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1. Bevezetés

Az utdbbi években egyre nagyobb népszerliségnek orvendenek a kiilonb6zo
alternativ taplalkozasi iranyzatok. Ezen beliil is a vegetarianus étrend kiilonb6z6 véltozatai
terjedtek el leginkabb. Megnovekedett az egészségesebb életmdd iranti igény, ezzel

parhuzamosan tobb figyelem iranyul a kérnyezetvédelemre és a fenntarthatosagra is.

A ndvényi fehérjeforrasoknak jelenlegi ismereteink szerint kisebb a biologiai értéke,
mint az allati eredetlicknek. Esszencialis aminosavakban hianyos, inkomplett fehérjéket
tartalmaznak, de mas esszencialis aminosavban hianyos inkomplett fehérjékkel teljes
érteklivé tehetok. A vegetaridnus taplalkozas a fehérjefogyasztast tekintve optimalis

energiabevitel esetén altalaban megfelel a taplalkozasi ajanlasoknak.

A hiivelyesek nagyon jo beltartalmi értékekkel rendelkeznek, rendszeresen, nagyobb
mértékben fogyasztva biztositjak egy egészséges felnbtt szamara a megfeleld fehérjebevitelt,
ezen kiviil Osszefiiggésbe hozhatoak néhany kronikus betegség kialakulasi kockazatanak
csokkentésével is. A sok pozitiv tulajdonsag mellett azonban meg kell emliteni, hogy
tartalmaznak antinutritiv  komponenseket, amelyek negativan befolydsoljak az

emészthetdséget.

Szakdolgozatomban két hiivelyes - lencse és sargabors6 - kémhatasanak, oldhato
kovettem nyomon kiilonb6z6 Lactobacillus torzsekkel végzett tejsavas erjedés soran. Azért
esett a valasztasom erre az eljarasra, mert a tejsavas fermentacioval elérheté a nem kivanatos
komponensek mennyiségének csokkentése a magas tapérték megtartasa mellett. A

probiotikus baktériumok alkalmazasaval az elkésziilt termék is probiotikus lesz.

A fermentacios folyamat végén a mintakat liofilizaltam, majd gélelektroforézis
modszerrel megvizsgaltam a tejsavas erjedés hatasat a fehérjék hasznosulasara, valamint az

antinutritiv komponensek valtozasara.



2. Célkituzés

A vegetaridnus iranyzatok népszertiségének novekedése és széles korben vald
elterjedése miatt fontos a novényi fehérjék emészthetdségének optimalizalasa, hogy a
kiilonleges étrendet kovetdk szamdra is biztositva legyen az egészséges ¢életmod

fenntartdsahoz megfelel6 mennyiségii makrotapanyag bevitele.

Szakdolgozatom célja lencse és sargaborso tejsavas fermentécioja soran a folyamat
paramétercinek (pH, oldott szarazanyagtartalom, titralhatdé savtartalom, éldsejtszam)
monitorozasa a két hiivelyes antinutritiv komponenseinek csokkentése a jobb biologiai érték

elérésének érdekében.

Tovabba célul tiiztem ki a kiilonbozé Lactobacillus térzsekkel - koztiik bizonyitottan

probiotikus torzsek alkalmazasaval - fermentalt hiivelyesek monitorozasat a tarolas soran.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Hiivelyesek beltartalmi értékei

A hiivelyesek - beleértve a lencsét, €s a sdrgaborsot, ami a zoldborsé szaritott, hantolt
valtozata - jO szénhidrat-, fehérje-, vitamin- és asvanyi anyag forrasok (1. tablazat), igy
fontos szerepiik van az egészséges életmdd kialakitasaban és megdrzésében. Alkalmasak az
allati fehérjék helyettesitésére, magas ¢lelmirost-tartalmuknak koszonhetéen kedvezd
¢lettani hatassal rendelkeznek néhany anyagcserét befolyasold betegség megel6zésében és
szabalyozasaban (Han and Baik, 2008; Kumar et al., 2022; Michaels, 2004; Petruldkova and
Valik, 2015).

1. tablazat: Lencse, csicseriborso, borso és szdjabab fehérje-, lipid-, keményit6- és

hamutartalma (Han and Baik, 2008)

. Tartalom (% szarazanyag)

Huvelyesek Fehérje Lipid Keményité Hamu
Lencse 26,5-28,1 0,8-0,9 49,6-50,8 2,9-3,0
Csicseriborso 20,5 6,1 48,6 3,4
Sargaborso 24,5 1,1 53,3 29
Zoldborso 27,3 1,0 495 2,9
Széjabab 40,9 25,4 15 5,3

A lencse, a borso és a csicseriborso fo alkotorészei a keményit6 és a fehérje. A
szOjabab a magas fehérje- €s lipidtartalom mellett elhanyagolhaté mennyiségli keményitot

tartalmaz (Han and Baik, 2008).

3.1.1. A lencse és sargaborso beltartalmi értékei

Napjaink egyik globalis problémdja a tilnépesedés, €s a megndvekedett népesség
megfeleld ¢€lelmiszerellatasa a természet erdforrasainak talzott felhasznalasa nélkiil. Az
¢lelmiszereldallitds negativ hatdsainak elsOdleges forrdsa az allattenyésztés, az ehhez
sziikséges energiafelhasznéalas és az allatok altal kibocsatott tiveghdzhatdsi gdzok miatt

(Clark et al., 2017).



A Fold népessége jelenleg kozel 8 milliard f6, 2050-re pedig ez a szam
meghaladhatja a 9 milliardot is, ami a hustermelés 50-73%-0s novelését teszi sziikségessé a

folyamatosan novekvé igények kielégitése érdekében (Bonny et al., 2017).

Magas tapértékiiknek ¢és a kiilonbozo taplalkozasi trendeknek koszonhetden egyre
elterjedtebbé valt az allati eredetli fehérjék teljes vagy részleges helyettesitése ndvényi
fehérjeforrasokkal (Lin et al., 2017). Erre a célra a lencse és a sargaborso is megfeleld
valasztas lehet jo funkcionalis tulajdonsagaik - magas fehérje- és rosttartalom, alacsony
zsirtartalom (2. tablazat) - és magas fehérje-emészthetdségiik, valamint alacsony koltségiik
miatt (Alrosan et al., 2022; Jarpa-Parra et al., 2014; Kumar et al., 2022).

2. tablazat: Lencse és sargaborso hozzavetdleges 0sszetétele 100 gramm hiivelyesre

vonatkoztatva (Kumar et al., 2022)

Lencse Sargaborso
Energia [kcal] 343 315
Nedvesség (%) 12 16
Fehérje (%) 25 20
Zsir (%) 1 1
Szénhidrat (%) 59 56
Asvanyi anyag (%) 2 2
Rost (%) 1 4
Kalcium [mg] 69 75
Foszfor [mg] 293 298
Vas [mg] 7 7

A kiilonbozé hiivelyes novények - igy a lencse és a sargaborsd - rendszeres
fogyasztdsa epidemiologiai vizsgalatok eredményei alapjan Osszefiiggésbe hozhaté a
koleszterinszint, a vastagbélrak, valamint a 2-es tipusi cukorbetegség kialakulasi
kockazatanak csokkentésével (Ganesan and Xu, 2017; Han and Baik, 2008). Rengeteg fenol-
karotinoid-, tokoferol-vegyiiletet, fitinsavat és fitoszterolokat tartalmaznak, amelyek
fogyasztasanak egészségligyi elonyeit tobb kutatds is megerdsitette. Ezen fitokemikaliak
olyan nem esszencialis bioaktiv vegyiiletek és masodlagos anyagcseretermékek, amelyek a
novényekben természetes modon fordulnak eld, potencidlisan antioxidans aktivitdssal
rendelkeznek, gyulladadscsokkentd hatdsuak. A flavonoidok és karotinoidok ezen kiviil az
¢élelmiszerek szinének és érzékszervi tulajdonsagainak kialakitasaért is felelések (Han and

Baik, 2008; Zhang et al., 2018).



A lencse egészségre gyakorolt pozitiv hatdsait szdmos tényezd befolyasolhatja, mivel
a fenolok, karotinoidok, tokoferolok és egyéb tapanyagok dsszetétele eltérhet a kiilonb6z6
fajtak, illetve kiilonboz6 feldolgozasi modok esetében. Altalaban hékezelve, fozve egészben
fogyasztjak, de folyamatosan novekszik a kereslet az alternativ ndvényi fehérjék és a
hiivelyesekbdl késziilt lisztet tartalmazo gluténmentes termékek iranyaba. A feldolgozas
soran jelentés mennyiségii maghéj keletkezik, ami a lencsében talalhatd élelmi rostok és

fenolok f6 forrasa (Zhang et al., 2018).

