor meghatarozasara alkalmas lehet ez a modszer, mert a mérések jol

reprodukalhatéak voltak és magas korrelaciot mutadtak (VARADI et al.1992).
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2.2.4. Prediktiv mikrobiologia

A romlast okoz6 és patogén mikroorganizmusok élelmiszereken valo elszaporodasanak eldrejelzése

mind az élelmiszert el6allitoknak, forgalmazdoknak, mind pedig a fogyasztoknak érdekében all.

Azoknal az ¢lelmiszereknél, amelyeknek pH-ja ¢és vizaktivitaisa megfeleld kiilonb6zo
mikroorganizmusok szédmdara, az eltarthatosagot els6sorban a mikrobds romlas korlatozza. Az
¢lelmiszert fogyasztok egészségét veszélyeztetd fo forrds pedig az esetenként az élelmiszerrel

kozvetithetd korokozok jelenléte, vagy azok tovabbszaporodasanak lehetdsége.

A klasszikus fizikai, kémiai €s fiziko- kémiai valtozasokon alapulé modszerek, sokszor csak akkor
szolgalnak értékelheté adatokkal, amikor a mikrooranizmusok szdma a megengedett hatarérték
kozelében van. A hagyomanyos mikrobioldgiai modszerek iddigényesek, érzékenységiik miatt
szamos esetben nem képesek megfeleld elorejelzést adni a fogyasztasra szant élelmiszerek
mindségére ¢és biztonsagara vonatkozoan. A gyors modszerek sem képesek minden esetben
megbizhatd és pontos eredményt adni. Ezért athidalé megoldasra alkalmazzak a prediktiv

mikrobiologiat.

A prediktiv mikrobioldgia olyan matematikai modellek kifejlesztésével, illetve mar meglévod
modellek alkalmazéasaval foglalkozik, amelyek képesek adott kdrnyezeti koriilmények kozott a
mikroba-szaporodas, illetve-pusztulds dinamizmusat eldre jelezni. A modelleket ugy alkotjak, hogy
bizonyos kornyezeti tényezoket, mint példaul a hémérséklet, pH, vizaktivitas, gaztér Osszetétel
vesznek figyelembe, hogy hogyan hatnak a mikroba-szaporodésra illetve pusztulasra. Ezek utan
olyan kornyezeti koriilmények kozott is alkalmazzak a szaporodasi- illetve pusztulasi eldrejelzést,
amelyeket, a modell megalkotasa sordn nem vizsgaltak (MCMEEKIN et al. 1993). Az ¢élelmiszerek
komplex rendszere miatt, a modellezési feladat sok esetben sokkal bonyolultabb feladat, mint els6

pillanatban gondolnank.

A dinamikus matematikai modellek eldnyeit és hatranyait McMeekin és tarsai (1993), valamint
Baranyi ¢€s Roberts (1994, 1995) taglaltak. A Baranyi és Roberts altal 1995-ben kidolgozott 1j
modell lehetdvé teszi a baktérium-szaporodas eldrejelzést valtozd hdmérsékleten abban az esetben
is, ha a tenyészet a lag- szakaszban van. Gyakorlati szempontbol kiilondsen a lag-fazis és az
exponencialis fazis ismeretének van nagy jelentdsége, mert ha sikeriil a mikrébakat a lag-fazisban

tartani, azzal az ¢lelmiszerek eltarthatosagi ideje novelheté meg. Ha viszont mar az exponencialis
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szakaszba 1ép a mikroba, akkor a téarolasi hdméréskleten elért szaporodasi sebesség fogja

meghatarozni az élelmiszer eltarthatsagat.

Ezeknek a modelleknek harom egymasra épiil6 tipusa van (FARKAS, 2004):

o Az elsédleges modellek matematikai egyenlettel irjak le példaul a mikrobak szaméanak, mint
fliggd valtozonak, rogzitett mikrobiologiai dkologiai tényezdk mellett bekdvetkezd idobeli
valtozasat. Az empirikus uton kapott adatokhoz illesztenek a baktérium szaporodasat leird
gorbét.

e A masodlagos modellek annak a matematikai megfogalmazasai, hogy az elsédleges modell
szerinti fiiggd valtozo alakuldsara miként hat a mikrobiologiai Okologiai kornyezeti
tényezok valtozasa.

e A harmadlagos modellek szamitdégépes szoftver-csomagok, melyeknek két fo része van. Az
elso eldrejelzéshez hasznalhaté matematikai modell alkalmazasat teszi lehetévé, a masodik
az adatbazisokhoz nyujt hozzaférést, amiket eldrejelzések validdlasdhoz és matematikai

modellek paramétereinek meghatarozdsdhoz hasznalnak.

Az ¢lelmiszer, mint rendszer mikrobioldgiai szempontbol nagyon bonyolult, ezért a modellezés
szamos leegyszerisitésen és feltételezésen kell, hogy alapuljon. A jelenleg rendelkezésre &llo
modellek sokszor mar megfeleld eldrejelzést képesek adni a mikrobak szaporodasi sebességérdl a
kornyezeti tényezok fliggvényében. Szerényebb eredményeket értek el a mikrobaszaporodas
ugynevezett lappangd szakaszdra vonatkozo biztonsdgos eldrejelzésében, mert az aktualisan
jelenlévd mikrobdk viselkedése jelentdsen fiigg az eldzetesen dket ért hatasoktol. Abban az esetben
sem tokéletes még az eldrejelzés, ha a mikrobdk olyan kornyezetben vannak, ahol mas

mikroorganizmusokkal kényszeriilnek versenyhelyzetbe.

2.2.4.1. A prediktiv modellek alkalmazasi teriiletei

Az ¢élelmiszeriparban az alabbi feladatok megoldasahoz lehetne a prediktiv modellezést hasznalni:

uj termék fejlesztése,
folyamatszabalyozas mikrobiologiai eldirdsok megallapitésa,

HACCP rendszerek kidolgozasa,

W b=

mikrobiologiai kockazatbecslés.
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Az elébb felsorolt teriiletek a kovetkezdben részletesebben fejtem ki.

1. Uj termék fejlesztése:

o ¢rtckelni lehet a varhato tarolasi koriilmények hatasat,
e gyors eldzetes becslést lehet végezni a termék mikrobiologiai stabilitasarol,

o ¢rtékelni lehet az eldirasoktol eltérések élelmiszerbiztonsagi hatasait.

2. Folyamatszabalyozas mikrobiologiai eldirdsok megallapitasa:

e Dbecsiilhetd példaul mikroorganizmusok vérhato szintje a mindség-megdrzési idé végén,
o ¢rtékelni lehet az eldirt értékektdl vald eltérések hatasanak kovetkezményeit, igy

= nem kell6en alacsony tarolasi homérséklet

= magasabb pH

= nem egyenletes so eloszlas stb.

3. A HACCP rendszerek tervezésénél példaul az alabbi feladatokra lehet hasznalni a modellezést:

e kritikus szabélyozasi pontok meghatarozasa,
o kritikus hatarértékek meghatarozasa,
e az eldirt folyamatszabdlyozdsi hatarértékektdl valo eltérések kovetkezményeinek

meghatarozasa.

4. Mikrobioldgiai kockazatbecslést hasznalnak:

e rovid eltarthatésagu, gyorsan romlo élelmiszereknél,
e annak érdekében, hogy egy adott élelmiszerben mely kockazati tényezdknek lehet jelentOs

hatasa a fogyasztok egy meghatarozott korokozonak valo kitettségére.

A prediktiv modellek hasznalatdnak egyik elénye, hogy az egyes modellek érvényességi hatarain
beliil a mikrobak kiindulasi csiraszamanak, illetve a szaporodast és a pusztulast befolyéasold
tényezOk valtoztatasanak hatdsait gyorsan és nagyon egyszeriien lehet becsiilni, igy rovid idd alatt
tobb termékosszetételt és kornyezeti hatast is 6ssze lehet hasonlitani. Ezaltal energiat és pénzt lehet

megtakaritani (BECZNER et al. 2004).
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A prediktiv modellek alkalmazasanak korlatai:

A prediktiv mikrobioldgiai modellek megbizhatosagat tobb tényezo korlatozza:

e amodellek szerkesztésénél az egyenletek illesztésének pontossaga a kisérleti adatokra,

e mikrobiologiai érvényesség,

e parhuzamos mikrobiologiai vizsgalatok eredményei kozott nagy eltérés lehet, ami noveli a
bizonytalansagot,

e az inhomogén élelmiszerekben a kiilonb6zo Osszetevok eltérd fizikai, kémiai mikrobiologiai
tulajdonsagai miatt szdmos eltéré mikrokdrnyezet alakulhat ki,

e a laboratoriumi tenyészetekbdl végzett vizsgalatok alapjan allitottdk fel, a ,természetes”
tenyészetek életerdsebbek lehetnek,

e akdrnyeeti stresszhatdsok is ronthajak az eredmények megbizhatosagat.

A modellezés megbizhatdsaga javithato, ha adott feladatra tobbféle rendelkezésre allo modellel is

elvégezziik a szamitasokat.

2.2.4.2. ComBase program

A brit Food MicroModel adatgylijteményre €s az amerikai Pathogen Modelling Program-ra
tamaszkodva, a kozelmultban létrehoztak egy 0j adatbazist, ami a brit Elelmiszer Szabvanyositési
Hivatal (UK Food Standards Agency) altal timogatott norwich-i Elelmiszer Kutaté Intézet (Insitute
of Food Research) és az Egyesiilt Allamok Mezégazdasagi Minisztériuma wyndmoor-i Keleti
Regiondlis Kutatdé Kozpont (Eastern Regional Research Center) nevii intézményének kozos
véllalkozasa. Ezt a standardizalt adatbéazist Altalanos Elérejelzé Mikrobiologiai Adatbazisnak mas
néven ComBase-nek nevezték el (ANON 2003; BARANYT et al. 2003).

A ComBase program helyesen inkdbb egy program csomag, amely szamos mas programot is
tartalmaz. Igy példaul aki sajat adatokbol akar modellt késziteni, az a ComBase DMFit- DmPred
szoftvert, illetve a Microfit szoftvert hasznédlhatja. Kockazatbecslésre a ComBase Browser, a
Growth Predictor és a Pathogen Modelling Program szoftver hasznalhat6. A ComBase Browser a
ComBase adatbazisban vald keresésre szolgdl. A Growth Predictor foként a mikrobaszaporodas

hémeérséklet-, pH- és vizaktivitas- fliggésén alapuld modellek alkotjak (www.combase.cc).

A gyakorlati igényekre tekintettel fontos elmondani, hogy a szoftvercsomag alapmodelljei

legtobbszor a legrosszabb szitudcidt jelzik, azaz a prediktiv modellel jelezett szaporodasi
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sebességeknél a gyakorlatban tapasztalhatd értékek valamivel kisebbek lehetnek. Ugyanis az elsd
prediktiv modellek nagy részét a baktériumszaporodas szempontjabol optimalis laboratériumi
tapkozegekkel és optimalis tenyésztési koriilmények kozott, tiszta tenyészetekkel, nagy kezdeti
csiraszdmokkal és versengd mikrofloratdl mentes esetekre dolgoztak ki. Lényeges még az is , hogy
a modellezéskor érvényesiilt kornyezeti tényezd értéktartomanyokon kiviili koriilményekre az

elérejelz6 modelleket nem szabad alkalmazni.
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3. CELKITUZES

Célom volt, hogy tobb, gyorsmddszer kialakitdsanak lehetdségét vizsgaljam meg, annak
érdekében, hogy az ¢lelmiszer-feldolgozo-¢és forgalmazd cégek megnovekedett nagyszamu

minta vizsgalata egyszertisodjon, és a munkaido csokkenjen.

Ennek érdekében feladataim kozott szerepelt az automatikus impedimetrids miiszer (Malthus)
hasznalhatosaganak vizsgalata a friss ¢és hltve tarolt szeletelt sertéshus baktériumos

¢lOocsiraszamanak gyors meghatarozasara.

Ezek utdn kisérleteket végeztem szeletelt és daralthus esetében annak érdekében, hogy
megallapitsam, érzékelhetd- és kdvetheté-e a hus bakteriologiai mindsége, ¢és annak iddbeli
valtozasa elektronikus orrnak nevezett szenzor sor segitségével és a kozeli infravords

spektroszkopidval.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Anyag

Vizsgaltamhoz kicsontozott és zsirszovettdl letisztitott szeletelt sertéskarajt hasznaltam. A hus
feliiletérdl 5 cm” nagysagu szeleteket vagtam ki, amelyeket az elektronikus orr kiivettakba helyztem
be. A mikrobioldgiai és NIR mérésekhez a sertéskarajt 5,9 cm atmérdji steril miianyag
petricsészébe helyeztem, majd a huast aerob koriilmények kozott taroltam. A tarolasi hdmérséklet

4°C, 8 °C ¢és 12°C volt.
Méréseket folytattam ezen kiviil még sertés lapockaval. A lapockardl a zsirszéveteket letisztitottam,
4 mm-es lyukatméréji husdaralon dardltam meg, majd 5,9 cm atmérdjii petricsészékbe sziniiltig

toltottem, €s a megtoltott petricsészéket fedelével lefedve +4°C-os hlitdtérben taroltam.

