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Bevezetés és célkit(izések

Az orvostudomany a kutatas fejlédésével az emberi szervezetet nem csupan egyedi
entitasként, hanem a mikrobiommal egylttm(kéds egységként kezdi kezelni. Az &kori
gorogok "ép testben ép lélek" filozéfidja uj értelmet nyer a Human Mikrobiom Program 4dltal.
Testlink szerves részét képezi a bélcsatornaban él6 mikroorganizmusok kozossége, és ennek
nemcsak a bél mikrobiomra gyakorol hatdst, hanem kozvetve, és vagy azon keresztil
befolyasolja testi egészséglinket, hangulatunkat és kedélyallapotunkat is.

A varosi életmdd, a stressz, a mozgdsszegény életvitel, a felboritott bioritmus, a
finomitott élelmiszeralapanyagok, csak néhdany a feltart okok koézil, amelyek miatt egyre
tobben szenvednek civilizacids betegségekben. A betegségek kezelése és gyogyitasa komoly
tdrsadalmi és anyagi terhet jelent mind az egyén, mind kdrnyezete szamara. A helytelen
életmdd generalta civilizaciés betegségek nagy része, akar 25-70 %-a elkeriilhet6 lenne a
mindségi étrend bevezetésével (Szabd, 2015). Az egészségtudatos fogyasztok szamara
kifejezett igényként fogalmazddik meg, hogy olyan élelmiszerek legyenek elérhetéek a piacon,
amelyek tul azon, hogy tdplaldak, legyenek olyan hatdsuak is, amelyekkel hosszutavon
elkeriilhetéek a betegségek.

Az erjesztett élelmiszerek tobbezer éve az emberiség taplalékanak részét képezik. A
fermentdlassal késziilt zoldségkészitmények rostanyagokban és antioxidansokban
bévelkednek és természetes mddon tartalmaznak tejsavbaktériumokat. A tartdsitas ezen Gsi
formajdval olyan kilonleges iz és aroma komponensek képz&dnek, amelyek érdekessé és
valtozatossa teszik az étrendet.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté fermentdlt zoldkészitmények kinalata
Magyarorszagon is Ujraéled6ben van. Nem csak a klasszikusnak szamité kaposzta alapu
termékekre kell gondolni, hanem a zoldségfélék legszélesebb palettajara, kezdve a
gyokérzoldségektdl, a zsenge hiivelyes zoldborsdn at a gyombérrel, erGspaprikaval vagy
tormaval izesitett valtozatokig. Egyre tobben foglalkoznak otthon is z6ldségek
fermentdlasaval, hogy egészséges és valtozatos étrendet alakitsanak ki.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté fermentdlt zoldségkészitmények egy része
kistermel6i forrasbdl szarmazik. A gyartok leirdsa szerint, az dltalam 0Osszegy(ljtott

készitményekben, az elGallitds sordn nem hasznalnak fel tartdsitdszereket, és hékezelésnek
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sem vetik ald. Kizdrdlag konyhasoét, zoldséget, flszereket és vizet tartalmaznak. Nem
hasznalnak fel starterkulturat a fermentaciéhoz, az erjedés spontan indul, a zoldségek
fellletérdl és a gyartasi kornyezetbdl szarmazd mikroorganizmusok altal.

A tejsavbaktériumok felhasznaldsa igen sokrétl. Szamos élelmiszer tartdsitdsi
technolégiaban, de a takarmdnyozasi eljarasokban is el6térbe keriilnek. Termékfejlesztések
kapcsan hozzdadott mikroorganizmusokként, akar starterkultdra, vagy probiotikus torzsek
formajaban jelenhetnek meg.

Az élelmiszeriparban laborvizsgalatokra szdmos ponton sziikség van. A gydrtasi
folyamatok monitorozdsa, az élelmiszerek minGségi ellen6rzése sordn, akar a felhaszndlt
starterkulturdak  aktivitasanak  kovetésében, vagy élelmiszerbiztonsagi  kérdések
megvalaszolasaban. Termékfejlesztések kapcsdan is fontos szempont lehet a
tejsavbaktériumok csiraszdma a késztermékben és az egészséget tdmogatd fajosszetétel
aranya és életképessége. Az MSZ I1SO 15214 szabvany foglalkozik élelmiszerekre vonatkozé
mezofil tenyésztéses, az I1ISO 19344 szabvany pedig a tejtermékekre vonatkozd aramlasi
citometrias tejsavbaktérium csiraszambecslésével. A tenyésztési vizsgalatok nagy erGssége a
szelektivitasukban rejlik, hatranyuk viszont, hogy id6igényesek. A gyors kimutatasi modszerek
ugyan nem szelektivek, de megfontolt korlatok koézott, rovid idén belil j6 kozelitéseket
adhatnak. Alkalmazhatésaguk termékfligg6, ezért izgalmas kérdés ezen lehetGségek

szambavétele.

Kérdésfeltevéseim a kovetkezdk voltak:
1., Tartalmaznak-e tejsavbaktériumokat a kereskedelmi forgalomban megvasarolhatd
tartésitoszermentes, nem hékezelt fermentalt zoldségkészitmények?
2., Milyen csiraszamban tartalmaznak tejsavbaktériumokat?
3., Milyen tejsavbaktérium fajokat tartalmaznak az alapanyagok szerint csoportositott
termékek?
4., Megbecsiilhet6-e a tejsavbaktériumok csiraszdma luminometrias és aramlasi citometrids

kimutatasi moédszerekkel fermentalt zoldségkészitményekben?



1. Irodalmi attekintés

1.1 Tejsavbaktériumokrél dltalanosan

egészségligyi hatdsait a XX. szazad forduldjan kezdték felismerni. Albert Doderlein irta le
el6szor, hogy a tejsavat termeld baktériumok (Lactic Acid Bacteria: LAB) gatoljak bizonyos
patogén mikrobdk szaporodasat, 1908-ban Metchnikoff vildgitott ra tejsavbaktériumokkal
kapcsolatos egészségiigyi el6nydkre, fermentalt tejtermékek kapcsan (Holzapfel et al., 2001).
A molekularis technikdk elterjedése el6tt a mikroorganizmusok csoportositdsa fenotipusos
bélyegeik alapjan tortént. A Lactobacillus nemzetséget Beijerinck javasolta 1901-ben, Gram-
pozitiv, tejsavat termel6, fermentativ, fakultativ anaerob, spérat nem képez6 baktériumok
csoportjara (Zheng et al., 2020), és Orla-Jensen 1919-ben tovabb finomitotta a csoportositast
(Holzapfel et al., 2001). Ennek megfelelen a LAB csoport filogenetikai szempontbdl nem volt
egységes.

Azonban az id6 haladtaval a molekuldris bioldgiai technikdk fejlédésével egyre
pontosabb taxondmiai meghatdrozasokra nyilt lehet6ség. Ennek megfelel6en szamos
valtozast kdvethetlink nyomon az utébbi évtizedekben. Molekularis vizsgalatokkal kidolgoztak
a Gram-pozitiv baktériumok filogenetikai torzsfajat, a riboszémalis 16S rRNS és 23S rRNS
szekvencia analizis alapjan (Schleifer — Ludwig, 1995a) és elvégezték a LAB csoport
filogenetikai csoportositasat (Schleifer — Ludwig, 1995b). Zheng és munkatarsai 2020-ban a
LAB csoport tagjait modern molekularis médszerek alapjan rendszerezték, szempontjaik
kdzott a core-genom analizis mellett, a fizioldgiai és dkoldgiai paraméterek is szerepeltek. igy
26 rendszertani csoportot alkottak, ezek koziil novényi vonatkozdsuak a Lactobacillaceae,
Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus, Schleiferilactobacillus,
Lacticaseibacillus, Loigolactobacillus, Lactiplantibacillus, Levilactobacillus, Apilactobacillus,
Lentilactobacillus, Lapidilactobacillus, Loigolactobacillus csoportok (Zheng et al., 2020; Qiao
et al., 2022).

El6fordulasukat tekintve megtaldlhatéak a novényzeten, az emberi és allati szervezet
normal mikrobiétdjanak tagjaiként (Zheng et al., 2020), tobbnyire jellegzetes Gram-pozitiv
palcdk, vagy kokkuszok, de klinikai mintakban valtozatos alakban is megfigyelték 6ket, melyek

vagy a fajra eredendGen jellemzG, vagy a kdrnyezeti tényez6k befolydsa miatt alakulnak ki.



Ennek megfelel6en leirtak kokkusz, kokkobacillusz, eldgazdsmentes fonalak, hajlitott palca,
kifli és gylr( alakokat is (Czirok, 1999). Sporat nem képezd, katalaz és oxidaz negativak,
aerotolerans, fakultativ anaerob szervezetek (Schleifer — Ludwig, 1995b).

A taptalajok Osszetételével szemben igényesek, novekedésiikhoz fehérjék,
aminosavak, nukleotidok és vitaminok is sziikségesek. Szaporodasuk hémérsékleti optimuma
mezofil és termofil tartomanyba esik (5°C és 45°C), pH optimuma pedig pH 5.5-6.5 koz6tt van,
de toleraljak az ennél savasabb koérnyeztet is (Reddy et al., 2008),

Kemoorganotréf mikroorganizmusok, energiaszerzésiik szerint obligat fermentalok. Az
energidt szénhidrat lebontdsbdl (1.4bra) homofermentativ, vagy heterofermentativ Uton

nyerik (Reddy et al., 2008).

1.abra: A homo- (A) és heterofermentativ (B) tejsavas erjedés vazlata
(Forrds: Reddy et al., 2008 alapjan)
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Ennek megfelel6en, vagy csak tejsav, vagy tejsav mellett ekvimoldris mennyiségben
széndioxid, ecetsav, vagy etanol, s6t formiat és succinat is képz6dhet az erjesztés sordn. A
homofermentativ anyagcseréjliek, egy mol gliikdzbdl kétszerannyi ATP-t nyernek, mint a
heterofermenativok. Megkilonbozetnek obligdt homofermentativ, obligdt és fakultativ
heterofermentativ LAB szervezeteket. A LAB-ok vagy D(-)- vagy L(+)-tejsavat, vagy a két izomer
racém keverékét képezik (Reddy et al., 2008). Ennek élettani jelentGsége van, mert a D(-)

forma acidézist okozhat bizonyos betegségekben (Remund, 2023).
1.2 Tejsavas erjesztés mikrobioldgiaja

A zOldségek, gyimolcsok fermentacidjahoz dltaldban nem  haszndlnak
starterkultdrakat, hanem spontan, a kornyezetbdl szarmazdé baktériumokkal indul a folyamat.
A nyers z6ldségek felszinén a mikrobidlis kozosségnek csak kis részét (20-40 telepképzd
egység/g) képezik a tejsavbaktériumok (Di Cagno et al., 2016). Ezek a fajok jellemz&en a
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, L. arabinosus, L. brevis, L. buchneri, L.
casei, L. curvatus, L. fermentum, L. sake, Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici P.
pentosaceus, Enterococcus fecalis, E. fecalis var. liquefaciens, E. faecium, (Dedk, 2006).
Erdekességként megjegyezhetjiik, hogy a kdzelmultban fruktéz bonté fruktofil
tejsavbaktériumokat (FLAB) irtak le érett gylimolcsok felszinérél és gytimolcs fermentumokbdl
(Endo et al.,, 2018). A fermentdciés folyamatban a LAB-ok a szelektiv kdrnyezetnek
koszénhet6en hamar elszaporodnak.
szukceszios folyamatat. A fermentdcid soran az els6 uralkoddéva valé faj a heterofermentativ
Leuconostoc mesenteroides. gy az elsé szakaszban tejsavtermelésiik kdvetkeztében négy
kordlire csokken a pH érték (2. dbra). Az alacsony pH és az altaluk képzett tovabbi névekedési
faktorok kedvez6leg hatnak mads tejsavbaktériumok szaporodasara. Tovabbi iz és aroma
anyagokkal jarulnak hozza az élelmiszer jellegéhez. Ezzel pdarhuzamosan széndioxid
termel6dik, a kozegbdl elfogy az oxigén és anaerob viszonyok alakulnak ki, a Gram-negativ
koliform baktériumok és az éleszt6k szama lecsokken a kozosségben (2. dbra) (Di Cagno et al.,

2016; Pederson — Albury, 1969).