3.1.2. Fehérjék hasznosulasa

3.1.2.1. Aminosav-szintézis

Az aminosavak a szervezet fehérjéinek épitékovei, hormonok, porfirinek, purinok,
pirimidinek, koenzimek, alkaloidok prekurzorai. Energiaforrasként is szolgalnak, mivel a
gliikoneogenezis utjan gliikkdzza alakulhatnak vagy beéplilhetnek a citratkorbe. Az
¢lélényeknek a fehérjeket felépité aminosavaknak csak egy részét kell kiilsé forrasbol
megszerezniiik, ezeket esszencialis aminosavaknak nevezziik. A tobbi - nem esszencialis -
aminosav a szervezetiikben szintetizalodik (Csap6 et al., 2016). A 3. tablazatban az emberi

taplalkozas szempontjabol vald csoportositas lathato.

3. tdblazat: Aminosavak csoportositidsa az ember taplalkozasi igényeinek megfelelden

(Csapo et al., 2006)

Esszencialis Szemiesszencialis Nem esszencialis
Lizin Arginin Glutaminsav
Triptofan Tirozin Aszparaginsav
Fenilalanin Cisztein Alanin
Metionin Glicin Prolin
Treonin Szerin
Leucin Hisztidin
Izoleucin
Valin

A szemiesszencialis aminosavak képesek csokkenteni a szervezet esszencialis

aminosavak iranti igényét.

Biokémiai szempontbdl azok az esszencialis aminosavak, amelyek szintéziséhez a
szervezetben nincs meg a sziikséges enzimkészlet. Taplalkozasélettani szempontbdl azok az

aminosavak sorolhatoak ide, amelyeket taplalék utjan kell bevinni, a megfeleld bevitelnek
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hidnya a még fejlédésben 1évo szervezetek novekedésében zavart okoz. A lencse szamos
esszencialis aminosavat tartalmaz, amely 100 grammra vonatkoztatva meghaladja a
FAO/WHO altal ajanlott napi bevitel értékét (4. tablazat) (Alrosan et al., 2022; Csap¢ et al.,
2006).

4. tablazat: A lencsefehérjék atlagos esszencialis aminosavtartalméanak [g/100 g]

Osszehasonlitasa a FAO/WHO egészséges felnéttek szamara ajanlott bevitelével (Alrosan

etal., 2022)

Aminosavak Lencsefehérjék [9/100 g] FAO/ \[’;’/I‘;g)ad]]anlasa
Hisztidin 2,82 1,9
Treonin 3,50 1,3
Cisztein 1,31 Lo
Metionin 0,93 )
Valin 5,14 0.9
Tirozin 4,04 E
Fenilalanin 5,42 )
Izoleucin 4,76 1,6
Lizin 7,11 1,6
Leucin 8,39 1,9

3.1.3. Antinutritiv komponensek

A sok egészségre eldnyos Osszetevd mellett, a hiivelyesek nagy aranyban
tartalmaznak antinutritiv vegyiileteket is. Ezek a masodlagos anyagcsere-folyamatok soran
keletkeznek ¢és elsdsorban a maghéjban vannak jelen. Rendkiviil héérzékenyek, igy
jelenlétiik megfeleld hokezeléssel és fermentdldssal nagy mértékben csokkenthetd az

¢lelmiszerben (Alonso et al., 1998; Kumar et al., 2022).

Az enzimgatl6 hatdsu bioaktiv vegyliletek olyan fehérjék, amelyek specifikus enzim-
inhibitor-komplex képzddéssel rendelkeznek. Ez az aktiv hely blokkolasahoz, az enzim
hiivelyesekben megtalalhaté enzim-inhibitorok lehetnek proteaz-inhibitorok, a-amilaz-
inhibitorok, illetve kolinészteraz-inhibitorok. A proteaz-inhibitorok egyik lehetséges fajtaja
a tripszin-inhibitor a hiivelyesekben leggyakrabban eléforduld antinutritiv komponens.
Jelenlétiik hatasara csokken a fehérjék emészthetdsége, a szervezet nem tudja hasznositani
az egészséges taplalkozashoz sziikséges aminosavak mennyiségét. A Kimotripszin-
inhibitorok szintén a fehérjék emészthetdoségét korlatozzak. A f6 kiilonbség az, hogy a
tripszin-inhibitor a lizin és az arginin, a Kimotripszin-inhibitor pedig a tirozin, triptofan és
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fenilalanin elérhetoségét gatolja. (Kumar et al., 2022; Wang et al., 2009). Az a-amilaz-
inhibitorok fehérjeszerli vegyiiletek, amelyek befolyasoljak a hasnyalmirigyben és
nyalmirigyben megtaldlhatd o-amilaz aktivitasat, ezaltal akadalyozzdk a keményitd
emészthetdségét (Savelkoul et al., 1992). Az utdbbi években kideriilt, hogy a proteaz-
inhibitorok gyulladascsokkentd és rakellenes hatassal birnak. Az a-amilaz-inhibitorok a
keményité emésztésének lassitasaval megvaltoztatjak a szervezet inzulinra adott valaszat,
ami sok uj lehetdséget eredményez a cukorbetegek részére torténd termékfejlesztésben (Roy

etal., 2010).

A lektinek a hiivelyesekben nagy mennyiségben el6forduld, nem immuneredeti,
fehérjeszeri mérgezd vegyiiletek. Képesek a vorosvértestek agglutindldsara, emiatt
fitohemagglutinineknek is nevezik 6ket. Szénhidratkotd fehérjeként hatarozzak meg Oket,
mivel specifikusan megkotik az egyszerii és Osszetett szénhidratokat. Toxicitasuk fligg a
hiivelyes és az azt elfogyaszto allat fajatol. Emberek esetében a hiivelyesek lektinjei a
bélhamsejt feliiletén 1€vo specifikus receptorsejtekhez kotddnek, ezzel gatoljak a tapanyag
felszivodasat. Ezt kovetden valtozast idézhet el az emésztorendszer emésztési, felszivodasi,
befolyasoljak az emésztéenzimek aktivitasat, ezaltal csokkentik a fehérjék in vitro
emészthetéségét (Bouckaert et al., 1999; Kumar et al., 2022; Thompson et al., 1986). Az
egészségre gyakorolt negativ hatasok mellett kimutattak, hogy a lektineknek antikarcinogén
¢és antiimmunmodulans tulajdonsagokkal rendelkeznek. A bab lektinjei segitenek az elhizas
kezelésében, mivel ellendlnak a gyomor-bélrendszer traktusban torténd emésztésnek

(Hartmann and Meisel, 2007).

A keserl iz és sotét szin kialakulasat a fenolsavak, tanninok és flavonoidok okozzak.
A sotétebb szinli hiivelyesek altalaban magasabb fenoltartalommal rendelkeznek, igy
nagyobb mértékben csokkentik az asvanyi anyagok - elsGsorban a cink - biologiai
hozzaférhetoségét (Kumar et al., 2022). A szaponinok a hiivelyesek masodlagos novényi
anyagcsereterméekei. Az emberi szervezetbe keriilve fokozhatjak a bélnyalkahartya
sejtjeinek permeabilitasat, gatolhatjdk az aktiv nyalkahartya transzportjat és eldsegithetik
olyan anyagok felszivodasat, amelyek normalis esetben nem szivodnanak fel a
bélrendszerben (Couto et al., 2015). Ezzel szemben kiemelkedd szerepet jatszanak szamos
kréonikus betegség csokkentésében antikarcinogén, gyulladascsokkentd, hipoglikémias,

immunmodulalé és idegvédo tulajdonsagaik miatt (Kumar et al., 2022; Singh et al., 2017).



A hiivelyesek a-galaktozil-szarmazék oligoszacharidokat (raffindz, sztachidz,
verbaszkoz és adjugdz), masnéven é€lelmi rostokat tartalmaznak, amelyek o-galaktozidos
kotésekkel kapcesolédnak egymashoz (Muzquiz et al., 2012). Az emberi szervezetben
azonban nincs meg ezek lebontasahoz sziikséges a-galaktozidaz enzim, ezért ezek a
szénhidratok emésztetleniil jutnak el a vastagbélbe, ahol anaerob erjedés kovetkeztében
hidrogén, szén-dioxid és metan keletkezik. Ezek a gazok hasi kellemetlenséget és puffadast
okoznak, emiatt az emészthetetlen rostokat flatulencia faktoroknak is nevezik (Kumar et al.,
2022). Az élelmi rostok megfeleld6 mértékli bevitele fontos az egészséges életmod
fenntartasaban. Rendszeres fogyasztasuk elésegiti a bélmiikodés és az immunrendszer
normal miikodését, csokkenti a sziv-koszoraér betegségek kialakulasanak esélyét, serkenti a
Lactobacillus és Bifidobacterium torzsek szaporodasat a bélben, az enterobaktériumokét

pedig gatolja (Anderson and Major, 2002; Kumar et al., 2022; Singh et al., 2017).

