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1 Bevezetés

Az embereket mar évezredek ota foglalkoztatja a megtermelt ¢lelmiszerek
eltarthatosdganak novelése. Az egyik leghosszabb multra visszatekintd tartositasi eljaras a
savanyitas, ami a nyersanyag eltarthatosaga mellett a termék érzékszervi tulajdonsagait is
befolyasolja, igy az élelmiszerek 0j csoportjat alkotva. A fermentélt termékek szamos
nemzet gasztronémidjaban megjelenik, fogyasztasuk a nemzeti konyhdk szerves részét
képezi.

A tartositasi eljarasok fejlodése lehetdvé tette, hogy az élelmiszerek hosszabb ideig
eltarthatoak egyre kisebb fizikai és kémiai elvaltozasok mellett, ennek ellenére a fermentalt
termékekre tovabbra is van igény. Az érzékszervi jellemzd6i mellett az élettani hatdsai miatt

is kedvelt élelmiszerek a fermentalt termékek.

A fizikai és kémiai tartdsitasi eljarasok emberi egészségre gyakorolt hatdsaival szembeni
aggalyok mellett a funkcionalis élelmiszerek térnyerése is a bioldgiai tartositdsok felé
terelik a fogyasztok figyelmét. A fermentalashoz leggyakrabban alkalmazott baktériumok
kedvezd hatdssal vannak az emésztésre, részt vesznek az egészséges mikroflora
kialakitasaban, a termékben taldlhatd anyagcseretermékek pedig kedvezd élettani hatéssal

lehetnek.

A fermentalasi eljardsokat kezdetekben tapasztalati uton, megfigyelések alapjan
fejlesztették, a mikrobiologia tudomanyanak fejlddése 0j perspektivaba helyezte. A
spontan erjesztés jelentdségét atvette az irdnyitott erjesztés, ezzel ndvelve a fermentalt
termékek biztonsagat, érzékszervi jellemzdit ¢és a fermentacido hatékonysagat. A
megnodvekedett mennyiségek ¢és a koltséghatékonysag novelése érdekében fontos szerepet
kapott a gyartds soran felhasznalt anyagok ¢és technoldgidk optimalizalasa, ehhez
elengedhetetlen a fermentacidhoz hasznalt baktériumok metabolizmusénak vizsgalata,

megeértése.



2 Célkitlizes

Szakdolgozatom céljaul tiztem ki, hogy megvizsgaljam a tejsavbaktériumok néhany
gyakori szénhidratra torténd reakciojat; az anyagcserefolyamataik végtermékeit

megnevezni és szamszertiisiteni.
2.1 Tejsavbaktériumtorzsek szaporodasi jellemzdinek meghatarozasa

A szakdolgozatom soran a kiilonb6zé szénhidratforrasok hatdsara bekovetkezo
valtozasokat vizsgaltam a baktériumtorzsek szaporodasdban. Célom az volt, hogy a
tejsavbaktériumtorzseket rangsoroljam a szaporodasuk alapjan, majd eldzetes

kovetkeztetést levonni a szénhidrathasznositasukra vonatkozdan.
2.2 Tejsavtermelés mértékének meghatarozasa

A mérések soran célnak tliztem ki, hogy kiilonboz6 tejsavbaktériumok D-tejsav
termelésének mennyiségét meghatdrozzam, dsszehasonlitsam egymassal, és a szaporodasi

jellemzok alapjan tett el6zetes megéllapitassal.
2.3 Fermentacio soran termelt szerves savak azonositasa ¢s mennyiségi meghatarozasa

Méréseim célja, hogy a vizsgalt torzsek metabolizmusanak eredményeként kialakult
szervessav-profiljat jellemezzem mindségi ¢és mennyiségi adatokkal, a mintakat

Osszehasonlitsam egymassal.



3 Irodalmi attekintés
3.1 Tejsavbaktériumok fellelhetdsége

A tejsavbaktériumok a természetben széles korben és nagy valtozatossaggal taldlhatoak
meg, rendszeresen fedeznek fel Gjabb fajokat a nemzetségen beliil (Pot, Tsakalidou, 2009).
A talajban szamos olyan baktérium mutathatd ki, amelyek biokémiai és genetikai

jellemzdik alapjan a Lactobacillus nemzetséghez soroltak be (Se-Kwon et. al. 2012).

A talajban taldlhato tejsavbaktériumok részt vesznek a szerves anyagok lebontasaban, igy
fontos szerepet jatszanak a komposztalas folyamatdban is. T. Higa és S. Kinjo (1989)
kisérletiikben egy komplex, de foként Lactobacillus torzseket tartalmazo talajjavitd oldatot
adagoltak szerves anyaggal kevert talajmintdkhoz. A talajjavité adagolasa jelentOsen
novelte a talaj humusztartalmat, ¢és javitotta a talajmintdkon termesztett ndévények
fejlodését is.

A magok csirdzasi képességét a tejsavbaktériumok altal termelt végtermékek pozitivan
befolyasoljak. A hajtas és a gyokérzet kialakuldsat nagy meértékben gyorsitja, akar 30%-kal
nagyobb méretli f6- és mellékgyokérzet alakulhat ki a Lactobacillus plantarum torzzsel

parositott paradicsommagok ndvekedése soran (Limanska et. al, 2013)

Az emberi emésztdszervrendszerben szamos baktérium mellett az egészséges mikroflora
része a legfoképpen vastagbélben €16 Lactobacillus torzsek. Ezek a baktériumok
csokkentik a pH-t, védekeznek a betegségeket okozd egyéb baktériumok ellen és
enzimekkel segitik az emésztést, probiotikumként élnek az emberi szervezetben. A
Bifidobacterium mellett a Lactobacillus nemzetség tagjai teszik ki a probiotikumok

jelentds hanyadat (Fuller, 1992).

A probiotikumok olyan ¢l6 mikroorganizmusok, melyek megfelel6 mennyiségii
¢lelmiszerrel torténd bevitele egészségligyi elonyokhoz juttatja a gazdatestet. Az allati
takarmanyokban hasznalt probiotikus torzsek szintén egészségiigyileg javithatja az allatok

allapotat (Internet 1.)

Ahogy az emberi emésztdszervrendszerben, Ugy szdmos mas allat szervezetében is
talalhatunk tejsavtermeld baktériumokat, melyek szintén probiotikus hatdssal birnak. Pham
¢s munkatarsai (2003) azt az Osszefliggést talaltdk, hogy a foként Lactobacillus torzseket

tartalmazé probiotikum készitmény adagoldsadval a csirkék takarményozasdban 10,7%
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stlygyarapodast eredményezett a probiotikummal nem modositott takarméanyozasu
egyedek sulynovekedésével szemben. Az egészséges mikroflora jelentésen gyorsabb
novekedést segit eld, ami az allattenyésztés szamara kiemelten fontos jelentdséggel bird

baktériumma teszi a Lactobacillus nemzetség tagjait.

A Lactobacillus nemzetségben tobbnyire Gram + baktériumok vannak, de az utdbbi
¢évtizedekben jelentek meg olyan kutatdsi eredmények, melyek Gram- tejsavbaktériumokat
irnak le. Az anyagcserefolyamataik valtozatosak, katalaz és peroxidaz negativok,
aerotoleransak, anaerob fermentacid soran tejsavat termelnek. Nem rendelkeznek teljes
citromsav korrel, elsddlegesen homo- ¢és heterofermentetativ.. médon bontanak le

szénhidratokat (Hyaekang et al, 2020).
3.2 Tejsavbaktériumok felhaszndldsa az ¢lelmiszeriparban

Tejsavbaktériumokkal — torténd  erjesztés egy régota hasznalt tartdsitdsi  €s
¢lelmiszerkészitési eljaras. Szamos, hazankban is népszert €lelmiszer eldallitdsaban fontos
résztvevd baktérium, megjelennek a sajtok és egyéb savanyitott tejtermékek, kovasz,

fermentalt zoldségek és bizonyos hustermékek gyartasaban.

A tejsavbaktériumok a gyors pH csokkentés mellett potencialisan termelnek antimikrobas
hatast anyagokat, melyek gatoljdk a megbetegedéseket és romlast okozo baktériumokat,
mint a Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Brochothrox thermosphacta,
Enterococcus faecalis vagy akar a Clostridium sporogenes szaporodasat (Brink, et al.,
1994). A tejsavbaktériumok antifungdlis hatdsa ¢érinti a leggyakoribb gombas
szennyezddések mikrobait, mint az Aspergillus, Penicillium, Fusarium és a Cladosporium
nemzetségek tagjait, melyeket a tejsavbaktériumok hatékonyan gatolnak. A
hatdsmechanizmus egyrészt a tapanyagokért folytatott versengésen, masrészt az
antagonista hatdsu metabolitok termelésén alapszik. A nagy mennyiségli tejsav termelése
mellett rengeteg szerves savat termelnek, melyek a tobbi mikrobara gatlo hatassal van. A
hangyasav ¢és a fenil-tejsav a kisebb mennyiség ellenére nagyobb antifungalis hatassal bir,

mint a tejsav (Russo et al, 2017).