2: abra: A mikroorganizmus populdcidk valtozdsa a savanyu kdposzta erjesztése soran (TKE.:
telepképz6 egységek szama)
(Forras: Dedk 2006. 6.5 tablazat alapjan sajat szerkesztés)
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A masodik szakaszban a savtlir6bb L. brevis és L. plantarum, Pediococcus spp. valnak
dominanssa (Di Cagno et al., 2016; Pederson — Albury, 1969), és folytatjdk a fermentalast tiz
napon at. A harmadik szakaszban 16-18 nap elteltével a homofermentativ L. plantarum
szaporodik fel és a termék pH értéke 3,8 koriilire csokken. A mdsodik és harmadik szakasz
tejsavbaktériumai tovabbi aroma anyagok képzGdésével jarulnak hozzd a termékek
izvildgahoz. Az utolsd h(itott tarolasi szakaszban a pentdzokat bontd L. brevis szaporodasa
indul be ismét, a pH tovdbb csdkken 2,5-re (Dedk, 2006). A fermentaciés folyamatok
kovetkezménye az, hogy az élelmiszerek tobbféle élettani dallapotban tartalmazzdk a
mikroorganizmusok sejtjeit. A szelektiv kdrnyezettdl fiigg6 domindns fajok befolyasoljak a
z6ldségek texturajat, és a késztermékek izét. (Penas et al., 2010; Di Cagno et al., 2016). Egy
észak kinai tanulmany megallapitotta, hogy a savanyukaposztdban taldlhaté illékony
vegylletek szoros 0Osszefliggést mutatnak a Clostridium, Enterobacter, Lactobacillus,

Leuconostoc, Weissella fajokkal (Zabat et al., 2018).



1.3. Tejsavas erjesztés technologiai [épései

A fermentalds napjainkban egyre népszer(ibbé valik, és szamos el6nyt nyujt. A
megfelel6 tejsavas fermentalasnak koszonhet6en az étel biztonsagosan eltarthatdéva valik.
El6ny lehet tovdbba, hogy az elkészitése és tadrolasa is energiatakarékos, mert a hagyomanyos
fagyasztasi vagy konzervaldsi modszerekhez képest, nem igényel jelentGs energiabefektetést,
igy a kornyezetkiméld tartositasi megoldasok kdzé tartozik.

A Magyar Elelmiszerkdnyv a természetes savanyitdssal késziil6 termékeket két
élelmiszerkategdriaba sorolja. Az egyik a savanyitassal késziilt zoldség és gylimolcs termékek
kategdridja. Ebben minden olyan zoldségféle beletartozik, amely savanyitdsra alkalmas. A
masik a savanyitott vagy savanyu kdposzta élelmiszer kategéria.

A kistermeli el6allitas sok szempontbdl hasonlithaté az otthoni fermentalasra, mivel
sajat termesztésl nyersanyagokbdl, viszonylag kis mennyiségl termék el&allitdsardl van szo,
amelynek sikere pedig nagyban fligg, a gyarté bevalt technoldgiai eljarasaitdl. A savanyitds
klasszikus tartésitasi eljards, mely évezredek tapasztalatait oleli fel, a technoldgiai Iépéseit a
3. dbra mutatja. Ezek rendre az alapanyagok beszerzése, valogatds, sdzas, tomorités,
fermentdcid, esetleg érlelés, csomagolds és tarolas lépéseibdl all (Swain et al., 2014; Montet
et al,, 2014).

A vilagon termesztett z0ldségndvények koziil Eurépaban, 40-42 faj ismert (Gubicskéné
Kisbenedek, 2015). A termékek kapcsan felmeril6 veszélyek elkeriilése érdekében ajanlott a
nyersanyagokat a beszerzés soran gondosan kivalasztani. Elelmiszerbiztonsagi szempontbdl,
tgyelni kell a felhasznalt zoldségek kornyezeti karosanyag tartalmara. A z6ldségnovények
esetén nehézfémek, poliaromas szénhidrogének (PAH) és nitratok szennyezettségének
kockazata all fennt. Egyes leveles zoldségfélék példaul a kaposzta nagyobb mennyiségben
tartalmazhatnak PAH-eket, de vannak novényfélék, amelyek a talajbdl is felveszik azt, példaul
a sargarépa (Armbruszt, 2015a). Fontos, hogy az alapanyag alacsony nitrat tartalmu legyen. A

nitrat felhalmozddas jellemzd, példaul a kdposzta, retek, cékla esetén (Armbruszt, 2015a).
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3.abra: Fermentalt zoldségkészitmény gydrtasanak technoldgiai Iépései
(Forras: Swain et al., 2014; és Montet et al., 2014 alapjan sajat szerkesztés)

Alapanyag, adalék Mdveletek Jellemz6k
1. Alapanyagok Mindségi nyersanyagok: Alacsony nehézfém, PAH, nitrat
beszerzése tartalom

Nyersanyagok

4

Friss egészséges z6ldség E> 2. Vélogatas Egészséges penészesedéstdl, romlastdl mentes alapanyag

kivalasztasa

=

szamanak minimalizélasa

Viz |:> 3. Mosas Szennyez8anyagok eltavolitasa, kdros mikroorganizmusok

(=

4. Apritas/Darabolas A tdpanyagok hozzaférhetéségének névelése a baktériumok
szamara

=

NaCl: Zoldségfélétél 5.56z4s Tapanyagok a folyadék fazisba kerilése; Szelekcids kérnyezet
fuggdéen: 2-8 %, fliszerek, |:> gyors kialakitasa
viz ﬂ

6. TOMOorités El8segiti az anaerob viszonyok kialakuldsat

—

7. Fermentacid Tejsavbaktériumok elszaporodasa, 15-20°C, néhany nap —
néhany hét terméktél fuggéen

=

8. Erlelés Tovabbi iz és aromanyagok képz8dése

=

9. Kész termék

4

10. Csomagolas

4

11. Tarolas 8°C alatt

A vdlogatas soran kivalasztjak a friss, minGségi ép alapanyagokat. A z6ldség legyen friss
ép allapotd, romlas, penészedés és barnuldsmentes. A terményeket alaposan megmossak,
eltavolitjdk a szennyez6 anyagokat (3. dbra).

Ezt kovetSen feldaraboljak a zoldségeket, pl. szeletelik, gyaluljak, szecskazzak, vagy
lereszelik. Ennek mddja fligg a felhasznalt zoldségféleségtdl és a fogyasztoi kedveltségtdl. Az
apritdsi mdlvelet azonban nemcsak esztétikai szempontokat szolgdl, hanem ndveli a

tdpanyagok hozzaférhet6ségét a baktériumok szamara a vagasi fellletek mentén.
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A kovetkezd |épésben az el6készitett nyersanyagokat Osszekeverik séval. A soé
mennyisége fligg a fermentalni kivant zoldség fajtajatél (Montet et al., 2014). A s6zdssal n6 az
ozmédzisnyomas a novényi sejtekben, ennek hatasdra, plazmolizis kovetkezik be, és az oldott
tapanyagok folyadékfazisba keriilnek (Deak, 2006). A kialakult folyadékfazis biztositja, hogy a
novényi részek levegbtdl elzartan helyezkedjenek el, egyes zoldségfélék esetében felontélé
alkalmazasa indokolt (Montet et al., 2014). A sézas iranyitja, hogy mely baktérium fajok kezdik
az erjesztést. Ezaltal a s6zds, a kialakult élelmiszer minéségét is befolyasolja. A savanyitott
uborka allagat kedvezétlenil befolyasolja a termel6dé széndioxid. Ezért célszerlien magasabb
sokoncentraciét alkalmaznak (>3,5%), azért, hogy az alacsonyabb sétiréképessége
Leuconostoc fajokat visszaszoritsak (Di Cagno, 2016; Pederson — Albury, 1969).

A tomorités segiti az anaerob viszonyok kialakuldsat. A sézott z6ldségeket tomoritik,
vagy sulyokkal lenyomjdk a fermentalé edényben, igy a zoldség a levegdtdl elzartan a 1€ ald
keriil. gy a savanyitott termékek eléallitdsdnak J6 Higiéniai Gyakorlata szerint, a tejsavas
termék el&allitasat.

A fermentdcid szakaszaban az edényt lefedik, és hagyjak a zoldségeket 15-20°C-on
erjedni, terméktdl fliiggben, akdr néhany hétig is (Swain et al., 2014). A fermentacid soran
elszaporodnak a tejsavbaktériumok, és a szénhidratokat tejsavvd alakitjadk. Néhany
hagyomanyosan elGallitott készitmény, jellemzé sdékoncentracidja és erjesztési ideje:
savanyukaposzta 2—3% sotartalom és néhany hét, kimchi 2-4%-os sétartalom, néhany naptdl
néhdny hoénapig, a hémérséklettél flggben, fermentdlt uborka 5-7%-os sotartalom,
hémérséklettdl fliggben, akar két-harom hét is lehet (Di Cagno et al., 2016). Ezutan a
fermentdlt zoldségeket még tovabb is érlelhetik, ami tovabbi iz- és texturavaltozdsokat
eredményezhet.

A csomagolas kiilonbozhet aszerint, hogy a csomagolast is képzd livegben torténik az
erjesztés, vagy horddokban fermentdlnak, és utdlag porcidzzak a termékeket. A Magyar
Elelmiszerkdnyv (Codex Alimentarius Hungaricus 2-603) ajanldsa szerint hosszabb tarolas
esetén a termékeket pasztérozhetik, vagy tartdsitoszert adagolhatnak hozzad. A
készitményeket hiivos helyen taroljak az értékesitésig.

Az elkészilt termékben a savas kémhatdst a feldusult tejsav, és a heterofermentativ
moddon képz6db esetsav eredményezi. Olyan élelmiszerekben, ahol alacsony a pH érték, a

gyenge szerves savak antimikrobidlis hatdsa er6sebb (Armbruszt, 2015a). A tejsavbaktériumok
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ezenfellil képesek bakteriocinek termelésével gatolni a patogén mikrébak szaporodasat.
(zacharof — Lovitt, 2012)

A novényi termékeket elGallitd vallalkozdsoknak a 852/2004/EK rendelet élelmiszer-
higiéniai elGirasainak kell megfelelnie. Az élelmiszerek megengedheté mikrobialis
szennyezettségének maximalis mértékét Magyarorszagon a 4/1998. (XI. 11.) EGM rendelet

hatdrozza meg az adott élelmiszer termék kategdriaban.

1.4. Fermentalt zoldségkészitmények kedvezs élettani hatasai

A fermentdlt élelmiszerek és az egészségre gyakorolt hatasuk kapcsolata igen
bonyolult. Szamos tanulmany foglalkozik egy-egy adott termékre, fajra, alapanyagra specifikus
jellemz6k kedvezd élettani hatasaival. lzgalmas és Osszetett téma a bél mikrobidtaval és a
gazdaszervezet immunrendszerével valé kolcsénhatds. A , posztbiotikumszer(d” elpusztult
bakterialis sejtek sejtfelszini molekuldi befolydsolhatjdk az immunrendszert, vagy a
kiszabadult enzimkészletlikkel segitheti az emésztést. Az él6 szaporoddképes
baktériumsejteket befolydsolhatjak a zoldségalapanyagokbdl szdrmazd prebiotikumok és
kdlcsdnhatasba léphetnek a bél mikrobidtaval, és az immunrendszerrel (Vinderola et al.,
2023). A lehetséges hatdsokat 6sszefoglalva a 4. dbra mutatja (Marco et al., 2021).
4.3bra: Fermentalt élelmiszerek 6sszetevbinek bioaktiv anyagokka alakulasa

(Forras: Marco et al., 2021.)
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Gombasejtek

fermentacios forrasbol Polifenolok
® e Oligoszacharidok CB - Enzimek, bakteriocinek,
b f ® ‘\\\ / bioaktiv peptidek,
A/

Baktériumsejtek aminosavak

fermentacids forrasbol
WYWW WA Tsirsavak

@b@ Médositja a bél mikrobiétat
Lumen 0.8 o AA_ Szerves savak, °

Bél &’f@c&Oy@ A A SCFAs o alliS -0‘@6

mikrobiota Y 0 e S

B
Mucosa [
Intestinal C "‘ /
epithelium Dendritikus :
Ui . sejtek Makrofagok T sejtek
amina propria .
Befolyasoljaazimmunrendszer miikodését

13



A tejsavbaktériumok csokkentik az ételek glikémias indexét azaltal, hogy lebontjak a
mono- és diszacharidokat, segitik a felszivoddast, mert poliszacharidokat, fehérjéket, zsirokat
hidrolizdlnak (Marco et al., 2021). Képesek polifenol vegyileteket, flavonoidokat bontani, igy
novelik azok hozzaférhet6ségét (Bird, 2014), ezaltal gatolhatjdk a gyulladasos citokinek
termelését (Shahbazi et al., 2021). A polifenol vegyliletek csak kevés: Escherichia coli;
Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp., Bacteroides sp., Eubacterium sp. baktériumfaj tudja
bontani (Bird, 2014). A fermentalt élelmiszerek baktériumai képesek mérgezé anyagokat
artalmatlanitani, mikotoxinokat elimindlni (Vinderola — Ritieni, 2015). Novényi eredet(
antinutritiv anyagokat (fitatokat, lektineket) bontanak le (Bird, 2014). Antimikrobidlis
anyagokat, szerves savakat, tejsav, ecetsav, vajsav, kapronsav, ezenkivil hidrogén-peroxidot
termelnek, melyek, de f6leg a butiratok, gatoljdk a patogén mikroorganizmusok szaporodasat
(Leroy—De Vuyst, 2004; Mokoena 2021), és csokkentik az inzulin rezisztenia kialakuldsat is
(Bir6,2014). Pishva és munkatarsai 2009-ben joghurtbdl izolalt LAB fajok antibakterialis
hatdsat igazoltak Escherchia coli and S. enterica Typhi enteropatogén baktériumokon. A
butiratok antikarcinogén hatasu vegyiletek is, el6segitik a colon epithelialis sejtjeinek
differencialédasat, és gatoljdk a szaporodasukat (Bird, 2014). Fermentalt élelmiszerekben
talalhatd LAB-ok képesek lehetnek az immunrendszert jelatviteli folyamatokon keresztiil
befolyasolni (Marco et al., 21).