3.2. Tejsavbaktériumok altalanos jellemzése

Tejsavbaktériumoknak nevezziik az emberi gyomor-bél traktusban is ¢16 Gram-
pozitiv, Firmicutes torzsbe tartozo, nem spoéraképzd baktériumokat. Mivel ez az elnevezés
nem rendszertani kategoriat jelol, az ide sorolt, molekularis tulajdonsagok alapjan kialakitott
nemzetségek élettani hatasai €s alaktani tulajdonsagai nem minden esetben hasonloak (Deak
et al., 2006; Holzapfel et al., 2001). A tejsavbaktériumok rendszerezése az 5. tablazatban
lathato.



5. tablazat: A tejsavbaktériumok rendszerezésének attekintése a csalddok és nemzetségek

szintjén (Dedk et al., 2006)

1. Lactobacillaceae
Lactobacillus
Pediococcus

2. Aerococcaceae
Aerococcus
Abiotrophia
Dolosicoccus

3. Carnobacteriaceae
Carnobacterium
Agitococcus
Alloicoccus
Desemzia
Dolosigranulum
Trichococcus

5. Leuconostocaceae
Leuconostoc
Oenococcus
Weisella

6. Streptococcaceae
Streptococcus
Lactococcus

Granulicatella 4. Enterococcaceae

Helicococcus Enterococcus
Alloicoccus Mellisococcus
Eremococcus Tetragenococcus
Faclamina Vagococcus
Globicatella

Ignavigranum

A tejsavbaktériumok hagyomdényos osztalyozasa olyan fenotipusos tulajdonsagok
alapjan tortént, mint a morfologia, a glikdzfermentacid6 modja, a tejsavkonfiguracio,
valamint a kiilonbozé hémérsékleten és pH-értéken torténd szaporodasi képesség (Holzapfel
et al., 2001). Ezeket a tulajdonsagokat a 6. tablazat ismerteti a kiilonboz6 tejsavbaktérium

nemzetségek esetében.

6. tablazat: Tejsavbaktérium nemzetségekre vonatkozo alaki €s élettani

tulajdonsagok (Dedk et al., 2006)

. Szaporodas
Nemzetség Alak k(zozz(;s thj‘:’li" 10 | 45 | 65% | pH | pH
P P °c | °c | NaCl | 44 | 96

Lactobacillus palca + DDII_‘ ’ + + + + -
Carnobacterium | palca — L + - + — —
Enterococcus kokkusz — L + + + + +
Lactococcus kokkusz _ L + _ _ + _
\Vagococcus
Leuconostoc
OENOCOCCS kokkusz + D + - + + —
Pediococcus tetrad — L, DL + + + + -
Streptococcus lanc — L — + — — —
Tetragenococcus | tetrad — L + - + — +
Weisella kokkusz + D, DL + — + + —




Energiatermeld anyagcseréjiik egyetlen lehetséges modja a tejsavas fermentacio,
ennek oka, hogy nem rendelkeznek a teljes Szent-Gyorgyi-Krebs-ciklussal. Alapvetéen
anaerobok, de aerob koriilmények kozott is életképesek. Szaporodasukhoz savas kozegre
van sziikség, optimalisan pH = 5,5 koriili értékre, de akar 3,0-3,5-6s pH-érték mellett is
képesek tulélni (Dedk et al., 2006).

A tejsavbaktériumok jotékony hatasait az élelmiszerekben mar a 19. szazadban is
vizsgaltak. 1857-ben Pasteur jelentds felfedezést tett a tejsavas erjedésrél, majd 1873-ban
el6szor izolaltak tiszta Bacterium lactis tenyészetet. (Stiles and Holzapfel, 1997). Az emberi
szervezet szamara eldnyds tulajdonsagokkal bird metabolitokat termelnek, de nem minden

tejsavbaktérium torzs probiotikus (Csap¢ et al., 2016).

3.2.1. Lactobacillus-ok

A legtobb tejsavbaktérium fajt a Lactobacillus nemzetségbe soroljuk, az ide tartozo
mikroorganizmusok palca alaktiak, erjesztésiik modjat tekintve lehetnek obligat
homofermentativok, obligat heterofermentativok, vagy fakultativ heterofermentativok.
Mindharom csoport tagjait alkalmazzak fermentalt élelmiszerekben, de a fakultativ

heterofermentativ baktériumok jelenléte gyakran az élelmiszerek romlasahoz vezet.

Az altaluk termelt tejsav optikai forgatoképesség szempontjabol mindharom
konfiguracio (D, L és DL) el6fordul (6. tablazat). Megtalalhatdak az emberi, allati és novényi
szervezetekben is, bizonyos torzseket probiotikumként tartunk szamon. A gyiimdlcsokon és
zoldségeken €16 baktériumoknak szerepe van a savanyusagok erjesztésében (Dedk et al.,

2006; Stiles and Holzapfel, 1997).

A Lactobacillus plantarum szamos kozegben megtalalhato, képes kolonizalni az
emberek és mas emldsok bélrendszerét. Szerepe van az immunrendszer szabalyozasaban, a
patogén baktériumok antagonizmusdban, a szérum koleszterinszintjének csOkkentésében,
valamint a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasanak megelézésében (Chen et al., 2021;
de Vries et al., 2006).

3.2.2. Probiotikumok

A probiotikumok olyan €16 mikroorganizmusok, amelyek megfeleld bevitel esetén

pozitiv hatast gyakorolnak a gazdaszervezet egészséges miikodésére (Food and Agriculture

10



Organization of the United Nations/World Health Organization, 2002). Legfontosabb
képviseldik a Lactobacillus és Bifidobacterium nemzetség tagjai, de mas baktérium- és

¢lesztogombatorzsek is alkalmazhatok probiotikumként (Deék et al., 2006).

Az utébbi években tobb kutatds témajaul szolgaltak a probiotikumok lehetséges
jotékony hatasai az emberi szervezetre. A szakirodalmi adatok alapjan megallapithato, hogy
a probiotikus mikroorganizmusok egyes térzseinek rendszeres bevitele biztonsagos, ezen
kiviil elésegitheti tobbek kozott a gyomor-bélrendszeri €s hugyuti fertézések, allergidk,
valamint egyes bélbetegségek kialakulasanak kockazatat. Ezek a tulajdonsagok azonban
torzs-specifikusak, ezért nem vetithet6k ki mas térzsekre azonos fajon beliil (Senok et al.,

2005). A probiotikus tulajdonsagokkal rendelkez6 mikroorganizmusokat a 7. tablazat

mutatja be.
7. tablazat: Probiotikus mikroorganizmusok (Holzapfel et al., 2001)
Lactobacillus Bifidobacterium Egyéb Nem
torzsek torzsek tejsavbaktériumok | tejsavbaktréiumok
Lb. acidophilus Bb. adolescentis Enterococcus B. cereus var. toyoi
Lb. amylovorus Bb. animalis faecalis E. coli strain nissle
Lb. casei Bb. bifidum Ec. faecium Propionibacterium
Lb. crispatus Bb. breve Lactococcus lactis freudenreichii
Lb. delbrueckii Bb. infantis Leuconstoc Saccharomyces
subsp. bulgaricus | Bb. lactis mesenteroides cerevisiae
Lb. gallinarum Bb. longum Sporolactobacillus | Saccharomyces
Lb. gasseri inulinus boulardii
Lb. johnsonii Streptococcus
Lb. paracasei thermophilus
Lb. plantarum
Lb. reuteri
Lb. rhamnosus

A Lactobacillus gallinarum-ot, az Enterococcus faecalis-t, a Sporolactobacillus
inulinus-t elsésorban allati takarmanyokban, a Saccharomyces cerevisiae-t és a
Saccharomyces boulardii-t gyogyaszati készitményekben, a Bacillus cereus-t és a
Propionibacterium freudenreichii-t mind a takarmanyozasban, mind a gyogyszeriparban
alkalmazzak. A tobbi probiotikus mikroorganizmust foként az élelmiszeripar hasznalja

(Holzapfel et al., 2001).
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3.2.3. Prebiotikumok

A prebiotikumok - korabbi neviikon bifidogén-faktorok - olyan szelektiven
fermentalhatd OsszetevOk, amelyek lehetdvé teszik a gasztrointesztindlis mikroflora
Osszetételének és aktivitasanak a gazdaszervezet egészségére nézve elényds, specifikus
valtozasat (Roberfroid, 2007). Az emberi bélrendszerbe bekeriilve nem bomlanak le, igy
kizarolagos taplalékként szolgalnak a vastagbélben megtalalhatd probiotikus
tejsavbaktériumoknak. Szdmos pozitiv hatast valthatnak ki, tobbek kozott telitettség-érzetet
okoznak, szabalyozzak a bélmozgast, segitenek az egészséges széklet kialakitasaban ¢és a
korokozo-koloniak elszaporodasanak csokkentésében. Emellett serkentik az immunrendszer
mikodését, az asvanyi anyagok megfeleld mértékli felszivodasat és csokkenthetik a
vastagbélrak kialakuldsanak kockazatat (Csap¢ et al., 2016; Dedk et al., 2006; Johnson et al.,
2013).