4.2. Mérési modszerek

4.2.1. Mikrobiologiai mérések

Alap szuszpenzio készitése:

Stomacher zacskoba fél petricsészényi mintat tettem, megmértem ¢€s annyi higitasi folyadékot
adtam hozza, hogy a higitas tizszeres legyen. Ezt az alap szuszpenziot 0 higitdsnak tekintettem.

Ebbdl decimalis higitasi sort készitettem és ezekbdl oltottam a megfeleld taptalajokra.

Aerob 0sszes ¢élocsiraszam:

Steril petricsészébe a decimalis higitasi sor vizsgalni kivant higitasaibol 1-1 ml-t pipettaztam. A
leoltast harom egymast kdvetd higitasbol végeztem. A szuszpenziot tartalmazd petricsészébe 12-15
ml 45°C-ra lehiitott TGE (Tripton-Gliikéz Elesztkivonat, Merck 1.05463) és késdbb PCA (Plate-
Count Agar Tripton-Gliikoz Elesztékivonat, Merck 1.05463) taptalajt ontdttem. A petricsészéket

30°C-os termosztatba helyeztem. A telepszamlalast 48 6ra milva végeztem.
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Brochotrix thermosphacta:

Az alap szuszpenziobol 0,1 ml-t STAA (Streptomicin szulfat /tallium acetat/ aktidion, Oxoid 0881
¢s Oxoid SR 0151E) agar feliiletére szélesztettem. A taptalajokat 20-22°C-on taroltam, majd 48 ora

inkubacio utan értékeltem a lemezeket.

Lactobacillus spp.:

Steril petricsészébe a decimalis higitasi sor vizsgalni kivant higitasaibol 1-1 ml-t pipettaztam. A
leoltast harom egymast kovetd higitdsbol végeztem. A szuszpenziot tartalmazo petricsészébe kb. 10
ml 45°C-ra lehiitott M.R.S. (Man-Rogosa-Sharpe, Merck 1.10661) taptalajjal vékony lemezt
ontéttem, majd dermedése utan 15-20 ml taptalajjal feddlemezt Ontéttem, mikroaerofil
koriilményeket teremtve. A petricsészéket 30°C-os termosztatba helyeztem. Az inkubalas 48 és 72

oraig tartott.

Pseudomonas spp.:

A Pseudomonas ¢€l6csiraszam meghatdrozasnal az elsé idoben Cetrimid taptalajt (Merck 1.05284)
alkalmaztam, melyrdl késobb kideriilt, hogy egyes Pseudomonas térzsek ndvekedését gatolja, igy
attértem a GSP  Pseudomonas-Aeromonas szelektiv taptalajra (Merck 1.10230). A
pszeudomonaszok megfigyelése érdekében GSP agar feliiletére 0,1 ml szuszpenzidt szélesztettem.
A petricsészéket 30°C-os termosztitba helyeztem. A 72 6ra inkubdcidés id6 utdn értékeltem a

lemezeket.

4.2.2. pH mérés

A husminta pH-jat Consort C 831 pH mér6 berendezéssel (kombindlt tivegelektroddal) mértem
meg. A miiszert minden mérés eldtt a puffer oldatokkal kalibraltam (pH 4 illetve pH 7). Ezt

kovetden 3 egymastol tavol 1évo mérési pontot valasztottam ki mérésre.
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4.2.3. Automatikus impedimetrias mérés

A Malthus rendszer segitségével kozvetlen impedancia mérések is lehetségesek. A Malthus
késziilék a 2. abran lathato.

Az aerob 0sszes ¢éldcsiraszam meghatarozashoz 2,7 ml Whitley tapoldathoz Don Whitley Scientific
Ltd. (Shipley, West Yorkshire, U.K.) 0,3 ml alapszuszpenziét adtam. A Pseudomonas-szam
meghatarozashoz 2,7 ml Pseudomonas taptalajt (BiMedia 130A, Sy-Lab Gerite GmbH,
Neupurkersdorf, Austria) C-F-C adalékkal (Oxoid SR 0103E) egészitettem ki a felhasznalas elott,
majd 0,3 ml alapszuszpenzidt mértem hozza.

A mintakat minden esteben a Mathus késziilékben 30°C-on 26-28 orat inkubaltam, és ezek utan

tortént az eredmények értékelése kalibracios regresszios egyenesek segitségével.

N

2. abra. Malthus késziilék
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4.2.4. Elektronikus orr mérés

Meéréseimhez az Applied Sensor Technology NST 3320 késziilékét hasznédltam (3. abra). A
késziilékben 23 szenzor talalhato, melybdl 10 db MOS és 12 db MOSFET ¢és 1db pératartalom
érzékeld van.

Az elektronikus orr mintatarto steril fiolaiba kb. 5 cm?” feliiletli hus szeleteket helyeztem el. A
tarolas kozben bekoOvetkezett illatanyag valtozas nyomon kovetésére mérésenként 5 fiolat

hasznaltam fel.

A 12 férdéhelyes karusszelben a mintakat 8-65°C kozott termosztalva lehet vizsgalni. Lehetdség van
tovabba kiillonbozé homérsékletlépesok beiktatdsara. Eltérd lehet az eldzetesen beallitott mérési
program megkezdéséig tartd6 hémérséklet (Standby), a mérési ciklus megkezdésétdl az adott minta
sorrakeriiléséig tartd hémérséklet (Idle) és a mérést megel6zd inkubaciod (Incubation) hdmérséklete.
Az Idle és az Incubation szakaszok hossza tetszélegesen valtoztathat6. Az eldzetesen programozott
mérési beallitasok alapjan az adott iivegesébdl egymas utan vett mintak, valamint a teljes (12 minta)
ismétlésének a szama tetszOleges szamban megadhatd. A referenciagdz a szilikagélen és aktiv
szénen atszivott szobalevego.

Az elektronikus orr mérések soran alkalmazott beallitasok a kovetkezok voltak:

Inkubaciés id6 20°C-on 15 percig tartott, majd az alapvonal felvétel kovetkezett, mely 15
masodperc hosszi volt. Ez nem volt més, mint a referencia levegd megadott ideig torténd
aramoltatasa. Mindezek utan a 30 masodperces mintavétel kovetkezett, mely a hus felett
elhelyezkedd légtérbdl tortént. Minden mérés utan egy 120 masodperces regeneralodasi szakasz
volt beiktatva, melyben mar a 60 masodperces alapvonal felvétel is végbement. Az érzékeldk
karakterisztik4djanak idébeli valtozasat kalibracioval kiiszoboltem ki, vagyis minden 3. mérés utan a
késziilék huitott, ultratiszta vizen atbuborékoltatott levegdt aramoltatott a szenzorsorra, €s megmérte
az egyes ¢rzékelok jelvalaszat. A mérés sordn alkalmazott beallitdsokat a 2. tablazat foglalja

0sszes.
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2. tablazat. Elektronikus orr mérések soran alkalmazott beallitasok

Homéréséklet 1do6 Minta | Kalibraci6
Szakaszok .
C) (mp) (mp) |  (mp)
Idle 20 Alapvonal felvétele 15 15
Standby 20 900 Mintavételi id6 30 30
Incubate 20 300 Jelvalasz visszaallasi id6 120 120
Oblitési id6 60 60

3. dbra. NST 3320 tipusu elektronikus orr

39




4.2.5. Kozeli infravords spektroszkopidas mérés

A hus mintak spektrumait két tipust kozeli infravords spektrométer késziilekkel mértem meg. Az
elsd mérések esetében 3 késobb 5 fliggetlen betdltéssel €s 60°-os elforgatassal rogzitettem a 700-
1700 nm transzfelxios) ¢és 1000-2500 nm (reflexids) hullamhossz tartomanyban a husok

spektrumait.

4.2.5.1. Transzfelxios NIR

Meéréseimhez a METRINIR 10-17 ST alkalmaztam, melyet a 4. abra mutat be. A transzfelxios
mérési elrendezésnél a fény athatol a mintdn, majd a reflektoron visszaverddik,ijra athatol a mintan,
majd a detektorokra jut, ezzel is csokkentve a minta heterogenitdsabol eredd mérési hibakat. A
mérések eldtt optimalni kell a minta rétegvastagsagat. Ahhoz, hogy az elektromagneses hullam
athatoljon a mintan, a méréseket a nagyobb frekvencidji tartomanyban kell végezni, ugyanis a
kisebb energidju elektromégneses sugarzas nem képes athatolni azon a rétegvastagsagon, amekkora
ahhoz sziikséges, hogy megfeleld mindségli spektrumot kapjunk. A mérések minden esetben egy

5,9cm atmérdjlii miianyag petricsészében torténtek.

4. dbra. METRINIR 10-17 ST
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4.2.5.2. Reflexios NIR

Meéréseimhez a PMS-Spectralyzer 1025 tipusu késziiléket alkalmaztam, amelyet az 5. abra mutat
be.A beeso fénysugar a minta felszinét merélegesen éri. A fény behatol mintaba, és minden irdnyba
visszaverddik. A mintdra 90°-ban beesé fénysugarral a 45°-ot bezar6 irdny mentén elhelyezett
detektor méri a diffizan visszavert fényt. A reflexids mérés soran a fénysugar a minta 1-4 mm
mélységéig hatol be, igy a detektorra jutd elektromagneses sugdrzas informaciotartalma is erre a

tartomanyra vonatkozik.

5. dbra. PMS-Spectralyzer 1025 tipusu késziilék

4.3. Az alkalmazott statisztikai modszerek

4.3.1. Fokomponens analizis (Principal Component Analysis, PCA)

A fékomponens analizis ordinacidos modszerek kozé tartozik, sokvaltozés adathalmazok
abrazolasara alkalmas, azok lehetd leginformativabb sikbeli leképezése révén. A megfigyelési
valtozok n dimenzids terébdl a fokomponens k<<n dimenzids terébe torténd attérés valdsithato
meg, aminek az a jelentdsége, hogy a megfigyelési egységek itt az eredeti n szdmu koordinata
helyett altalaban joval kevesebb & szdmu koordinataval jelentds informaciovesztés nélkiil leirhatok,
sOt szerencsés esetben két dimenzidra redukalodva sikban is abrazolhatok. Ez pedig lehetdvé teszi a

megfigyelések esetleges elkiiloniilé csoportjainak felismerését. (DALMADI et al. 2007).

A fékomponens analizissel a sok valtoz6 hatékonyan kezelhetd egyszerre. A méddszer gy dolgozik,

hogy a valtozok altal kijelolt sokdimenzids térben olyan iranyokat keres, amelyek irdnyaban a
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mérési eredmények variancidja a legnagyobb. Ezeket az irdnyokat nevezziik fékomponensnek (PC).
Az egyes fokomponenseket azok fontossdganak sorrendjében allapitjuk meg. Az elsé PC
magyarazza meg a variancia legnagyobb részét. A masodik PC ortogondlis az elsdre, vagyis
fliggetlen att6l. Grafikusan ez annyit tesz, hogy a fékomponensek merdlegesek egymésra. A
masodik fokomponens a megmaradt varianciabol annyit magyaraz, amennyi csak lehetséges. Ez igy
folytatodik mindaddig, amig az dsszes variancia el nem fogy. A modszer elve 3 valtoz6 esetén a 6.
abran figyelhet6 meg. Fontos megjegyezni, hogy a PCA egy ,unsupervised” modszer, azaz a
kiilonbozdé csoportokrol szerzett informécidokat a program egy adatmatrixként kezeli, csak a

fokomponensek abrazolasanal kiilonbozteti meg az eredeti csoportokat kiilonbozo jeldlésekkel.

resp. 3 resp. 3 resp. 3
b A b

resp. 1 resp. 1 resp. 1

raw data L 1stPC 2nd PC

6. abra. Fékomponens analizis grafikus értelmezése (SMITH 2002)

4.3.2. Diszkriminancia analizis (Canonical Discriminant Analysis, CDA)

A diszkriminancia analizis két, vagy tobb csoport szétvalasztasara alkalmas modszer tobb
kvantitativ valtozo6 egyiittes figyelembevétele alapjan. A tobbszords regresszidanalizishez nagyban
hasonlit, azonban a fliggd valtozé (y) nem kvantitativ, hanem kvalitativ tulajdonsag, mégpedig
annak két, vagy tobb valtozata. Ezeket a valtozatokat tekintjiik csoportoknak. A CDA
végrehajtasakor eldre definialt csoportok vizsgélata torténik (,,supervised” modszer). A csoportok
megaddsa lehet szakmai ismereteken, vagy tetszéleges kritériumokon alapuld, de tobbvaltozos
modszerek (faktoranalizis, klaszteranalizis) outputjai is képezhetik a kiinduld csoportositast. Az
eljaras kivalasztja a vizsgalatba vont valtozok koziil azokat, amelyek értéke (tulajdonképpen lineéris
kombinaciodja) leginkabb jelentds a csoportok szétvalasztasa szempontjabol (OZAKI et al. 2006).