Elelmiszer eredetli  mikroorganizmusok viselkedésének tanulmanyozdsaban
ellentmonddsokat fedezhetlink fel. A szakirodalom egy része azt dllitja, hogy példaul a joghurt
eredetl baktériumok (S. thermophilus és L. bulgaricus) ugyan el tudnak jutni a vastagbélbe,
de ott nem kolonizalnak, és nem tapadnak meg (Csapo — Albert, 2018), mig mas szerzék szerint
atmenetileg megtelepedhetnek a bélben (Di Cagno et al., 2016). Hasznossagukat viszont nem
vitatjdk. Egyes szerz6k Ugy tartjak a mezofil tejsavbaktériumok nem rendelkeznek olyan sav-,
és epetlir6 tulajdonsagokkal, hogy képesek legyenek élve eljutnia a vastagbélbe (Csapd —
Albert, 2018). Ennek ellenére Cele és munkatarsai, 2022-ben fermentalt sargarépa és gyombér
készitményekbdl izolalt Leuconostoc mesenteroides torzsek magas sav-, epe-, és lizozim t(ir6
képességét hatdroztdk meg, hasonld tlré képességgel kapcsolatos megfigyeléseket mas
tanulmanyban is olvashatunk (Vesa et al.,2000). Zubaidah és munkatarsai 2020-ban és 2023-
ban végzett kisérleteikben gyulladdsos biomarkerek csokkenését tapasztaltdk E. colival

megfert6zott egerekben, amelyeket Lactobacillus caseit és Leuconostoc mesenteroidest
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tartalmazo fermentalt z6ldségkészitményekkel taplaltak. Gyulladasgatld mechanizmusukkal is

sok tanulmany foglalkozik (Shahbazi et al, 2021).

1.5. Fermentalt élelmiszerek és funkcionalis élelmiszerek tudomanyos és jogi

szemszogbdl

A mai koznyelvben az él6floras, probiotikus, prebiotikus szavak és fogalmak
o0sszemosoddhatnak, sokan egyenlGség jelet tesznek a fermentalt élelmiszerek és a felsorolt
kategdriak kozott. A fogyasztdi piacot elaraszté rekldmok vildgdban a kovetkezetlen
sz6hasznalat szamos félreértésre adhat okot. A szakirodalmat attekintve is megfigyelhetd,
hogy a kifejezések jelentése az elmult évtizedek alatt folyamatosan valtozik és finomodik, és
hasznalata még mindig nem egységes. A spontdan mddon fermentalt élelmiszerek nem
tartoznak a probiotikus termékek kérébe, noha a fogyasztoi felfogasban megfigyelhet6 ezen
fogalmak felcserélése vagy szinonimaként valé haszndlata.

Magyar vonatkozasban él6fléras, prebiotikus, probiotikus és szinbiotikus kifejezéseket
a Magyar Elelmiszerkdnyvben, a tejtermékek kapcsan olvashatunk, kritériumokat a
csiraszamok tekintetében is régzit. A probiotikus baktériumok a termékben 10° CFU/g
csiraszam mennyiségben kell, hogy jelen legyen a lejarati id6 utolsé napjaig. A Magyar
Elelmiszerkényv (Codex Alimentarius Hungaricus 2-603) rogziti a tejsavas fermentaldssal
készllt zoldségkészitményekre vonatkozd iranyelveket s, csiraszamokra vonatkozo
kovetelményeket itt nem tartalmaz. Hiszen a tejsavbaktériumok jelenléte a kész termékekben
nem elvart, és a hosszabb eltarthatésagot hGkezeléssel vagy tartdsitdoszer hozzaaddasaval is
biztosithatjak.

A hozzdadott baktériumok, mint probiotikus hatdsi mikroorganizmusok mas
szabdlyozasi eljardsok ala tartoznak. A funkcionalis élelmiszerek korébe tartozd gazdagitott
probiotikus, és prebiotikus termékek népszer(i termékek az egészségtudatos vasarlok
korében. A FAO/WHO 2001-ben ajanlasokat és iranyelveket fogalmazott meg a probiotikus
mikroorganizmusok meghatdrozasara. Toth 2018-ban 06sszefoglalta, melyek az irdnyadd
eurdpai jogszabalyok a pre- és probiotikumok szemsz6gébdl. A tudomanyos szakmai és jogi

szabdlyozasokat id6rendben az 5. abra foglalja 6ssze.
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5: abra: A ,biotikus” és fermentalt élelmiszerek tudomanyos és jogi szempontjai
(Forrds: Toth, 2018. és Vinderola et al., 2023. alapjan sajat szerkesztés)

2001 Eurépai szabélyozas: FAO/WHO ajanlasok, iranyelvek: pre-

; : ; 7 ; és probiotikumok
élelmiszerbiztonsd
2002 g | EFSA

ISAPP (International Scientific

Probiotikumok Association of Probiotics and

2003 | | Antibiotikumok betiltasa hozamfokozé céllal felértékeldése Prebiotics)
2006 | | 1924/2006/EK
Egészségre vonatkozo allitas fogalma

2008 1333/2008/EK Elelmiszer adalékanyagok

Inulin és az Oligoszacharidok nem tartoznak az

adalékanyagok kozé
2011 || 1169/2011/EK

Fogyasztovédelem, jelolés, 0
2014 indokoltsag | ISAPP 2014: probiotikumok
2015 | | 2015/2283/EK  ()j élelmiszerek 2015-t6l

Hozzdadott baktériumokat tartalmazé biztonsagosnak itélt
2017 élelmiszerek szintén , Ujszerl” élelmiszer mikroorgar\izmusok ISAPP 2017: prebiotikumok

listdja
2020 ISAPP 2020: szinbiotikumok
2021 ISAPP 2021: posztbiotikumok
k. ¢ ISAPP 2021: fermentalt élelmiszerek

A funkcionalis élelmiszer kérdéskort az eurdpai jogszabdlyok az egészségre vonatkozo
allitasokon keresztul kozelitik meg. Az egészségre vonatkozd allitds a 1924/2006/EK
rendeletben, majd a 1169/2011/EK jelolési rendeletben jelenik meg. Az élelmiszerekhez
hozzdadott adalékanyagokkal kapcsolatban a 1333/2008/EK rendelet az iranyadd, ebben
megemlitik, hogy az inulin és oligoszacharidok (prebiotikumok) nem tartoznak bele az
adalékanyagok korébe. A (EU) 2015/2283 rendelet az ,uj élelmiszerek” csoportba sorolja a
hozzaadott mikroorganizmust tartalmazé termékeket (5. abra). A pre- és probiotikus
élelmiszeripari trendeknek a fenti jogszabalyok mentén kell mozogniuk (Téth, 2008). A
European Food Safety Authority (EFSA) 2015 o6ta kozzéteszi a biztonsagosnak itélt
mikroorganizmus torzsek listdjat (Toth, 2018). Mindekdzben 2002-ben megalakult az
International Scientific Association of Probiotics and Prebiotics (ISAPP) nemzetkézi
tudomdnyos tarsasag, amely 2014-ben definidlta a probiotikus élelmiszerek csoportjait. A
meghatdrozas szerint azok az élelmiszerek probiotikusak, amelyekben hozzaadott formaban
van jelen a probiotikus torzs, a fermentalt élelmiszerek, mas kategoridba esnek (Hill et al.,
2014). Az ISAPP konszenzus nyilatkozatot adott (5. dbra) ki 2017-ben a prebiotikumokral
(Gibson et al., 2017), 2020-ban a szinbiotikumokrél (Swanson et al., 2020), 2021-ben a

posztbiotikumokrdl (Salminen et al., 2021), és 2021-ben a fermentalt élelmiszerekrél is (Marco
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et al., 2021). A fermentalt élelmiszer elképzelhet6 mddon a pre-, pro, szin- és posztbiotikus
tulajdonsagok lehetséges hordozéja lehet, de nem sorolhaté egyik kategéridba sem, a
fogalmakat nem lehet felcserélni (Vinderola et al., 2023). A tarsasag definicidja szerint a
fermentalt ételek és italok, , olyan élelmiszerek, amelyek a kivant mikrobidlis névekedéssel és

az élelmiszer 6sszetevGk enzimatikus atalakulasaval késziltek” (Marco et al., 2021).

1.6. Termékfejlesztések

A min@ségellen6rzd vizsgalatokra szamos szempontbdl szlikség van. A termékfejlesztés
terliletén is, a fermentaciés folyamatok ellenérzésével, és felligyeletével garantdlhatd, a
termékek folyamatos mindsége, biztonsaga, a jogszabalyoknak valé megfelelése, és a

fogyasztdi igények teljesiilése, és igy csokkenthet6 a kockdzatok mértéke is (6. dbra).

6.abra: Termékfejlesztések és a minéségellen6rzé laborvizsgalatok kapcsolata
(Forras: sajat munka)

Fogyasztoi igények {\

Alapanyag Valtoztatas, )
Plan Starterkultura fejlesztés Action
obiotikus torzs

Fogyasztoi igények
teljesiilnek?

TERMEKFEJLESZTES

Csiraszam
Erzékszervi jellemz8k
stb

Fermentalas Kész termék

\N 4

Do Check

Laborvizsgdlatok

Jogszabalyi megfelelés
teljesiil?

Az él6 mikroorganizmusokat tartalmazd termékek, napjainkban kiemelt szerepet
toltenek be az egészségligyi és az élelmiszeripari szektorban. A magyarorszagi felmérések
szerint a fogyasztékat az ar-bizalom-iz egyenlé ardnyban befolydsolja vasarlas dontésében
(Szabd, 2015). Az egészségtudatos fogyaszték olyan élelmiszereket valasztanak, amelyek
rendszeres fogyasztdsa lehet6séget teremt az egészség megbrzésére és javitdsara. A
termékfejlesztés szempontjabdl fontos, a jotékony hatasu Osszetevé meghatarozasa. A
fermentalt élelmiszerek kore szamos termékfejlesztési lehetGséget rejt. Fejlesztési irany lehet

a probiotikus tulajdonsagu, gyorsan savanyitd torzsek szelektdlasa, a termékeket kedvezéen
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befolyasold starterkultirak fejlesztése (Alameri et al., 2018). Alacsony hisztamin (Halasz et
al.,1999), magasabb vitamin tartalma termékek (Penas et al., 2010), névényi alapu joghurt
készitmények, funkcionalis novényi és gylimolcsalapu fermentdlt italok el6allitasa csak néhany

a sokféle lehet&ség koziil (Di Cagno et al., 2016).

1.7.Min8ségbiztositas

Az élelmiszervizsgdlatok minGségbiztositasa a vonatkozo ISO szabvanyok alkalmazasan
alapul. A mdodszerek pontos betartasaval a kapott eredmények 6sszehasonlithatova valnak. A
szabvanyok rogzitik a vizsgdlatokhoz sziikséges mintavétel, feldolgozas és kimutatas pontos
koriilményeit és eljarasait.

A gyors mikrobioldgiai mddszerek el6nyei a gyorsasag, nagy atereszt6képesség, a
mintabodl vald direkt vizsgalat lehetdsége. A vizsgalni kivant anyag paramétereit megfelel6
specificitassal, szelektivitassal, érzékenységgel mutassa ki, igazodjon a minta sajatossagaihoz
a meghatdrozasi és kimutatasi kiiszob, tag hatdrok kozott mozogjon a zavartlirése, és

precizitds jellemezze (Armbruszt, 2015b).

1.8. Fermentalt élelmiszerek tejsavbaktérium szamanak becslése

1.8.1. Tenyésztéses vizsgalatok

A tejsavbaktériumok csiraszamanak meghatarozdsa fontos lehet élelmiszerbiztonsagi
és minGségellendrzési szempontbdl. A csiraszdmbecslés pontatlansaga, a maoddszer
technikajabol adodik, mert a taptalaj felszinére felvitt baktérium szuszpenzid sejtjei, a
mechanikai szélesztés soran nem csak egyesével valnak szét, hanem kotegekbe rendezédve is
maradhatnak. Az eredményeket ezért telepképzé egységekben (TKE) kell megadni (Davis,
2014). A mezofil tejsavbaktériumok tenyésztéses csiraszam meghatarozasat a MSZ ISO 15214
szabvany rogziti. A tenyésztéses vizsgalatok nagy el6nye, hogy lehet6séget teremt a
baktériumfajok azonositasara. Erre alkalmas elfogadott modszer MALDI-TOF-MS (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight- Mass Spectrometry) analizis. A kimutatas
alapjat a mikroorganizmusok egyedi fehérjeprofilja képezi (Lovdsz, 2014).