3.3. Tejsavas fermentacio

A fermentaci6 a hiivelyesek tartositasanak egyik legésibb modszere, ami elsésorban
az azsiai és afrikai orszagokban terjedt el. A tejsavas fermentacié spontan vagy iranyitottan
1s végbemehet Az erjedés spontan moddon, a természetes mikroflora altal, gyakran nem
megfeleld higiéniai koriilmények kozott jatszodik le. Az irdnyitott fermentacio olyan -
mikrobiologiai szempontbol biztonsdgos - élelmiszerek fejlesztésére kindl lehetOséget,
amelyek magasabb tapértekkel, kedvezd érzékszervi tulajdonsdgokkal, hosszabb
mindségmegdrzési  idovel rendelkeznek, minimalis feldolgozdson estek 4t ¢és
adalékanyagoktol mentesek. Ahogy az az 1. abran is lathato, tejsavas erjedés kovetkeztében
modosul a novényi eredetii fehérjék tapanyagkomponenseinek biokémiai és biologiai
hozzaférhetdsége. Lebomlanak a pillangdsvirdgh ndovényekben jelen 1€évé antinutritiv
anyagok ¢€s toxinok, valamint javul az emészthetdségiik is (Alrosan et al., 2022; Deak et al.,

2006; Frias et al., 2005; Petrulakova and Valik, 2015).
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1. abra: A fermentacio élelmiszerkomponensekre és funkcionalis tulajdonsagokra

gyakorolt hatasanak vazlatos abrazolasa (Alrosan et al., 2022)
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Vizsgalati mintak
vizsgaltam, a kisérlethez sziikséges mennyiségii szaraz sargaborsot (PACO, Pa-Comp Kft.)
és lencsét (PACO, Pa-Comp Kft.) kiskereskedelmi forgalombol szereztem be.

4.2. Alkalmazott Lactobacillus torzsek

A fermentaciot négy kiilonbozé tejsavbaktérium torzs - Lactobacillus plantarum
2142, Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus plantarum
LB-Harvest - alkalmazéasaval végeztem el. A felhaszndlt torzsek neveit és a hozzajuk tartozd

kddszamot a 8. tablazat tartalmazza.

Azért esett a valasztasom a felsorolt baktériumokra, mert a Lactobacillus rhamnosus
¢és Lactobacillus casei igazoltan probiotikus tulajdonsagokkal rendelkeznek, a Lactobacillus
plantarum torzseket pedig eldszeretettel alkalmazzak zoldségek tejsavas fermentacidja
soran, ezen torzs képviseldi termeészetes modon is megtalalhatdak a ndvények feliiletén. A

Lactobacillus plantarum LB-Harvest egy kereskedelmi forgalomban kaphaté torzs.

8. tablazat: A vizsgalt tejsavbaktérium torzsek

A Vl.zsgalatho,z .felhasznalt A minta kodszama Szarmazasi hely
tejsavbaktérium neve
Lactobacillus plantarum 2142 2142 AFP
Lactobacillus rhamnosus GG GG *
Lactobacillus casei Shirota Shirota FVM
Lactobacillus plantarum LB-Harvest LB-H CHR

AFP - Perugia-i Egyetem, Mezdgazdasagi Tanszek, Tejipari Intézet, Olaszorszag
* - Multi-tabs® IMMUNUO tablettabol izolalt

FVM - Utrecht-i Egyetem, Allatorvosi Kar, Hollandia
CHR - Christian Hansen Holding A/S, Dania
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4.3. Alkalmazott taptalajok és osszetételiik
4.3.1. Peptonviz

e 8,5 gnatrium-klorid (Thomasker Finomvegyszer Kft., Magyarorszag)
e 1 g pepton (Lab M. Limited, UK)
o 1 1desztillalt viz

e sterilizalas autoklavban 121 °C-on 15 percig

4.3.2. MRS (de Man, Ragosa, Sharpe) tapleves
Merck KgaG (Darmstadt, Németorszag)

e kazein pepton 10 g/l

e huskivonat 8 g/l

o ¢lesztd kivonat 4 g/l

e D-gliik6z 20 g/l

e di-kalium-hidrogén-foszfat 2 g/1
e Tween 801 ml/l

e di-ammonium-hidrogén-citrat 2 g/l
e natrium-acetat 5 g/l

e magnézium-szulfat 0,2 g/l

e mangan-szulfat 0,04 g/1

e [ I desztillalt viz

o sterilizalas autoklavban 121 °C-on 15 percig
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4.3.3. MRS (de Man, Ragosa, Sharpe) tapagar
Merck KgaG (Darmstadt, Németorszag)

e kazein pepton 10 g/I

e huskivonat 8 g/l

o ¢lesztd kivonat 4 g/l

o D-gliikk6z 20 g/l

e di-kalium-hidrogén-foszfat 2 g/l
e Tween 801 ml/l

e di-ammonium-hidrogén-citrat 2 g/
e natrium-acetat 5 g/l

e magnézium-szulfat 0,2 g/l

e mangan-szulfat 0,04 g/l

e agar15g¢/l

o 1 1desztillalt viz

e sterilizalas autoklavban 121 °C-on 15 percig

4.3.4. PCA (Plate Count Agar) tapagar
Merck KgaG (Darmstadt, Németorszag)

e kazein pepton 5 g/l

e ¢lesztd kivonat 2,5 g/l
o glikkoz 1 g/l

e agar15g/l

o 11 desztillalt viz

o sterilizalas autoklavban 121 °C-on 15 percig
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4.4. A gélelektroforézis soran hasznalt oldatok és vegyszerek

4.4.1. Natrium-dodecil-szulfat gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A 15%-os f6gél Osszetétele:

e 4 ml 30%-os akrilamid (BioRad Acrylamide/Bis Solution 29:1)

e 1,8 ml 2 M-os trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan (TRIS) puffer (pH = 8,8)
e 50 ul 10%-0s SDS

e 2.6 ml desztillalt viz

e 6 ul N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin (TEMED)

e 50 pl perszulfat oldat (100 mg ammonium-peroXi-diszulfat és 1 mL desztillalt viz)
A 6%-o0s gylijtogél Osszetétele:

e 1 ml 30%-os akrilamid (BioRad Acrylamide/Bis Solution 29:1)
e 55 ul 10%-0s SDS

e 3.2 ml desztillalt viz

e 6pul TEMED

e 50 ul perszulfat oldat

A futtatdshoz hasznalt puffer 6sszetétele:

3,03g TRIS
14,4 g glicin
19 SDS

1 1 desztillalt viz

A mintaoldoszer Osszetétele:

e 0,1899gTRIS

e 059SDS

o 21,2 ml desztillalt viz
e 2,5ml glicerin

e 2,5 ml B-merkapto-etanol

17



e 20%-os triklor-ecetsav
e PAGE gélmoso
e 0,2%-0s Coomassie Brilliant Blue R-250

e 10%-0s ecetsav

4.4.2. Nativ gélelektroforézis (nativ PAGE)

A 15%-os f6gél Osszetétele:

e 4 ml 30%-os akrilamid (BioRad Acrylamide/Bis Solution 29:1)

e 1,8 ml 2 M-os trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan (TRIS) puffer (pH = 8,8)
e 2.6 ml desztillalt viz

e 6 ul N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin (TEMED)

e 50 pl perszulfat oldat (100 mg ammonium-peroXi-diszulfat és 1 mL desztillalt viz)
A 6%-o0s gylijtogél Osszetétele:

e 1 ml 30%-os akrilamid (BioRad Acrylamide/Bis Solution 29:1)
e 3.2 ml desztillalt viz

e 6pl TEMED

e 50 ul perszulfat oldat

A futtatdshoz hasznalt puffer 6sszetétele:

e 3,03gTRIS
e 14,4 gglicin

e 1 1desztillalt viz
A mintaoldoszer Osszetétele:

e 0,1899gTRIS
e 21,2 ml desztillalt viz
e 2,5mlglicerin

e 2,5 ml B-merkapto-etanol
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e 20%-os triklor-ecetsav
e PAGE gélmoso
e 0,2%-0s Coomassie Brilliant Blue R-250

e 10%-0s ecetsav

4.4.3. Tripszin-inhibitor aktivitasanak vizsgalata nativ gélen enzimes festéssel

A gél dsszetétele:

e 4,8 mg tripszin
e 30 ml foszfat puffer (0,3 M-os dinatrium-hidrogén-foszfat-dihidrat és desztillalt viz)

