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Kivonat

FUNKCIONALIS HATASU TEJTERMEK ELOALLITASA
SPIRULINA (ARTHROSPIRA PLATENSIS)
FELHASZNALASAVAL

KIVONAT

Napjaink  megvaltozott  tipldlkozdsi szokdsai  kovetkeztében
a funkciondlis élelmiszerek elddllitdsa és forgalomba hozatala sokakat érintd
€s érdekld teriilet. A dolgozat célja egy olyan, 4j tipusu savanyu tejtermék
eldallitasi technoldgidjanak kidolgozédsa volt, amely a hagyoményos tejipari
gyartmanyokndl  gazdagabb  viz- és  zsiroldhaté  vitaminokban,
mikroelemekben, esszencidlis aminosavakban, telitetlen zsirsavakban és
prebiotikus hatdsi komponensekben, vagyis funkciondlis mindséggel
rendelkezik.

A Spirulina biomassza mikrobiologiai allapotdnak ellendrzése
hagyomdanyos tenyésztéses vizsgalattal torént. A mezofil tejsavbaktériumok
savtermelésének és sejtszdm-véltozdsanak nyomonkovetése pH méréssel,
illetve é€l6sejt-szam meghatdrozdssal valdsult meg Spirulina kiegészitést
tartalmazé és anélkiili modell tapkozegben (UHT-tejben). Agardiffizids
lyukteszttel ellendriztem a Spirulina vizes kivonatainak antimokrobdas hatasat.
Erzékszervi  vizsgilatok  segitségével  kialakitottam a  Spirulina
felhasznalasaval késziild savanyu tejtermék  recepturdjat és
gyartastechnoldgiai folyamatdat, majd terméktarolasi kisérlet keretében
meghataroztam a Spirulina biomassza mezofil tejsavbaktériumokra kifejtett
hatdsat.

Vizsgédlataim eredményei alapjan, a poritott Spirulina biomasszanak

mezofil  szintenyészetekkel  savanyitott  tejtermékek  eldéllitdsdhoz
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Kivonat

funkcionélis hatdsu adalékanyagként torténd felhasznéldsa tobb szempontbol
is javasolhat6. A hatékony és érzékszervi szempontbdl egyarant elfogadhatd
koncentracid meghatarozdsakor — melyet az 1-8 g/drn3 koncentracio-
tartomanyban végeztem el Lactococcus (Lc.) lactis-torzsek felhasznéldsaval —
a 3 g/dm’-nyi mennyiség bizonyult optimalisnak.

A 3 g/dm’-es mennyiségben alkalmazott Spirulina biomassza
szignifikdns mértékben (P < 0,05) novelte egyes mezofil tejsavbaktérium-
torzsek (Lc. lactis subsp. lactis NCAIM B.2128, Lc. lactis subsp. lactis var.
diacetylactis NCAIM B.2127, Lc. lactis subsp. cremoris ATCC 19257, Lc.
lactis subsp. cremoris NCAIM B.2124, Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris NCAIM B.2120) savtermeld aktivitdsat. Lactococcus lactis subsp.
lactis NCAIM B.2128, Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis NCAIM
B.2127 és Lc. lactis subsp. cremoris ATCC 19257 esetében éldsejtszam-
meghatdrozas Utjan igazoltam a Spirulina szaporodas-serkentd hatdsat is.

A Spirulina biomassza vizes oldata gitolta a Sarcina sp., az
Acetobacter sp., a Listeria monocytogenes NCAIM B.01373, a Micrococcus
luteus T21, a Proteus mirabilis HNCMB 61370, a Salmonella Typhi-suis
HNCMB 15016, a Staphylococcus aureus HNCMB 112002 és a
Staphylococcus epidermidis HNCMB 110001 torzseinek szaporoddsat.

Kidolgoztam egy uj tipusu, Spirulindval dusitott, funkciondlis hatdsu
aludttej-készitmény szabadalmaztathat6 gyartastechnolégiai folyamatat. A
termék 6 hetes, 4°C-on végzett tarolasi kisérlete soran a Spirulina biomassza
a tarolas elsd 2 hetében szignifikdns mértékben (P < 0,05) ndvelte a mezofil

starterbaktériumok életképességét az aludttej-termékben.




Abstract

DEVELOPMENT OF A FUNCTIONAL DAIRY FOOD
ENRICHED WITH SPIRULINA (ARTHROSPIRA
PLATENSIS)

ABSTRACT

The objective of the dissertation was to monitor the influence of a
cyanobacterial (Spirulina) biomass on the growth, acid production and
survival of various microorganisms. Because of its beneficial biological
effects, Spirulina was used as a food additive to produce a functional
fermented dairy product, for which a detailed manufacturing technology was
developed. The influence of Spirulina on the sensory properties of fermented
milks was determined, and storage experiments were carried out to study the
changes in viability of the microbiota in the control and Spirulina-enriched
products. The cyanobacterial biomass increased the vitamin content and
improved the fatty acid and essential amino acid composition of cow’s milk.
The effective concentration of Spirulina resulting in good sensory properties

was found to be 3 g/dm3 .




“The microorganism is always right,

your friend,

a sensitive partner.
Microorganisms can (will)

do anything.
Microorganisms are smarter,

wiser,

more energetic
than chemists, engineers, etc.
If you take care of your (microbial) friends,
they will take care of your future (and you
will live happily ever after).”

(Perlman)

“Mig élsz, egyre tanulj, és soha abba ne hagyd!”