Azonban az élelmiszerekben kiilonb6z6 élettani allapotban taldlhatdak a

baktériumsejtek (7.abra.) A kilonbozé élettani allapotu sejtekrél szamszerld adatokat a
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tenyésztéstdl fliggetlen modszerekkel kaphatunk (Davis, 2014; Fan et al., 2021, Vinderola et
al., 2023).

7.abra: Baktériumsejtek kilonb6z8 élettani allapotai fermentalt élelmiszerekben
(Forras: Vinderola et al., 2023 alapjan)

EIG - életképes ,Ehezé”

Intakt sejtmembrén Metabolikus Nem tenyészthetd
Metabolikusan aktiv aktivitds csokkent

Szaporodasi fazis mértékd
9 1 Nyugvé ,,Dormant”
Nem % Szaporodéképes | 2 Metabolikus aktivitas
szaporodoképes (sejtosztédas) | 'S csokkent
(nincs X Aktiv sejtvédelem Kérosodott Halott (nem é186)
sejtosztodas) & sejt Nincs
Stacioner fazis Javithatatlan metabolikus
vagy sérilt Javits sériilés aktivitas
mechaniz Nincs szaporodas

musok \» Feléleszthetéség sziikséges Nem ép a

‘ Nem tenyészthetd ‘ =) | Tenyészthetd < 1 sejtmembran

1.8.2. Luminometria

A luminometria egy fénykibocsatast detektald mddszer. A biolumineszcens kimutatas
alapjat az adja, hogy az él6 sejtek ATP tartalma in vivo kimutathaté a luciferin-luciferaz
enzimrendszeren keresztiil. A lumineszcencia fényintenzitdsa aranyosan valtozik a
rendszerben talalhatd ATP mennyiségével, igy aranyosan valtozik az él6 sejtek szdmadval is
(Armbruszt, 2015b). Az enzimrendszert rekombindns formaban szamos gyari kit tartalmazza,
tdbbek kozt a BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay kit (Promega). A kit egylépéses nagy
ateresztGképességl vizsgalatra ad lehetGséget, akar 100 baktériumsejt is kimutathato vele
(http). A biolumineszcens moddszert élelmiszeripari termékek vizsgalatara, fellilet
fert6tlenités hatékonysaganak ellen6rzésére is haszndljak. Fellleti tisztasagi ellenGrzése

esetén mar 10* TKE/100 cm? szennyezettség is kimutathaté (Armbruszt, 2015b).

1.8.3. Aramlasi citometria

Az aramlasi citometria alkalmazhatd az élelmiszermikrobioldgidban, mivel gyors és
érzékeny modszer a baktériumsejtek egyenkénti elemzésére és szamlalasara. Az érzékenysége
fugg attdl, hogy milyen az élelmiszermaradvanyoktdl valé mentesités hatékonysaga.

Lehet&séget teremt kiilonb6z6 fiziologids allapotban |évé baktériumsejtek elkilonitésére is.
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Nem fligg a tenyésztéstdl, és egyszerre tobb paraméter elemzése is lehetséges. Detektalhatd
a membranintegritds, a membranpotencial, intracellularis pH, enzimaktivitas, kimutathaték
kérokozd mikroorganizmusok fluoreszcens specifikus antitest jeloléssel, és szorter egységgel
0sszekotve megoldhaté a kivalasztott populdcié sejtenkénti kivalogatasa tovabbi vizsgdlatok
céljara (Comas-Riu — Rius, 2009). A mikroorganizmusok az élelmiszerekben stresszhatdsok
kovetkezményeként arra kényszeriilhetnek, hogy életképes, de nem tenyészthet6 (Viable But
Not Culturable: VBNC) &llapotba keriiljenek (7. abra). Aramlasi citometriaval detektalhatéak
él6, aktiv, halott és stresszhatasok alatt allé sejtek is (Comas-Riu— Rius, 2009).

A membranintegritast vizsgdld technikak a festék kizdrasaval vagy a festék
megtartasaval adnak informaciét a sejtekrdl. Aktiv kizardé tipusu festék a halott sejtek
elkllonitésére alkalmas propidium-jodid (Pl), amely nulkeinsavat fest azokban a sejtekben,
ahol atereszt6 a membran, vagyis halottak. Kombindlva Syto sejtatereszt6 nukleinsav festéssel
elkulonithetévé valnak a halott sejtek, a tobbi allapotban 1évé baktérium sejttél (Bunthof,
2001).

A membranpotencidl jelz6 metodikak, olyan toltott lipofil vegyileteket hasznalnak,
amelyek kdonnyen atjutnak a sejtmembranon, és Osszegyllnek a sejtben a sejt elektromos
toltése szerint. A Rhodamin-123 egy kationos lipofil festék, melyet széles kdrben haszndlnak
baktériumfestésre (Matsuyama, 1984; Yu et al.,, 2020), dnmagdban vagy PI festékkel
kombinalva (Bunthof, 2001). Kaprelyants és munkatarsai 1996-ban leirtdk, hogy a Rho-123
festéssel elkilonithet6ek a baktériumtenyészet ,,dormant” allapotu sejtei.

A sejtaktivitast nem specifikus észteraz enzimmikodés révén lehet detektdlni, erre
olyan észterdz szubsztrat festék alkalmas, amely permedbilisan bejut a baktériumsejt
citoplazmadjaba és ott az észterdz aktivitds kovetkeztében fluoreszkdlova valik. Ilyenek a
fluoreszcein diacetat és a calcein AM festékek csoportjai (Bellassi et al., 2023; Bunthof, 2001).

A tejtermékekben a tejsavbaktérium csiraszammeghatdrozas egyik metodikaja az 1ISO
19344:2015 szabvanyban rogzitett aramldsi citometriai vizsgdlat. A szabvany Syto9-et,
propidium jodidot (Pl) carboxyfluoreszcein diacetdtot (CFDA) felhaszndlé mddszereket
alkalmaz. Feltételezi, hogy egyéb mikrorganizmusok jelentdés szamban nincsenek jelen a
mintaban a gyartasi technoldgidanak koszonhetéen. A szabvédny szerint a csiraszam

meghatdrozasi hatar 10%sejt/g termék.
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Azon megfontolas alapjan, hogy a fermentalt zoldségfélék is jelent6s szamban
tartalmazhatnak tejsavbaktériumokat, az dramlasi citometria is alkalmasnak tlinik a

mennyiségi meghatdrozasra.
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2. Anyagok és modszerek
2.1. Vizsgalt termékek

A vizsgdlat céljara Magyarorszagon Osszegy(jtott 1. tablazatban feltlintetett
fermentalt zoldségkészitményeket mintavételezésig 4°C-on h(tve taroltam. A termékek pH
értékeit kézi Testo tipusu pH mérével mértem, standard oldattal (pH 4 és 7 (Testo)) torténd

kalibralas utan.

1. tablazat: Bef6ttes Uvegekben forgalmazott zoldségkészitmények

(Forras: sajat munka)

Sor- Készitmény Rovidités Lejarat Vizsgalat Fel6ntdlé Apritas
szam datuma maddja
1. Cukorborso B 2024.03.22.  2023.01.31.  attetszd, aljan egeész
pellet van
2. Lilakaposzta- Lh 2024.04.20. 2024.01.22. élénk lila, gyalulva
lilahagyma nincs pellet
3. Kaposzta- KRB1 2023.11.15.  2023.11.20. attetsz6, aljan  gyalulva
répa- nincs pellet
brokkoli
4. Kaposzta- KRB2 2024.02.28.  2024.02.21.  attetszg, aljan |~ gyalulva
répa- nincs pellet
brokkoli
5. Kaposzta- KP1 2024.02.28. 2024.02.21.  attetsz6, aljan gyalulva
kapiapaprika nincs pellet
6. Kaposzta- KP2 2024.02.28.  2024.02.22.  attetszd, aljan |~ gyalulva
kapiapaprika nincs pellet
7. Cékla-torma CK 2023.11.30.  2023.11.30. sotétlila reszelve
8. Cékla-répa- CRGY1 2024.02.28.  2024.02.27. sotétlila reszelve
gyombér
9. Cékla-répa- CRGY2 2024.02.28. 2024.02.27. sotétlila reszelve
gyombér
10. Sérgarépa RO 2023.12.30.  2023.12.12.  attetszd, aljan  vékonyra
pellet van szeletelve
11. Sargarépa- RGYO 2024.02.21. 2024.02.01.  attetszd, aljan  vékonyra
gyombér pellet van szeletelve
12. Sargarépa R 2024.02.28.  2024.01.31. narancssarga, reszelve
sdrd
13. Sargarépa- RGY1 2024.01.31.  2024.01.31. narancssarga reszelve
Gyombér sdrd
14. Sargarépa- RGY2 2024.01.31.  2024.01.31. narancssarga reszelve
Gyombér stird
15. Sargarépa- RGY3 2020.02.28. 20204.02.15. narancssarga reszelve
Gyombér sdrd
16. Sargarépa- RGY4 20204.02.28. 2024.02.20. narancssarga reszelve
Gyombér sdrd
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2.2. Csiraszambecslések 6sszehasonlitasanak fé technikai lépései

A csiraszambecslések 0sszehasonlitasat a 8. abran személtetett mdédon végeztem. A
mintavételt kovetéen a decimalis higitds els6 elemét homogenizaltam, majd kulon-kilén
meghatdroztam, anaerob tenyésztéssel, luminometridval és dramldsi citometridval a
készitmények tejsavbaktérium csiraszamat.

8. abra: Csiraszambecslések 6sszehasonlitasanak f6 technikai lépései
(Forrds: sajat munka)

Mintavétel
10* higitas pufferolt
peptonvizben
Stomacheres homogenizdlas

¥

ANAEROB TENYESZTES LUMINOMETRIA ARAMLASI CITOMETRIA

Higitési sor
e |

=

Csiraszambecslés

Csiraszambecslés Csiraszambecslés

Fajazonositis Y

MALDI-TOF-M5
elemzés

[

EREDMENYEK OSSZEVETESE

2.3. Tenyésztéshez és fenntartashoz hasznalt taptalajok, izolatumok, torzsek

Az anaerob tenyésztéses vizsgalatokhoz és a mddszerbeallitdsokhoz tdptalajokra, higitd és
mosoé pufferoldatokra volt sziikség. A mdodszerbedllitasokhoz teszt izoldtumokat hasznaltam,

amelyek fenntartdsa is taptalajokat igényelt. A felhasznalt anyagok a kovetkez6k voltak:

de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) taptalaj tejsavbaktérium tenyésztéshez: MRS leves (Biolab
Diagnosztikai Laboratérium Zrt) tdptalaj elkészitése a gyarté utasitasa szerint (6,2 pH),
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kiegészitve 18 g/| agarral (Merck). Sterilezés autoklavban 15 perc 121°C-on. A 47°C-ra
kin(itott taptalajba sterilre sz(irt kalium-szorbat oldatot kevertem 1,5 mg/l
végkoncentraciéban az éleszt6k és penészek szaporodasanak gatlasara.

Schaedler tdptalaj (Scharlab) Lachancea thermotolerans éleszt6 izoldtum fenntartasahoz.
Elkészitése a gyartd utasitasa szerint.

Pufferolt peptonviz: hus pepton (pankreatikusan emésztett (Merck)) — 10 g, natrium-klorid —
5 g, dinatrium-hidrogénfoszfat-dodekahidrat — 9 g, kalium-dihidrogén-foszfat — 1,5 g,
desztillaltviz — 1000 ml, pH (RT) 7,0 + 0,2, sterilezés autoklavban 121°C, 15 perc

Foszfat puffer séoldat (PBS) (Lonza) egyszeres toménységben, pH 7,4

Miller-Hinton tapfolyadék (Bio-Rad): elkészités a gyartd utasitdsa szerint

A moddszerek bedllitdsokhoz hasznalt mikroorganizmusok: a munka kezdeti fazisdban
azonositott, gyorsan, megbizhatdan nové izolatumokat valasztottam teszt térzseknek: 6-os
izoldatum (Pediococcus ethanolidurans); 38K izolatum (Lactiplantibacillus plantarum);
Lachancea thermotolerans; Escherichia coli (ATCC 25922); Staphylococcus aureus (ATCC

25923)

2.4. Mintavétel és homogenizalas

A mintavételezés és higitdsi sorok elkészitéséhez az MSZ ISO 6887-1 szabvany
Utmutatasait vettem alapul. A vizsgalatok lejarati idén belll torténtek 2023. november és
2024. februdr kozotti idészakban. A készitmények livegeit 70%-os alkoholos kiilsé attorlést
kovet6en bontottam ki. A z6ldségallomanybdl 10 g-ot (+ 5%) mértem ki, amelyet higitottam
90 ml szobahémérsékletl pufferolt peptonvizzel (pH 7,00 + 0,2). Stomacher (BA 6021)
készlilékkel homogenizaltam 90 sec id6tartamig. Az elkésziilt szuszpenzidobdl haromféle

madszerrel vizsgaltam a csiraszamokat.