A szamos romlast okozo baktériumok mellett a tejsavbaktériumok féken tartasa is
szempont lehet. A kolbaszokbdl izolalt tejsavbaktériumok jol alkalmazkodtak a
kornyezetiikhdz, emiatt a tobbi tejsavbaktériumtorzzsel szemben gatld hatastiak, ugyanis a
kompetitiv hatasuk révén hatraltatja mas tejsavtermeld baktériumok szaporodasat (Ammor

et al, 2006)



A jelenlegi élelmiszeripari trendek koziil a funkcionalis ¢lelmiszerek mindenképpen fontos
szerepet kapnak. Szamos tejsavbaktérium bir probiotikus hatassal, egyik leggyakoribb
termék, mely a Lactobacillusok ezen jellemz6it hasznélja fel a probiotikus joghurt, kefir, és
a kiilonboz6 sajtok, melyekhez starterkultiraként adjdk hozza a probiotikus baktériumokat

(Tamim et al., 2005).

A starterkulturdk olyan mikroorganizmusok, melyeket a nyersanyaghoz adagolnak, és az
anyagcserefolyamataik révén hozzdjarulnak a kivant végeredmény eléréséhez. A
leggyakoribb starterkulturak koz¢ tartoznak a tejsavbaktériumok, amik a gyors pH
mellett befolyédsoljak az izt, az allomanyt a proteinek, zsirok és egyéb alkotdelemek
lebontdsaval. A Lactobacillus torzseket tartalmazo starterkultirak hasznalata a sajtérést
gyorsitja, csokkenti az oxidacids folyamatokat (Kasimoglu et al, 2004). A kiilonb6z6
starterkultirdk a  probiotikus és  gyartastechnoldgiai = szempontok mellett az
aromakomponensek termelésével is részt vesznek a termék végsé tulajdonsagainak

kialakitasaban (Beshkova et al, 2003).

A fermentalt tejtermékek Osszetételi ¢€s miveleti tényezdi befolyasoljak a
tejsavbaktériumok illékony szerves vegyiilet termelését. Xiloz jelenlétében a Lactobacillus
pentosus tO0rzs nagy mennyiségli etanolt, 2,3-butdndiont ¢és ecetsavat termel, amik a

szokasosnal eltérd savanyu és vajas izt kdlcsonoz a joghurtoknak (Pan et al, 2014).

A Lactobacillus nemzetségen belill talalhatunk olyan fajokat, melyeket elOszeretettel
alkalmaznak a fermentalt hustermékek készitése sordn. A fermentalt huastermékek
eltarthatosdga hosszabb a nem fermentalt termékekhez viszonyitva, ebben szintén a

kiilonboz6 bakteriocinek és a pH csokkenése jatszik nagy szerepet (Kumari et al., 2015).

A tejsavbaktériumokat a kovasz elkészitéséhez is eldszeretettel alkalmazzak, ugyanis nagy
spektrumban képesek gatolni penészek szaporodasat is. A kiilonb6zé szerves savak
egymassal szinergidban vannak a kiilonb6z0 penészgombak gatldsaban. Az ecetsav,
kapronsav, hangyasav, vajsav és n-valeridnsav keveréke jelentds antifungalis hatassal bir,
ezek koziil a kapronsav bir a legnagyobb befolyassal. A megfeleld tejsavbaktériumtorzs
kivalasztasa kiemelt jelentoségii, ugyanis ezeket a szerves savakat a kiilonbozd torzsek

eltér6 mennyiségben €s aranyban termelik (Corsetti et al, 1998)

Bakteriocin termelés fiigg a koriilményektdl és a torzsek jellemzo6itdl is. A L. acidophilus
az alacsonyabb szaporodas ellenére tobb bakteriocin anyagot termel MRS taplevesben,
mint a L. casei, tejben viszont a tej eredetli tejsavbaktérium termel nagyobb mennyiségii
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bakteriocin anyagot. Bizonyos tejsavbaktériumok nem is képesek tejben fejlodni, az
emésztOrendszerben €16 baktériumok egy része nem tud alkalmazkodni a tejben talalhato
nyersanyagokhoz. Annak ellenére, hogy nagyobb mennyiségben termelnek bakteriocin
anyagokat a tejsavbaktériumok az MRS taplevesben, a tejben termelt bakteriocinek
tartosabbak, ez arra enged kovetkeztetni, hogy a fermentdcid soran termelt anyagok

valdsziniileg fogyasztaskor is jelen lehetnek (Avonts et al, 2004).
3.3 Tejsavbaktériumok szénhidrathasznositasa

3.3.1 Monoszacharidok lebontésa a tejsavbaktériumokban — gliik6z, galakt6z

A tejsavbaktériumok élelmiszeripari felhasznalasuk szempontjabol a legfontosabbak a
glikoz ¢és galaktdz hasznositdsa. A sejtmembranon keresztil mindkettd szénhidrat
elsddlegesen PEP-PTS rendszeren, illetve permeazok segitségével jut at (1. abra). A két
rendszer jelentdsége fajonként eltéré lehet, de a homofermentativ torzsek tulnyomo
hanyada a PEP/PTS rendszert, mig a hetereformentativ fajok jellemzden a permeaz
rendszert alkalmazzak. A permeazokon keresztiil a sejtbe jutott szénhidratok eredeti
formaban maradnak, ezzel szemben a PEP-PTS rendszer forszforizalja a szénhidratokat

transzport sordn (Zhao & Génzle, 2018).

5 Gliikoz Gliikoz Galaktoz ~ Galaktéz

Extracellularis
t

6LC 6Le GAL ,
PERMEAZ . Sejtmembran

glucUU1U2

Glik6z —— Glikoz-6-P Galaktéz=— Galaktoz-6-P

/N

Foszfoketolaz EMP Leloir  Tagat6z-6-Foszfat
utvonal utvonal utvonal utvonal

l l |

Intracellularis
tér

1. abra: Gliikoz és galaktoz felvétele és lebontasa a tejsavbaktériumokban. Kék szindi, dolt
betlikkel az adott transzportrendszert kodold gén, sarga keretben az egyes anyagcsereutvonalak

neve szerepel (Pazmandi, 2020).

Homofermentativ erjedés sordn a gliikdzt a tejsavbaktériumok glikolizis (EMP utvonal)

utjan bontjak, heterofermentativ lebontds a foszfoketoldz utvonalon torténik (1. dbra). A



foszfoketolaz utvonal energiakihozatal szempontjabol nem kedvezd, ennek javitisara az
acetil-foszfatot alternativ  elektron-akceptor segitségével ecetsavva alakitjdk a

tejsavbaktériumok (Génzle, 2015).

A galakt6z metabolizmusa a Leloir illetve a tagatdz-6-foszfat itvonalon térténhet (1. abra).
Mindketté anyagcserefolyamat soran a galaktozt gliikoz-6-forszfatta és tridz-fosztatokka

alakitja, majd ezek a glikolizisben keriilnek lebontéasra (Iskandar et al, 2019).

3.3.2 Diszacharidok — laktoz, maltoz

A laktoz szintén a PEP-PTS illetve a permeaz rendszeren keresztiil juthat be a sejtbe, majd
a P-galaktozidaz enzim felbontja glilkdézra és galaktézra, melyek a 3.3.1. részben

ismertetett modon keriilnek lebontasra (2. abra) (Iskandar et al, 2019).

Laktoz, Laktoz,

Lk DP2-3 DP2-3 Galaktoz LBkke

tér

Extracellularis

LAC LAC -

» galP . lacS lacEF
&
> . ¢
3 e Laktoz Laktéz Laktéz Laktoz-6-P
£ B-ga P-B-gal
k= lacZ lacG
lacLM lacLM IacLM
/ \ lacA / \ lacA / \ / \

Glikéz Galaktéz Glikéz Galaktoz Glikéz  Galaktoz Galaktoz-6-P  Glikoz

2. abra: Laktoz és DP2-DP3 GOS felvétel, és lebontas tejsavbaktériumokban. Kék szinti, dolt

betlikkel az adott transzportrendszert vagy enzimet kddolo gén neve szerepel (Pazmandi, 2020)

A tejsavbaktériumok a maltézt ABC transzporterekkel szallitjak az intracellularis térbe,
majd maltoz-foszforilaz enzim hasitja, és képez beldle gliikkoz-1-foszfatot és gliikozt, majd
a B-foszfo-glikomutdz enzim alakitja gliikkoz-6-foszfatta, ami pedig mar részt tud venni a

glikolizisben (3. dbra) (Monedero et al, 2008).
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3. abra: maltoz felvétel és lebontas a Lactobacillus casei BL23 torzsben. A maltdz-operonban
(MalEGFK;) kédolt ABC transzporter juttatja a maltozt az intracellularis térbe. Az induktor
kizaras modell alapjan a P-Ser-HPr gatolja az ABC transzporter mikodését, ezaltal blokkolva a

maltoz transzportot. (Monedero et al, 2008).

3.4 Alternativ anyagcserefolyamatok

Bar a tejsavbaktériumokat jellemzden aerotolerans anaerob baktériumokként jellemezziik,
bizonyos kutatdsok ramutatnak, hogy képesek aerob metabolizmusra. A 1€gzéshez sziikség
van hemre, bizonyos torzsek szdmara pedig manequinon jelenlétére. A 1égzés segiti a
kofaktorok ujraképzddését, illetve a homofermentativ metabolizmust eltolja az ecetsav és
az acetoinképzés iranyaba (4. abra). Aerob fermentécio lehetové teszi alternativ kofaktorok

keletkezését, viszont ebben az esetben is a tejsav marad a 6 végtermék (Génzle, 2015).