Az alapgondolat szemléltetésére vegyiink egy egyszerli esetet két valtozoval és két csoporttal,

amelyek kozott atfedés van. A gyakorlati alkalmazasok soran sem tokéletesen szétvalaszthato
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elemek kozott kell szepardlo fliggvényt meghatdroznunk, hanem a legjobb elkiilonitést biztositd
fiiggvényt kell megkeresniink. A CDA a kovetkezOképpen jar el: a két halmaz szorés elipsziseinek
metszéspontjain at egyenest (I.) fektet, majd erre az origdon atmend merdleges egyenest (I1.) illeszt.
Ha a két dimenzidban abrazolt pontokat a II. egyenesre vetitjiik, akkor a két csoport egyvaltozds

(normalis) eloszlasa kozotti atfedés kisebb lesz, mint barmilyen mas egyenes estén.(7. abra)

1.

7. ébra. A diszkriminancia analizis alapgondolatanak szemléltetése (MARTENS, NAES 1991)

A két egyenes metszéspontja — az X pont — segitségével oszthatdé a minta két csoportba. A
vonalkézott részbe esd pontok osztalyozasa eltérhet az eredeti besorolastél, mert jobban
hasonlitanak a masik osztalyba tartozé elemekhez. Igy az eredetivel azonosan osztalyozott pontok

aranyanak megadasaval mindsithetjiik a szétvalasztas josagat.

4.3.4. Reészleges Legkisebb Négyzetek modszere (PLS)

Az (elékezelt) spektrumok és a referencia adatok birtokdban kiilonbdzd matematikai — statisztikai
eszkozokkel megvizsgalhatjuk az Osszefliggést két adathalmaz kozott. A PLS egy regresszids
modszer, mely megengedi szamos hulldamhossz hasznalatat, mialatt elkeriili a kollinearités
problémdjat. A hagyomanyos legkisebb négyzetek mdodszerétdl eltéréen a PLS nem azt tételezi fel,
hogy a spektrum adatok pontosak, és az Osszes hiba a referencia értékben van. A spektrum ¢és a
referencia adatokat egyidejiileg modellezi. Mindegyik Iépésben az adatkészletbdl kivonja a
spektrum ¢€s a referencia adatok egy részét, maradékot képezve. A modell a latens valtozok (vagy
faktorok) szamanak novelésével egyre pontosabban irja le a spektrumadatok €s a referenciaadatok

kozotti Oszefiiggést. A PLS ezekre a faktorokra részleges kalibraciokat alkalmaz a variancia
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Osszegének modellezésére, amelyeket a miivelet végén egy atfogd kalibracids egyenletben gyiijt

0ssze (HELLAND 1990).

Az optimalis faktorszdm meghatarozasa a PLS kalibracié fontos része: tul kevés faktor esetén a
kalibracié kevés informéciot hordoz és nagy predikcidos hibaval dolgozik, mig tul sok faktor
alkalmazasakor a modell tulilleszti a kalibracios adatokat, és az igy elveszti a stabilitdsat. Az
optimalis fator szamot rendszerint keresztvalidalassal, vagy a kalibralé mintapopulaciotol fiiggetlen,
predikcidos mintasereg segitségével hatarozzuk meg. A keresztvalidalas sordn a kalibralo
mintapopulaciot alcsoportokba osztjuk. Ezen alcsoportok koziil egyet visszatartunk, mig a maradék
mintakkal megtorténik a kalibracid. Az igy nyert kalibracios egyenlettel Ggy analizalhatjuk a
visszatartott alcsoportot, mintha fiiggetlen, ismeretlen mintdk lennének benne. A statisztikai
értékelés utdn a visszatartott alcsoport visszakeriil a kalibrald6 mintaseregbe. Ezt kovetden az
elobbiekben ismertetett miiveletsor a tobbi alcsoporttal megismétlédik, majd az alcsoportokra

kapott részeredmények 6sszegzddnek (FOSS NIRSYSTEM 2000).
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELES

5.1. Szeletelt sertéskaraj baktériumos romlasanak nyomonkovetése

5.1.1. Mikrobiologiai vizsgalatok

A sertéskarajt aerob modon taroltam harom kiilonb6zé hémérsékleten (4,8,12°C).

Mind a harom téarolasi homérséklet esetén aerob Osszes €ldcsiraszamot €s Pseudomonas szamot
hataroztam meg. Az ,,Anyag és mddszer” részben (4.1 és 4.2.1. fejezet) mar kifejtett modszereket és
taptalajokat alkalmaztam méréseim soran. A mikrobioldgiai mérések mellett ¢érzékszervi
megfigyeléseket is végeztem. A harom homérséklethez tartozd areob Osszes ¢€ldcsiraszamot,
Pseudomonas szamot ¢és ¢érzékszervi megfigyeléseket a 3. tablazat foglalja Gsszes. A 3.
tablazatban a 3 parhuzamos mikrobiologiai vizsgalat atlagértékei, zarojelben pedig a standard hiba
(szorés) lathato.

Megfigyelhetd, hogy a homérséklet emelkedésével a tarolasi napok szdma radikalisan csokkent,
mig a 4°C-on, a téarolasi id6 11 nap volt, 8°C-on 6 nap és végiil a 12°C-on mar csak 3 nap.
Vizsgalatokat a 4°C-os tarolas alatt a 0., 1., 3., 6., 8., 10. napokon végeztem. A tarolasi hdmérséklet
emelkedésével a mintavételek gyakorisaga is ndtt. A 8°C-os homérséklet esetén 0., 1., 2., 3., 6.
napokon torténtek a mérések. Az 1., 2. és 3. napon délelott és délutan is vizsgaltam a mintakat és
ugyanigy tettem a 12°C-os tarolés esetében is.

fgy a mikrobiolégiai romléas hatarértéket (10" KKE/g) 4°C-on a 6. napon, 8°C-on kb. 2,5. napon,

12°C-on mar 1,5. napon eléri az aerob dsszes €ldcsiraszam.
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3. tdblazat. Szeletelt sertéskaraj mikrobiologiai eredményeinek és érzékszervi megfigyelésének

Osszesitése a tarolasi homérséklet- és id6 fiiggvényében

Térolasi Id6 TAPC Pseudomonas Erzékszervi megfigyelés
homeérséklet
(°C) (nap) |(logKKE/g) (logKKE/g)
0 4.2 (0.13) 2.9 (0.11) Friss hus illat
1 4.2 (0.10) 2.3(0.49) Friss hus illat, kevés folyadékfilm
3 4.8 (0.45) 3.5(0.44) Hus illat, folyadékfilm
4 6 6.7 (0.31) 5.9 (0.30) Hus illat, kissé véres folyadékfilm
Sziirkés szinli hus, nem friss illat,
8 8.1(0.09) 7.4(0.12) zavaros folyadékfilm,
Nyalkas,blizos hus és zavaros
10 8.2 (0.29) 7.3 (0.13) folyadékfilm
0 4.9 (0.01) 3.2(0.04) Friss hus illat
1 5.2 (0.26) 3.7 (0.03) Hus illat, kissé véres folyadékfilm
Kissé véres folyadékfilm, eltiint a
2 5.6 (0.19) 4(0.01) friss illat
8 Sziirkés szint has, nem friss
3 8(0.28) 6.4(0.23) illat,kissé zavaros folyadékfilm
Biidos és nagyon zavaros
6 9.6 (0.11) 8.1 (0.06) folyadékfilm
Hus illat, kissé fako husszin, kevés
0 3.4 (0.06) <2.0 (0.00) folyadékfilm
Fako hus, hus illat, zavaros
1 5.1 (0.53) 4 (0.40) folyadékfilm
12
Sziirkés hus, zavaros folyadékfilm,
2 8(0.45) 6.5(029) baktérium novekedés a feliileten
Sziirke, nyalkas, blizos hus és
3 9.4 (0.01) 7.8 (0.02) folyadékfilm

A tarolasi napok és a hdmérsékletemelkedés Osszefliggés a szaporodési sebességgel is szoros

kapcsolatban all. A szaporodasi gorbék illesztésére az irodalmi attekintésnél a predikitv

mikrobiologiai részben mar emlitett ComBase szoftert alkalmaztam (2.2.5.2. fejezet). Ezen a

szoftver csomagon beliil is a DmFit programot hasznaltam, amely a baktérium szaporodas Baranyai

féle modelljén alapuld gorbe illesztési technikat alkalmazza (www.combase.cc).

[lusztracioként két jellegzetes grafikont vélasztottam ki. A 8. abra egy 4 illetve 12°C-on tarolt

szeletelt sertéskaraj aerob Osszes ¢ldcsiraszam szaporodasi gorbéit hivatott bemutatni, a 9. abra

pedig Pseudomonas szam szaporodasi gorbéket abrazolja.
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8. abra. 4 és 12°C-on tarolt szeletelt sertéskaraj acrob Osszes €¢l6csiraszdmanak valtozasai
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9. dbra. 4 illetve 12°C-on tarolt szeletelt sertéskaraj Pseudomonas spp.szaporodasi gorbéi
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A csiraszdm ¢és detekcios 1d6 fiiggvényében kapott szaporodasi gorbén kiviil megkapjuk még a
kezdeti (logyy) és végso éldcsiraszamot (logy enq), a lag fazis hosszat (lag), a szaporodasi sebességet
(rate) és a determinacios értéket (1) is. A 4. tablazat tartalmazza a DmFit program altal
meghatarozott Osszesitett aerob Osszes €ldcsiraszam adatokat, az 5. tablazat meg a Pseudomonas

adatokat 4°C, 8°C ¢és 12°C-ra egyarant.

A 4. és 5. tablazatbol lathato, hogy a kezdeti aerob 0sszes éldcsiraszdm magasabb volt, mint a
Pseudomonas szém, de ahogy a szakirodalom alapjan ez varhatdé volt, a tarolds végére a
Pseudomonas spp. valt uralkodova. A kisérletsorozatokban a tarolasi hdmérséklet emelkedésével
csokkent a lag fazis hossza. Mig az aerob 0sszes €ldcsiraszamnal 55,2 orarol 13,7 orara, addig a
Pseudomonas-nal radikalisabb volt a valtozas, 44,6 o6rarol 0 6rara csokkent. A lag fazis hosszanak
csokkenésével egyidejiileg a szaporodasi sebesség a hdmérséklet emelkedésével novekedett. Ez is

magyardzza, hogy a tarolasi hdmérséklet emelkedésével a tarolasi id6 csokkent.

4. tablazat. Szeletelt sertéskaraj 4,8,12°C-os tdroldsa soran kapott szaporodasi gorbe-illesztések

jellemzo6i, aerob Osszes €l0csiraszamra

N kezdeti par 510
homerseldet dlicdraszam | lag fazis | =zaporodas sehesseg élﬁl::.alflﬂﬁln
€O (ogy) | Gag(ora)) | (rateflogkKE/ra) |  (logyea
< 4.17 5532 0.041 945
5 5.19 463 0117 9.58
12 341 137 0.12a 0432

5. tablazat. Szeletelt sertéskaraj 4,8,12°C-os tarolasa sordn kapott szaporodasi gorbe-illesztések

jellemzo6i, Pseudomonas szamra

o kezdeti Zsh
himérsédet dicdraszam | lagfazis | szaporodasi sehessez élﬁc:ﬁisaém
e (logy) | (ag(ira)) | (rate(logKKFE/ora)) (10gy o)
4 2.69 44.6 0.045 5.62
g 3.5 44.1 0.10% 514
12 1.19 0 0.105 708

Ezekben a kisérletekben még Cetrimid szelektiv taptalajt alkalmaztam a Pseudomonas szam

meghatarozasara, de mar ekkor felmeriilt a gyant, hogy ez a szelektiv Pseudomonas taptalaj egyes,

Pseudomonas torzsek kindvését is gatolja.
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Ezt arra alapoztam, hogy az utolsé tarolasi napok vizsgalatainal az aerob Osszes éldcsirszam
szamlalasakor nagy szazalékban azonositottam Pseudomonas telepeket is. Erre bizonyitékként
szolgalt az is, hogy Osszehasonlitva a Cetrimid és GSP szelektiv taptalajokat a GSP lemezen

latvanyosan tobb Pseudomonas telep nott ki, ezt szemlélteti a 10. abra is.

10. abra. Cetrimid (bal oladal) és GSP (jobb oldal) lemez 6sszehasonlitasa

Osszegzésként elmondhatd, hogy a mikrobioldgiai vizsgalat eredményei igazoltak, hogy a hiitott
szeletelt sertéshiis romlasat aerob tarolasi koriilmények kozott leginkabb a specifikus romléast okozo

Pseudomonas nemzetség okozza.

Ez az eredmény 0sszhangban van a nemzetkdzi kutatdsokkal. Dainty €s tarsai (1992), vagy Gram ¢€s
tarsai (2000) is megallapitottak, hogy hiitott aerob koriilmények kozott tarolt husok esetében a
Gram-negativ pszichrotrof mikroorganizmusok kozil a Pseudomonas-ok vélnak domindnssa.
Mossel ¢és tarsai (1995) arra is ravilagitottak, hogy a friss husnal az aerob Gsszes €l6csiraszamnak
mindossze a 10%-at teszik ki a Pseudomonas-ok, de mire a fogyasztéhoz ér ez a szint mar eléri a
80%-ot. Ez a megallapitas is megegyezik az altalam végzett mikrobiologiai vizsgalatokkal, vagyis,
hogy a tarolas kezdetén még nem, de az id6 eldrehaladtaval a pszeudomonaszok valnak a dominans

romlést okoz6 mikroorganizmusokka.