2.5. Csiraszambecslés anaerob tenyésztéssel MRS taptalajon

A kiinduldsi szuszpenzidkbdl 1 ml térfogatot tovabb higitottam 6t tagl decimalis
higitassal 10 ml-es végtérfogatokban. Az egyes higitasokat 5 sec vortexes keveréssel
homogenizaltam. Két egymast kdvetd higitasi tagbdl harom parhuzamos szélesztéses leoltast
végeztem 100-100 pl térfogattal, el6z6leg Petricsészékbe ontdtt MRS taptalajra. Az inkubalasi
paramétereket MSZ I1SO 15214 szabvany alapjan valasztottam meg 30°C -on, anaerob
korilmények kozott. A tenyésztés eredményének leolvasasat 72 h mulva végeztem. Anaerob
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kdzeget Oxoid tipusu anaerob Jarban Anaerocult™ A (Merck) rendszerrel, Anaerotest strip
(Merck) indikator mellett biztositottam. A telepképz6 egységek szamolasanal (TKE) a 30-300
kozotti telepszamu csészék eredményeit vettem figyelembe, majd azokat atlagolva, higitasi

szorzotényezG6vel kalkuldlva egy gramm termékre vonatkoztattam az eredményeket.

2.6. Fajmeghatarozas MALDI-TOF-MS- készUlékkel

A fajmegahatarozasokat Bruker MALDI Biotyper sirius IVD tipusu készilékkel
végeztem. Az MRS taptalajon tenyésztett kiilonb6z6 telepmorfoldgiaval rendelkezd jellemzé
telepeket atoltottam friss MRS taptalajra és hdromszori atoltassal az izolalt telepekbdl
tisztatenyészetet hoztam létre, MALDI-TOF-MS meghatarozasokat ezutan végeztem.

Két mintaelSkészitési mddszert hasznaltam. 1./ A direkt feltaras esetén a meghatarozni
kivant mikroba tenyészet telepébdl steril fogvajéval mintat vettem és felvittem a mintatarté
majd a teljes szaradast kovetéen 1ul Cyano-4-Hydroxy-cinnamic acid (HCCA) matrix-oldatot
cseppentettem a mintara. Szaradas utdn tortént az analizis. 2./ Azokat a telepeket melyeket
in situ feltarassal nem sikerilt azonositani, egy hosszabb el6készitéssel préobaltam feltarni. A
mikroba telepekbdl 1 pl-es térfogatu kacs segitségével 96 lyukd microplate lemezbe el6z6leg
bemért 75 ul HPLC min&ségli vizben szuszpenziot készitettem. A mintakra 225 ul abszolut
etanolt mértem, felszuszpendaltam, majd a lemezt centrifugaltam (Hermle Z326 K) 2500 g-vel
5 percig. A felliluszd nagy részét eltavolitottam, majd megismételtem a centrifugdldsi Iépést.
A maradék felliliszét is dvatosan eltavolitottam és hagytam szaradni a mintakat 5 percig
szobah6mérsékleten. Ezutdn 25 pl 70% -os hangyasavval felszuszpendaltam az tledéket, majd
25 ul 50% -os acetonitrilt adtam hozza, majd ismét szuszpendaltam. A mintdkat ezt kdvetéen
centrifugdltam 2500 g-n 5 percig. A mintatarté lemezre a fellliszokbdl 1 pl-t vittem fel,
hagytam szaradni, majd 1 pl HCCA matrix-oldattal fedtem le és a teljes szaradas utan
analizaltam.

A felvett tomegspektrumok alapjan a szoftver 6sszehasonlitja, majd megadja a
legvaldszinlbb taldlatokat. A valdszinliséget pontszdammal jellemzi. Az elemzéshez Standard
adatbazist haszndltam. A faj azonositasa nagy valdszin(iségi, ha a pontszam 2,00-3,00 kdzé
esik, alacsony valdszinGiségli, ha 1,70-2,00 koézott van, ekkor a mikroorganizmust csak

nemzetség szinten sikerilt beazonositani, és nem megbizhaté az eredmény 1,7 alatt.
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2.7. Csiraszambecslés luminometridval

A mérést GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader készlilékkel végeztem 0,25
masodperces integracids idével. A vizsgalathoz hasznalt BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability
Assay kit a Promega gyarto terméke. Az utasitasi javaslatnak megfelel6en Miiller-Hinton (MH)
tdpfolyadékban mértem a lumineszcencia értékeit. A mért lumineszcencia, a leiras szerint, a
luciferin-luciferdz enzimrendszeren keresztlil mért ATP tartalommal ardnyos. Fehér szin(, a
lumineszcencia mérésre alkalmas 96 lyuku lemezben végeztem a vizsgalatot, minden esetben
harom parallel mintaval. A kalibraciés egyenest vettem fel higitott szintenyészetek
lumineszcencia értéke és ezzel parhuzamosan kitenyészett telepképz6 egységek (TKE) adatai
alapjan. Ehhez MH tapfolyadékban 0,1 OD (600nm-en) értékre bedllitott
baktériumszuszpenzié decimalis higitasait készitettem el és mértem a higitasokhoz tartozo
lumineszcencidt. Azért, hogy parhuzamosan kdovessem a TKE-ek szdmat, leoltottam a higitasi
sor tagjait MRS taptalajra. A lumineszcencia méréshez a zsebekbe 100 pl térfogatd mintakhoz
100 ul Reagenst mértem, kevertetés és ot perc varakozas utan detektadltam a jelet. A mddszer
adaptalasa utan a fermentalt z6ldségkészitmények tizszeresen higitott mintdibdl 200-200 pul-t
mértem be egy-egy zsebbe. Ezutdn a lemez centrifugdldasaval (2500 g, Ot perc)
Osszegy(jtottem a sejteket a zsebek fenekén, majd a felliluszébol 150 pl-t eltavolitottam és
150 ul Mdller-Hinton tapfolyadékra cseréltem. Harom mosasi |épés utan 100 pl feliiliszét
pipettaztam le, majd a zsebben maradt 100 ul mintahoz 100 pl Reagenst tettem, kevertetés
és Ot perc varakozds utan mértem a lumineszcencia jelet. A csiraszambecslés eredményeit a
kalibracios egyenes alapjan szdmoltam, a végeredményt egy gramm termékre vonatkoztatva

adtam meg.

2.8. Csiraszambecslés dramlasi citométerrel

A vizsgdlatokat Beckman Coulter DxFLEX aramlasi citométer készilékkel végeztem. A
mUiszerbeadllitdsok a kovetkezdk voltak, kiiszob: SSC-H 4000 érték, kozepes felszivasi sebesség,
5 x 10* - 5 x 10° esemény gy(ijtése egy mintabdl. Az elSkészitésnél sziikséges a késziilék
adottsdgai miatt 50 pm-es szlrén atszlirni a mintakat. A tisztatenyészetek esetében a
baktérium szuszpenziét PBS oldatban 0,35 OD (600nm-en) értékre allitottam be. Az dramlasi

citometridas méréshez a szuszpenzid tovabbi higitdsa sziikséges nagysagrendileg az 1000
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esemény/ul sirliség eléréséhez. Minden esetben harom parallel mintaval dolgoztam. A

termékvizsgalatoknadl a decimalis higitasok elsé, esetenként masodik tagjat vizsgaltam.

Felhaszndlt festékek: LIVE/DEAD Baclight Bacterial Viability Kit (Thermofisher): Syto9 (3,34
mM) 3 x 10*-szeres higitdsa PBS-ben; Propidium-jodid (PI) (20 mM); Rhodamin-123 (Rho-123)
(Biotinum) 5 ug/ml PBS-ben. A festetlen, az egyszeresen és kétszeresen festett mintakat a 2.

tablazat szerint készitettem, aramlasi citometriai vizsgalathoz hasznalt csovekben (BD Falcon).

2. tablazat: Aramldsi citometria festési protokollja

(Forrds: sajat munka)

1. Festetlen minta
szintenyészetbél /

z0ldségtermékbdl

200 pl PBS + 20 pl
baktériumszuszpenzid

/ z6ldséghigitas

mérés

(5 x 10*esemény)

2. Syto9 / Pl festés
szintenyészetbdl /

z6ldségtermékbdl

200 pl Syto9 + 20 pl
baktériumszuszpenzid
/ z6ldséghigitas
+0,1 ul Pl

Inkubalas: 15 percig 37
°C-on sotétben, majd
mérés (5 x 10*

esemény)

3. Rho-123 / PI festés
szintenyészetbél /

z0ldségtermékbdl

200 pl 5 pug/ml Rho-
123 + 40 pl
baktériumszuszpenzid

/ zoldséghigitas

Inkubalas: 30 percig 37
°C-on sotétben, Mosas
3x 1 ml PBS-BSA (1 %),
centrifugalas: 3000g, 5
perc, az utolsd
centrifugalas utan 200

ul tledéket hagyva

+200 pl PBS + 0,1 pl PI
(Végtérfogat 400 pl)
Inkubalas: 15 percig 37
°C-on sotétben, majd
mérés (5 x 10°

esemény)

A kapukat a szintenyészetek segitségével

allapitottam meg. A csiraszambecslések

eredményeit a kikapuzott populaciok esemény/ul értékeibSl a megfelel§ higitasok szorzatai

alapjan szamoltam, a végeredményt egy gramm termékre vonatkoztatva adtam meg.

2.9. Statisztikai értékelés

A kiértékelés sordan a mérési adatok atlagait és szorasait vettem figyelembe.

A mérési adatok kozotti 6sszefliggés leirdsara egyszerd linearis regressziét alkalmaztam.
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3. Eredmények és kiértékelés

3.1. Csiraszambecslés anaerob tenyésztéssel, pH értékek

A fermentalt zoldségkészitményeket az alapanyagok szerint hdrom csoportra
osztottam. Kdposzta alapu termékek csoportjaba 6t liveg, sdrgarépa alapu termékekhez hét
Uveg, cékla alapu termékekhez harom liveg, egyéb csoportba a cukorborsét soroltam. Minden
termék er6sen savas kémhatasu volt. A termékek pH értéke atlagosan 3,36 + 0,12. A termékek
kémhatasat és az anaerob tenyésztés csiraszdmbecslési eredményeit a 3. tablazat foglalja
O0ssze. Harom termék esetén nem tenyészett ki tejsavbaktérium MRS taptalajon, a vizsgalati
kortilmények kozott, ezekkel a készitményekkel a tovabbiakban nem foglalkoztam.

3. tablazat: A fermentalt zoldségkészitmények csiraszamai tenyésztési vizsgalattal és pH

értékei
(Forras: sajat munka)

Csoport Sorszdm Termék Csiraszam TKE/g Sz6ras (tenyésztés) pH (RT)
Egyéb 1. B <10° 0,0 3,16
Kdposzta alapu 2. Lh <10® 0,0 3,35
3. KRB1 6,2x10* +5,6x10° 3,20
4, KRB2 4,1x10* +1,2x10% 3,45
5. KP1 2,2x10° +8,5x10° 3,39
6. KP2 4,8x10* +4,9x10° 3,48
Cékla alapu 7. CK 1,8x10° +1,4x10* 3,40
8. CRGY1 3,7x10° +1,3x10* 3,61
9. CRGY2 8,3x10° +6,9x10° 3,44
Sdrgarépa alapu 10. RO 3,4x10% +7,1x10? 3,20
11. RGYO <10? 0,0 3,19
12. R 1,4x107 +2,1x10° 3,35
13. RGY1 1,5x107 +1,7x10° 3,41
14. RGY2 1,8x107 +2,0x10° 3,31
15. RGY3 3,8x107 +4,3x10° 3,45
16. RGY4 1,3x10% +1,6x107 3,39
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A kéaposzta csoport tagjaiban 10% - 10° nagysagrend, a cékla csoportndl 103 - 10°
nagysagrend és a sargarépa csoportndl 10% - 10® nagysagrend kozé esett az MRS tdptalajon
kitenyészthet6 baktériumok telepképz6 egységének szdma, egy gramm termékre
vonatkoztatva. A munkdm sordan a legmagasabb csiraszamokat a sargarépa alapu
termékekben kaptam. A készitmények vizsgalata soran romldsra utalé jeleket nem

tapasztaltam az egyedi mintdk bontasanal.

3.2. Fajmeghatarozas MALDI-TOF-MS készulékkel

A tenyésztés el6nye, hogy lehetéség van a mikroorganizmusok taxondémiai
vizsgalatara. Elve ezzel a lehet8séggel, tajékoztatd jelleggel a termékek tenyészeteibdl
néhany, tobbnyire négy-6t jellemzd telepet vettem le. Ezekbdl tiszta tenyészetet készitettem,
az azonositas érdekében. A meghatdrozashoz MALDI-TOF-MS késziiléket haszndltam.

Tizenhdarom termékbdl 6sszesen 88 izoldtumot vizsgadltam meg, 55 izoldtumot in situ
madszerrel sikerilt meghatdrozni, 24 izolatumot masodik feltarasi mddszerrel, kilenc esetben
nem tudtam még nemzetségszinten sem beazonositani az adott baktériumot.