Korlatozott gliikkoz mellett a homo- és heterofermentativ térzsek is képesek alternativ
utvonalakon lebontatni a piruvatot, abbol ecetsavat, hangyasavat, acetoint, és 2,3-

butandiolt szintetizalni (Génzle, 2015).



Ecetsav Alanin
CO, [
AcetilfP \
Piruvat * Tejsav
Hangyasay Acetil-koA  CO, Acetolaktat % - Diacetil
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Etanol Ecetsav 2,3-Butandiol

4. abra: Tejsavbaktériumok alternativ metabolikus utvonalain piruvatbdl potencilisan keletkez6

anyagcseretermékek (Pazmandi, 2020)

A tejsavbaktériumok ugyan nem rendelkeznek teljes citromsavkorrel, citromsavat képesek
termelni. Szdmos Lactobacillus torzs esetében jelen van a citrat-szintetaz enzim, mellyel
képesek citromsav termelésére, de tobb masik, Szentgyorgyi-Krebs-ciklusban megjelend
enzim hidnyzik a tejsavbaktériumokbol (Morishita & Yajima, 1994). A citromsavat a
tejsavbaktériumok képesek tovabb bontani szamos mas szerves savva, illetve etanolla és
acetoinna. A citrat lebontasa segit a pH homeosztdzisban és a kofaktorok regeneralasaban

(5. abra) (Génzle, 2015).

Citromsav
* Ecetsav
Diacetil
Oxalacetat Co, - CO,
- Alfa-Acetolaktat
Almasav Piruvat " Acetoin
. Hangyasav
. i " Acetil-KoA
Fumarsav Tejsav
N Acetaldehid Acetil-P
Borostyankdsav

Etanol Ecetsav

5. abra: tejsavbaktériumok citromsav-hasznositasa soran potencialisan keletkezd

anyagcseretermékek (Pazmandi, 2020).



3.5 Tejsavbaktériumok szervessavtermelése

Bar a legtobb esetben a homofermentativ erjesztés a jellemzd anyagcserefolyam a
tejsavbaktériumok esetében, szdmos szerves savat kis mértékben termelnek a
tejsavbaktériumok. Ecetsavat nem csak a citrdt metabolizmushoz kotve szintetizélnak,
hanem egyéb lebontasi folyamatok is jelen vannak, melyek piruvatbol eredményeznek
ecetsav végterméket (Torino et al, 2001). A tejsavbaktérium fajtol és a tapleves
mindségétdl fliggden termelhetnek tejsav mellett ecet-, hangya, citrom-, borostyanko-,

glutamin- €s vajsavat (Zalan et al., 2009).

A tejsavbaktériumok szerves savakat is képesek atalakitani mas savakka: tobb torzs
esetében tapasztalhatd, hogy a citrom-, alma- és fumarsavbol képes borostyankdsavat
termelni. A folyamathoz diammonium-citrat prekurzorra van sziikség, ami a
tejsavbaktériumok vizsgalata soran gyakori MRS taplevesben megtalalhat6 (Kaneuchi et

al., 1988).

Bizonyos tejsavbaktériumok képesek anoxikus koriilmények kozott a tejsavat ecetsavva €s
1,2-propandiolla alakitani kiilsé elektron akceptor nélkiill. A lebontdsi utvonal
végeredményeként 1 mol tejsavbol 0,5 mol ecetsav, 0,5 mol 1,2-propandiol és kis mértékii
etil-alkohol keletkezik. Ez a fajta anyagcsere-folyamat savas kozegben jon létre és nem

teszi lehet6vé a sejtgyarapodast (Elferink et al., 2001).

A tejsavbaktériumok szervessav termelése antagonista hatdssal bir szdmos romlast okozo
penészgombaval szemben. Az ecet-, hangya-, hexan-, propion-, vaj- és valeriansav egymas
hatasat erdsitve gatolja a Penicillium, Aspergillus, Fusarium ¢és Monilia penészek

szaporodasat (Corsetti et al., 1998).
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4 Anyagok ¢és modszerek
4.1 Felhasznalt anyagok
4.1.1 Alkalmazott tejsavbaktérium térzsek

A szakdolgozat készitéséhez harom tejsavbaktérium torzset vizsgaltam (1. tablazat). Az
alkalmazott baktériumtorzsek kiilonbozd sejtgytijteményekbdl szarmaznak. A torzsek -80

°C-on, 20%-os glicerin oldatban voltak tarolva a mérések megkezdése elott.

1. tablazat. Az alkalmazott tejsavbaktériumtorzsek listaja, szarmazasa €s a szakdolgozatban

alkalmazott roviditésiik

Tejsavbaktérium torzs Forras Rovidités
Lactobacillus  delbrueckii | Institute of Dairy | L.d. B397
ssp. bulgaricus B397 Microbiology, Agricultural

Faculty, = University  of

Perugia
Lactobacillus plantarum | Institute of Dairy | L.pl. 2108
2108 Microbiology, Agricultural

Faculty, = University  of

Perugia

Lactobacillus  sakei DSM | DSMZ (German Collection | L.s. DSM
20017 of Microorganisms and Cell
Cultures)

4.1.2  Téapleves elkészitése, sszetétele

A vizsgalt torzseket modositott MRS téplevesben tenyésztettem. Az MRS tapleves

crer

mérésekhez gliikoz, galaktoéz, laktdoz és maltdéz szénhidratforrassal készitettem négy

taplevest.
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2. tdblazat: az MRS tapleves Osszetétele

Pepton 25,75 g/l
Szénhidrat 20 g/l
Na-acetat 3 g/l

Diammonium citrat | 1 g/l

Mg-szulfat 0,2 g/l

Mn-szulfat 0,05 g/1

A tapleves elkészitéséhez a peptonbdl, a sokbol és a szénhidratforrasokbdl eldszor tiszta
oldatot készitettiink (3. tablazat), ezt kovetden az oldatok keverésével és higitasaval

készitettiik el a tapleveseket.

3. tablazat: tapleves elkészitéséhez hasznalt oldatok dsszetétele

Peptonviz 51,5 g/l pepton
Szénhidrat 100 g/1 szénhidrat
Soéoldat 15 g/l Na-acetat

5 g/l Diammonium citrat
1 g/l Mg-szulfat

0,25 g/l Mn-szulfat

A mérésekhez kiilonboz6 szénhidratokkal 150-150 ml taplevest készitettiink, amelyekbe 75
ml peptonvizet, 30 ml szénhidrat oldatot, 30 ml so6oldatot kevertiink 6ssze, majd 15 ml

desztillalt vizet adtunk hozza.

4.2  Sejttenyésztés

A kisérleteket megel6zden a torzseket MRS taplevesben 30 °C-on 2.5 L Oxoid AnaeroJars
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, US) anaerob jarban inkubaltam, abbdl a

célbol, hogy a mérési sorozathoz egy friss sejttenyészet alljon rendelkezésemre.

A kisérletek soran a tenyésztés 30 °C-on 2.5 L Oxoid AnaeroJars (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, US) anaerob iivegben tortént. Az anaerob koriilményeket

gyertyalanggal teremtettiik eld.
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A kezdetben haszndlt tenyészeteket tizszeresére higitottuk, hogy az optikai denzitasa

varhatéan 0-0,2 érték kozé essen. A torzsoldatokat ugy készitettiik el, hogy a torzsoldat

cre

kalibracids gorbét alkalmaztuk. A torzsoldatbol 6tszords higitassal készitettiik a mintékat.

ODy, - sejtkoncentracio kalibracids gorbe

1,20E+08 y = 1E+08x - 2E+06
1,00E+08 R*=0,9476

8,00E+07
6,00E+07
4,00E+07
2,00E+07
0,00E+00
-2,00E+07

Sejtkoncentracié (sejt/ml)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Optikai denzitas

6. abra: Lactobacillus torzsek sejtkoncentracidjanak meghatarozasdhoz alkalmazott

sejtkoncentracio-ODego kalibracio

4.3 Szaporodasi jellemz6k meghatarozasa

szaporodasvizsgalathoz a tenyészetek optikai denzitasat mértem 600 nm-en, melyhez

Specord 200 Plus (analytik Jena AG, Jena, Germany) spektrofotométert alkalmaztam. A

crer

crer

abran lathato.
4.4  pH mérése

A szaporodas soran tapasztalhatdo fermentacios folyamat alatti pH valtozasdnak mérését
OrionStar All1 tipusat ROSS pH/ATC elektroddal kiegészitett pH mérével (Thermo
Fischer Scientific Inc., Waltham, MA, US) végeztem.
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4.5 D-tejsav mérése

A baktériumtorzsek altal a tenyésztés alatt termelt D-tejsavat a Megazyme (Bray, [rorszag)
enzimes D-lactic Acid Kit-jével mértem. Az enzimes reakcid végtermékeinek
kvantifikalasa spektrofotometridsan tortént, a mérést 340 nm-en, MultiScan Ascent (agilent
Technologies Inc, Santa Clara, CA, US) spektrofotométerrel végeztem. A kapott
eredményeket Pazmandi (2020) ugyanezen enzimes kit D-laktat sztenderdjével készitett

kalibracidja alapjan szamitott ki (7. dbra).