Vizsgalataim azt is bizonyitottak, hogy a tarolds kozben a Pseudomonas nemzetség szaporodasanak

nyomon kovetésére a GSP taptalaj alkalmasabb, mint a szelektiv Cetrimid taptala;.
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5.1.2. Baktériumok szaporoddsanak nyomonkovetése szeletelt sertéshuson automatikus

impedimetrias mérésekkel

Impedimetrids méréseimet Malthus késziilékkel végeztem. A Malthus késziilékkel aerob Osszes
¢locsiraszamot €és Pseudomonas szamot hataroztam meg. A hasznalt tapoldatok és modszer leirasat
az anyag ¢és modszer fejezetben mar ismertettem (4.2.3. fejezet).

Az aerob 0sszes ¢éldcsiraszam tapoldattal kapott tipikus impedimetrids gorbéket a 11. abra, mig a
Pseudomonas-t a 12. abra szemlélteti. Minden alkalommal 3 parhuzamos mérést végeztem. Az
abrak igazoljak, hogy a mérések jol reprodukalhatdoak, mert hasonld alaka és jellegli gorbéket
kaptam a vizsgalatok soran. A detekcidos id6 mindkét esetben hasonlo: az aerob Osszes
¢l6csiraszamnal 8,2 ora, a Pseudomonas-nal 8,4 6ra. Fontos kiilonbség viszont, hogy az aerob
Osszes €locsiraszamnal nagyobb vezetdképesség kiillonbségvaltozas jott 1étre, mint a Pseudomonas-

nal.

f =0 § [ — A SR

1200 |esmmennimsmmenerie, 08 00 mermsaemes st é

”

Vezetoképesség (uS)

1dé (6ra) ; :

e L TR e e L

11. abra. Aerob Osszes €l0csiraszam tapoldattal végzett tipikus impedimetrias mérési eredménye

szeletelt sertéskaraj esetében
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12. &bra. Pseudomonas szelektiv tapoldattal végzett tipikus impedimetrids mérési eredménye

szeletelt sertéskaraj esetében

A detekcids id6 és az areob Osszes €él6csiraszam Osszefliggését a 13. abra mutatja, mig a detekcios
1d6 €s Pseudomonas szam kapcsolatat a 14. abra szemlélteti. Fontos megjegyezni, hogy mig a
Pseudomonas tapoldat esetében mind harom hoémérsékleten (4, 8, 12°C-on) tarolt szeletelt
sertéskaraj adatai egy regresszios egyenessel voltak jellemezhetéek, addig az aerob 0Osszes
¢lécsiraszamal csak a 4, 8°C-os adatok képeztek egy regressziot.

Megfigyelhetd, hogy a Pseudomonas-nél a minta elemszdma (n) 50, ennek ellenére a determinacids
koefficiens (r*) sokkal magasabb értéket (0.92) mutat, mint az aerob Ssszes élécsiraszamnal, ahol a
minta elemszam minddsszesen 26 (HORVTATH et al. 2007a).

Az elébb leirtak alapjan elmondhatd, hogy az aerob Osszes éldcsiraszam és a detekcids id6
Osszefliggése, 4 és 8°C-os tarolasndl nagyban eltér a 12°C-t6l. Magyarazat lehetséges, hogy az
aerob 0sszes ¢locsiraszamot alkoté mikrobidta a hdmérséklet fliggvényében valtozik. A szelektiven
meghatarozott Pseudomonas szdmot a tarolasi hdmérséklet kevésbé befolyasolta. A detekcios id6 és
a Pseudomonas szdm kozotti kapcsolat Iényegesen szorosabb korreldciét mutatott mind a 3

hémérsékleten mért értékeket figyelembe véve is, mint az aerob 6sszes éldcsiraszamnal.
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13. dbra. Aerob Osszes €l6csiraszam és detekcios 1d6 Osszefiiggése szeletelt sertéskaraj esetében

detekcios ido (6ra)
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14. abra. Pseudomonas szam ¢és detekcios 1d6 0sszefiiggése szeletelt sertéskaraj esetében
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Bar az impedancia elvén miikodé Malthus késziilék haszndlata nem a leggyorsabb miiszeres
moddszer, de a hagyomdnyos koloniaszdmlalasnal, amelyhez minimum 72 6ras inkubacids id6

szlikséges, 1ényegesen gyorsabb.

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy a Malthus késziilék segitségével szeletelt sertéshus minta
esetében az EU higiéniai kdvetelményszintjének megitéléséhez (10 KKE/g) 12-13 éra sziikséges,
mig a mikrobiologiai elfogadhatosag hataranak (107 KKE/g) megéllapitasa 7-8 ora alatt
megtorténhet. Ez a hagyomanyos koloniaszamlalas idejének egytizede. Elonye még, hogy az
impedimetrids késziilékkel egyszerre sokkal tobb mintat vagyunk képesek vizsgalni, mint a
hagyomanyos telepszamlalassal (a Malthus késziilék mintatartoinak szama 60) (HORVATH et al.
2007b).

Az eredményeimet a nemzetkozi szakirodalommal dsszehasonlitva, elmondhato, hogy Firstenberg-
Eden 1983-ban nyers marhahtst vizsgalt annak érdekében, hogy meghatdrozza az Osszes
¢locsiraszamot impedimetrias modszerrel. A vizsgalatai soran megallapitotta, hogy marhahus esetén
a 10* KKE/g megallapitasahoz 10 orara volt sziikség, mig a 10’ KKE/g—hez viszont elegendé volt

mar a 4 ora is.

Salvat és tarsai (1997) Pseudomonas spp. meghatarozasat végezték pulykahts esetében
impedimetrds elven mikodd miiszer segitségével. Vizsgalataik azt igazoltdk, hogy alacsony
csiraszam (10° KKE/g) alatt és magas csiraszam (10’ KKE/g) felett a detekcids id8 és a
logaritmikus él6csiraszam nem, vagy csak bizonytalanul mutat linearis 6sszefliggést. Ez a tendencia
az altalam vizsgalt szeletelt sertéshusnal is hasonloképpen alakult.

A vizsgalati eredményeim a szakirodalommal vald Osszehasonlitasnal kis eltéréseket mutattak,

amelynek okai lehettek a kisérleteknél alkalmazott kiilonz6 husfajték és tarolasi modok.
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5.1.3.8zeletelt sertéshuson baktériumok szaporodasanak nyomonkovetése elektronikus orr

mereésekkel

A szeletelt sertéskaraj mintdkat ugyancsak 4, 8 és 12°C-on taroltam. A tarolasi id6k megegyeztek

az el6z6 vizsgalatoknal leirtakkal.

Az elektronikus orr mérési eredményeit matematikai-statisztikai értékelésekkel elemeztem. Az
elektronikus orr jelvalaszokat fékomponens és diszkriminancia analizissel és PLS kalibracioval
értékeltem ki. A fokomponens és diszkriminancia vizsgalatokat SPSS 15. szoftverrel, mig a PLS

modszert az UNSCRAMBLER 9.1 programmal végeztem.

Elsdként az elektronikus orr szenzorjainak jelvalaszait vizsgéltam a taroldsi ido és hdmérséklet
fliggvényében. A 15. abran a 4°C-on, a 16. abran a 8°C-on és a 17. abran pedig a 12°C-on tarolt
hus jellemz0 szenzor jelvalasz valtozasa figyelhetd meg. 4°C-os tarolasnal csak a 0., 6., 10. napot,
8°C-on 0., 1., 3., 6. napot, mig 12°C esetében a 0., 2., 3. napot adbrdzoltam a jobb attekinthetdség

érdekében.
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jelvalasz atlag
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MO118
Humidity

SZenzor

‘lOnap E6 nap llOnap‘

15. ébra. Tipikus szenzor jelvalasz valtozas 0., 6., 10. napon 4°C-on térolt sertéskaraj esetében
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‘lOnap O2nap B3 nap‘
ra. Tipikus szenzor jelvalasz valtozas 0., 2., 3. napon 12°C-on tarolt sertéskaraj esetében

ab

17.



Megfigyelhetd, hogy mind a hadrom tarolasi hdmréséklet esetén ugyanazok a szenzorok muttattak
legjobban a tarolas sordn bekovetkezd valtozést. Ezek a valtozasok hasonld jelleget mutattak. A
romlo mintak illatanyag valtozdsa szamos ,,érzékeny” szenzor esetében nagy jelvalasz novekedést
eredményezett. Ez a véltozds nagy valosziniiséggel Gsszefiiggésben volt a szeletelt setéshiisban a

tarolas soran bekovetkez6 baktériumnovekedéssel.

A 4°C-os homérsékleten tarolt hus mintdk mindségpontjainak elhelyezkedése az elsé és masodik a
fokomponens altal meghatarozott vetitési sikon (score plot) a 18. abran 8°C- os a 19. abran 12°C-
os pedig a 20. abran lathat6. Megfigyelhetd, hogy 4°C-os tarolas esetén a vetitési sik a variancia
98,1%-at, 8°C esetében a 97,6%-at €¢s 12°C-nal pedig a 96,9%-4t irja le. A mindségpontok mellett a
tarolasi napok, zarojelben pedig a naphoz tartozd aerob 0Osszes éldcsirszam értékek atlagai

szerepelnek.
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18. dbra. A 4°C-on tarolt szeletelt sertéskaraj mintdk mindségpontjainak elhelyezkedése az elsd és
masodik a fékomponens altal meghatarozott vetitési sikon (score plot)

(A grafikonon zéro6jelben a tarolasi napokhoz tartoz6 dsszes éldcsiraszam atlag szerepel)
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19. abra. A 8°C-on tarolt szeletelt sertéskaraj mintdk mindségpontjainak elhelyezkedése az elsé €s
masodik a fokomponens altal meghatarozott vetitési sikon (score plot)

(A grafikonon zéro6jelben a tarolasi napokhoz tartoz6 dsszes éldcsiraszam atlag szerepel)
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20. abra. A 8°C-on tarolt szeletelt sertéskaraj mintak mindségpontjainak elhelyezkedése az els6 és
masodik a fékomponens altal meghatarozott vetitési sikon (score plot)

(A grafikonon zarojelben a tarolasi napokhoz tartozo 0sszes €ldcsiraszam atlag szerepel)

Ezen kiviil még diszkriminancia analizist is alkalmaztam, annak érdekében, hogy megallapitsam

kiilonbséget lehet-e tenni friss és tarolt his mintdk kozott az elektronikus orr jelvalasz csoportjainak
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segitségével, a tarolasi id6 és homérséklettdl fiiggben. A 21. abran a 4°C-on tarolt hus

diszkriminancia analizis score plotja lathatd a 6. tablazat pedig a hozza tartozo tévesztési matrixot

tartalmazza.
10
[ |
Q
X O
5 6 nap (6.65)
ra
U u l. 4 .
4
< 10 nap (8.22
= o ¢ 3nap (4.81) . « ., p(8:22)
L: ¢ ’: . T U T T hl [ )
-15 Onap(4.17) 40 -5 5 10 15 20
o]
4
| .. lnap (4.22) ) snap (8.13)
. ni
-6
-8
Function 1
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21. abra. 4°C-on tarolt sertéskaraj mintdk mindségpontjainak elhelyezkedése a diszkriminancia
analizis (score plot) alapjan
(A grafikonon zéarojelben a tarolasi napokhoz tartozo 0sszes €ldcsiraszam atlag szerepel)

6. tablazat. 4°C-on tarolt sertéskaraj diszkriminacia analizisének tévesztési (klasszifikacios) matrixa

wratmitott csoportha tattozas

Napolk 0 nap 1 nap 3 nap B nap 8 nap 10 nap | MAagres

dnap 100 a 1] a a a 100

1 nap a 100 a a a a 100

. 3 nap a 11.1 859 a a a 100
Eredeti ™5 rap 0 0 0 100 0 0 100
B nap a i 1] i 100 a 100

10 nap a a a a a 100 100

Onap 859 11.1 1] a a a 100

1 nap 11.1 778 11.1 d d d 100

Kereszt- |3 nap 11.1 333 556 a a a 100
validalt B nap I 0 0 88.9 0 11.1 100
g nap a d 1] d /7.8 222 100

10 nap a a a 11.1 a g28.9 100

98.1% az eredetileg csoportositott mintak helyes besorolasa

79.6% a kereszt-validalt mintak helyes besorolasa
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A 22. abran a 8°C-on tarolt hus diszkriminancia analizis score plotja lathaté a 7. tablazat pedig a

hozza tartozo tévesztési matrixot tartalmazza.
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22. 4bra. 8°C-on tarolt sertéskaraj mintdk mindségpontjainak elhelyezkedése a diszkriminancia
analizis (score plot) alapjan