A festéshez hasznalt anyagok:

o naftil-észter

e dimetil-formamid
e ortodianizidin

o desztillalt viz

o foszfat puffer

e 10%e-o0s ecetsav a reakcid leallitasahoz

4.5. Tejsavas fermentacio

A teszt hiivelyeseket ledaraltam (Retsch GmbH, Németorszag) a fermentacio
hatékonysaganak novelése érdekében. 4-4 tivegbe belemértem 25 g hiivelyes lisztet és 75 ml
steril csapvizet, majd 60 °C-os vizfiirdében 20 percig hdkezeltem a mintdkat a benniik
talalhato Osszcsiraszam csokkentésének érdekében. Ezt kovetden jeges vizben hiitéttem le a
mintakat ¢és elvégeztem a beoltast. A beoltdshoz hasznélt baktériumokat eldszor
felélesztettem, amely soran a kivalasztott torzsekbdl kiilon-kiilon MRS taplevesbe oltottam,
majd 30 °C-ra beallitott inkubatorba helyeztem a taplevest és tesztmikroorganizmust
tartalmazo kémcsoveket. 24 6ras inkubacidt kovetden a felszaporodott sejteket atoltottam

friss MRS téplevesbe és 24 orara inkubétorba helyeztem.
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A minték beoltasa elétt 4 °C-on 6000 rdulat/ . . sebességen 15 percig centrifugaltam
a baktériumokat. Steril fiilke alatt pipetta segitségével hozzaadtam az elékészitett mintakhoz
200 pl tejsavbaktériumot. A mintakat 25 °C-on inkubaltam. A tarolasi kisérletet is

szobahOmérsékleten végeztem.

A sargaborso vizsgalati mintak kodszamait a 9. tablazat, a lencse mintakét a 10.

tablazat tartalmazza.

9. tablazat: A vizsgalt sargaborsé mintak

Mm,ta Vizsgalati minta Minta kédszama
SOrszama
1. sargaborsoliszt SB
2. hokezelt sargaborsoliszt SBeceo
3. hdkezelt, 2142-vel fermentalt sargaborsoliszt SBecs0-F(2142)
4. hokezelt, GG-vel fermentalt sargaborsoliszt SBeceo-F(GG)
5. hékezelt, Shirota-val fermentalt sargaborsoliszt SB-ceo-F(Shirota)
6. hékezelt, LB-H-val fermentalt sargaborsoliszt SBeceo-F(LB-H)
7 E:);(nezelt, 2142-vel fermentalt sargaborsodliszt tarolas SBecer-F(2142)-T
8 1l}i)éknezelt, GG-vel fermentalt sargaborsoliszt tarolas SBeceo-F(GG)-T
9 h’oke,zelt, , Shirota-val fermentalt sargaborsoliszt SBeceo-F(Shirota)-T
tarolds utan
10. ho}<ezelt, LB-H-val fermentalt sargaborsoliszt tarolas SBecgo-F(LB-H)-T
utan
10. tablazat: A vizsgalt lencse mintak
Minta Vizsgélati minta Minta kédszéma
sorszama
11. lencseliszt L
12. hokezelt lencseliszt Leceo
13. hékezelt, 2142-vel fermentalt lencseliszt Locso-F(2142)
14. hokezelt, GG-vel fermentalt lencseliszt Lecso-F(GG)
15. hékezelt, Shirota-val fermentalt lencseliszt L-ceo-F(Shirota)
16. hékezelt, LB-H-val fermentalt lencselisztliszt Loceo-F(LB-H)
17. hokezelt, 2142-vel fermentalt lencseliszt tarolas utan | Loceo-F(2142)-T
18. hokezelt, GG-vel fermentalt lencseliszt tarolas utan | Lecso-F(GG)-T
19, Eg;ezelt, Shirota-val fermentalt lencseliszt tarolas Leceo-F(Shirota)-T
20. hokezelt, LB-H-val fermentalt lencseliszt tarolas utan | Lecso-F(LB-H)-T
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4.5.1. pH-meres
A fermentacio és a tarolasi kisérlet soran elére meghatarozott idépontokban pipetta
segitségével 4-4 ml mintat vettem a vizsgalt fermentalt hiivelyesekb6l és megmértem az

aktudlis pH-értéket, oldott szdrazanyagtartalmat, titralhatdé savtartalmat, valamint a

crer

A pH-mérést Mettler Toledo SevenEasy (Mettler-Toledo GmbH, Svajc) digitalis pH-
mérdvel végeztem. A mérés eldtt a pH mérd késziiléket a megfeleld pufferoldatok - pH =
7,00 és pH =4,01 - segitségével kalibraltam az elektrodat desztillalt vizzel lemostam és 70%-

os etil-alkohollal fertdtlenitettem.

4.5.2. Oldott szédrazanyagtartalom meghatarozasa

A mérést digitalis kézi refraktométerrel (SH, DHR 85 B 1, Schmidt + Haensch
GmbH, Svajc) végeztem el, a modszer a fénytorés jelenségén alapul. Legfébb felhasznalasi
teriilete a cukortartalom mérésre, a muiszer kijelz6jén megjelend Brix%-érték megegyezik a

vizsgalt minta szazalékban kifejezett cukortartalmaval (Farkas et al., 2004).

4.5.3. Titralhato savtartalom meghatarozasa

A fermentacidos folyamat soran 0,2 M-0s natrium-hidroxid (Thomasker
Finomvegyszer Kft., Magyarorszag) mérdoldattal vizsgaltam a mintak titralhato
savtartalmanak valtozasat. Titralas soran a mérdoldatot biiretta segitségével adagoltam a

mintahoz, amig a reakcié maradék nélkiil lejatszodott, vagyis az egyenértékpont eléréséig.

Az ekvivalenciapont észlelését indikator vegyiiletek segitik. Ezek olyan szerves
vegyiiletek, melyek a titrdlds sordn bekovetkezd jelentés kémiai valtozas hatdséara
szinvaltozassal reagalnak. A megfelel6 indikator kivalasztasa a mérés egyik legfontosabb
része. En az egyenértékpont meghatirozasahoz fenolftaleint valasztottam, ami a
leggyakrabban alkalmazott sav/bazis indikatorok egyike. Atcsapési tartomanya pK = 8,2-

10,2 koz¢ esik, a lugos kémhatasra halvany lila szinnel reagal (Laszay and Fodor, 1999).
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4.5.4. Telepszam meghatarozasa

4.5.4.1. Osszcsiraszam meghatarozasa
A fermentaciot megel6z6é hokezelés idétartamanak meghatarozasdhoz eldszor meg
kellett vizsgalnom, hogy mennyi id6 sziikséges a hiivelyesek Osszcsiraszdmanak megfeleld

mennyiségre vald csokkentéséhez.

90 ml peptonvizet adtam 10 g hiivelyes liszthez. Az igy késziilt elegyet 60 °C-0S
vizfirdébe tettem, majd 5, 10 és 20 perc elteltével mintat vettem beldle. Fiilke alatt a jeges

vizben lehiitott térzsoldatokbol tizszeres tovafutd higitast végeztem a 4. tagig.

Steril Petri-csészékbe 20-20 ml, megkdzelitdleg 50 °C-0s PCA agart ontottem. A
taptalaj megszilardulasa utan szélesztébot segitségével 100-100 pl mintat elosztottam a
feliiletén. Ezt kovetden a mintdkat 30 °C-on inkubaltam és 48 ora elteltével leszamoltam a
képzodott telepeket. A lemezek kiértékelése alapjan a 20 percig tartd hokezelés hozta a
szamomra megfeleld eredményeket, igy ezt az idétartamot valasztottam mintak fermentaciot

megeldzd hokezeléséhez.

4.5.4.2. Lactobacillus torzsek élosejtszamanak meghatarozasa

A vizsgalt Lactobacillus torzsek sejtszamanak meghatarozasat Miles & Misra
modszerével végeztem. Steril Petri-csészékbe 20-20 ml, megkdzelitleg 50 °C-0s MRS agart
ontottem. Miutan a taptalaj kell6képpen megszilardult, a vizsgalt mintakbdl tizszeres
tovafutd higitast készitettem, majd 3., 4. és 5. higitasi tagbol 20-20ul-t az agar feliiletére
pipettaztam, minden higitasi tag esetén harom parhuzamos mérést végeztem. A
megszilardulast kovetéen 30 °C-on 48 oran keresztiil inkbudltam, majd kiértékeltem a

mintakat (2. abra).

A szamlalast azokon a cseppteriileteken végeztem, amelyek a legnagyobb szamu
koloniat tartalmazzak, anélkiil, hogy az Osszefolyas vagy a kolonidk tulzstfoltsag miatti
durva méretcsokkenés jelei mutatkoznanak. A sejtkoncentracidt a telepek szdmanak

atlagabol szamoltam ki (Miles et al., 1938).
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2. abra: Lactobacillus rhamnosus GG baktériummal beoltott lencse minta, 72 6ras

mintavétel kiértékelése

4.6. Liofilizalas

A liofilizalas - mas néven fagyasztva szaritds - egy kombinalt tartositasi eljaras,
melynek soran a viztartalom kiméletesen tavolithato el. A kiszaritani kivant terméket
megfagyasztjdk, majd a benne képzddott jeget vakuumban, enyhe melegités mellett
elparologtatjak. Amellett, hogy a termék mindségében ¢€s szerkezetében nem okoz negativ
iranyu valtozast, a mikroorganizmusokat is védi a pusztitdé hatdsoktol. Emiatt
mikroorganizmusok tartdsitasa soran is elOszeretettel alkalmazzak, az ezzel a mddszerrel

tartositott torzsek akar 10-20 évig is eltarthatok (Dedk et al., 20006).