0.7
06

05
o ) -

- %y =00344x

5‘04 R? = (9944

S 03

0.2

0.1 .
\ o
0

0 5 10 15 20
D-tejsav, ug/mL

7. abra: Tejsavbaktérium torzsek D-laktat termelésének vizsgalata soran alkalmazott D-laktat-

OD349 kalibracié (Pazmandi, 2020)

4.6 HPLC analizis

A HPLC rendszer, amit a mérésekhez alkalmaztam, egy SCM1000 gaztalanité egységbdl,
egy P200 gradiens pumpabdl és egy AS100 fiitott automata mintavevobdl (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA) és egy R-101 refrakcids index detektorbol (Showa Denko
Europe GmbH (Munich, Germany) allt 6ssze. A mérési adatok rogzitése és a csucs alatti
teriiletek integracidja az N2000 Chromatography Data System és N2000 Photographic
Data Workstation programokkal (Science Technology, Inc., Hangzhou, Kina) tortént. A
méréshez egy véddoszloppal parositott Rezex ROA Organic Acid 8% H+ 300x7,8 mm
oszlopot (Phenomenex, Torrance, CA) hasznaltam. A mérést 60 °C-on végeztem, 0,4
ml/min aramlasi sebességli 0,005 N kénsav mobil fazissal. A szerves savak azonositasat és

kvantifikalasat egy eldre elkészitett kalibracio segitségével végeztem (Pazmandi, 2020).
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5  Meérési eredmények

5.1 Tejsavbaktériumok szaporodasi jellemz6i

Lactobacillus torzsek szaporodasa a tenyésztési
1d6 fliggvényében gliikoz szénhidratforras mellett
__4,0E+07
=
= 3,0E+07
2
3 2,0E+07
£
‘g 1,0E+07
Q
S 0,0E+00
= 0 24 48
i Tenyésztési id6 (ora)
—1.d. B397 L.s. DSM L.pl. 2108

8. abra: Lactobacillus torzsek szaporodasa a tenyésztési id6 fliggvényében gliikoz szénhidratforras

mellett

A vizsgélt Lactobacillus torzsek gliikdz szénhidratforassal készitett tdplevesben mérhetd

sejtszamgyarapodésat a 8. dbra mutatja.

A vizsgalt Lactobacillus torzsek az inkubalés els6 24 drajaban szaporodtak leggyorsabban

gliikéz szénhidratforras mellett. 24 6rat kovetden a szaporodasuk jelentdsen lelassult.

A leggyorsabb novekedést és a legmagasabb sejtkoncentraciot a L.d. B397 torzs érte el,
viszont a masodik 24 draban a sejtszdm nem ndvekedett nagy mértékben. Bar a masik két
torzs sejtgyarapodasa lassabb volt, L.pl. 2108 és L.s. DSM torzsek a masodik 24 o6raban is
novelték a sejtkoncentracidjukat, kettejiik koziil is az L.pl. 2108 torzs érte el a magasabb

sejtkoncentraciot.
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Lactobacillus torzsek szaporodasa a tenyésztési
1d6 fiiggvényében laktdz szénhidratforras mellett

4,0E+07

3,0E+07 —

«© 2,0E+07
1,0E+07

0,0E+00
0 24 48

Tenyésztési 1d6 (ora)

Sejtkoncentracié (sejt/ml)

—L.d. B397 L.s. DSM L.pl. 2108

9. abra: Lactobacillus térzsek szaporodasa a tenyésztési id6 fliggvényében laktoz szénhidratforras

mellett

A vizsgalt Lactobacillus torzsek gliikdz szénhidratforassal készitett tdplevesben mérhetd
sejtszamgyarapodasat a 9. abra mutatja. A harom vizsgalt torzs kozil a L.d. B397
szaporodott az els6 24 6raban a leggyorsabban, viszont nem ez a torzs érte el 48 ora alatt a
legmagasabb sejtkoncentracidt. Laktéz szénhidratforras mellett a glilkozhoz hasonléan a
L.d. B397 torzs gyarapodott leggyorsabban az elsd 24 o6raban, majd a sejtkoncentracio
novekedése jelentdsen lelassult. A két masik torzs koziil szintén a L.pl. 2108 torzs ért el
magasabb sejtkoncentraciot, a 48 6rds mintdban magasabb értéket ért el, mint a L.d. B397

torzs.
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Lactobacillus torzsek szaporodasa a tenyésztési
1d6 fiiggvényében galaktdz szénhidratforras
mellett
_ 5,0E+07
E 4,0E+07 7
D 3, 0E+07
o 2,0E+07
€ 1,0E+07
5 0,0E+00
= 0 24 48
] , R
Z Tenyésztési 1d6 (6ra)
=—1.d. B397 =—L.s. DSM L.pl. 2108

10. abra: Lactobacillus torzsek szaporodasa a tenyésztési ido fliggvényében galaktoz

szénhidratforras mellett

A vizsgalt Lactobacillus torzsek gliikdz szénhidratforassal készitett tdplevesben mérhetd
sejtszamgyarapodasat a 10. dbra mutatja. Galakt6z szénhidratforras mellett a L.d. B397
torzs sejtkoncentracidja volt a legalacsonyabb, de igy is magasabb értéken volt, mint a
gliikozzal ¢és laktozzal késziilt mintakban. Az elsé 24 o6rdban a L.s. DSM torzs érte el a
legmagasabb sejtszamot, a 48 6ras mintak koziil viszont a L.pl. 2108 mintaiban mértiik a

legmagasabb sejtkoncentraciot.

Lactobacillus torzsek szaporodasa a tenyésztési
1d6 fliggvényében maltdz szénhidratforras mellett

_1,5E+07
£

‘2 1,0E+07

2

2 5.0E+06

=

8 d
§ 0,0E+00

= 0 24 48
5]

Tenyésztési 1d6 (6ra)

L.d.B397 —L.s.DSM ——L.pl. 2108

11. abra: Lactobacillus torzsek szaporodasa a tenyésztési ido fliggvényében maltoz

szénhidratforras mellett
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A vizsgalt Lactobacillus torzsek gliikéz szénhidratforassal készitett taplevesben mérhetd

sejtszamgyarapodasat a 11. dbra mutatja.

A maltoéz szénhidratforrds mellett a vizsgalt Lactobacillus torzsek valtozatos sebességgel
szaporodtak. Az eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a L.d. B397 torzs tudja
legjobban hasznositani a maltozt a két masik, L.s. DSM és L.pl. 2108 t6rzzsel szemben, de
még igy is alig tobb, mint harmadat érte el a sejtkoncentracidé a galaktozzal készitett

mintakhoz viszonyitva.

L.d. B397 torzs szaporodasa a kiillonb6zo
szénhidratforrasok mellett

4,0E+07

= 3,0E+07
S 2,0E+07
1,0E+07

0,0E+00
0 24 48

Tenyésztési 1d6 (ora)

Sejtkoncentracié (sejt/ml)

Glikoz =Lakt0z =Galaktdz Maltoz

12. abra: L.d. B397 torzs szaporodasa a kiilonb6zd szénhidratforrasok mellett

Az 12. abra alapjén a L.d. B397 sejttenyészet a maltézon kiviil minden szénhidratforrason
megkdzelitdleg ugyanolyan sebességgel szaporodott, viszont a galaktdz szénhidratforrason
érte el a legmagasabb sejtkoncentraciot. Az eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy a L.d. B397 torzs a gliikozt, laktozt és galaktozt ugyanolyan hatékonysaggal képes

lebontani.
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L.s. DSM torzs szaporodasa a tenyésztési 1d6
figgveényeben kiilonb6zo szénhidratforrasok
mellett
__4,0E+07
£ 3,0E+07 —
Y
< 2.0E+07
8
8% 1,0E+07
5 0,0E+00
= 0 24 48
] ’ R
z Tenyésztési 1d0 (ora)
==(lilk6z ===—Lakt6z ==—=Galakt6z Maltéz

13. ébra: L.s. DSM t6rzs szaporodasa a kiilonb6z6 szénhidratforrasok mellett

13. abra alapjan L.s. DSM sejttenyészet a gliikoz, lakt6z szénhidratforras mellett hasonlo
sebességgel szaporodott, és a maximalis sejtkoncentracid is megegyezett. A legnagyobb
sebességgel galaktdz szénhidratforrason szaporodott a L.s. DSM torzs €s a legmagasabb
maximalis sejtkoncentracié is ezen a szénhidratforrdson volt mérhetd. A maltozt kis
mértékben tudja hasznositani, szaporodasi sebessége jelentdsen kisebb a maltozzal

készitett taplevesben, mint a kisebb Osszetettségii szénhidratokkal késziilt taplevesekben.

L. pl. 2108 torzs szaporodésa a tenyésztési 1d6
fliggvényében kiilonb6zo szénhidratforrasok
mellett

5,0E+07
4,0E+07 —
3,0E+07
o 2,0E+07
1,0E+07
0,0E+00 =
0 24 48
Tenyésztési 1d6 (Ora)

Sejtkoncentracid (sejt/ml)

=—=Glikdz =—Laktoz =—=Galaktdz Maltéz

14. abra: L.pl. 2108 torzs szaporodasa kiilonb6zo szénhidratforrasok mellett
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A 14 ébra alapjan L.pl. 2018 torzs a L.s. DSM torzs szaporodasaval hasonld dinamikéaval
szaporodott 24 oOran beliil, viszont a kovetkezd 24 o6raban a L.pl. 2108 sejttenyészet
szaporodasi sebessége meghaladta a L.s. DSM torzs tenyészetein¢l tapasztalhatd
szaporodasi sebességet. A 48 oOraig inkubalt mintdkban a L.pl. 2108 torzs
sejtkoncentracidja gliikoz, laktoz és galaktéz szénhidratforras mellett magasabb értékeket
ért el a L.d. B397 torzsétdl, galaktozzal késziilt mintdkban a L.d. B397 torzs

crer

szaporodasi sebessége nehezen meghatarozhato, az értékek a vart eredményektol eltérdek.