Jellemzéen Lactiplantibacillus plantarum, Lentilactobacillus diolivorans,
Levilactobacillus  brevis, Lentilactobacillus  buchneri, Lentilactobacillus parabucner,

Pediococcus parvulus, és Pediococcus ethanolidurans baktériumokat azonositott a szoftver.
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A négy kaposzta alapu készitményben 36 kitenyésztett baktérium izoldatumot
azonositottam, az eredményeket a 9. dbra mutatja. A csoport készitményeibdl legnagyobb
részt (9. abra A), a Pediococcus parvulus faj, és a Lentilactobacillus nemzetség, legvaldszinitbb
taldlat szerint, L. diolivorans faj volt azonosithaté. Jelen vizsgalat alapjan legalabb 6t kiilonb6z6
faj el6forduldsa valdszin(sithet6 a zoldségkészitmény csoportban. A9. dbra B részén az egyedi
mintak diverzitdsat vizsgdlhatjuk, a legvaltozatosabb fajosszetétel a KRB1 és KP1 termékekben
jelent meg.

9.abra: Baktérium fajok el6forduldsa fermentdlt kaposzta alapu készitményekben: (A)
termékcsoportban; (B) egyedi mintakban azonositva (pontszamok: fajszint(i: 2,00-3,00;
nemzetség szintl: 1,70-2,00; nem azonosithatd: <1,7)
(Forras: sajat munka)

M Lentilactobacillus diolivorans 1,70-3,00 (KP1: 2

db, KRB1: 5 db, KRB2: 4 db)

Lentilactobacillus buchneri 1,70-3,00 (KP1: 2 db,
KRB1: 1db, KRB2: 2 db)

Pediococcus parvulus 2,00-3,00 (KP1: 3 db, KP2:
2db, KRB1: 8 db)

Levilactobacillus brevis 2,00-3,00 (KP2: 3 db)

M Pediococcus ethanolidurans 1,70-3,00 (KRB1: 1
db)

M nem azonosithato 3 db

nem azonosithato
Lentilactobacillus buchneri

Lentilactobacillus diolivorans

KRB1

Pediococcus ethanolidurans

Pediococcus parvulus

Lentilactobacillus buchneri

Lentilactobacillus diolivorans

nem azonosithaté

KP2 ‘ KRB2

Pediococcus parvulus
Levilactobacillus brevis
nem azonosithato

Pediococcus parvulus

KP1

Lentilactobacillus buchneri

Lentilactobacillus diolivorans

o
=
N~
w
IS
«w
o
~
o

Jellemzé baktérium telepek szama)
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A hdrom cékla alapu készitménybdl 18 db kitenyésztett baktérium izolatumot
azonositottam, az eredményeket a 10. abran mutatom be. A vizsgdlatban a Lentilactobacillus
nemzetség, jelenlétét sikerilt valdszin(siteni. A szoftver szerint ez a L. diolovorans faj lehet.
10. abra A része). Ez alapjan a fermentalt céklakészitmények mikrobioldgiai szempontbdl
kevésbé valtozatosnak tlinnek. A 10. dbra B részén az egyedi mintakbdl azonositott fajokat
tintettem fel. A CT termék diverzebb fajosszetételt mutatott, mint a CRGY1 és CRGY2
készitmények.
10.3bra: Baktérium fajok el6forduldsa fermentdlt cékla alapu készitményekben: (A)
termékcsoportban; (B) egyedi mintakban azonositva (pontszamok: fajszint(i: 2,00-3,00;

nemzetség szint(i: 1,70-2,00; nem azonosithaté: <1,7)
(Forrds: sajat munka)

M Lentilactobacillus diolivorans 1,70-2,00 (CT: 4 db,
CRK1: 5 db, CRK2: 4 db)

u Lentilactobacillus parabuchneri 1,70-2,00 (CT: 1
db)

u Lentilactobacillus buchneri 1,70-2,00 (CT: 1 db)

W nem azonosithatd 3 db

nem azonosithato B

CRK1

Lentilactobacillus diolivorans

Lentilactobacillus diolivorans

CRK2

I

nem azonosithaté

Lentilactobacillus buchneri

CcT

Lentilactobacillus parabuchneri

Lentilactobacillus diolivorans —

0 1 2 3 4 5 6 v 8

Jellemz6 baktérium telepek szama



A hat sargarépa alapu készitménybdl 34 kitenyészett baktérium izoldtumot
azonositottam, az eredményeket a 11. dbrdn lathatjuk. A csoportban (10. dbra A) négy faj
jelenlétét sikerilt valdszinlsiteni. Két egyforman dominans fajt talalunk az elemzésben, a
Pediococcus parvulus és a Lactiplantibacillus plantarum baktériumokat, ez utébbi egyediil
ebben a zoldség csoportban jelenik meg. A 10. dbra B részén a készitmények diverzitasa
szerint, jellemz6en 2-3 faj jelenik meg. A Lactiplantibacillus plantarum az R és RO

készitményekben dominal.

11.3bra: Baktérium fajok el6forduldsa fermentalt sargarépa alapu készitményekben: (A)
termékcsoportban; (B) egyedi mintakban azonositva (pontszamok: fajszint(i: 2,00-3,00;
nemzetség szint(i: 1,70-2,00; nem azonosithaté: < 1,7)
(Forrds: sajat munka)

Pediococcus parvulus 1,70-3,00 (R: 2 db, RGY1: 4

db, RGY2: 4 db, RGY4: 2 db)

12 db
Lactiplantibacillus plantarum 1,70-3,00 (RO: 4 db,

R: 5 db, RGY3: 2 db)

Levilactobacillus brevis 2,00-3,00 (R: 2 db, RGY1: 1
db)

M Lentilactobacillus diolivorans 1,70-2,00 (RGY4: 4
db)

M nem azonosithaté 4 db

Pediococcus parvulus B
Lentilactobacillus diolivorans :
nem azonosithaté

Lactiplantibacillus plantarum

RGY4

2 | RGY3

RGY|

Pediococcus parvulus
nem azonosithato |E——

Pediococcus parvulus

RGY1

Levilactobacillus brevis

Pediococcus parvulus
(3 Levilactobacillus brevis

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

RO

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Jellemz6 baktérium telepek szama

3.3. Csiraszambecslés luminometriaval

A mérések megkezdése el6tt tobb tényezd tisztdzasra szorult, ezért a kovetkezd

modszerbeallitasi [épéseket végeztem el. EIGsz6r megbecsiiltem a médszer alsé méréshatarat.
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Utana megvizsgaltam, hogy a készitmények mintaibdl vald direkt mérés esetén miikodéképes-
e a mérési rendszer. A kapott eredmények megfontolasaval megkiséreltem a mérési rendszert
optimalizalni.

A csiraszam meghatarozas alsé hatarat a kovetkez6k szerint vizsgdltam. A P.
ethanolidurans és L. plantarum izolatumok ismert mennyiségének (0,1 OD) hozzdaddsaval
higitasi sort készitettem Miiller-Hinton tapfolyadékban, majd a kit segitségével megmértem a
higitasokhoz tartozd Ilumineszcencia intenzitast, ezzel pdrhuzamosan elvégeztem a
hozzatartozé tenyésztési vizsgalatokat is. Grafikonon dbrazoltam a mért lumineszcencia
intenzitas és a TKE szdmanak kapcsolatat. A szemléltet6 dbran (12. abra A) bejeldltem a higitasi
sor altal kirajzolt lumineszcencia jel alsé meghatérozasi tartomanyat. A zsebben taldlhaté 103
és 10* db telepképzd egységhez tartozo relativ lumineszcencia 1 x 10*— 2 x 10* (AU) érték
kozott mozog, tehdt megéllapithatd, hogy ez a rendszer nem alkalmas 1 x 10* db alatti
tejsavbaktérium sejtszdm meghatarozdsra. Mivel a készitményeket az elsé decimalis
higitasaikbdl elemeztem, a csiraszdm meghatdrozdsanak hatarat a készitményben 5 x 10°/g

baktérium szamban tudtam definialni. A kalibracids egyenest a hatar feletti pontokra illesztve

kaptam (12. dbra (B)), igy az egyenes egyenlete a kovetkezs:
y = 0,4904x + 40307 (1)
ahol, y: lumineszcencia intenzitas (AU); x: TKE szdma.
12. dbra: A lumineszcencia és TKE kapcsolata: meghatarozasi hatar alsoé régidja (A) és az

illesztett kalibracidés egyenes (B) (n=6)
(Forras: sajat munka)
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1,00E+06 .
3508406 1 y = 0,4904x+ 40307 .
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=) . — . .
v e H— =)
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L,00E+00 ——vvmw v v o™i iy 0,008+00 . . . .
1,00E+00 1,00E+02 1,008+04 1,00E406 0,00E+00 2,00E+06 4,006+06 6,00E+06 8,00E+06
TKE/zseb TKE/zseb

Minthogy a zOldségkészitmények esetén el6nyt jelentene, ha kdzvetlen mddon, a

szines felont6lében lehetne elvégezni a mérést, kisérletet allitottam be a mddszer
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adaptaldsdra. A direkt mérés sordn azonban a szinanyag és a |é er6sen savas kémhatdsa, vagy
egyéb ismeretlen faktorok jelenléte gatolhatja a reakciét. A kozvetlen mddszer bedllitasa
soran figyelembe vettem, hogy a szakirodalom szerint a luciferin-luciferaz rendszer pH
optimuma 7,75-0s értéknél van (Dedk, 2006). A fermentdlt termékek pH értéke atlagosan 3,36
volt, ezért is indokolt a mintaelGkészitésénél pufferolt peptonviz haszndlata. A minta
mikroszképos vizsgdlata soran ép novényi sejteket nem, de sok névényi térmeléket lattam a
feldolgozas els6 higitdsdban. Kisérletek alapjan megallapitottam, hogy mivel ismeretlen a
kilonféle zoldségfélék szoveti tormelékének hattér lumineszcencidja és zavardlag hatnak a
szinanyagok is, nem lehetséges a kozvetlen mérés (13.4bra A). Tehat ahhoz, hogy egységes
metodikat hasznalhassak az eltér6 alapanyagu termékeknél, a kozeget Miller-Hinton
tapfolyadékra cseréltem az Anyagok és mddszerek fejezetben leirtak szerint. igy a préba
méréseim szerint, a Pediococcus ethanolidurans izolatummal kevert, 0,22 um-es szlrével
el6zbleg leszlrt, kaposzta és cékla mintak esetében, a higitds mértéke kovethetd volt a

lumineszcencia jel valtozasaval (13.4bra B).

13. abra: A fermentdlt zoldségkészitmények 10! higitdsainak lumineszcencia jele (AU):
kdzvetlen mérés estén (A); optimalizalt, Miller-Hinton kozegre cserélt mérés esetén (B)
(Forras: sajat munka)
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A fermentdlt zoldségkészitmények vizsgalatanak eredményeit a 14. abran mutatom be.
A kdposzta és cékla csoport méréseibdl azt latjuk, hogy minden mérési pont 10°- 10* (AU)
lumineszcencia értékek kozott, vagyis a meghatarozasi hatar alatt van. Levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, hogy a baktérium sejtek szdma a zsebben tizezres nagysagrend alatti. A
sargaréparépa alapu csoport lumineszcencia jele jéval magasabb tartomanyba esik, 10°-10°
(AU) értékek kozott van, ennek megfeleléen millids nagysagrend feletti csiraszam becsilhetd.
14. abra: A fermentalt z6ldségkészitmények 10! higitdsainak lumineszcencia jele (AU)

(Meghatdarozasi hatarérték: 2 x 10* (AU) felett)
(Forras: sajat munka)
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A sargarépa alapu termékek tejsavbaktérium csiraszamat a 12. dbran feltiintetett
egyenes egyenlete (1) y = 0,4904x + 40307 alapjan, a 10! higitasi tagok lumineszcencia
adataibdél szamoltam. A mérések alapjan a 4. tabldzatban 06sszefoglalt csiraszdmbecslési

eredményeket kaptam.
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A kdposzta és cékla csoportoknal csak a méréshatar minimum értékébdl
kévetkeztethetiink arra, hogy a csiraszdam a termékekben 5 x 10°/g-nal kisebb vagy azzal
egyenlé mennyiségben van jelen. A sargarépa csoport eredményeit az egyenlet alapjan
szamoltam a higitasokkal kalkuldlva, igy 1 x 10’ — 8 x 107 csiraszam/g kozotti eredményeket
kaptam. A szérasok minden esetben egy nagysagrenddel kisebb értékek (4,3-16,3% koriiliek).
4. tablazat: A fermentalt z6ldségkészitmények csiraszambecslése: TKE egy gramm termékre

vonatkoztatva lumineszcencia alapjan
(Forras: sajat munka)

Csoport Sorszam  Termék TKE/g Sz6ras

Kdposzta alapu 4, KRB2 <5x10° -
5. KP1 <5x10° -
6. KP2 <5x10° -
Cékla alapu 8. CRGY1 <5x10° -
9. CRGY2 <5x10° -

Sdrgarépa alapu 12. R 2,8x107 +1,5x10°

13. RGY1 2,2x107 +1,8x10°

14, RGY2 2,0 x 107 +3,2x10°

15. RGY3 1,9 x 107 +3,1x10°

16. RGY4 7,9 x 107 +3,4x10°

3.4. Csiraszambecslés aramlasi citometriaval

A modszer adaptalasdhoz bedllitasi |épésekre volt sziikség. ElsGként tejsavbaktérium
szintenyészetek és egyéb mikroorganizmusok fényszdrdsi képét vizsgdltam és kijeldltem a
csoportokra jellemz6 kapukat. Ezutdan a tejsavbaktérium izoldatumok Rho-123 fest&dését
mértem és becslést tettem az alsd kimutathatdsagi hatarra zoldségkészitmény jelenlétében.
Kovetkez6 pontban megvizsgaltam a tejsavbaktérium szintenyészetek Syto9 és Pl festGdését
tisztatenyészetbdl és z6ldség készitménnyel kevert mintaban.