(A grafikonon zarojelben a tarolasi napokhoz tartoz6 dsszes éldcsiraszam atlag szerepel)

7. tablazat. 8°C-on tarolt sertéskaraj diszkriminacia analizisének tévesztési (klasszifikacids) matrixa

Szamitolt csoportha tartozés |

Napak O nap 1 nap 2nap 3 nap Oaszes
0 nap a5.7 13.3 0 1] 100
. 1 nap 0 100 ] 0 100
Eredeti o 0 0 100 0 100
J nap 1 ] ] 100 100
0 nap B .7 287 ] B.7 100
Kereazt- 1 hap 433 (=1 ] .7 100
vahdalt 2 nap 6.7 267 ER.7 1] 100
3 nap 1] 20 ] an 100

96,7% az eredetileg csoportositott mintak helyes besorolasa

68,3% a kereszt-validalt mintak helyes besoroldsa
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A 23. abran a 12°C-on tarolt hus diszkriminancia analizis score plotja lathato a 8. tablazat pedig a

hozza tartozo tévesztési matrixot mutatja be.
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23. ébra. 12°C-on tarolt sertéskaraj mintdk mindségpontjainak elhelyezkedése a diszkriminancia

analizis (score plot) alapjan

(A grafikonon zarojelben a tarolasi napokhoz tartozo dsszes €ldcsiraszam atlag szerepel)

8. tdblazat. 12°C-on tarolt sertéskaraj diszkriminacia analizisének tévesztési (klasszifikacios)

matrixa
Szamdtott csoportha tartozés

Mapok 0 nap 1 nap 2 nap Osszes
_ 0 nap 100 ] 0 100
Eredeti 1 nap 0 100 0 100
2 nap 0 ] 100 100
Kereszt 0 nap 100 ] 0 100
walidalt 1 nap 0 100 0 100
2 nap 1] 0 100 100

100.0% az eredetileg csoportositott mintdk helyes besoroldsa

100.0% a kereszt-validalt mintak helyes besorolasa
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A 4 °C-os tarolas esetén a helyesen visszahelyezett mintdk szazaléka majdnem 80 % (79,6%), a
8°C-os tarolasnal ez nem éri el a 70%-ot sem (68,3%), a 12°C-os tarolas helyesen besorolt mintak
aranya pedig 100%.

Az elektronikus orr szenzorjainak vizsgalatat folytatva megvizsgaltam, hogyan véltozik a jelvélasz
a csiraszam fliggvényében.

Megfigyelhetd a 24. illetve a 25. abran is, hogy az elektronikus orr kivélasztott érzékeldjének
jelvalasza 10° KKE/g alatt fliggetlen a csiraszamtol. A 24. illetve a 25. abran mind a harom tarolési
homérséklet (4, 8, 12°C) adatai megtalalhatoak. A 24. abran az aerob Osszes ¢éldcsiraszam
fliggvényében abrazoltam az elektronikus orr jelvalaszokat, mig a 25. abran a Pseudomonas szam

fiiggvényében.

crer

linearis korrelaciét mutat az emelkedd logaritmikus baktérium szammal. Linearis korrelacid az
aerob 0sszes ¢éldcsiraszam fliggvényében megfigyelhetd volt az abrazolt szenzoron kiviil még a
kovetkezoknél: FE 103B, MO 115, MO116, MO 1127, MO 118. A Pseudomonas szam
fliggvényében linearis korrelacio az MO 101 szenzoron kiviil minddssze két szenzornal, az MO
115-nél és MO 116-nal volt megfigyelhetd. Az Osszes tarolasi napot figyelembe véve, mind az
aerob 0sszes ¢€locsiraszam, mind pedig a Pseudomonas szam ¢€s az elektronikus orr jelvalasz
sszefliggésénél a mintaclemszam 14. A 10" KKE/g alatti élécsiraszam szint alatt a keletkezd
illatanyag még tul kicsiny koncentracioja is ok lehet arra, hogy az elektronikus orr jel nem adott

linearis korrelaciot a baktérium szammal.
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24. abra. Az aerob 0sszes €l0csiraszam fliggvényében az MO 114-es elektronikus orr szenzor

jelvélasz atlag
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25. abra. A Pseudomonas szam fliiggvényében az MO 101-es elektronikus orr szenzor jelvalasz

valtozasa szeletelt sertéskaraj esetében
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Mindezek utan linedris regresszidt alkalmaztam annak érdekében, hogy meghatarozzam az aerob
Osszes ¢lOcsiraszdm és a Pseudomonas szam matematikai kapcsolatat az elektronikus orr
jelvalaszaval. Az aerob 0sszes €l0csiraszam és az elektronikus orr jevalasz kapcsolatat a 26. abra a
Pseudomonas szdm és elektronikus orr jevalasz kapcsolatat pedig a 27. abra abrdzolja. A szenzor
jelek esetében mind a harom hémérséklethez tartozo adatokat figyelembe vettem. Mindkét esetben
a 10’ KKE/g alatti csiraszam értékeket és a hozzajuk tartozo eletronikus szenzor jelvélaszt
kihagytam, igy a mintaelemszam az aerob Osszes ¢éldcsiraszam esetében 11-re, Pseudomonas
esetében pedig 12-re csokkent le. Az aerob Osszes élGcsiraszam esetében az r* = 0.58, mig

Pseudomonas-nal ez az érték 0.69-re emelkedett.
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26. abra. Elektronikus orr jelvalasza és az aerob 6sszes ¢éldcsiraszam kozotti korrelacio, 4,8,12°C-on

tarolt sertéskaraj adatait figyelembe véve
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27. abra. Elektronikus orr jelvalasza és a Pseudomonas szam kozotti korrelacio, 4,8,12°C-on tarolt

sertéskaraj adatait figyelembe véve

Végezetiil a vizsgalt hisminték elektronikus orr jeleit és az aerob dsszes €élcsiraszamok kapcsolatat

részleges legkisebb négyzetek (PLS) moddszerével modelleztem. Az 28. abra mutatja a PLS

értékelésem eredményeit az elektronikus orr esetében, ahol még 23 érzékeldt vettem figyelembe, a

29. abran mar csak a 9 legreaktivabbat.

Megfigyelhetd, hogy a 14 kevésbé érzékeny szenzor elhagyasa, a kiszdmitott modell hatékonysagi

paramétereit alig valtoztatta meg. A korrelacios koefficiens (r) 0,899 csak 0,890-re csokkent.
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28. abra. PLS kiértékelés eredménye 4,8,12°C-on tarolt sertéskaraj esetében, mind a 23 szenzor

adatait figyelembe véve
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29. abra. PLS kiértékelés eredménye 4,8,12°C-on tarolt sertéskaraj esetében, csak 9 szenzor adatait

figyelembe véve
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Osszegzésként elmondhatd, hogy az elektronikus orr alkalmas a romlast okozé baktériumok
elszaporodadsanak jelzésére aerob koriilmények kozott tarolt sertéshus esetén.

Smolander ¢és tarsai egy 2004-es cikkiikben igazoltdk, hogy egyértelmii kapcsolat van a
homérsékletemelkedés €s a mikrobioldgiai romlas kozott, ezaltal a romlds kozben keletkezo
illatanyagok kozott is. Az altaluk vizsgalt termék a broiler csirke volt.

Az altalam végzett vizsgalatok is alatdmasztottak, hogy a homérséklet-novekedés megvaltoztatja a
romlasért felelés mikrobiotakat €s a keletkezo illatanyagokat. Rajamaki és tarsai (2006) kiilonb6z6
homérsékleten tarolt modositott atmoszféras csomagolasu broiler csirkét vizsgaltak. Vizsgalataik
igazoltak, hogy az elsé és masodik fokomponens altal meghatarozott vetitési sik a variancidk tobb
mint 97%-at irja le homérséklettdl fiiggetleniil. Annak ellenére, hogy sem a tarolt hus, sem pedig a
tarolasi hdmérséklet nem egyforma a cikkben leirtakkal, a szazalékos érték kdzel azonos az altalam
vizsgalt harom tarolasi homérsékletre elvégzett fokomponens analizis variancia szazalékos
értekével.

Az elektronikus orr megbizhat6 eredményeket mutatott 10’ KKE/g csiraszamtol kezdve, vagyis mér
a hus érzékszervileg érzékelhetd romlasa el6tt képes volt észlelni illatanyag valtozast a romlés
soran.

10" KKE/g él3csiraszam-szint felett az elektronikus orr kivalasztott érzékeléinek jelvalasz linearis
korrelaciot mutatott a novekvo baktérium szdmmal.

Mindezek miatt a kisérletek arra engednek kovetkeztetni, hogy az elektronikus orr és a korszerii
statisztikai eljarasok kombinacioja alkalmas lehet a frissesség csokkenés €s a baktérium szaporodas
gyors ¢és roncsolds-mentes kimutatasara, miel6tt még érzékszervileg érzékelhetd lenne a

mikrobiolégiai romlas (HORVATH et al. 2007c).

A szenzorok vizsgalati eredményei igazoltdk, hogy egy kevesebb szenzort tartalmazoé elektronikus
orr is alkalmas lehet a vizsgalatok elvégzésére. Ezt aldtdmasztja, hogy kisérleteim soran a kevésbé
érzékeny szenzorokat elhagytam és a korrelaciés koefficiens érték szinte alig valtozott. Igy a 23

szenzor helyett elegendd volt 9 szenzor a vizsgalatokhoz.
Az elektronikus orr6l elmondhatd, hogy gyors, automatizalhatd és nem utolsdsorban roncsolds

mentes. Ezért ezzel a méréssel a standard mikrobiologiai modszerekhez képest az

ellendrzési/vizsgalati 1d6 1€nyegesen lecsokkenthetdvé valhat.
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5.1.4. Kézeli infravords spektroszkopias mérések szeletelt sertéshus frissességének és
romlasanak gyors becslése

A NIR mérésekhez a szeletelt sertéshust 5,9 cm atmérdjii miianyag steril petricsészébe helyeztem.
A hus szeletek vastagsaga 10 mm volt. A kozeli infravords spektrumokat SPECTRALYZER 1025
PMC tipusu NIR spektrométerrel vettem fel 1000-2500 nm kozott 2 nm spektrum kaputavolsaggal.
(A spektrumok 1800 nm folott tal zajosak voltak, igy az értékelésnél az 1800-2500 nm kozotti
hullamhossz tartomanyt nem vettem figyelembe). A méréseket szobahémérsékleten végeztem (5-5

mintat 3-6 ismétléssel mértem meg).

A NIR spektrumokat a statisztikai értékelést megel6z6en masodik derivalassal és”multiple scatter
correction” (MSC) technikaval ,elékezeltem”. Fokomponens- ¢és diszkriminancia analizist
alkalmaztam a frissesség elvesztésének és a baktériumszaporodasnak tulajdonithaté valtozasoknak a

miiszeres észlelésére a tarolasi id6 fliggvényében.

Az ¢locsiraszamok ¢és a NIR spektrumok kapcsolatat részleges legkisebb négyzetek (PLS)
modszerével modelleztem. A diszkriminancia vizsgéalatokat SPSS 15. szoftverrel, mig a PLS

modszert és a fokomponens analizist pedig az UNSCRAMBLER 9.1 programmal értékeltem ki.

A szeletelt sertéshus mintdk jellegzetes NIR spektrumait (30. abra) a matematikai-statisztikai
értékeléseket megeldzden ,,simitottam”. Ezek utdn masodik derivalassal (31. abra) és MSC (32.
abra) technikaval kezeltem eld a spektrumokat. Mind a harom é&bra esetén a kék szin a tarolasi id6

0. napjat a piros a 3. napjat a zold pedig a 6. napjat jelzi.
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30. abra. Szeletelt sertéskaraj jellegzetes ,,simitott” alapspektrumai (log (1/R) (1000-1800 nm-ig)
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31. abra. Szeletelt sertéskaraj simitott, 2. derivalt spektrumai (1000-1800 nm-ig)
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32. abra. Szeletelt sertéskaraj simitott MSC kezelt spektrumai (1000-1800 nm)

Fékomponens analizis vizsgélatot végeztem a 4°C-on tarolt szeletelt sertéshus MSC technikaval
elokezelt spektrumain az 1000-1800 nm kdzotti tartomanyban (33. abra). A taroldsi napok koziil az
atlathatosag kedvéért csak a 0., 3., 6. napot abrazoltam az elsd és masodik fokomponens altal
meghatarozott vetitési sikon. Megallapithat6 volt, hogy az elsd két fékomponens a varianciak 91%-
at irja le (33. dabra). Szintén fékomponens analizis vizsgélatot végeztem a 12°C-on tarolt szeletelt
sertéshiis masodik derivalt technikaval eldkezelt spektrumain az 1000-1800 nm kozotti
tartomanyban (34. abra). Lathato, hogy az els6 két fokomponens a variancidk csak 33%-at irja le

(HORVTAH et al. 2007d).
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33. abra. 4°C-on tarolt szeletelt sertéshus masodik derivalt spektrumainak (1000-1800nm kozott)

fokomponens analizisének ,,score plot-ja”(A grafikonon 1év6 szdmok a napokban megadott tarolasi

id6tartamok, zardjelben pedig a hozza tartoz6 0sszes €l6csiraszam atlag érték szerepel)
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34. abra. 12°C-on tarolt szeletelt sertéshiis masodik derivalt spektrumainak (1000-1800nm kozott)

fokomponens analizisének ,,score plot-ja”

(A grafikonon 1évd szamok a napokban megadott tarolédsi idétartamok)
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Megfigyelhetd volt, hogy a fékomponens analizis nem kezelte minden esetben megfeleléen a
csoportokat, ezért a harom kiilonb6z0 tarolasi hodmérséklet NIR adataira diszkriminancia analizist
végeztem.