5.2 Fermentéci6 soran végbement pH-csokkenés

4. tablazat: a glilkdzzal, galaktdzzal, laktdzzal és maltdzzal készitett taplevesekben mért

pH értékek a tenyésztési ido hatdsara

24h 48h

Glikéz |3,86+0,21  |3,75+0,09

Galaktéz |3,91+0,03  |3,65+0,01
L.s. DSM

Laktéz |4,4340,46  |3,86+0,09

Maltéz |547+0,28  |5,37+0,32

Gliikéz |3,84+0,02  |3,63+0,00

Galaktéz | 3,85+0,00  |3,68+0,00
L.d. B397

Laktéz |3,89+0,01  |3,67+0,02

Maltéz | 5,1+0,04 4,96+0,05

Gliikéz |3,61£0,28  |3,77+0,08

Galaktoz|3,81+0,01  |3,63+0,00
L.pl. 2108

Laktoz |3,98+0,14  |3,70+0,02

Maltéz |5,5440,26  |5,39+0,35

Az MRS leves pH-ja 6,04. A sejttenyésztés hatasara tobb minta esetében pH=4 ala
csokkent a kémhatas, a tejsavbaktériumok altal termelt szerves savak hatdsara. A 48 oOras
mintdk pH értéke alacsonyabb volt a 24 6rds mintdk pH értékeinél, ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a tenyésztés soran végig rendelkezésre allt szénhidrat, ami eldsegitette

a fermentacios folyamatokat; ez alol a L.pl. 2108 gliik6z mintéja kivétel (4. tablazat).
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5.3 Fermentéci6 soran keletkezett szerves savak meghatarozasa

5. tablazat: a vizsgalt torzsek D-tejsav termelése a kiillonb6zd szénhidratok hatdsara 24 és

48 oras tenyésztési idot kovetden

D-tejsav, g/L
24h 48h
Glikoz |0,330+0,046 |0,620+0,078
Galaktoz | 0,284+0,057 |0,010+0,008
L.s. DSM
Laktéz |0,2284+0,073 ]0,208+0,014
Maltéz |0,055+0,0125 | 0,039+0,027
Glikoz |0,316+0,054 |0,35040,025
Galakt6z | 0,248+0,017 ]0,356+0,030
L.d. B397
Laktéz |0,292+0,044 |0,373+0,018
Maltéz |0,246+0,048 |0,303+0,018
Glikoz |0,391+0,080 |0,403+0,089
Galaktéz | 0,006+0,004 | 0,37140,035
L.pl. 2108
Laktoz |0,248+0,042 |0,349+0,022
Maltéz | 0,05440,005 |0,083+0,003

Az 5. tablazatban feltiintetett értékek alapjan lathatd, hogy az esetek tobbségében a
szaporodasi jellemzokkel egyiitt, a gliikoz, a laktdz €s a galaktoéz szénhidratforrasok mellett
termeltek tobb D-tejsavat a tejsavbaktérium torzsek. Tobb esetben gliikkdéz szénhidratforras
hatdsara termeltek a vizsgalt torzsek magasabb mennyiségben D-laktatot. A maltoz
szénhidratforras mellett a L.d. B397 torzs mutatott legnagyobb mértékii szaporodast és D-
tejsav termelést is. A mérések jelentds részében a 24 6ras tenyészethez képest tobb D-

tejsavat tudtunk kimutatni a 48 oras tenyészetekben.

Mivel az inkubdlds utdn a felhasznalt szénhidratokbol maradék volt jelen az oldatban, igy

az is megjelent a kromatogramon, ez befolyésolta bizonyos szerves savak detektalasat.

A laktéz és a maltoz retencios ideje kozel esik az oxalsav, citromsav €és borkdsav retencids
idejéhez, és az oldatban jelenlévd koncentracido nagysagrendekkel magasabb, az emlitett

crer

pontosan az utdbbi szerves savak mennyisége.

A galaktoz retencios ideje az almasav retencidos idejéhez kozeli értéken van, emiatt a
galaktdzzal készitett mintdk almasav tartalma szintén nem hatdrozhaté6 meg pontosan. A
hangyasav, bar a jelenléte minden mintaban felfedezhetd, mennyisége a legtobb esetben
nem volt biztonsaggal megallapithato, mivel a tejsav nagysagrendekkel magasabb

koncentracioban volt jelen, és a retencids ideje is kozel esik a hangyasavéhoz.
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6. tdblazat: a vizsgalt tejsavbaktérium torzsek tejsavtermelése 24 és 48 o6ra fermentaciot

kovetden
Tejsav (g/1)
24 h 48 h
glikéz | 12,426+2,2838 | 15,344+1,5355
Ls. DSM galaktdz | 13,54240,3565 | 16,632+0,4264
- laktéz | 7,6650+3,5151 | 13,474+2,1429
maltéz |1,2362+0,1825 |1,6119+0,4004
glikéz | 14,754+0,1057 | 16,672+0,3399
L.d B397 galaktoz | 13,068+1,0955 | 15,367+0,5350
o laktéz | 13,057+0,1943 | 15,780+0,2267
maltéz | 1,4743+0,0858 |2,0176+0,0039
glikoz |11,05442,6751 |15,604+1,6019
Lpl. 2108 galaktoz | 14,17340,3554 |16,770+0,2671
A laktoz | 12,022+1,6143 | 14,832+0,5602
maltéz |1,3226+0,1782 | 1,4774+0,4036

A vizsgalt torzsek kiillonbozd szénhidratforrasok mellett mérhetd tejsavtermelését a 6.

tablazat foglalja 6ssze.

A L.d. B397 torzs tejsavtermelése gliitkdzzal késziilt mintakban volt a legmagasabb, az els6
24 ora tenyésztést kovetden a tejsavtermelés lelassult. A gliikoz taplevesben a 24 oraig
termosztalt mintdkban a L.pl. 2108 és a L.s. DSM torzs jelentdsen kevesebb tejsavat
termelt, viszont a 48 oraig tenyésztett mintakban a kiilonbség jelentdsen csokkent. Ahogy a
szaporodasi gorbéjiikon is lathatd, a L.d. B397 a 24 ora tenyésztés soran kozel jutott a
kornyezeti feltételek altal elérhetdé legmagasabb sejtszamhoz, a tejsavas fermentacio is
jelentdsen lelassult. A 48 6ras mintdkban 13%-kal magasabb tejsavkoncentraciot mértiink
a 24 6ras mintakhoz képest. A két masik torzs, a L.s. DSM ¢és L.pl 2108 szaporodasi
sebessége kisebb mértékben csokkent gliikoz taplevesben, mint a L.d. B397 torzs
szaporodasi sebessége, a tejsavkoncentracioban is nagyobb mértékii ndvekedést mértiink,
mint a L.d. B397 torzs esetében: a L.pl. 2108 torzs 41,16%, a L.s. DSM torzs pedig
23,48% tejsavkoncentracid novekedést ért el a hosszabb tenyésztési id0 hatdsara. A
nagyobb mértékii tejsavkoncentracié-novekedés ellenére a L.d. B397 torzs érte el a
legmagasabb tejsavkoncentraciét a 48 oOraig tenyésztett mintdk kozott, ahogy a

sejtkoncentracidja is ennek a térzsnek volt a legmagasabb.

Lakt6éz szénhidratforras mellett a 24 o6ras mintakban a L.pl. 2108 torzs tobb tejsavat
termelt, mint a L.d. B397 torzs laktdzzal készitett mintdjaban mértiink, annak ellenére,
hogy a mintak sejtkoncentracioja alapjan a L.d. B397 torzs gyorsabban szaporodott. A L.s.

DSM torzs laktozzal késziilt 24 6ras mintdjaban jelentdsen alacsonyabb tejsavtartalmat
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mértiink, annak ellenére, hogy a szaporoddsaban nem tapasztalhat6 nagy kiilonbség a L.pl.
2108 torzsével szemben. A 48 6ras mintdkban a vartnak megfeleléen a L.s. DSM torzs
mintdiban alacsonyabb tejsavkoncentraciot mértiink, mint a mésik kettd torzs mintaiban. A
harom t6rzs mindegyike termelt tejsavat laktoz szénhidratforras mellett a masodik 24 o6ra

termosztalasi 1d6 alatt.

A legalacsonyabb 0sszes tejsavtartalom. varhat6 médon minden torzs esetében a maltoz
szénhidratforras mellett volt mérhetd. A torzsek koziil a L.s. DSM termelte a legmagasabb
mennyiségll tejsavat maltdoz mellett a 48 oOraig tenyésztett mintdkban, viszont a 24 Oraig
inkubalt mintdkban a L.d. B397 mintaiban tapasztaltuk a legmagasabb tejsavkoncentraciot.
A L.d. B397 jelentdsen magasabb sejtkoncentraciot ért el a maltozzal késziilt taplevesben,
a tejsavtermelése a 48 oras tenyésztést kovetden alacsonyabb volt, mint a masik kettd,

vizsgalt tejsavbaktérium esetében.