Az els6 kisérleti pontban kiilonb6z6 méretld mikroorganizmusok fényszérasi képét
elemeztem. Harom kaput allitottam be, melyek a k6z6s kapuba esé P. ethanolidurans és L.
plantarum tejsavbaktériumoknak (6-os és 38K izolatumok); az Escherichia coli és

Staphylococcus aureus koz6s csoportjanak; és a Lachancea thermotolerans éleszt6fajnak felel
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meg (15. abra). Megallapitottam, hogy a fényszdrasi kép és az FL-3 — FSC dot-plot alapjan az
éleszt6k elkilonithet6ek. A fényszérasi kép kapuit Rhodamin-123 fest6d6 események
megfeleltetésére hasznadlom. A tejsavbaktérium kapu és a S. aureus + E. coli kapuk részben
atfedésben vannak.

15.3bra: L. plantarum izolatum fényszdérasi képe mikroorganizmusok szerinti kapuzassal
(Forras: sajat munka)

38K ElG 0 All Events

o
==

10f

Lactobacillus(95 86%:)

55C-A

Elesztti(n,01%)

10t

i Staphylococcus aureus, Escerichia colif2s 57%)

i 10 10 10°
FEC-A

Masodik kisérleti pontban az izolalt tejsavbaktériumok Rho-123 fest6dését vizsgdltam
szintenyészetek segitségével. Friss 12 6rds tenyészetek szuszpenzidjat élé pozitiv kontrollnak,
hével elolt parhuzamosat halott, negativ kontrollnak hasznaltam. A Rho-123 festék olyan
magas hattérfluoreszcenciat ad, hogy elfedi a sejtekhez tartozo jelet, sziikségessé valt mosasi
|épések beiktatdsa, ezt kétszeri PBS-BSA (1%) mosassal biztositottam. Az él6 sejtek a Rho-123
festéket felveszik, ezért kikapuzhatoak fluoreszcencia intenzitds alapjan. A Rho-123 az
elpusztult hGkezelt sejtekben nem dusul fel. A halott sejtek festésére a Pl festést hasznaltam,
populdcidjukat FL-3-as csatornaban mértem. Megfigyelésem szerint a Rho-123 fest6dés kozel

fél ora alatt eltlinik, ezért a mérést a festést kovet6en azonnal el kell végezni.

Harmadik Iépésben mérést terveztem, hogy tdjékoztatd jelleggel megvizsgaljam az alsé

meghatdrozasi hatart. Két bioldgiai ismétlést végeztem a kovetkez6k szerint. A CRGY1

37



z6ldségkészitményt hével kezeltem annak érdekében, hogy a benne taldlhaté mikrobakat
eléljem (holt sejt populacid), ezt kevertem P. ethanolidurans izolatum OD 0,35 értékre
beallitott decimadlis higitdsi sorahoz, egy-egy aranyban. Rho-123 festést kovetben
megallapitottam, hogy 10 esemény/ul detektdldasnal mar elkilonitheté a fluoreszkald
populadcié (16. abra D). Ez a mérési cs6ben tizezer db/ml eseménynek felel meg, ami a
festéshez hasznalt szuszpenzidban szazezer db/ml toménységet jelent. Mivel a termékek elsé
decimadlis higitdsaibdl készlilnek a csiraszambecslések, igy a csiraszdm meghatarozas hatarat a
készitményekben 1 x 10%/g baktérium szdamban tudom definidlni. Alatta nem meggy8z6, csak
sejthetd a festett csoport jelenléte (16. abra E). igy elddnthetd, hogy 10°/g hatar alatt vagy
felett van-e az él6 baktériumok szama a készitményekben. Azonban, ha a szennyezettség
nagysagrendekkel nagyobb mértékd a hatdr is azzal ardnyosan novekszik.

16. abra Higitasi sor: P. ethanolidurans izolatum (OD 0,35) és hékezelt zoldségkészitmény
keverékébdl, a Rhodamin-123 festett események szdma: (A) 3096 esemény/ul, (B) 842

esemény/ul, (C) 82 esemény/ul, (D) 8 esemény/pl, (E) 1 esemény/pl, (F) <1 esemény/pul
(Forras: sajat munka)
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A tovdabbiakban a szintenyészetek Syto9 és Pl fest6dését is megvizsgdltam. Az é16 és
hékezelt szintenyészet keverékében a duplafestéssel elvalik a Pl festett halott sejtek csoportja

a Syto9 festett ép membranu sejtek csoportjatdl (17. dbra A). A festést tobbféle
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z6ldségkészitmény mintdn kiprébdalva azt taldltam, hogy vagy nem vdlik el egyértelm(ien a két
festés, vagy Osszemosddva tobb populacié is megjelenik. A z6ldség mintak esetében
problémat jelent a novényi eredetl sejtmaradvanyok jelenléte. A nagy szemcsék kisz(irésére
csak az dramlasi citometridban haszndlt 50 pm-es szlirési el6készitést hasznaltam. Ezek
alapjan azt allapitottam meg, hogy ebben a rendszerben a Syto9/PI fest6dés a populacidk
elkiilonitésénél bizonytalan eredményt nyujthat.

17. abra: Syto9 és Pl festés: P. ethanolidurans szintenyészetben (A) zoldségkészitmény

mintakban (B: KRB2, C: RGY4)
(Forrds: sajat munka)
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A csiraszambecslési vizsgalatot hat termék esetében végeztem el. Négy készitménynél
(KRB2, KP1, KP2, CRGY1) a Rho-123 kapuba esé események szdma kisebb, mint 10 db/pl,
azonban a RGY3 és a RGY4 készitménynél sejthetd a festett é16 populacid, de a meghatarozasi
hatar kdzelében van az fluoreszkalé események szama (18. dbra).

18.abra: Zoldségkészitmények Rho-123/PI festése: (A) KRB2; (B) KP1;(C) RGY3; (D) RGY4
(Forras: sajat munka)
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A zoldségkészitmények vizsgalataibdl szarmazé adatokat a 5.tablazatban foglaltam
Ossze. Négy készitménynél sem a Syto9 festéssel sem a Rho-123 festéssel nem volt
kimutathatd mennyiségl fluoreszkalé esemény az FL-1 csatorndban, mig a RGY3 és RGY4
mintdkban igen. A kikapuzott események szamabdl arra lehet kovetkeztetni, hogy ezek, a
készitményekbdl kitenyészthetS TKE szaméaval egyeznek meg. Erdemes megfigyelni, hogy a
Syto9 kapuban nagyobb eseményszamokat taldalunk, ennek megfelel6en magasabb
csiraszamot is becslil a mddszer. A halott elemek festésére alkalmas Pl kapuban minden
esetben rendkivil magas objektumszam jelenik meg. Tobbek kozt ez az oka a magas a
kimutathatdsdagi hatarnak. Gyakorlatilag a zaj, tébb mint két nagysagrenddel haladja meg Rho-
123 vagy Syto9 festett események szamat. Tovabba megfigyeltem, hogy az éleszték
kapuzasara bedllitott FL-3 — FSC dot-plot-ban elkilonilni [dtszanak események, annak
ellenére, hogy alacsony szdmban vannak jelen leolvastam az adatokat, érdekessége ezeknek,
hogy nem mutatnak sem Syto9, sem Rho-123 sem PI fest6dést.
5.tablazat: Csiraszambecslés eredményei aramlasi citometrids elemzéssel (Rho+: Rhodamin-
123 festett események szama; Syto+: Syto9 festett események szama; Pl+: propidium festett

események szama; nm: nem mérhetd)
(Forras: sajat munka)

Csoport Sz. Term. Rho+ Syto+ Pl+ Eleszt Rho+ Syto+ Halott Eleszté
méret(i méretli
esemény esemény

db/ db/ db/ db/pl esemény/g esemény/g | esemény/g esemény/g

pl pl pl

Kdposzta | 4. KRB2 | n.m. . m. 4675 3,5 <10¢6 <106 5,1 x108 3,9x 105
alapu 5. KP1  nm.  hmo 5101 2,9 <10° <106 5,6 x 108 3,3x10°
6. KP2  nm. .m 1916 5,0 <10° <108 2,1x108  55x10°

Cékla
. 8 CRGYL nm. npm 531 0,3 <10° <106 2,9x 108 1,8 x 10°

alapu
Sdrgarépa | 15.  RGY3 8,9 12.7 268 26 8,8 x 106 1,3 x 107 2,7 x 108 2,6 x 106
alapi  16. RGYA 193 113 749 2,5 2,1x10"  18x108 = 82x108  2,8x10°
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3.5. Csiraszambecslési eredmények 6sszehasonlitasa

A haromféle becslési médszer eredményeit a 19. abran hasonlitottam 6ssze. Az egyes
mérésekhez tartozé szérasok minden esetben egy nagysagrenddel kisebb tartomanyba esnek.
Mig a tenyésztési vizsgalatoknak nagy az érzékenysége, igy az alacsony csiraszdmok is kdnnyen
kimutathatdak vele, addig a luminometrids modszer 5 x 10°/g termékre vonatkoztatott
csiraszam felett képes csak mérni, ugyanigy az alsé hatdr az aramlasi citometrids vizsgalatnal
is magas, 1 x 10° csiraszam/g. Minden esetben, ahol meghatdrozasi hatar alattinak becsulték
a mddszerek a csiraszamot, a tenyésztés is megerdsitette azt. Megvizsgalva a készitményeket
csak a répa alapu készitményeknél volt lehetéség a pontos szdmok Osszehasonlitdsara. A
lumineszcencia eredményei egy nagysagrenden belll kovették a tenyésztéses vizsgalat
eredményeit. Az dramlasi citometridas eredmények esetén 6sszetettebb a kép, mert a Rho-123
fest6d6 sejtek a RGY4 mintanal aldbecsiilték a tenyésztés eredményét, mig a Syto9 pozitiv
sejtek megegyeznek vele. ElImondhatd, hogy a 1 x 108/g csiraszam érték felett mind a hdrom
eljdradssal kimutathatd és meghatdrozhatd, és a magasabb csiraszamok elfogadhatd
kozelitéssel becsulhet6ek az dltalam mért termékekben.

19. abra: Tenyésztési, luminometriai és daramldsi citometriai csiraszdmbecslések
dsszehasonlitasa. Aramlasi citometriai vizsgalat négy készitménynél nem tortént (CRGY1, R,
RGY1 és RGY2). (Rho+: Rhodamin-123 festett események, Syto+: Syto9 festett események)

(Forras: sajat munka)
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4. Kovetkeztetések és javaslatok

A munkam soran vizsgdlt fermentdlt termékek tenyésztési vizsgdlatait attekintve
megallapithatjuk, hogy az altalam vizsgdlt készitmények tobbnyire tartalmaztak
tejsavbaktériumokat, jellemz&en 103-108/g csiraszamban. A legmagasabb csiraszamokat a
sargarépa alapu termékekben kaptam. Felmeril a kérdés vajon miért a sdargarépa
készitményekben a legmagasabb a csiraszam. Osszevetve a cukortartalmukkal, a haromféle
z6ldségalapanyag szénhidrat és cukortartalma nem tér el jelentésen egymastol, a kaposztanak
3,2 %, a céklanak 6,76 % (Mirmiran et al., 2020), és a sargarépanak 4,7 % (Swain et al., 2014)
a cukortartalma. Tehat ezzel nem magyarazhato az eltérés. Fontos azonban kihangsulyozni,
hogy csak az altalam hasznalt tenyésztési koriilmények esetén igazak a csiraszambecslési és a
fajosszetételre vonatkozd eredmények. Osszetett képet akkor kapnank, ha a szdmba vehetd
kiilonféle taptalajokon is elvégeznénk a vizsgalatot és az eredményeket Osszevetnénk
egymassal.