A masodik derivalt 1200-1800 nm kozotti spektrumok diszkriminancia analizis (CDA) grafikus
abrazolésait 4°C-on a 35. abra 8°C-on az 36. abra ¢és 12°C-on a 37. abra mutatja. Az ezekhez

tartozo tévedési matrixok a 9-11. tablazatban talalhatoak.
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35. abra. 4°C-on tarolt szeletelt sertéshus masodik derivalt spektrumok kanonikus diszkriminancia
analizisének grafikus abrazoléasa

(A tarolasi napok mellett zar6jelben a hozza tartozo dsszes €l6csiraszam atlag szerepel)

9. tablazat. 4°C-on tarolt szeletelt sertéshus diszkriminancia analizisének tévesztési matrixa

Szamitott csoportha tartozés
Mapok 0 3 3 Osszes
o 0 100 0 0 100
Eredets 3 0 100 0 100
B 0 0 100 100
o 0 BE.7 B.7 267 100
Kereszt-
wahdalt 3 67 733 20 100
B 267 20 033 100

100.0% az eredetileg csoportositott mintdk helyes besoroldsa

64.4% a kereszt-validalt mintak helyes besoroldsa
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36. abra. 8°C-on tarolt szeletelt sertéshiis masodik derivalt spektrumok kanonikus diszkriminancia

analizisének grafikus abrazoléasa

(A tarolasi napok mellett zardjelben a hozza tartozd Osszes €éldcsiraszam atlag szerepel)

10. tablazat. 8°C-on tarolt szeletelt sertéshus diszkriminancia analizisének tévesztési matrixa

Sramitott csoportba tartozas Osszes
Mapok ] 1 2 3 =]

% 1] TaT7 10 1] 13.3 1] 100

} 1 3.3 70 10 133 3.3 100
Eredety 2 0 9.4 34 4 6.3 0 100
3 a7 13.3 0.7 70 3.3 100

3] 1] 1] 1] 3.3 967 100

% ] =1l 20 f.7 167 1] 100

E ereszt- 1 133 2877 287 233 10 100
validalt 2 3.1 18.8 59.4 12.% .3 100
3 16.7 30 13.3 a0 10 100

3] 1] 3.3 3.3 3.3 a0 100

79.6% az eredetileg csoportositott mintak helyes besorolasa

52.6% a kereszt-validalt mintdk helyes besorolasa
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37. ébra. 12°C-on tarolt szeletelt sertéshiis masodik derivalt spektrumok kanonikus diszkriminancia

analizisének grafikus abrazoléasa

(A tarolasi napok mellett zardjelben a hozza tartozd Osszes €éldcsiraszam atlag szerepel)

11. tablazat. 12°C-on tarolt szeletelt sertéshus diszkriminancia analizisének tévesztési matrixa

Sramnitott ceoportha tartozas Osszes

Nap ok 0 1 2 3
% 0 66.7 0 3.3 20 100
Eredsti 1 3.3 733 167 6.7 100
2 3.3 133 20 3.3 100
3 133 2.3 0 83.3 100
% 0 433 6.7 10 40 100
Kereszt- 1 10 60 23.3 6.7 100
validalt 2 10 033 60 67 100
3 33.3 10 167 40 100

75.8% az eredetileg csoportositott mintak helyes besorolasa

50.8% a kereszt-validalt mintak helyes besorolasa

A 4 °C-os tarolas esetén a helyesen visszahelyezett mintak szdzaléka 64,4%, a 8§°C-os tarolasnal ez

52,6%, 12°C-nal pedig 50,8%.

A vizsgalt husmintdk masodik derivalt spektrumainak és az aerob 0Osszes ¢€ldcsiraszdmnak a

kapcsolatat részleges legkisebb négyzetek (PLS) moddszerével modelleztem (38. abra). A

modellezéshez mindhdrom hémérsékleten tarolt mintdk atlag spektrumait hasznaltam fel. A
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korrelacids koefficiens 0,997 és a szabadsagi fokkal korrigalt predikcios hiba (RMSEP) 0,438 log
KKE/g volt.

11 4
Elements: 12

Slope 1.012132
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38. abra. Kalibracios egyenes NIR prediktiv és mért aerob Osszes €l6csiraszam kozott szeletelt

sertéskaraj esetében

McGlone és tarsai (2005) juhhts érését kovették nyomon infravords spektroszkopids méréssel.
Vizsgalataikat 400-1700 nm kozott végezték, de a statisztikai értékeléshez mar csak a 600-1360 nm
kozotti tartomanyt alkalmaztdk, mert a tartomanyon kiviil esé hullamhosszoknal az infravords
sugarzas transzmisszioja kismértékii volt. Az altalam mért szeletelt sertéshus esetében a tartomany,
amelyben a mérések torténtek 1000-2500 nm kozott volt. Az emlitett szakirodalomhoz hasonloan a
feldolgozashoz mar szintén egy csokkentett hulldmhossztartomanyt hasznaltam fel (1000-1800 nm),
mert ezeken az értékeken kiviil a spektrumok zajosak voltak. Juhhus esetében a kozeli infravords

spektroszkopias mérési modszer alkalmasnak bizonyult az érési folyamat nyomon kdvetésére.

Andrés ¢és tarsai (2008) 4°C-on 14 napig marhahtst vizsgaltak vakuumcsomagolas alkalmazasa
mellett. Az altaluk tarolt marhahtis PCA statisztikai értékelésének az elsd két fokomponense
minddsszesen a variancia 71%-at irta le, és nem talaltak szignifikans eltérést a tarolasi napok kozott.
Ellentétben az én vizsgalataimmal, ahol 4°C-on aerob koriilmények kozott tarolt szeletelt sertés hus
esetében az elsd két fOkomponens a variancidk 91%-at irta le. A kiilonbség adodhat a kiilonb6z6

hus tipusok €s az eltéro tarolasi mod €s a szélesebb spektrumtartomany miatt is.
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Lin és tarsai (2004) aerob koriilmények kozott 21°C-on tdroltak csirke hust 24 6ran keresztiil.
Vizsgalataik kiterjedtek a mikrobiologiai valtozésokra is. A kozeli infravords spektroszkopids
méréseken kiviil aerob Osszes é€ldcsiraszam értéket is meghataroztak, amelyet a késObbiekben
referencia adatként haszndltak fel, ugyanugy, mint ahogy ezt én is tettem. A vizsgéalataimbdl levont
kovetkeztetések hasonldoak voltak, mint Lin és tarsainak.

A PLS kalibraldas az & esetilkben alkalmasnak mindsiilt a 8 oranal régebb oOta tarolt mintak
elkiilonitésére a 0. 6rahoz viszonyitva. A korrelacios koefficiensiik 0.91 és a standard hibajuk 0.48
logKKE/g.

Ezek az értékek az altalam vizsgalt szeletelt sertéshus eredményektdl kis mértékben térnek el. A
korrelacios koefficiens az én esetemben 0.977 és a standard hiba is csak 0.45 logKKE/g volt.

Az elkiilonités a tarolt hismintakban a csirke hiis esetében mar abban az esetben bekovetkezett,
amikor a bakteridlis novekedés még kisebb volt, mint 1 log egység, ez az érték a sertés hus esetében
2 log egység volt. (HORVATH et al. 2008)

Mindezek a szakirodalmak is aldtdmasztjdk, hogy a NIR alkalmas a has baktériumos romlas
nyomon kovetésére. Az érzékelés mar joval azeldtt megtorténik sertéshus esetén, mieldtt a romlas
érzékszervileg detektalhato lenne. A vizsgélatok alapjan elmondhatd, hogy a NIR alkalmas szeletelt

sertéshus esetén a mindség felmérésre.
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5.2. Daralt sertéshus baktériumos romladsanak nyomonkdvetése

5.2.1. Mikrobioldgiai vizsgalatok

Méréseimet daralt sertés lapockaval végeztem. A mulianyag petricsészéket sziniiltig toltottem daralt
sertéshussal és parafilmmel lefedtem. Ennek kovetkeztében ennél a taroldsi kisérleteknél
mérsékleten aerob koriilmények érvényesiilt. Ezért arra lehetett szamitani, hogy ez a mikrobak
szaporodasat is befolyasolja. A tarolas szintén hitétt koriilmények kozott zajlott, a hdmérséklet
ezeknél a kisérleteknél 4°C volt. A mérsékleten aerob csomagolasra tekintettel tarolas kozben az
Osszes ¢élOcsiraszamon és a Pseudomonas szémon kivill nyomon kovettem a Lactobacillus és
Brochotrix thermosphacta valtozasat is. A mikrobioldgiai eredmények koziil egy jellegzetes kisérlet
eredményét valasztottam ki, amelyet a 14. tablazat foglal 6ssze pH értékekkel és érzékszervi
megfigyelésekkel egyetemben. A 14. tablazatban Osszefoglaldoan a 3 parhuzamos mikrobiologiai

vizsgalat atlagértékei, zardjelben pedig a standard hiba lathato.
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14. téblazat. 4°C-on tarolt daralt szeletelt sertéslapocka mikrobioldgiai eredményeinek ¢&s

érzékszervi megfigyeléseinek dsszesitése

ido éﬁ),ecl:;?az:,‘znis( Lactobacillus | Pseudomonas | Broch. therm. pH Erzékszervi megfigyelés
(6ra) logKKE/g) (logKKE/g) (logKKE/g) (log KKE/g)
A hus, halvany rozsaszind, friss hus illatd,
0 4.9 (0.30) 1.1(0.21) 4.8 (0.18) 4 (0.06) 5.6 [tetszetOs, allomanya eléggé puha, vizes

jellegli

2 4.9 (0.23) 1.2 (0.34) 4.6 (0.00) 42(0.11) 56 |Oyense hisillat, kissé véres folyadekfilm
képz6dott

4 | 52020 1.4 (0.13) 5.1(0.37) 46(0.60) | 56 | Scmieges” illat, folyadékiilm kepzodatt, a
minta enyhén dsszeesett
"Semleges" illat, a hus barnas arnyalatt,

68 6.2 (0.11) 2.1(0.52) 6.7 (0.11) 5.8 (0.08) 5.7 folyadékfilm képzodott
Semleges illat, barnas szinii hus,
allomanya gumiszerd, folyadékfilm

140 9.2 (0.00) 3.8(0.21) 9.2 (0.06) 8.1(0.04) 5.8 képzédott, benne baktérium novekedés
lathato.
,Allott” illat, barnas szinii hus, allomanya
gumi szerd, folyadék film képzodott, a

164 9:6(0.10) 45031 9:6(0.13) 8.5(007) 39 feliileten és a folyadék filmben baktérium
novekedés lathato.
LAllott” illat, barnas szinii hus, allomanya
gumi szerl, folyadék film képzodott, a

189 9.8 (0.01) 4.3 (0.40 9.6 (0.12) 8.6 (0.08) 5.9 |feliileten és a folyadék filmben baktérium
novekedés lathatd, nyalkasodas és
baktérium novekedés a feliileten.

A tarolasi mod valtozasa miatt varhato lett volna, hogy Brochotrix thermosphacta kisebb oxigén
koncentracié mellett jobban érvényesiil, de ebben az esetben a pszeudomonaszokkal nem tudtak
versenyezni.

A Lactobacillusok-r6l bebizonyosodott, hogy az adott tdrolasi homérséklet és csomagolasi
koriilményeknek kitett nyersanyag vonatkozéasaban a kezdeti csiraszamuk alacsonyabb volt, mint a
Pseudomonas spp. és a Brochotrix thermosphacta csiraszamai. 4 laktobacilluszok szaporoddsanal
egy lassabb iitem figyelhetd meg, mint a pszeudomonaszok és brochotrix-ok esetében.
Szaporodasuk nem valtozott olyan iitemben, mint ahogy ezt az ,,anaerob” csomagolas esetén
varhato lett volna. Ezzel Osszhangban a pH valtozas sem volt olyan nagymértékii, mely

kapcsolatban van a specifikus romlasi mikrobidta proteolitikus tulajdonsagaval.
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Az érzékszervi megfigyeléseknél az egyik jellegzetes valtozas a 2. napon (44. 6ra) volt észlelhetd,
mert ekkorra a dardlt sertéshiis Osszeesett és allomanya enyhén gumis jelleglivé valt. Erre
magyarazat lehet az, hogy a lapocka daralasa kozben levegd keveredett a husba és ennek egy része
tavozott a tarolas soran.