A mintak liofilizalasdhoz a Christ Alpha 1-4 LSC (Martin Christ

Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Németorszag) berendezést hasznaltam.

4.7. Gélelektroforézis

4.7.1. Natrium-dodecil-szulfat gélelektroforézis (SDS-PAGE)
A Laemmli egy SDS tartalmt pufferendszer. A modszer 1ényege, hogy a fehérjéket

natrium-dodecil-szulfatot és B-merkaptoetanolt tartalmazé pufferben torténé melegitéssel

dehidrataljak. Az igy kapott polipeptidek molekulatomegiikkel aranyos, egyenletes toltés-
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tomeg aranyt vesznek fel. A fehérjék a molekulatomegiik szerint kiiloniilnek el (Laemmli,

1970).

5 mg liofilizalt mintat oldottam 250 ul mintaoldd pufferel, amibél Hamilton-
fecskendd segitségével felvittem a gélre zsebenként 6-6 pl-t. A mérést a BioRad Mini-
PROTEAN 3 (BioRad Power Pac1000) késziilékkel végeztem, konstans 200 V fesziiltség,
54 mA aramerdsség és 11 W teljesitmény mellett 55 percig. A gélek futtatasa utan 20 percig
fixaltam a gélt 20%-os triklor-ecetsavval, majd 15 percig mostam PAGE gélmoséval. A
festést 0,2%-0s Coomassie Brilliant Blue R-250 festékkel szintén 15 percig végeztem. A

hattérbdl a felesleget 10%-os ecetsavval tavolitottam el.

Az elkésziilt géleket az Azure200 és a BioRad Gel Doc 2000 géldokumentald

rendszerekkel rogzitettem.

4.7.2. Nativ gélelektroforézis (nativ PAGE)

A nativ PAGE a biologiailag aktiv fehérjék elvéalasztasara szolgald modszer. Az
SDS-PAGE-vel ellentétben a fehérjék mozgékonysaga nativ PAGE esetén a mérettdl és a
toltéstol is figg. A fehérjék nativ. PAGE rendszerben torténd elvalasztasanak
kulcsfontossagl paraméterei a vizsgalt fehérje izoelektromos pontja és a puffer oldat pH-
értéke (Laemmli, 1970).

A gélek elkészitése megegyezik az SDS-PAGE elvégzéséhez sziikséges gélekével,
azzal a kiilonbséggel, hogy nativ PAGE esetén sem a gél, sem a mintaoldoszer nem tartalmaz

natrium-dodecil-szulfatot.
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4.7.3. Tripszin-inhibitor aktivitasanak vizsgalata nativ gélen enzimes festéssel

cre

feloldottam 30 ml foszfat pufferben.

A foszfat puffer 6sszeallitasahoz két oldatra van sziikség. Az els6 oldat 13,349 g 0,3
M-0s dinatrium-hidrogén-foszfat-dihidratot tartalmaz, amit egy 250 ml-es féz6poharba
mértem be ¢és desztillalt vizzel jelre toltdttem. A masodik oldathoz a dindtrium-hidrogén-
fosztat-dihidratbol 11,7 g-ot mértem be egy 250 ml-es foz6poharba és az el6zd esethez
hasonldan jelre toltottem desztillalt vizzel. A kész oldatokat kiilon-kiilon Osszekevertem,
majd egy tiszta méréhengerbe belemértem az els6bol 120, a masodikbol 80 ml-t, igy kaptam
meg a sziikséges foszfat puffert.

A bemérésnél 5 mg liofilizalt mintat vittem fel és 60 pul mintaold6 puffert adtam
hozza. Ebb6l 5-5 pl-t mértem be Hamilton-fecskendével minden zsebbe, a standard
mellett (U =200 V, I =54 mA, P =11 W). Az 55 perc letelte utan a gélt tripszint tartalmazo
pufferben 30 percig inkubaltam 43 °C-on, majd desztillalt vizzel ledblitettem.

A festéshez ismét két oldat elkészitésére volt sziikség. Az ,,A” oldat 25 mg naftil-
észter 10 ml dimetil-formamidban oldva. A ,.B” oldat 42 mg ortodianizidin 38,5 ml
desztillalt vizben feloldva, amit kozvetleniil a felhasznalas elott 77 ml-re fel kell tolteni a
korabban elkészitett foszfat pufferrel. Amikor mindkét oldat elkésziilt 6sszedntottem Oket és
beletettem a gélt és razatas mellett megfestettem. A reakciot 10%-os ecetsavval allitottam

le.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Tejsavas fermentacio

A fermentaciét a 8. tablazatban felsorolt tejsavbaktériumokkal végeztem el,
mintavétel kdzvetleniil a beoltas utan, majd 6, 12, 24, 30, 48, 72, 96, 120 és 144 oranal
tortént. A tejsavas erjesztés hatasat vizsgaltam a mintak kémhatasanak, oldott

crer

kiindulasi értékeket a 11. tablazat tartalmazza.

11. tablazat: Sargaborso és lencse mintak beoltas utani atlagos indul6 kémhatasa, oldott

szdrazanyagtartalma, titrdlhat6 savtartalma €s sejtkoncentracioja

Sargaborso Lencse
Kémhatas pH =6,61 pH = 6,37
Oldott szarazanyagtartalom Brix% =9,1 Brix% = 7.8
Titralhato6 savtartalom 0,0205 "/m% 0,0230 "/m%
Sejtkoncentracio 3,69x108 TKE/, 3,85x108 TKE/

Sargaborsdé mintak kémhatdsanak valtozasa a
fermentacio soran

6,56 ]

5,5

pH
[0,

4,5

®
®
®
®

3,5

0 20 40 60 80 100 120 140
Leolvasas id6pontja (h)

@— 2142 GG Shirota @—LB-H

3. abra: Sargabors6 mintak kémhatasanak valtozasa a fermentacio soran
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Lencse mintak kémhatasanak valtozasa a
fermentacio soran

[
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Leolvasds id6pontja (h)

@— 2142 GG Shirota @— LB-H

4. 4dbra: Lencse mintak kémhatdsanak valtozasa a fermentacid soran

A kémbhatés valtozésa a vart eredményeket hozta, a mintdk pH-ja a beoltast kovetden
el6szor kisebb mértékben csokkent, majd a 24 6ras mintavételre - a Lactobacillus rhamnosus
GG baktériumtorzzsel beoltott sargaborsdé mintat leszamitva - minden esetben lecsokkent
pH =45 érték ald. Amikor a mintak kémhatésa elérte a pH = 4,0 koriili értéket, a csokkenés
mértéke lelassult (3. és 4. dbra). A legalacsonyabb végsé pH-érték a sargaborsonal az LB-
H, a lencsénél a Shirota és az LB-H torzzsel beoltott mintakban figyelheté meg, itt alakult
ki a leginkdbb savas kémhatéas. A legmagasabb értéket pedig mindkét hiivelyes esetében a

GG-vel beoltott minta mutatta.

A fermentacios folyamat végére minden minta biztonsdgosnak mondhato
mikrobiologiai szempontbol, mivel a kialakult savas kozeg (pH < 4,5) gatolja mas,

nemkivanatos mikroorganizmusok szaporodasat.
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Sargaborsé mintak oldott szarazanyagtartalmanak
valtozasa a fermentacio soran
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5. abra: Sargaborso mintak oldott szarazanyagtartalmanak valtozasa a fermentacié soran

A sargaborsd mintak kiindulasi oldott szarazanyagtartalma (5. abra) a fermentacio
kezdetén folyamatosan csokkent a 24 oras mintavételig a Lactobacillus torzsek gyors
elszaporoddsa miatt. Ezt kovetden kis mértékli novekedést tapasztaltam, ami azzal
magyarazhato, hogy a kialakult savas kdrnyezet hatdsara a mintakban 1év0 tapanyagok oldott

allapotba kertiltek.
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Lencse mintak oldott szarazanyagtartalmanak
valtozasa a fermentacio soran
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6. abra: Lencse mintak oldott szarazanyagtartalmanak valtozasa a fermentacio soran

A 6. 4bra a lencse szdrazanyagtartalmanak valtozasat mutatja be. A sargaborsohoz
hasonloan kezdetben folyamatosan csokkent a mintak oldott szarazanyagtartalma, majd
enyhe novekedés indult el, ami a 30 6ras mintavételt kdvetéen a Shirota és az LB-H
baktériumtorzsekkel beoltott mintaknal beallt egy alland6 (Brix% = 6,5 és Brix% = 6,4)
értékre. A 2142-vel és GG-vel beoltott mintdk esetében az enyhe ndvekedést az oldott
szarazanyagtartalom csokkenése kovette. Ennek oka, hogy a baktériumok hasznositani

tudtak az alacsony pH miatt oldott allapotba kertilt tpanyagokat.