Galaktéz szénhidratbol a torzsek koziil a L.d. B397 termelte a legkisebb mennyiségii
tejsavat, a galaktoz taplevesben szintén ez a torzs ¢érte le a legalacsonyabb
sejtkoncentraciot. Ahogy a sejtkoncentracioban, ugy a tejsavkoncentracioban is a L.pl.
2108 torzs érte el a legmagasabb értéket. A L.d. B397 ugyan a tobbi térzshdz viszonyitva
alacsonyabb sejtkoncentraciot ért el galaktdoz szénhidratforrds mellett, a 4 vizsgalt
szénhidratbol a szaporodasi jellemzOk alapjan arra szamitottunk, hogy a galaktdzzal
késziilt taplevesben varhaté a magasabb tejsavtartalom, ennek ellenére a gliikoz szénhidrat

mellett érte el a legmagasabbat.

Ugyan voltak a szaporodasi jellemzdékkel szembemend eredmények a tejsavkoncentracio
mérésében, altalanosan elmondhatd, hogy a szaporodas és a tejsavas fermenticio

egymassal kozeli kapcsolatban all 48 6ras termosztalasi idétartam alatt.
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7. tablazat: a vizsgalt tejsavbaktériumtorzsek oxalsav termelése 24 ¢és 48 o6ra fermentaciot

kovetden (N.A.=Nincs Adat)

Oxalsav (g/1)
24 h 48 h
glikéz | 0,6424+0,0749 | 0,7405+0,0521
galakt6z | 0,7202+0,0143 | 0,6691+0,0168
L.s. DSM ooz [NA. N.A.
maltoz | N.A. N.A.
gliikéz |0,7871+0,0939 | 0,7828+0,0066
galakt6z | 0,7543+0,0731 | 0,6646+0,0323
L.d. B397 laktoz | N.A. N.A.
maltoz | N.A. N.A.
gliikoz [0,8131%0,18120,7739+0,0522
galaktoz | 0,7648+0,0253 | 0,7046+0,0188
Lpl. 2108 1 6z |NA. NA.
maltoz | N.A. N.A.

A vizsgalt torzsek kiilonbozé szénhidratforrasok mellett mérhetd oxalsav termelését a 7.

tablazat foglalja 6ssze.

A gliikozzal késziilt mintdk koziil az oxalsav koncentracioja a L.s. DSM torzs mintdjaban
novekedett a hosszabb termosztalasi id6 hatasara. Gliikozzal késziilt tdplevesben a L.s.
DSM torzs 24 és 48 oras mintdja kozott azt tapasztaltuk, hogy az oxdlsav mennyisége
15,27%-kal ndtt meg, ezzel szemben a L.pl. 2108 torzs esetében a méréseink szerint
4,82%-kal csokkent az oxalsav mennyisége a 24 ¢és 48 oOrds inkubalas hatasara. A L.d.
B397 torzs esetében nem tapasztalhatd nagy mértékii valtozas a hosszabb tenyésztési

id6tartam fiiggvényében.

A 2108 ¢és L.d. B397 torzs gliikozos 24 Oras mintaiban magasabb oxalsav tartalmat
mértiink, mint ugyanezen torzsek galaktdoz 24 Ords mintdiban, ez a 48 Oras tenyésztés
hatdsara sem valtozott. A L.s. DSM torzs kezdetben a galaktdzzal késziilt mintakban
mutatott nagyobb mértékii oxalsav termelést, de a 48 6ras mintdban a galaktéz mintakban
tapasztalhatd csokkenés miatt alacsonyabb oxalsav koncentraciét mértiink, mint a gliik6z
48 6ras mintajaban.

Galakt6z szénhidratforras mellett az oxalsav mennyisége mindhdrom torzs esetében
alacsonyabb volt a 48 6ras mintdkban, mint a 24 6rasiakban. A legnagyobb csokkenés a
L.d. B397 mintdban volt mérhetd, 11,89% csokkenéssel, de a L.pl. 2108 és a L.s. DSM
mintakban is 7,86% illetve 5,47%-kal alacsonyabb oxalsav tartalmat mértiink a hosszabb

ideig tenyésztett mintakban.
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A gliikkézzal készitett taplevesben mindharom térzs magasabb mennyiségli oxalsavat

termelt, ami a szaporodasi jellemzoktol eltérd.

8. tablazat: a vizsgalt tejsavbaktériumtorzsek citromsav termelése 24 és 48 ora

fermentaciot kovetden (N.A.=Nincs Adat)

Citromsav (g/l)
24 h 48 h
glik6éz 0,9217+0,0479 | 0,9045+0,0399
galakt6z | 0,5012+0,0146 | 0,4573+0,0098
Ls. DSM ooz [NA. NA.
maltoz | N.A. N.A.
gliikoz [0,9952+0,0140 | 0,9459+0,0328
galakt6z | 0,528540,0461 | 0,4925+0,0316
L.d. B397 laktoz | N.A. N.A.
maltoz | N.A. N.A.
gliikoz |1,02424+0,0192 |0,9380+0,0294
galakt6z | 0,4886+0,0122|0,4716+0,0018
Lpl-2108 1 oz [NA. NA.
maltoz | N.A. N.A.

A vizsgalt torzsek kiilonbozd szénhidratforrasok mellett mérhetd citromsav termelését a §..

tablazat foglalja Ossze.

A citromsav mennyisége mindharom torzs esetében alacsonyabb volt a 48 6ras mintaban,
mint a 24 érasban. A legnagyobb mértékii citromsavtartalom csokkenés a L.pl. 2108 torzs
esetében volt mérhetd, 8,42%-kal csokkent a citromsav mennyisége gliikkozt tartalmazo

taplevesben a tenyésztési id6 novelésével.

A citromsavkoncentracié csokkenésének mértéke a gliikoz és galakt6z szénhidrat mellett
forditott sorrendet allit fel a torzsek kozott: amelyik torzs citromsavtartalom-csokkenése a
legmagasabb volt gliilkéz mintdiban, az a galaktéz mintdkban alacsonyabb csokkenést
mutatott. A L.s. DSM torzs mintdiban ugyan a gliik6z esetében alacsony volt a
citromsavtartalom csokkenése, galaktéz szénhidratforrds mellett 7,38%-kal alacsonyabb
citromsavtartalmat mértiink a hosszabb tenyésztési id6 hatisara. Galaktozzal készitett
taplevesben a L.d. B397 torzs mintdiban 6,82%, 2108 torzs mintdiban pedig 3,49% a

citromsavkoncentracido-csokkenés a 24 és 48 oras mintak kozott.

A citromsav termelés mindhdrom torzs esetében magasabb volt a gliikozzal késziilt

taplevesben, mint a galaktéz felhasznalasaval késziiltben. A  szénhidratok

citromsavtermelésre gyakorolt hatasa jelentésebbnek bizonyult, mint ugyanazon

szénhidratok oxalsavtermelésre gyakorolt hatdsa.
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9. tdblazat: a vizsgalt tejsavbaktériumtorzsek borkdsav termelése 24 és 48 ora fermentaciot

kovetden (N.A.=Nincs Adat)

Borkdsav (g/1)

24 h 48 h

gliikoz |0,0946+0,0239 |0,3682+0,0564
galakt6z | 0,212640,0058 | 0,2065+0,0061
laktoz [ N.A. N.A.

maltéz | N.A. N.A.

gliikoz |0,108440,0025 | 1,0051+0,0206
galaktoz | 0,22574+0,0187 |10,2029+0,0110

L.s. DSM

L.d. B397 laktoz | N.A. N.A.
maltoz | N.A. N.A.
gliikoz |0,0958+0 0,1005+0,0236
galakt6z | 0,2132+0,0120 |0,2024+0,0053
Lpl. 21081 16z INA. NA.
maltoz | N.A. N.A.

A vizsgalt torzsek kiillonbozo szénhidratforrasok mellett mérhetd borkdsav termelését a 9.

tablazat foglalja 6ssze.

A torzsek borkdsavtermelése nagy kiillonbséget mutatott gliikoz szénhidratforras hatdsara:
a 24 oraig termosztalt mintdkban ugyan nincs jelentds kiilonbség, a 48 oraig inkubalt
mintdk alapjan széles skalan helyezhetjiik el a torzseket borkdsavtermelés szempontjabol: a
L.d. B397 torzs kiemelkeddéen magas mennyiségben termelte, a mintaban azonositott
szerves savak koziil negyedik legnagyobb mennyiségben (tejsav, ecetsav €s propionsavat
kovetve) borkdsavat termelt. A L.s. DSM torzs borkdsav termelése nem haladta meg a
citromsav és oxalsav képzddését, de mennyisége nem elhanyagolhatd. A L.pl. 2108 torzs

borkdsav termelése nem volt kiemelkedd.

Galaktozzal késziilt taplevesben a 24 oraig tenyésztett mintdkban mértiik a magasabb
értékeket, a 48 Oras fermentaciét kovetden az Osszes tOrzs esetében a borkdsav

koncentracioja mérsékelten csokkent.