A ComBase nemzetkdzi adatbazis DmFit szoftverje segitségével dolgoztam fel az adatokat, amivel
mikroorganizmusok szaporodaskinetikai jellemzoéire tudtam kovetkeztetni. A daralt sertéslapocka
kisérletsorozatoknal teljesen hasonlé volt a mikroorganizmusok szaporoddsa, mint a szeletelt
sertéskaraj esetében, ezért csak egy kisérletre vonatkozo szaporodasi gorbéket mutatok be, amelyet

a 39. abra szemléltet.

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 !
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

id5 (6ra)

‘—Brochotrix Term. = Lactobacillus spp. —Pseudomonas spp. = Aerob dsszes ¢ldcsiraszam ‘

39. dbra. Daralt sertéslapocka 4°C-os tarolasa kozben alakulé mikroorganizmusok szaporodasi

gorbéi
A DmFit program altal illesztett szaporodasi gorbe jellemzdket az aerob Osszes €ldcsiraszamra,

Pseudomonas-ra, Lactobacillus-ra és Brochotrix thermosphacta-ra vonatkoz6 adatokat a 15.

tablazat tartalmazza.
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15. tablazat. Dardlt sertéslapocka 4°C-os tarolasa sordn kapott szaporoddsi gorbe ilesztések

jellemz6i

Kezdeti VoS
Milroorganiznmsok | élicsiraszam | lag fazis | saporvdisi shesstg | glocsiraszam
(ogy) | Qagora)| (raie(ogKEERm) | (ogy,y)

Aproh dsszes elicsiraszam 4 54 40.9 0.047 052
Beudomonas spp. 455 205 0.47 058
Brochoirix thermosphacta 3.01 3.6 0.038 558
Locwbacillus spp. 113 306 0.028 430

A 15. tablazatban szereplé szaporodasi-sebesség (0.028 logKKE/ora) is azt tamasztja ald, hogy a
Lactobacillus kezdeti csiraszama alacsony volt, késébb is csak lassan emelkedett. Ugyanebben a
tablazatban figyelhetd meg az is, hogy a Pseudomonas alacsony kezdeti csiraszam értéke ellenére a

tarolas végére dominanssa valt, amelyet eldsegitett a lag fazis rovidebb ideje is.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a daralt sertéshis mikrobiologiai eredményei a szeletelt
sertéskarajéhoz hasonléak voltak. fgy ebben az esetben is a Pseudomonas nemzetség volt a fo
romlast okozdé mikroorganizmus. Vizsgalataim Kkiterjedtek a Lactobacillus és a Brochotrix
thermosphacta meghatarozasara is. Az elvartakkal ellentétben egyik sem valt uralkodova és nyomta
el a Pseudomonas-t. Magyarazat lehet az, hogy a daralas kdzben leveg6t kevertiink a husba, amely
inkabb aerob koriilményt alakitott ki. Ezt tamasztja al4 az is, hogy a tarolas els6 napjaiban a mintak

allaga, allomanya megvaltozott, Osszeesett és gumiszeriivé valt.
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5.2.2. Kézeli infravords spektroszkopids mérések daralt sertéshis romlasanak gyors
becslésére

A daralt sertés lapockat a METRINIR 10-17 ST késziilékkel mértem. A tarolashoz és a mérésekhez
egyarant 5,5 cm atmérdjii miianyag steril petricsészékbe helyeztem a hust €s sziniiltig toltottem.
Azért, hogy a tarolas kozben bekovetkezd kiszaradast gatoljam, parafilmmel zartam le egyenként a
muanyag petricsészéket. A kozeli infravords spektrumokat 700-1700 nm kozott 2 nm spektrum
kaputavolsaggal vettem fel. A méréseket szobahdmérsékleten végeztem (5-5 mintat 6 ismétléssel
mértem meg).

A szeletelt sertéskaraj mintdjara itt is el6szor a hts simitott NIR spektrumait abrazolom 700-1700

nm—es hulldmhossz tartomanyban (40. abra).

2
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40. abra. 4°C—on tarolt daralt sertés lapocka jellegzetes ,,simitott” alapspektruma

(log (1/R) 700-1700 nm-ig)

A masodik derivalt spektrumokat a 41. abra szemlélteti. A daralt sertés lapocka esetében is csak
egy csokkentett hullimhossz-tartomanyt hasznaltam a matematikai-statisztikai értékelésekhez, mert
800 nm alatt és 1400 nm felett a zaj elfedte a jellegzetes spektrumokat, melyet a simitott, méasodik

derivalt spektrumok is jol mutatnak.
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41. ébra. 4°C—on tarolt daralt sertés lapocka simitott, 2. derivalt spektrumai (700-1700 nm-ig)

Fokomponens analizis vizsgalatot végeztem a 4°C-on tarolt daralt sertés lapocka masodik derivalt
spektrumaira 800-1400 nm kozotti tartomanyban (42. abra). A 42. abran megfigyelhetd, hogy az

elsd két fokomponens a varianciak 98%-at irja le.
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42. dbra. A vizsgalt daralt sertéshus mintdk mindségpontjainak elhelyezkedése az els6 és masodik a
fokomponens altal meghatarozott vetitési sikon ,,score plot”
(A grafikonon 1év6 szamok a napokban megadott tarolasi iddtartamok, zardjelben pedig a hozza

tartozo osszes éldcsiraszam atlag érték szerepel)
A fékomponens analizist kovetden a diszkriminancia analizist is alkalmaztam. Ebben az esetben a

jobb atlathatosag érdekében csak a 0., 3. és a 6. vizsgalati nap adatait vettem figyelembe, amelyet a

43. abra mutat be.
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43. ébra. 4°C-on tarolt daralt sertéslapocka masodik derivalt spektrumuk kanonikus diszkriminancia
analizis eredményeinek grafikus dbrazolasa

(A tarolasi napok mellett zar6jelben a hozza tartozo dsszes €l6csiraszam atlag szerepel)

A tévesztési matrix (16. tablazat) alapjan megallapithato, hogy a keresztvalidalt mintdk 93,3%-a

lett helyesen besorolva.

16. tablazat. 4°C-on tarolt daralt sertéslapocka diszkriminancia analizisének tévesztési matrixa

Szamdtott ceoportha tartozds

nisg ] 3 5 Dzazes
S i 0 23 3 0 30
3 ] 30 ] a0
. =] ] 0 a0 a0
Eredeti % o 833 16.7 o 100.0
3 L] 100.0 ] 100.0
G L] il 100.0 100.0
S ] 24 [+ ] a0
3 u] a0 ] a0
E;;E’ B 0 0 30 30
k) ] 0.0 200 1] 100.0
3 L] 100.0 1] 100.0
5] L] il 100.0 1000

94.4% az eredetileg csoportositott mintak helyes besorolasa

93.3% a kereszt-validalt mintak helyes besoroldsa
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A kvantitativ médszerek koziil a részleges legkisebb négyzetek modszerével (PLS) folytattam a
kiértékelést, amelyhez referencia adatként a mikrobiologiai vizsgalatok eredményeit hasznaltam fel.
Az igy kapott eredményt az 44. abra szemlélteti. 0,970—es korrelacids koefficienst allapitottam meg
a NIR spektrum adatok és a mért aerob dsszes €ldcsiraszama kozott, és a szabadsagi fokkal korrigalt

predikcids hiba (RMSEP) 0,430 logKKE/g volt.
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44. abra. 4°C-on tarolt daralt sertéshus mintak aerob Osszes €10 csiraszama PLS kalibracio altal a
700-1700nm tartoményban régzitett masodik derivalt spektrumok alapjan becsiilt értékei a

referencia értékek fiiggvényében

A 4°C—os daralt lapocka tarolasa esetén teljesen hasonloak lettek az eredmények, mint a szeletelt
sertéshus esetében. A fokomponens analizis elsé két fokomponense ebben az esetben a varianciak
98%-at irtak le. A PLS kalibralas 0.97-es korrelaciot mutatott és a RMSEP sem valtozott, 0.43 log
KKE/g lett.

fgy 6sszefoglalasként elmondhaté, hogy a darélt sertéshiis esetében is jol alkalmazhat6 volt a kozeli
infravords spektroszkopia a frissesség nyomon kovetésére, a frissesség csokkenés, a baktérium
szaporodas gyors ¢és roncsolas-mentes kimutatidsara még mieldtt a mikrobiologiai romlas

érzékszervileg érzékelhetd lenne.
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A modszer eldnye, hogy a vizsgélat gyors €és roncsolds-mentes, a mérés iddigénye igen kevés, a
minta allapotarol szinte azonnal informacidt kapunk, a vizsgalandé minta eldkészitése igen

egyszer(, akar helyben is elvégezheto.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Vizsgalataimmal aldtdmasztottam, hogy a hiitve tarolt szeletelt és daralt sertéshus romlasat
mind aerob, mind pedig mérsékelten aerob taroldsi koriilmények kozott elsdsorban a
Pseudomonas nemzetség okozza, ezért szelektiv taptalajon képz0dé kolonia szama
szorosabb korrelaciot mutat a detekcios idOvel, mint az aerob 3Osszes él6csiraszam. A
sertéshus 4 és 8°C-os tarolasa alatt bekovetkezett mikrobiologiai valtozasok hasonléak, mig

a 12°C-on a romlast mar eltérd, heterogénebb mikrobidta okozza.

Bebizonyitottam, hogy a hagyomanyos lemezontéses koloniaszamlalashoz sziikséges 72
6ras inkubacios 1d6hoz viszonyitottan, a Malthus késziilék szeletelt sertéshus esetén az EU
altal kovetelt higiéniai szint megitéléséhez (10* KKE/g), 12-13 6ra, mig a mikrobioldgiai
elfogadhatosag hataranak (10’ KKE/g) megallapitasahoz 7-8 6ra elegends.

Kisérleteimmel igazoltam, hogy az elektronikus orr szeletelt sertéshus esetében alkalmas a
romlast okozé baktériumok nagymérvii elszaporodasanak jelzésére, mar az érzékszervileg
¢szlelhetd mikrobiologiai romlas eldtt. Szeletelt sertéskaraj esetében az NST 3320-as tipusu

késziilék 23 szenzorja helyett 9 szenzor is elegendd erre a feladatra.
Megallapitottam, hogy a kozeli infravoros spektroszkopia szeletelt és dardlt sertéshus

esetében a baktérium szaporodas gyors €s roncsolas-mentes kimutatdsara joval azelott

képes, hogy a romlas érzékszervileg detektalhato lenne.
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7. OSSZEFOGLALAS ES KOVETKEZTETES

Bevezetés:

Napjainkban a husfeldolgozas-és forgalmazas élelmiszerbiztonsagi szempontbdl az egyik
legkockazatosabb része az élelmiszerlancnak. Az eltarthatésagi id6 és a biztonsagos
fogyaszthatosdg szempontjabodl elkeriilhetetlenek a mikrobiologiai vizsgalatok. A hatékony
ellendrzés érdekében a husipari vallalatoktol és forgalmazoktol megkdvetelik a gyors, egyszert,
de szakszeri vizsgalati moddszereket. A hagyomanyos mikrobioldgiai vizsgalatok ido— és
munkaigényesek. A legtobb esetben 48-72 6rat kell varni az eredményekre, igy egyre nagyobb

igény mutatkozik a gyors, roncsolas-mentes vizsgalati modszerekre.

Célkitiizés:

Célom volt, hogy tobb, gyors, fizikai és automatizalhato moédszer kialakitdsanak lehetdségét
vizsgdljam meg, annak érdekében, hogy az élelmiszeriparban ellendrzés céljabol megjelend

nagyszamu ¢élelmiszeripari termék vizsgalata egyszertisodjon.

Ennek érdekében vizsgalatokat folytattam az impedimetrias elven miikk6dd Malthus késziilékkel,
hogy alkalmazhato-e hiitott koriilmények kozott tarolt sertéshusok — baktériumos

¢élécsiraszamanak gyors meghatarozasara.

Ezek utan kisérleteket végeztem elektronikus szenzor sor segitségével, hogy megallapitsam, a

modszer alkalmas-e a sertéshus bakterioldgiai mindség-valtozasanak nyomon kovetésére.
Méréseimet kozeli infravords spektroszkdpiai modszerrel folytattam, hogy megvizsgaljam,

hasznalhato-e frissesség megsziinésének detektalasara és/vagy a baktérium szaporodas gyors €s

roncsolas-mentes kimutatdsara hiitve tarolt sertéshus esetében.
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Anvag és modszer:

A vizsgalati anyagok:

1.

Szeletelt sertéskarajt taroltam 4, 8, 12 °C-on hiitétt koriilmények kozott steril mlianyag
petricsészében aerob koriilményt biztositva. A hust a zsirszovetektdl és inaktol
letisztitottam. A 4°C-on tarolt szeletelt sertéskaraj 11 napig, 8°C-os 6 napig és végiil a
12°C-os mar csak 3 napig volt eltarthatd. A vizsgalatokat 4°C-os tarolés esetén 0., 1., 3.,
6., 8., 10. napokon végeztem. A taroldsi hdmérséklet emelkedésével a mintavételek
gyakorisaga is nott. A 8°C-os hémérséklet esetén 0., 1., 2., 3., 6. napokon torténtek a
mérések. Az 1., 2. és 3. napon déleldtt és délutan is vizsgaltam a mintdkat és ugyanigy
tettem a 12°C-os tarolés esetében is.