A mintdk titrdlhatd savtartalmat a natrium-hidroxid mérdoldat fogyasabol

atszamolva citromsavra vonatkoztatva adtam meg.
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Sargaborsd mintak titralhato savtartalmanak
valtozasa a fermentacid soran
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7. abra: Sargaborso mintak titralhato savtartalmanak valtozéasa a fermentacid soran

Lencse mintak titralhato savtartalmanak valtozasa a
fermentacio soran
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8. abra: Lencse mintak titralhatd savtartalmanak valtozasa a fermentacio soran

Mindkét hiivelyes esetében elmondhato, hogy a titralhatd savtartalom aranyosan nott

a mintdk kémhatdsadnak csokkenésével (7. és 8. abra).

30



Az induld sejtszam a sargaborsé mintak esetében atlagosan 3,69x10° T€E/ lencse
mintdk esetében 3,85x10°% TKE/q volt (11. tablazat). Mindkét hiivelyesnél a 24 oras

mintavételig volt tapasztalhat6 a leggyorsabb sejtkoncentracié-novekedés (9. €s 10. abra).

Sargaborsd mintak sejtkoncentracidjanak valtozasa
a fermentacio soran
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crer

A 9. abran egyértelmiien latszik, hogy a 24 6rds mintavételt kdvetden léptek be a
Lactobacillus torzsek a stacioner fazisba, csak enyhe noévekedés, illetve csokkenés
tapasztalhatd, az életben maradt sejtek szama viszonylag alland6. 120 6ra inkubalés utan a

sejtkoncentracié még mindig meghaladta a 2,2x10° ™€E/y-t.
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Lencse mintak sejtkoncentracidjanak valtozasa a
fermentacio soran
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crer

A fermentalt lencse mintak esetében a sejtszam csokkenése korabban, a 96 oras
mintavételt kovetden kezdddott. A 2142 baktériumtdrzzsel beoltott mintat leszdmitva a

végsé sejtkoncentracié meghaladta a 3x108 ™€/ értéket (10. abra).

5.2. Tarolasi kisérlet

A tejsavas fermentacid utan 4 hetes tarolasi kisérletet végeztem, melynek soran a

korabbiakhoz hasonl6éan monitoroztam a vizsgalati mintak paramétereinek valtozasat.
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Sargaborsd mintak kémhatasanak valtozasa a
tarolasi kisérlet alatt
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11. abra: Sargabors6 mintdk kémhatasanak valtozasa a tarolasi kisérlet alatt
Lencse mintak kémhatasanak valtozasa a tarolasi
kisérlet alatt
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12. abra: Lencse mintak kémhatasanak valtozasa a tarolasi kisérlet alatt

A vizsgalt mintdk kémhatasa nem valtozott jelentds mértékben, végig pH = 3,5-3,75
kozott maradt. Ez aldl kivételt képez a GG baktériumtorzzsel beoltott minta mindkét

hiivelyesnél, itt ugyanis pH = 4 koriili értékeket mértem a mintavételek soran (11. és 12.
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abra). A kémhatas azonban egyik minta esetén sem nétt pH = 4,5 érték folé, igy a tarolasi

kisérlet végén is mikrobiologiailag biztonsdgosnak tekinthetdk.

Sargaborsé mintak oldott szarazanyagtartalmanak
valtozasa a tarolasi kisérlet alatt
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13. &bra: Sargaborsé minték oldott szarazanyagtartalmanak valtozasa a tarolasi kisérlet

alatt

A 13. abran jol latszik, hogy a fermentaciot kdvetden az 1 hetes mintavételig tovabb
csokkent a mintak oldott szarazanyagtartalma, majd Gjra novekedni kezdett. Ez azzal
magyarazhato, hogy a keletkezett tapanyagokat a Lactobacillus torzsek mar nem tudtak

jelentés mértékben hasznositani.
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Lencse mintak oldott szarazanyagtartalmanak
valtozasa a tarolasi kisérlet alatt
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14. 4bra: Lencse mintak oldott szdrazanyagtartalmanak valtozasa a tarolasi kisérlet alatt

A lencse oldott szarazanyagtartalma a 2. heti mintavételig fokozatosan nétt a
kiilonb6z6 baktériumtorzsekkel beoltott mintak esetén, majd ezt kdvetden tjra csokkenni
kezdett, ahogy az oldott allapotba keriilt tdpanyagokat a baktériumok hasznositani tudtak
(14. abra).

Sargaborsd mintak titralhato savtartalmanak
valtozasa a tarolasi kisérlet alatt
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15. abra: Sargaborsé minték titralhat6 savtartalmanak valtozasa a tarolasi kisérlet alatt
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Lencse mintak titralhaté savtartalmanak valtozasa a
tarolasi kisérlet alatt

0,20

0,18

®
{ 1))
( X J

0,16 &
0,14
0,12
0,10

0,08
0 1 2 3 4 5

Leolvasas idGpontja (hét)

citromsavra vonatkoztatott savtartalom (m/m%)

@— 2142 GG Shirota @— LB-H

16. abra: Lencse mintak titralhatod savtartalmanak valtozasa a tarolasi kisérlet alatt

A mintak titralhato savtartalma a mért kémhatéas alapjan vart eredmények szerint
alakult (15. és 16. abra), mindkét hiivelyes esetén viszonylag allanddé maradt, és a GG
baktériumtorzzsel beoltott mintaknal volt a legalacsonyabb a citromsavra vonatkoztatott
savtartalom.

A Magyar Elelmiszerkonyv el6irasa szerint a fermentalt probiotikus élelmiszereknek
a mindség megdrzési idd végén is minimum 10° T8E/y élécsiraszammal kell rendelkeznie

(Magyar Elelmiszerkonyv, 2008).
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Sargaborsd mintak sejtkoncentracidjanak valtozasa
a tarolasi kisérlet alatt
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crer

A 17. dbran megfigyelhetd, hogy a fermentalt sargaborsdé mintak tarolasa soran a
Lactobacillus casei Shirota-val beoltott minta kivételével a 4. héten az él6csiraszam minden
mintiban meghaladta a Magyar Elelmiszerkonyvben meghatarozott 108 TKE/y értéket. A
Lactobacillus rhamnosus GG-vel beoltott minta még a 4. héten tortént mintavételnél is
meghaladta a 8,5x107 T€E/y értéket.
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Lencse mintak sejtkoncentracidjanak valtozasa a
tarolasi kisérlet alatt
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A lencse mintakban jelenlévé Lactobacillus élécsiraszam a fermentacios folyamat
végén alacsonyabb volt, mint a sargabors6 mintadkban (9. és 10. abra). A tarolasi kisérlet alatt
a Shirota és LB-H baktériummal beoltott lencse minta Lactobacillus-sejtkoncentracioja a
sargaborsohoz viszonyitva nagyobb mértékben csokkent, a 3. héten mindkét esetben a
Magyar Elelmiszerkonyv eldirisanal alacsonyabb értékeket mértem, a Lactobacillus
plantarum 2142 és a Lactobacillus rhamnosus GG torzsekkel fermentalt lencse mintak

sejtkoncentracidja a 4. hét utan is meghaladta a 10° ™€E/p értéket (18. abra).

r

5.3. A fermentacio és a tarolas hatasanak vizsgalata a fehérjékre

vonatkozoan

A sargaborsoliszt, lencseliszt és azok fermentalt valtozatai esetében vizsgaltam a
fermentdcio hatasat a fehérjékre vonatkozéan. Osszehasonlitottam a hasznélt
tejsavbaktériumokat az alapjan, hogy melyik alkalmazéasaval értem el nagyobb valtozast a

vizsgalt hiivelyesek fehérjeeloszlasaban.
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19. abra: A fermentacié és a tarolas hatasanak nyomonkdovetése a sargaborso fehérjéire
vonatkozoéan SDS-PAGE-val

molekulatomeg standard: 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15, 10 kDa
SB

SBeceo
SBecso-F(2142)
SBecso-F(GG)
SBeceo-F(Shirota)
SBeceo-F(LB-H)
SBeceo-F(2142)-T
SBecso-F(GG)-T
10. SBecso-F(Shirota)-T
11. SBeceo-F(LB-H)-T
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A sargaborsoliszt alapt mintak fehérjemintazatat a 19. abra szemlélteti. Jol lathato, hogy

a kiindulasi minta fehérjeeloszladsa nem valtozott jelentds mértékben a 60 °C-os hékezelés

39



hatasara. A kiilonb6z6 tejsavbaktérium torzsekkel végzett fermentacié azonban jelentds

valtozast idézett eld.