A borkdsav termelésére a szénhidrat mindsége jelentds befolyassal volt, a tenyésztési ido
pedig a csak gliikkdzzal késziilt taplevesben okozott jelentds eltérést a kiillonb6zo torzsek

borkdsav termelésére.
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10. tablazat: a vizsgalt tejsavbaktériumtorzsek almasav termelése 24 és 48 ora fermentaciot

kovetden (N.A.=Nincs Adat)

Almasav (g/)

24 h

48 h

L.s. DSM

gliikoz

0,3774+0,0202

0,3377+0,0585

galaktdz

N.A.

N.A.

laktoz

0,4039+0,0317

0,3533+0,0219

maltoz

0,3473+0,0021

0,3404+0,0028

L.d. B397

gliikkéz

0,4047+0,0078

0,3328+0,0066

galaktdz

N.A.

N.A.

laktoz

0,3404+0,0122

0,3156+0,0020

maltoz

0,3620+0,0464

0,3758+0,0001

L.pl. 2108

gliikéz

0,3735+0

0,3710+0,0901

galaktoz

N.A.

N.A.

laktoz

0,3309+0,0344

0,3254+0,0047

maltoz

0,3550+0,0075

0,3542+0,0369

A vizsgalt torzsek kiilonbozo szénhidratforrasok mellett mérheté almasav termelését a 10.

tablazat foglalja 6ssze.

A vizsgélt mintdk eredményei alapjan az almasav mennyisége a hosszabb termosztalas
hatdsara az almasavkoncentracio csokken, a legnagyobb kiilonbozet L.d. B397 és a L.s.
DSM gliikoz, illetve laktdz mintdiban mérhetd. A kiilonbozd torzsek eltérd mértékben
termeltek almasavat a kiilonb6zd szénhidratforrasok hatasara: a L.s. DSM torzs laktozbol

erjesztett a legnagyobb mennyiségben, a L.d. B397 és L.pl. 2108 torzs pedig gliikkdzbol.

11. tdblazat: a vizsgalt tejsavbaktériumtorzsek borostyankdsav termelése 24 és 48 ora

fermentaciot kovetden

Borostyankdsav (g/1)

24 h

48 h

L.s. DSM

gliikoz

0,3260+0,0185

0,2966+0,0132

galakt6z

0,2786+0,0181

0,2700+0,0176

laktoz

0,3888+0,0572

0,3396+0,0226

maltoz

0,3682+0,0232

0,4269+0,0552

L.d. B397

gliikoz

0,3119+0,0127

0,2902+0,0025

galaktdz

0,2985+0,0308

0,2592+0,0212

laktoz

0,3310+0,0071

0,3002+0,0144

maltoz

0,3807+0,0296

0,3730+0,0044

L.pl. 2108

gliikoz

0,2274+0,0752

0,3039+0,0149

galaktdz

0,2665+0,0295

0,2620+0,0075

laktoz

0,2997+0,0304

0,2929+0,0111

maltoz

0,4270+0,0194

0,4002+0,0485

A vizsgélt torzsek kiilonbozé szénhidratforrasok mellett mérhetd borostyankdsav

termelését a 11. tablazat foglalja 6ssze.
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A borostyankdsav-koncentracio néhany mintasorozatot leszamitva csdkkent a hosszabb
termosztalas hatasara: a L.pl. 2108 torzs gliikdzzal tenyésztett mintdjaban 33,64%
novekedést mértiink, de a tobbi szénhidrattal készitett taplevesekben ez a torzs is
csokkentette a borostyankdésav mennyiségét. A  torzsek legnagyobb mértékli
borostyankdsav termelést maltoz szénhidratforras mellett mutatnak, ezt kdvetden laktoz
taplevesben mértiink magas koncentraciot. A galaktéoz szénhidrat hatdsdra termelt

borostyankdsav koncentracioja volt a legalacsonyabb.

12. tdblazat: a vizsgalt tejsavbaktériumtorzsek ecetsav termelése 24 és 48 6ra fermentaciot

kovetden
Ecetsav (g/l)
24 h 48 h
glikéz  |2,4563+0,0907 |2,4834+0,0575
L.s. DSM galakt6z | 2,5597+0,1098 |2,5708+0,0794
laktoz |2,9085+0,0714 |2,9369+0,1036
maltéz |3,1729+0,1679 |3,3777+0,0572
glikéz |2,5778+0,0519 [2,5304+0,0268
Ld. B397 galaktoz | 2,5906+0,2257 |2,5631+0,0946
laktoz |2,8676+0,0735 |2,8688+0,0213
maltoz |3,4655+0,2377 |3,6513+0,0921
glikéz  |2,6596+0,0252 |2,5502+0,0407
Lpl 2108 galaktoz | 2,5477+0,0565 |2,6555+0,0453
laktéoz  [2,9271+0,2334 {2,9181+0,0703
maltoz |3,5132+0,2058 |3,2391+0,2549

A vizsgalt torzsek kiillonb6zd szénhidratforrasok mellett mérhetd ecetsav termelését a 12.

tablazat foglalja Ossze.

Az ecetsav mennyisége az inkubalasi id6 fliggvényében nagy mértékben nem valtozott (...
tablazat), ez alol a L.pl. 2108 torzs maltéz mintdja kivétel, amely esetében 7,8% a
Mindharom térzs esetében a maltéz szénhidrattal késziilt

csokkenés mértéke.

taplevesekben termeltek a tejsavbaktériumok nagyobb mennyiségli ecetsavat, a
legalacsonyabb mennyiséget pedig gliikdz, ezt kdvetden pedig galaktdz szénhidratforras

mellett termelték. A torzsek koziil a L.pl 2108 termelt magasabb mennyiségli ecetsavat.
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13. tablazat: a vizsgalt tejsavbaktériumtorzsek propionsav termelése 24 és 48 ora

fermentaciot kovetden

Propionsav (g/1)

24 h

48 h

gliikoz

1,3756+0,0423

1,5240+0,0243

galaktéz

1,4132+0,0468

1,4395+0,0741

L.s. DSM
laktoz

1,4307+0,0055

1,4507+0,0127

maltoz

1,4620+0,0305

1,4473+0,0654

gliikoz

1,5494+0,0904

1,5939+0,0122

galaktdz

1,3904+0,1100

1,3619+0,0561

L.s. B397
laktoz

1,4353+0,0248

1,4156+0,0193

maltoz

1,3103+0,0951

1,5127+0,0279

gliikoz

1,5134+0,0110

1,6141+0,0046

galaktdz

1,4302+0,1353

1,4284+0,0465

L.pl. 2108
laktoz

1,3946+0,1078

1,3869+0,0127

maltoz

1,4992+0,0378

1,4272+0,0377

A vizsgalt torzsek kiilonbozd szénhidratforrasok mellett mérhetd propionsav termelését a

13. tablazat foglalja 0ssze.

A propionsav koncentracioja a 24 6raig termosztalt mintakban kist mértékben magasabb
volt, mint a 48 6ras mintdkban, ez alol a gliikkdzzal késziilt taplevesek kivételek, ott
emelkedtek a propionsav koncentraciok. A legmagasabb koncentraciot mindhdrom torzs

gliikoz szénhidratforras mellett érte el.

A vizsgalt szerves savak koziil a propionsav-koncentraciora van a legkisebb hatdssal az
altalunk megvaltoztatott tényezdk, mint a tenyésztési idotartam, felhasznalt torzsek és

szénhidratok.
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14. tablazat: a vizsgalt tejsavbaktériumtorzsek hangyasav termelése 24 ¢és 48 ora

fermentaciot kovetden (N.A. = Nincs Adat)

Hangyasav (g/l)
24 h 48 h
glik6z |N.A. N.A.
galaktdz | N.A. N.A.
LS. DSM [Lli6z |NA. N.A.
maltoz |0,6252+0,1883|0,7725+0,2267
glik6z |N.A. N.A.
galaktoz | N.A. N.A.
L.d.B397 laktoz | N.A. N.A.
maltoz |0,9319+0,0613 | 1,0474+0,0094
olikéz | N.A. N.A.
galaktoz | N.A. N.A.
Lpl- 2108 piiss [NA. N.A.
maltéz |0,8431+0,0714 |0,8780+0,1523

A vizsgalt torzsek kiilonbozo szénhidratforrasok mellett mérheté hangyasav termelését a

14. tablazat foglalja 0ssze.

Nagyobb mennyiségli hangyasavat csak a maltdzzal készitett mintdkban tudtunk kimutatni.
Az eredményeink alapjan a L.s. DSM t6rzs mintaiban mértiik a legkisebb mennyiséget, a
legmagasabbat a L.d. B397 torzs 24 6ras mintajdban, ez a mennyiség a kovetkez6 24 ora
tenyésztés hatasara kis mértékben csokkent, a 48 6ras L.d. B397 és a L.pl. 2108 torzs

mintaiban kozel azonos mennyiségli hangyasavat mértiink.

15. tablazat: a vizsgalt tejsavbaktériumtorzsek Osszes szervessav termelése 24 és 48 ora

fermentaciot kovetden

Osszes szervessav (g/1)
24 h 48 h
glikéz | 18,2066 22
galakt6z | 19,2284 22,2462
L. DSM laktoz 13,3858 18,5552
maltéz |7,2121 7,9769
glikéz 21,4894 24,1543
galaktoz | 18,8568 24,9483
L.d. B397 laktoz 18,0322 20,6812
maltéz |7,925 8,978
glikéz |17,7615 22,2559
galaktoz | 19,8845 22,4956
L.pl. 2108 laktoz 16,9755 19,7558
maltéz | 7,9604 7,4838
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A vizsgélt torzsek kiilonbozd szénhidratforrasok mellett mérhetd Osszes szervessav

termelését a 15. tablazat foglalja ossze.