A daralt sertéslapockat 4 °C-on taroltam mérsékelten aerob taroléasi kortiilmények kozott,
a milanyag petricsészéket a hussal teljesen megtoltve. A tarolds id6 €s a mintavételezés a

szeletelt sertéskaraj 4°C-os tarolasaéval volt megegyezo.

Vizsgalati modszerek:

1.

A mikrobiologiai mérések szeletelt sertés karaj esetében kiterjedtek az aerob Osszes
¢locsiaszamra és Pseudomonas szamra, daralt sertéslapocka esetében pedig az eldbb
emlitetteken kiviil ~Brochotrix  thermosphacta és Lactobacillus spp. szam
meghatarozasara is. A  vizsgdlatokhoz hagyomdnyos lemezontéses technikat
alkalmaztam, a szeletelt sertéshus és a daralt sertéshus vizsgalatoknal egyarant.

Szeletelt sertéshis esetében az impedimetridss mérésekhez Malthus késziiléket
alkalmaztam.

Az elektronikus orr méréseket szeletelt sertéshiis mintdk esetében Applied Sensor
Technology NST 3320 késziilékkel végeztem.

A kozeli infravords spektroszkopids mérések szeletelt sertéskaraj esetében a PMS —
Spectralyzer 1025-06s, daralt lapockanal pedig MetriNir 10-17 ST késziilékkel végeztem.
Az eredmények kiértékelés¢hez a statisztikai modszerek koziil fokomponens analizist,

diszkriminancia analizist és PLS regressziot alkalmaztam.
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Eredmények:
Mikrobiologiai vizsgalatok:

Vizsgalataim igazoltak, hogy a hitott, aerob és mérsékelten aerob koriilmények kozott tarolt
szeletelt és daralt sertéshus f6 romlast okozd baktériumai a pszichotr6f Gram-negativ Pseudomonas
nemzetséghez tartoznak.

A méréseim alapjan elmondhatd, hogy a Pseudomonas nemzetség meghatdrozashoz jol
alkalmazhato6 taptalaj a GSP.

A daralt sertéshuis esetében a varakozassal ellentétben sem a Lactobacillus sem pedig a Brochotrix
thermosphacta nem nyomta el a Pseudomonast spp.-t. Erre magyarazatul szolgalhat az, hogy a
sertéslapocka daradlasa kozben levegoét is keverhettiink a hishoz, amely ezaltal inkabb aerob, mint

sem anaerob koriilményt alakitott ki.
Impedimetrias vizsgalatok:

A Malthus késziilék egyik eldénye, hogy gyorsabb a hagyoményos telepszamlalasi modszernél. A
masik, hogy a mintatartdoinak szama 60, igy a nagy mintaelem szam egyszerre torténd vizsgalata
egyszeriibb és kevésbé iddigényes. A Malthus késziilék elonye még, hogy nem befolyasolja a
zavaros vagy nem atlatszo minta. Ezzel a mddszerrel az EU higiéniai kovetelményszintjének
megitéléséhez, amely 10* KKE/g, 12-13 éra elegendd, viszont a mikrobiologiai elfogadhatdsag

hataranak (10" KKE/g) megallapitasa mar 7-8 6ra alatt megtorténhet.
Elektronikus orr mérések:

Az elektronikus orr alkalmas a mintak illéanyagainak gyors detektdldséara sertéshus esetén.

A vizsgalatok szerint kb. 10’ KKE/g él3csiraszam-szinttél kezdve az elektronikus orr jelvalasza
lineéris korrelaciot mutatott a ndvekvd baktérium-szammal.

A szenzorok jelvalaszait megvizsgalva, azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy kevesebb szenzort
tartalmazd elektronikus orr is alkalmas lehet a vizsgalatok elvégzésére. Ezt tdmasztja ala, hogy
kisérleteim értékelése soran a kevésbé érzékeny szenzorokat kihagytam a statisztikai értékelésekbol
és a korrelacios koefficiens érték ennek ellenére alig valtozott. Igy a 23 szenzor helyett 9 szenzor
elegendd volt a vizsgalatokhoz.

A kisérletem eredményeibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az elektronikus orr és a korszerii

statisztikai eljarasok kombindcidja alkalmas lehet a frissesség csokkenés és a baktérium szaporodas
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gyors ¢és roncsolds-mentes kimutatdsdra, mieldtt még ¢érzékszervileg érzékelhetd lenne a
mikrobiologiai romlas.

Az elektronikus orr esetében a kevesebb szenzort tartalmaz6 miiszer lehetéséget igér arra, hogy ez a
vizsgalati eljaras alkalmazhato legyen az élelmiszer-kereskedelemben egy konnyen és egyszeriien

hasznalhat6 ,,sztiroberendezésként” is.

Kozeli infravorés spektroszkopias mérések:

A kozeli infravoros spektroszkopids modszer lehetdséget biztosit €élelmiszeripari termékek, azon
beliil is a szeletelt és a daralt sertéshus mikrobioldgiai mindségének a mérésére. A sertéshus
mikrobiologiai vizsgalatdnak és az érzékszervi megfigyelésének eredményeibdl levonhatd az a
kovetkeztetés, hogy 10° KKE/g-nal még nincs, vagy alig tapasztalhaté érzékszervi (szin, szag,
allomany) valtozas.

A NIR azonban mar ennél joval kisebb csiraszamnal jelzi a mindségvaltozast a termékben.

Ezek a kisérletek arra engednek kovetkeztetni, hogy a NIR reflexids spektroszkopia is alkalmas
lehet a frissesség csokkenés és a baktérium szaporodds gyors és roncsolds-mentes kimutatisara,
azelott, hogy érzékszervileg érzékelhetd lenne a mikrobioldgiai romlés.

A minta el6készitési id0 minimalisra csdkken, igy megfeleld célmiiszerrel akdr a helyszinen is
elvégezhetokké valhatnak a vizsgéalatok. A standard mikrobiologiai modszerekhez képest az

ellendrzési/vizsgalati id6 1ényegesen lecsokkenthetové valhat.

Kovetkeztetések:

A doktori disszertaciom célkitiizései arra irdnyultak, hogy tobb gyors és automatizalhaté rendszer
kialakitasanak lehet6ségét vizsgaljam meg.

Az éltalam alkalmazott modszerek korrelativak, kalibraciot igényelnek, de utana mindegyikrol
elmondhat6, hogy vizsgalati ideje rovidebb, mint a hagyomanyos telepszdmlalasi modszeré, €s sok
minta ellendrzésére alkalmasak.

A mérések kiértékeléséhez és az eredmények megértéséhez elengedhetetlen a kemometriai
statisztikai eljardsok alkalmazéasa is, igy a disszertdcidmban leirt miszeres vizsgdlatok a
kemometrids modszerekkel egyiitt alkalmazhatoak megfelelden.

A vizsgalataim alatamasztottdk, hogy a disszertaciomban felhasznalt miiszeres vizsgélati modszerek
alkalmasak a szeletelt ¢és a daralt sertéshus tarolasa kozben bekovetkezd valtozasok

nyomonkovetésére.
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Javaslatok:

Az elektornikus orr kevésbé volt érzékeny, mint a kozeli infravords spektroszkdpia, igy az
elektronikus orr inkabb a kialakulé romlés jellemzésére alkalmas, a NIR pedig az él6csiraszam
kovetésére is lehetdséget nyujthat.

Doktori munkam keretében tdjékoz6do kisérletekre volt lehetdségem a miiszeres vizsgalatok
esetében. Az elektronikus orr és a NIR eredmények is biztatbak arra nézve, hogy ezekkel a
modszerekkel rutinszeri ellendrzések is elvégehetéek az ¢€lelmiszeripar szdmos teriiletén. A
gyorsmodszerek mas-mas alapon mitkddnek, igy a vizsgalatok megbizhatdsagat ndvelné tobbféle
modszer egyiittes hasznalata.

A gyakorlati alkalmazéashoz, és a statisztikai eredmények megbizhatésaganak noveléséhez
elengedhetetlen, még tobb hasonlo vizsgalat, amelyek utan hordozhatd/online eszkdzok kidolgozasa

is lehetséges lenne, amely még nem szerepelt doktori munkam céljai kozott.
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8. SUMMARY AND CONCLUSION

Introduction:

There is general need for less labour intensive, rapid and reliable methods for monitoring
microbiological quality in the food chain to identify hygienic and safety problems more rapidly, so
that corrective actions can be taken.

In relation to meat and meat products, issues both of microbiological safety and shelf-life are

concerned, and temperature is one of the major factors in them.

Aim of work:

My intention was to study the potential for assessing a relatively rapid, physical and automated

screening technique for simultaneous estimation of microbiological status of large numbers of

samples for monitoring spoilage bacteria on chilled pork cutlets.

My aim was to study the utility of conductometric method to follow bacteriological deterioration of

pork during storage.
My objective was to study the utility of chemo sensor array signals of head-space volatiles of
aerobically packed pork cutlets as a non-invasive technique to estimate development of bacterial

spoilage at various storage temperatures.

I intended to study the utility of near infrared spectroscopy as a non-invasive technique to follow

bacterial deterioration of pork during storage.

92



Materials and methods:

Materials:

1. Slices of fresh cutlets of de-boned pork were transferred to sterile petri-dishes and
experimental batches of these samples were stored under aerobic conditions at 4, 8, and 12
°C temperatures, respectively.

2. Minced pork samples were transferred to sterile petri-dishes and these samples were stored

under aerobic conditions at 4°C temperature.

Methods:

1. Bacteriological quality, namely standard total aerobic plate counts (TAPC) and selectively
estimated Pseudomonas (PS) counts of pork slices were determined by pour-plate method.
Besides Pseudomonas counts, Brochotrix thermosphacta and Lactobacillus counts were
determined in the minced pork.

2. A Malthus Microbiological Analyzer was used in the examinations of pork slices.

3. A NST3320 type electronic nose was used in the examination of volatile compounds
produced by bacterial spoilage of pork slices.

4. Near infrared spectra were recorded by a SPECTRALYZER 1025 PMC type NIR
spectrometer in case of sliced pork, and the minced pork samples were measured by a
MetriNir 10-17 type NIR spectrometer.

5. PCA, PLS, CDA chemometric methods were used for evaluating the analysed neasured

data.

Results:

Microbiology:

The aerobic and moderately aerobic spoilage flora of fresh sliced and minced pork stored at chill

temperature was dominated by psychrotrophic aerobic, Gram-negative Pseudomonas spp.

GSP agar seemed to be better for our purpose than Cetrimide agar because microscopic checking of

the colonies showed that the Cetrimid agar inhibited also some part of the Pseudomonas population.

93



In minced pork, Brochotrix thermosphacta and Lactobcillus counts were determined, too. Neither

of them could dominate under the storage conditions applied.

Automatic conductometry:

The conductometric method seemed to be suitable to assess within 8 hours whether a sample of
pork meat had cell counts higher or less than 10’ CFU g of psychrotrophic spoilage bacteria,
whereas at least 72 h were needed to obtain the same information by colony counting techniques.
The relative rapidity and its ability to process large numbers of samples makes conductometry a

suitable method for monitoring microbial state and freshness of meat.

Electronic nose:

Considering the correlation between viable cell counts versus individual signal responses, linear
correlation was found over r>0.70 between EN responses and TAPC.

The elimination of 14 insensitive sensors, having poor information in this special application,
hardly modified the efficiency parameters of the computed models.

Regarding our observations that only a few individual sensors (9 sensors) relatively high
correlations with the reference data, it could be expect that construction of a cheaper, single purpose
instrument with only a few sensors with significant discrimination power can be proposed for the
spoilage assessment of meats.

The experiments show that electronic nose measurements may be able to reveal changes in the
head-space volatiles of aerobically packed meat. The electronic nose has the advantage of being

rapid, non-destructive and non-contact instrumental testing.

Near infrared spectroscopy:

In samples with bacterial counts of 10° CFU/g no organoleptic changes could yet be experienced.
NIR spectroscopy indicated the quality changes already at this microbila state in the product.
Sample preparation time became minimal, this way examinations can even be performed on the
spot.

These preliminary results indicate the potential of utilizing near infrared diffuse reflectance
spectroscopy in combination with multivariate statistical methods to rapidly monitor loss of
freshness and detect bacterial spoilage of meat samples before colinearity microbial changes

become apparent.
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Conclusion:

The objectives of my Ph.D. thesis were aimed to evaluate the opportunity of developing a rapid and
automatic system.

However, the applied methods are correlative and require calibration, the observation period is
shorter than in case of the standard microbiological methods, also larger numbers of samples can be
tested.

The application of statistical methods is critical for understanding the results, therefore the
instrumental examinations highlighted in my thesis are applicable appropriately only together with
the chemometric methods.

My investigations support that rapid instrumental methods applied and described in my thesis are

suitable for tracking the changes that occur during the storage of sliced and minced pork meat.
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