A fehérjek eloszlasdban nem tapasztaltam valtozast, inkabb a savok intenzitdsdban
figyelhet6 meg nagymértékii csokkenés. A kiilonbozé tejsavbaktériumok fehérjebontd

képességérol az abra alapjan elmondhatd, hogy hasonl6 hatassal birtak a fehérjeeloszlésra.

A 4 hétig tarolt sargaborsoliszt alapti fermentalt mintdknak is megvizsgaltam a tarolas
hatasara bekovetkezd fehérjeeloszlasban esetlegesen megjelend valtozasokat. Az abran
megfigyelhetd, hogy a 15 kDa tartomdny alatt 1évd intenziv fehérjesavok lebomlottak a

tarolas soran. Itt valdsziniisithetd, hogy a tejsavas fermentacid tovabb folytatodott.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8 9. 10. 11

20. 4bra: A fermentacio €s a tarolds hatasdnak nyomonkdvetése a lencse fehérjéire

vonatkozdan SDS-PAGE-val
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molekulatomeg standard: 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15, 10 kDa
L

Leceo
Leceo-F(2142)
Leceo-F(GG)
L-ceo-F(Shirota)
Leceo-F(LB-H)
Leceo-F(2142)-T
Leceo-F(GG)-T
10. Lecso-F(Shirota)-T
11. Leceo-F(LB-H)-T
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A lencse esetében (20. adbra) a sargaborsohoz hasonlo eredmények figyelhetdk meg. A
hékezelés nem eredményezett valtozast a minta fehérjeeloszlasdban. A fermentacio hatdsara
minden baktériumtdrzs esetén a sdvok halvanyulasa figyelhetd meg, a torzsek fehérjebonto

képessége kozott a gél alapjan nincs lathato kiilonbség.

A sargaborsoliszt alapt mintakhoz hasonléan itt is megvizsgaltam a 4 hetes tarolas
jelentdségét a fehérjek eloszlasara. A 15 kDa tartomany alatt lathato intenziv fehérjesdvok
ebben az esetben is elkezdtek lebomlani a tejsavbaktériumok hatasara. Az abra alapjan az is
elmondhato, hogy a Lactobacillus rhamnosus GG baktériumtdrzs volt a legkevésbé

hatékony az inhibitorok mindségi csokkentésének szempontjabol.

Megvizsgaltam nativ PAGE technikdval a sargaborsoban és lencsében eléfordulo
tripszin-inhibitorokat. A vizsgalatot a sz6jaban megtalalhato Kunitz-féle tripszin-inhibitorral

szemben néztem.
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21. abra: A fermentacio és a tarolas hatasanak vizsgalata
nativ PAGE-val a sargaborso fehérjéire (A) €és annak tripszin-inhibitor fehérjéire (B)

vonatkozoan negativ festéssel végzett nativ PAGE-val

0
SB
SBec6o
0
SBecso-F(2142)
SBecso-F(GG)
SBeceo-F(Shirota)
SBeceo-F(LB-H)
SBeceo-F(2142)-T
. SBeceo-F(GG)-T
. SBeceo-F(Shirota)-T
. SBeceo-F(LB-H)-T
.0
14. KTI
15.0
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A 21. abran jol lathato, hogy a kiindulasi és a hdkezelt sdrgaborsd mintdkban tobb savban
is megfigyelhetd tripszin-inhibitor tipusu fehérje. A fermentalt mintdknal mar kevesebb
tripszin-inhibitorként megfestett savot detektaltam. Valdszintisithet6, hogy a fermentacio

soran ezek a fehérjék elvesztették tripszin-inhibitor-aktivitasukat, vagy lebomlottak. A
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Lactobacillus casei Shirota és Lactobacillus plantarum 2142 torzsek esetében csokkent a
leginkabb a festett savok mennyisége. A tarolas soran mar nem jelentek meg tripszin-

inhibitor-tipusu fehérjék.

Mmgﬂ—
"

12 3 456 789101112131415 12 3 456 7 8 9101112131415
22. 4bra: A fermentacio és a tarolas hatasanak vizsgélata
nativ PAGE-val a lencse fehérjéire (A) és annak tripszin-inhibitor fehérjéire (B)

vonatkozoan negativ festéssel végzett nativ PAGE-val

1. 0

2. L

3. Leceo

4. 0

5. Lecso-F(2142)
6. Leceo-F(GG)

7. Lecso-F(Shirota)
8. Lecso-F(LB-H)
9. Leceo-F(2142)-T
10. Locgo-F(GG)-T
11. Leceo-F(Shirota)-T
12. Leceo-F(LB-H)-T
13.0

14. KTI

15.0

A 22. 4bra alapjan a lencsérdl is elmondhato, hogy a kiindulasi és a hékezelt mintakban

is megfigyelhetd tripszin-inhibitor tipusu fehérje, a fermentacido soran ezek mindségi
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csokkenése volt tapasztalhato. A Tl-tipusu fehérjék a sargaborsoval ellentétben a taroléas utan
is jelen vannak. A Lactobacillus rhamnosus GG torzs hatasara csokkent a legkevésbé a
festett savok mennyisége, a tobbi baktériumtorzs hasonld mértékben bontotta le a lencsében

talalhat¢ tripszin-inhibitor fehérjéket.
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6. Osszefoglalas

Az alternativ taplalkozasi irdnyzatok és az egészséges €letmdd iranti igény egyre
szélesebb korben vald elterjedésével fokozatosan nagyobb figyelmet kap a funkcionalis
¢lelmiszerek fejlesztése. Ezen €lelmiszercsoport fontos képviseldi a tejsavasan fermentalt,

probiotikus termékek.

A hiivelyesek fehérjéi konnyen komplettalhatok, magas beltartalmi értékeik és
epidemiologiai vizsgalatokkal igazolt pozitiv egészségiigyi hatdsaik miatt eldszeretettel
alkalmazzak Oket novényi alapu étrendekben. Emellett azonban megtalalhatéak benniik
olyan antinutritiv komponensek is, amelyek negativ iranyba befolyasoljak a fehérjék

emészthetdségét, igy a szervezet nem tudja hasznositani az értékes tapanyagokat.

Szakdolgozatomban lencse (Lens culinaris Medik) és sargaborso (Pisum sativum L.)
GG, Lactobacillus casei Shirota és Lactobacillus plantarum LB-Harvest baktériumtorzsek
alkalmazasaval az emészthet6ség javitisa és a kiillonboz6 antinutritiv vegyiiletek

jelenlétének csokkentésének érdekében.

A 120 oras fermentacids folyamat és az azt kovetd 4 hetes tarolasi kisérlet soran a
mintdk kémhatasanak, oldott szdrazanyagtartalmanak, titralhat6 savtartalmanak és az él6
mintdkat liofilizaltam és gélelektroforézissel megvizsgéltam, hogy milyen hatassal volt a

Kunitz-féle tripszin-inhibitor jelenlétére a tejsavas erjesztés.

Eredményeim alapjan megallapithato, hogy mind a négy tesztmikroorganizmusként
alkalmazott Lactobacillus torzs alkalmas lencse és sargaborso tejsavas fermentalasara
szobahdmérsékleten. A fermentalt mintak kémhatésa a tarolési kisérlet végén is megfelelden
savas (pH < 4,5) maradt, igy kijelenthetd, hogy mikrobioldgiai szempontbol biztonsagosak,
tovabba a Lactobacillus plantarum 2142 és LB-Harvest, Lactobacillus rhamnosus GG
torzsekkel beoltott sargaborsd, valamint a Lactobacillus plantarum 2142, Lactobacillus
rhamnosus GG torzsekkel beoltott lencse mintak esetében az ¢l6sejtszam a 4 hetes tarolast
kovetden is a meghaladta a Magyar Elelmiszerkonyv altal probiotikus termékekre elirt 10°

TKE/ | koncentraciot.
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nyomtatasat engedélyezem.

Tudomdsul veszem, hogy az 4ltalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotés
felhasznéldsara, hasznositasara a Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem mindenkori

szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus véaltozata feltdltésre keriil a Magyar
Agrar- és Elettudomanyi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe.

Kelt: Budapest, 2022. oktober 28.
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KONZULTACIOS
NYILATKOZAT

Magdcsi Emese (hallgatdo Neptun azonositéja: DTU025) konzulenseként nyilatkozom arrdl,
hogy a szakdolgozatot attekintettem, a hallgatot az irodalmi forrasok korrekt kezelésének
kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A szakdolgozatot a zarévizsgan torténd védésre javaslom / nem javaslom.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen ne

Kelt: Budapest, 2022. oktober 28.
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Dr. Hegyi Ferenc
Bels6 konzulens