A mintdk Osszes szervessav-tartalma a hosszabb tenyésztési id6 hatasara ndvekedett — ez
alol az L.pl. 2108 maltéz mintaja kivétel, ahol kis mértékli csokkenést tapasztaltunk, bar
ezt a mintdk pH értékében tapasztalt valtozasok nem tamasztjdk ala. A vizsgalt torzsek
galaktdz szénhidratforras mellett termeltek legmagasabb mennyiségben szerves savakat,
legkisebb mennyiségben pedig maltdoz szénhidrat mellett. A gliikkdz hatdsara termelt
szerves sav mennyisége csak kis mértékben marad el a galaktoz taplevesben termelt
mennyiséghez képest. A tejsavbaktériumok laktozt tartalmazéd taplevesben kevesebb

szerves savat termelnek, mint gliik6z és galaktdz szénhidratokat tartalmazé oldatban.

16. tdblazat: a vizsgalt tejsavbaktériumtorzsek tejsavtermelésének részaranya az dsszes

szervessav-termelésben

24 h 48 h

gliikéz 66,73% 69,75%

Ls. |galaktoz 70,43% 74,77%
DSM | laktoz 57,26% 72,62%
maltz 17,14% 20,21%
gliikéz 68,66% 69,03%

Ld |galaktoz 69,30% 61,60%
B397 |laktoz 72,41% 76,31%
maltdz 18,60% 22,47%
gliikéz 62,24% 70,11%

L.pl. |galaktoz 71,28% 74,55%
2108 | laktoz 70,83% 75,08%
maltdz 16,62% 19,74%

A vizsgalt torzsek kiilonbozd szénhidratforrasok mellett mérhetd tejsav részaranyat az

Osszes szervessav tartalomban a 16. tablazat foglalja 6ssze.

A mintdk tejsavmennyiségének hanyada az Osszes szervessav mennyiségéhez képest a
hosszabb tenyésztési iddtartam hatdsara novekedett, kivéve a L.d. B397 galaktoz
mintdjaban.

A L.s. DSM ¢s L.pl. 2108 torzs a galaktdzt tartalmazo taplevesben jelentésen magasabb
sejtkoncentraciot tudott elérni, mint a glilkozzal készitett taplevesben, ez a tejsav-
szervessav aranyban is lathat6. A L.d. B397 torzs szaporodasa kevésbé volt befolyasolhatd

a szénhidrat mindségével, de a galaktdzt tartalmaz6 mintdkban magasabb sejtkoncentraciot

31



mértiink, ennek ellenére a gliikkdzzal készitett mintdkban magasabb ardnyban mértiink

tejsavat.

A maltoz esetében jelentdsen kisebb mértékben termeltek a vizsgalt torzsek tejsavat,
viszont szamos mas szerves savat, mint hangyasavat és ecetsavat a maltozzal készitett
mintakban tudtunk legnagyobb koncentracidban azonositani, ez okozza az alacsony tejsav
részardnyt a szervessav-tartalomban. A szaporodasi ratajuk a torzseknek szintén ezekben a
mintdkban volt a legalacsonyabb. Bar a tejsav részaranya a szerves savakban 50% alatt
van, ezekben a mintdkban is a tejsav volt a legmagasabb koncentracidban megtalalhato

SZCrves sav.

A tejsav-ecetsav ardnya alkalmas arra, hogy a fermentacid jellegét meghatirozzuk. A
tejsav-ecetsav aranya egy mintdban sem érte el a 6:1 értéket, a heterofermentativ
metabolizmus hatéra 8:1, ezt fermentacios hanyadosnak is nevezziik (QF) (Zalan, 2008). A
fermentacidos hanyados alapjan az Osszes szénhidrat mindhdrom torzs esetében

heterofermentativ modon kertilt lebontasra.
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6 Osszefoglalas

A tejsavbaktériumok évezredek ota alkalmazott mikrobdk az élelmiszerek eldallitasaban,
de tudatos hasznalatanak feltétele csak a mikrobioldgia tudoméanyagéanak kialakuldsa révén
valt lehetové. A kémiai és fizikai tartositasi eljarasok mellett a biologiai tartdsitds mindig is
jelen volt az élelmiszeriparban €s a gasztronomiaban, az érdeklodés a fermentalt termékek

irant pedig novekszik az egészségtudatos étrend térnyerésének kdszonhetden.

A tejsavbaktériumokat az  élelmiszeriparban  széleskorlien  alkalmazzdk, a
koltséghatékonysag ¢és a folyamatok optimalizalasa céljabol kiemelt fontossagi a
metabolizmusuk jellemzése, megismerése. A méréseim sordn a szénhidratok
hasznositasanak eredményeképpen lathatdo valtozasokat irtam le a sejtgyarapodasban,

kozeg kémhatéasaban és a szervessav-profil jellemzését végeztem el.

A glikoz, laktoz és galaktozt tartalmazéd taplevesekben mérhetd szaporodasi sebesség
mindharom vizsgalt torzs esetében magas volt, és az elsd 24 6raban elérték a tenyészetek
az exponencialis szakasz végét. A maltdzt tartalmazé taplevesekben a sejtkoncentraciod
novekedés alacsonyabb volt, 24 6ran beliil nem érték el a tenyészetek a stacionarius
szakaszt. Ez alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy a vizsgalt tejsavbaktériumok a maltdzt

sokkal kisebb hatékonysaggal képesek hasznositani, mint a tobbi vizsgalt szénhidratot.

A sejtkoncentracié novekedése és a kozeg pH valtozasa kozvetlen kapcsolatban van, a
kozeg kémhatdsa csokken a sejtkoncentracid novekedésével parhuzamosan. Azok a
szénhidratok, melyek a torzsek gyorsabb nodvekedését eredményezték, a pH nagyobb
mértéki csOkkenését segitettek eld. A pH valtozasat nem befolyasoltuk mas modon, savas
kémhatds mellett a tejsavbaktériumok metabolizmusa megvaltozik, ezen hatdsok
vizsgélatara nem tértek ki kisérleteink. A kozeg pH valtozésa a hosszabb tenyésztési id6

hatdsara csokkent, amit a szervessav-termelés lassuldsa befolyasolt.

A glikoz, laktéz és galaktoz jelenléte mellett a vizsgalt torzsek legjelentdsebb
anyagcserefolyamata a tejsavas erjedés. A galaktozt tartalmazod taplevesben érték el a
tejsavbaktériumok a legmagasabb sejtkoncentraciot, €és a tejsavas erjedés hanyada szintén
magasabb volt, mint a glilkdzzal készitett mintdkban. A laktéz annak ellenére, hogy a
sejttenyészetek nem a laktozt tartalmazo taplevesben szaporodtak legnagyobb mértékben, a
tejsav nagy hanyadat tette ki az Osszes szervessav-tartalomnak. Mivel a HPLC mérési
program tokéletlensége miatt nem pontosak az eredményeink ezzel kapcsolatban, és a nem
szamszerUsithetd savtartalmak okozta adatvesztés 1,5-2 g/l alacsonyabb koncentraciot

eredményez, a gliikoz és galaktoz esetében mérhetd szervessav-tartalomhoz képest, ezért
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nem jelenthetd ki, hogy a laktdoz szénhidratforrds mellett a tejsavas erjedés az

anyagcserefolyamatokban kitett hdnyada magasabb lenne a tobbi szénhidratéhoz képest.

A lejatsz6do6 anyagcserefolyamatokat a magas ecetsavtartalom miatt heterofermentacidohoz

soroljuk mindegyik szénhidratforras mellett, mindharom torzs esetében.

A maltéz amellett, hogy a masodlagos anyagcserefolyamatokat eldsegitette, a tejsavas
fermentéacio ebben a kdzegben alacsonyabb volt, igy a maltdzzal késziilt taplevesekben a
tejsavbaktériumok elsddleges fermentacios folyamata az ecetsavas erjedés volt. A maltoz
jelenléte bar alacsonyabb mértékii tejsavtermelést eredményezett, a sejtkoncentrdciohoz

viszonyitva legmagasabb mennyiségben tejsavat mértiink a mintdkban.

A magasabb tejsavtermelés nem jar egyértelmiien magasabb D-tejsavtermeléssel. A
gliikozt tartalmazo taplevesben magasabb volt a D-tejsav termelése, a maltozzal készitett

mintakban pedig alacsonyabb.

A tejsavas erjedés mellett az ecetsavas, illetve a propionsavas fermentacié bizonyult a
legjelentdsebbnek. A mintdkban az emlitett savak mellett megtalalhatéak voltak az
oxalsav, citromsav, almasav, borkdsav, borostyankdsav és a hangyasav is. Ezek aranya

szénhidratforras és torzstiiggo.

A torzsek barmiféle rangsoroldsat megkonnyitené, ha a méréseket részletesebb iddbeli
felbontasban végezziik 0 és 24 ora kozotti tenyésztési idészakban, ugyanis tobb esetben a
24 oras tenyésztést kovetden csupan kismértékli valtozast tapasztalhattunk, illetve nem volt

lehetdséglink az esetleges lappangési szakasz megallapitdsara sem.
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