A szakirodalom szerint a fajok diverzitdsa nyersanyagonként valtozé, a kdposzta
termékek jellemz6en Leuconostoc mesenteroides, L. brevis, L. plantarum, a sargarépa
termékek L. plantarum, L. brevis (Di Cagno 2013), a cékla termékek a L. plantarum, L.
helveticus, L. salivarius, and L. acidophilus (Zamanpour et al., 2023) fajok tartalmaznak.
Elemezve az egyes termékcsoportok fajosszetételét azt mondhatjuk, harom-o6t féle baktérium
faj azonosithatd. Vélelmezhet6 kiilonbség a fajok Osszetételében alapanyagok szerint. A
leggyakoribb fajok az irodalomtél eltéréen a kdposzta esetében a P. parvulus és L. diolivorans,
a cékla esetében a L. diolivorans, és sargarépa csoportban az irodalommal azonosan
megjelenik a L. plantarum, és mellette a L. brevis és P. parvulus is. Gydmbérrel valé fliszerezés
esetén nem jellemz6 a fajok érzékenysége (Swain et al.,2014), kozo6ttik megjelenik az altalam
is azonositott a L. plantarum és L. brevis. A vad tipusu fajok azonositdsa a probiotikus
tulajdonsagokkal bird fajok keresése szempontjabdl is hasznos lehet (Cele et al., 2022).
Azonban meg kell jegyezniink, hogy a munkdm sordn sok esetben a MALDI-TOF-MS
készlilékkel a meghatdrozds csak nemzetségszintig volt megbizhaté. Molekularis
modszerekkel, vagy fenotipusos vizsgalatokkal érdemes lehet beazonositani a nemzetségek
fajait. A fajok elfordulasanak gyakorisagvizsgalata nem volt célja a munkamnak, de megfeleld

elemszamnoveléssel ez is megvalésithaté lenne.
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A luminometriai mérésen alapuld csiraszambecslésrél elmondhatjuk, hogy dsszevetve
a tenyésztési vizsgalatokkal, alacsony, csiraszamoknal csak arra alkalmas, hogy eldontsik
5x10° nagysagrend alatti tartomanyba esik-e a készitmény baktérium szdma vagy sem.
Magasabb csiraszamoknal durva becslésre hasznalhatd, a szakirodalom szerint is csak 10* TKE
felett lehetséges a kimutatas (Jasson et al., 2010). A méréseimmel 6sszhangban a BacTiter-
Glo™ Microbial Cell Viability Assay kit luminezscencia jele Aragones és munkatarsai szerint
(2012) 10%-10% TKE/ml kdz6tt linedris. A mddszer nagy elénye, hogy gyors és minimalis
el6készitést igényel, azonban a készitmények vegyes mikrobioldgiai Osszetétele miatt az
eredményeket kell6 koriltekintéssel szabad csak figyelembe venni. A moddszer tobb
szempontbdl is optimalizaldsra szorul, illetve az eredmények korlatozott felhasznaldsara ad
csak lehet6séget a fermentdlt zoldségfélék esetében. A mérést befolydsolhatja az éleszt6k
jelenléte is. Ha a termékek jelent6s mennyiségben tartalmaznak éleszt6ket, akkor magas
lumineszcencia jelre lehet szamitani, ezaltal a becslés pontatlan lesz. A tenyészet pillanatnyi
allapotatol is fligg az eredmény. Gyakorlatilag a megvasarolhatd termékek mikréba kozosségi
szempontbdl pusztulé tenyészetnek felelnek meg, ahol a baktériumsejtek csokkent
sejtaktivitasa varhatd. Hatranya, hogy felszerelést és szakmai felkésziltséget igényel a
hasznalata. Megbizhatdsaga erdsen fligg a mérendd terméktdl, és kozegtdl, érzékenysége
emiatt alacsony, 5x10° TKE/g nagysagrend alatt nem hasznalhaté fermentalt zoldségfélék
esetében.

Az aramlasi citometriai mérések értelmezése sok esetben nehéz feladat a minta
rendkivili 6sszetettsége miatt. Log fazisban |évé szintenyészeteken beallitott festési eljarasok
modosulnak az erdsen szennyezett mintakban, ami eltéré viselkedésli populaciokat
eredményez. Annak elddntése, hogy ezek a valtozatosan fest6dé események pontosan milyen
tulajdonsagl objektumoknak felelnek meg, még tovabbi részletes vizsgalatokat igényelne.
Azért, hogy tisztan lassunk elGszor is ki kellene dolgozni egy eljarast, amivel a szennyezésektdl
mentesiteni lehet a mintdkat. tejtermékek esetében mar vannak kidolgozott extrakcids
metodikdk (Bunthof, et al., 2002) Masrészr6l, ha megfontolasokat tesziink a festeni kivant
baktériumok statuszardl, akkor arra jutunk, hogy a készitmények nem csak aktiv, hanem
ugynevezett ,dormant”, eloregedd, sériilt, elpusztult sejteket is tartalmaznak. Ezek egymastal
vald megkillonboztetése lehetséges (Bellassi et al., 2023), de csak akkor, ha a mintat sikerdl
megtisztitani a szennyez6désektél. A propidium-jodid kapuba esé események magukba

foglaljak a ,poszbiotikumszerl” halott baktérium sejtek szamat is, de sajnos, jelenlegi mérési
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rendszerben nem lehetséges kilonvalasztani a halott novényi eredetli részektél. Raadasul
vannak olyan tejsavbaktériumok, amelyek nem fest6dnek Pl-dal (Bunthof et al., 2001). Tovabb
bonyolitja a képet, hogy ezekben a fermentalt készitményekben tobbféle baktérium faj, s6t
élesztk is jelen lehetnek. Az éleszt6kapuban detektalt eseményekbdl arra kdvetkeztetek, ha
ezek nem novényi tormelékek, akkor vagy nincsenek aktiv allapotban, vagy egyéb ok miatt
nem festédnek. Vizsgdlatokat lehetne tervezni annak megallapitasara, hogy milyen az éleszt6k
kimutathatdsdga, illetve hogyan viselkednek az eltér6é fajok a kilénbdz8 festédési
eljarasokban. Annak ellenére, hogy az aramlasi citometria nyujtotta részletesebb vizsgalati
képet erésen rontja a magas hattérzaj, a membranpotecidl kimutatdsara alkalmas Rhodamin-
123 festés 108/g €16 csiraszamnal nagyobb tartomanyokban hasznélhaténak tlinik, ugyanilyen
hatarértéket definidl az ISO 19344:2015 szabvany is. Azonban a megallapitott meghatarozasi
hatdr a szennyezettség mértékétél fligg, nagysagrendi novekedése esetén a hatarérték is
aranyosan novekszik. A szakirodalom szerint azonban a Rho-123 festés helyett metodikai
okokbol adéddan, a CFDA festés alkalmasabb az aktiv sejtek meghatarozdsara (Bunthof et al.
2001).

Osszefoglalva elmondhatd, hogy ha az el6zetes érzékszervi vizsgalatokkal nem
allapitunk meg pimpdsodast, élesztsodést, vagy romlasra utald egyéb jeleket, akkor nem csak
a tenyésztéses, hanem a luminometriai és aramlasi citometriai mddszer is alkalmazhaté a
10%/g vagy nagyobb éI6 tejsavbaktérium csiraszam becslésére. Viszont szennyezd
mikroorganizmusok jelenlétében csak a tenyésztési vizsgalat tud pontos és szelektiv

eredményt adni.
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5. Osszefoglalds

A fermentalt zoldségkészitmények tobb szempontbdl is népszerliek. Magas
tejsavbaktérium csiraszamuk és kilonleges 6sszetételiik a legkllonfélébb termékfejlesztési
Otleteket ihleti meg. A mindségellenGrzés szerves részét képezik az élelmiszerek
laborvizsgalatai. A jogszabalyi megfelelések és fogyasztdi igények teljeslilésének mérési
eszkoze, tobbek kozott a csiraszambecslés is.

A kérdéseim is e laborvizsgalati téma koré csoportosultak. A csiraszambecslési
maodszerek 6sszehasonlitasi alapja a ,gold standard” mddszerként alkalmazott tenyésztéses
vizsgdlat. Az élGsejtszamok kimutatdsdban jelenleg ismert legérzékenyebb eljards, azonban a
nem tenyészthetd, sériilt, ,dormant” és halott sejtek szamardl nem ad eredményeket, és a
kimutatas is hosszu id6t vesz igénybe.

A termékek vizsgalatat a kovetkez6k szerint végeztem. Nyersanyagok szerint harom,
kaposzta, cékla és sargarépa csoportra bontottam a készitményeket. Megmértem a
készitmények pH értékét, majd tejsavbaktérium csiraszamot becsiiltem anaerob tenyésztéses
vizsgdlattal, MRS taptalajon. Ezek alapjan megdllapithatéva valt, hogy a harom csoport
mindegyikében erdsen savas a pH érték (3,36 + 0,12). A tizenhat zoldségkészitménybdl
tizenharom tartalmazott 103 tejsavbaktérium/g feletti él6csiraszamot. Egy gramm
készitményre vonatkoztatva a kdposzta csoport 10*- 10° nagysagrendben, a cékla csoport 103
- 10° nagysagrendben, mig a sargarépa csoport kimagaslé 10* - 10% nagysdgrendben
tartalmazott tejsavbaktériumokat.

A készitményekbdl kitenyésztett baktérium telepek fajazonositdasat MALDI-TOF-MS
késziilékkel végeztem. A kdposztacsoport izolalt telepei zomében a Pediococcus parvulus és a
Lentilactobacillus diolivorans volt, a cékla csoporté a Lentilactobacillus diolivorans, és a
sargarépa csoporté a Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus parvulus fajok voltak. Az
egyedi mintak fajosszetétele, egy és Ot faj kozott alakult, legnagyobb diverzitast a
kaposztaalapu készitmények mutattak.

A luminometriai csiraszambecslést a luciferin-luciferdz ATP kimutatas elvén alapuld
BacTiterGlo™ Microbial Cell Viability Assay kit segitségével végeztem. Kalibracids egyenest
vettem fel tejsavbaktérium torzsek higitasi sorabdl, a mért lumineszcencia jel (AU), és a
parhuzamosan kitenyészett telepképz6 egységek (TKE) szama alapjan. Ennek eredményébdl

megallapithatd, hogy egy gramm termékre vonatkoztatva 5x10° csiraszam alatt a
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luminometriai modszer érzéketlen. A mdodszer optimalizalasa utan, tiz terméket vizsgaltam.
Ot termék eredménye a kdposzta és céklacsoportokbdl a meghatarozasi hataréték alatt volt,
és Ot sargarépa alapu készitmény csiraszama becstilhet6 volt a mddszerrel. Az eredmények jé
kozelitéssel egy nagysagrenden belil kdvették a tenyésztés eredményeit.

Az aramlasi citometriai csiraszambecslést Rhodamin-123, propidium-jodid és Syto9
festékek felhasznalasaval végeztem. A mérések itt is mddszerbeallitasi |épéseket igényeltek.
Ot készitményt vizsgaltam. Arra a kdvetkeztetésre jutottam, hogy a minta Syto9 festése diverz
képet mutat, a kiértékelése igy bizonytalan. A minta Rhodamin-123 festése alapjan viszont
meghatdrozhatd volt az él6 csiraszdm 108/g baktériumszam felett, ez azonban a
szennyezettség mértékével aranyosan valtozhat. A kdposzta és cékla csoport készitményeiben
az él6é csiraszam nem érte el a meghatdrozasi hatart. Ezt megerGsitette a tenyésztés
eredménye. Két sargarépa alapu terméknél elérte, s6t meg is haladta azt. A vizsgélt két
esetben a becslés egy nagysagrendi tartomany pontatlansaggal, illetve azon belil kovette a
tenyésztés eredményét. Noha tovabbi megerdsit6 vizsgdlatok szlikségesek, de az kimondhat,
hogy a Rhodamin-123 festés alkalmas lehet a fermentdlt zoldségkészitmények él6
tejsavbaktérium csiraszdm becslésére 10°%/g csiraszam felett. A baktériumok tovabbi fizioldgids
allapotanak tajékoztatdsara novényi tormelékektdl vald mentesités utan nyilik lehetség.

A gyors kimutatasi mddszerek jelentésége a termékfejlesztések kapcsan keriilhet
el6térbe. Meghatarozott  korlatok  kozott  alkalmasak  lehetnek  fermentdlt
z0ldségkészitmények csiraszambecslésére, starterkulturdk aktivitas vizsgalatara, probiotikus

z6ldségkészitmények él6 csiraszambecslésére, vagy folyamatok nyomon kovetesére.
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hallgatét az irodalmi forrasok korrekt kezelésének kdvetelményeirdi, jogi és etikai szabalyairol
tajékoztattam.

A szakdolgozatot a zarévizsgan torténd védésre javaslom / nem javasiom?.
A dolgozat dllam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen npem**

Kelt: Godollé, 2024. év aprilis hé 10. nap

/ ) / \7 q

f / g~
Aatm 2Ly ] "_/LJ‘/

belsd konzulens

! A megfeleld dolgozattipus meghagyasa mellett a tobbi tipus térlendd.
7 A megfeleld alahGzandé.
* A megfeleld alahGzandé.
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