(Seneca)




Bevezetés, célkitiizés

1. BEVEZETES, CELKITUZES

A tejsavbaktériumok altal végzett fermentédcié sordn termelddo tejsav
az élelmiszerben megfeleld mennyiségben felhalmozddva megakadalyozza a
tovabbi  mikrobidlis tevékenységet, és az alapanyaghoz  képest
biztonsdgosabb, hosszabb ideig eltarthatd terméket eredményez. A
tejsavbaktériumok anyagcsere-termékei koziil — a szerves savak mellett —
mikrobagatld hatdssal rendelkeznek még bizonyos fehérje természetii
antimikrobds anyagok (az un. bakteriocinek) €s a hidrogén-peroxid is. A
tejsav — tartosité hatdsa mellett egyuttal — kellemes izt és nagyobb élvezeti
értéket ad az élelmiszernek.

Az erjesztéseket véghezvivd hasznos mikroorganizmusoknak a
nyersanyagok kevert mikrobidtdjdban torténd uralomra jutisa tobbféle
médon segithetd eld, példaul a kornyezeti tényezOk szamukra kedvezd
moédositdsaval, vagy a hasznos mikroorganizmusok nagy szdmban torténd
mesterséges bevitelével. A kedvezd kornyezeti tényezdket nemcsak az
erjesztést jellemzo fizikai paraméterek optimalizdldsdaval valdsithatjuk meg,
hanem kiilonb6z0, erjesztést serkentd anyagok adagoldsdval is, amelyek
segitik a folyamat termékeinek képzodését és novelik a mikroorganizmusok
szaporodasi sebességét.

Ismeretes, hogy a tejsavbaktériumok gyorsabb savképzése a
fermentalt tejtermékek gyartasi idejének rovidiilését, ezdltal a termelékenység
novekedését eredményezi, és megakaddlyozza a nemkivanatos mikrobidta
elszaporoddsét, tovabbd komoly szerepet tolt be a termék allomanyanak,
izének kialakitasdban is. A tejsavbaktériumok savtermelése és szaporodasi

sebessége  cianobaktérium  (Spirulina) biomassza  felhasznédlasaval
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Bevezetés, célkitiizés

serkenthetd, igy az allati eredetii élelmiszerek €s mikrobidlis alapanyagok
kombindciéjaval dj élelmiszeripari termék alakithaté ki, amely emészthetd
nyersfehérjében gazdagodik, zsirsav-Osszetétele kozelit az idedlishoz,
vitamintartalma novekszik, vitamin-Osszetétele javul, és antikarcinogén
komponenseinek szdma is no.

Dolgozatomban bemutatom a szaporoddsukban serkenteni kivant
mezofil tejsavbaktériumokat, részletesen foglalkozom a tejsavas erjedést
eldsegitd anyagokkal, kiemelt figyelmet szentelve a cianobaktériumok ilyen
irdnyu felhasznalasanak.

A termelékenység jelentds szempont a tejiparban is, ezért
vizsgalataim sordn arra kerestem a vélaszt, hogy a mezofil tejsavbaktérium
szintenyészetek fermentédcids aktivitdsa €s fajlagos szaporoddsi sebessége
serkenthetd-e cianobaktérium biomassza adagoldséaval.

Célkitlizéseim a kovetkezOk voltak:

1. A poritott Spirulina biomassza mikrobioldgia dllapotdnak ellendrzése.

2. A Spirulina biomassza Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus
lactis subsp. cremoris és Leuconostoc mesenteroides torzsek
savtermeld  képességére gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata tej
tdpkozegben.

a. A cianobaktérium biomassza optimdlis koncentracidjdnak
meghatdrozdsa az érzékszervi tulajdonsagok és a koltségek
figyelembe vételével.

b. Azoknak a torzseknek a kivdlasztisa, amelyeknek a
savtermelése legjobban stimuldlhatd Spirulina biomasszaval.

c. A legjobb tejsavtermeld torzsek esetében éldsejt-szam
meghatdrozdssal nyomon kovetni a fermenticié alatti

sejtszam-véltozast.
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Bevezetés, célkitiizés

3. Spirulina-kivonatok  mikroorganizmus-gatlé/serkentd  hatdsdnak

megallapitdsa agardiffiziés lyukteszttel.

A kivdlasztott torzsek felhaszndldsdval egy olyan Uj savanyud
tejtermék  gydrtidstechnolégidjanak  kidolgozdsa, @ amely a
hagyomanyos tejipari gyartmanyokndl gazdagabb viz- és zsiroldhat6
vitaminokban, mikroelemekben, esszencialis aminosavakban,
telitetlen zsirsavakban, prebiotikus hatdsi komponensekben, tehat
funkciondlis mindséggel rendelkezik.

Térolasi kisérlettel ellendrizni a Spirulina biomassza hatdsat a
tejsavbaktériumok  termékbeli  életképességének  (tdlélésének)

alakulasara.

12



Irodalmi attekintés

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A tejsavbaktériumok dltalanos jellemzése

Pontos definicié nem létezik a tejsavbaktérium (angolul: Lactic Acid
Bacteria, LAB) kifejezésre, amely nem rendszertani kategdria, hanem ko6zos
anyagcsere- €s élettani sajatossdgokkal rendelkezd baktériumcsoportok
gylijténeve. A tejsavbaktériumokhoz tartoz6 nemzetségeket az Eubacteria
birodalmon beliil, a Gram-pozitiv baktériumok Firmicutes torzsében taldljuk.
Az ide tartoz6 baktériumok — az atipikus sejtfallal rendelkezd csoportoktol
eltekintve — mind Gram-pozitiv mddon festddnek és kis guanin+citozin
(G+C) tartalommal rendelkeznek (a DNS G+C ardanya 50 mol% alatti).

Emlitést kell tenni a szdmos hasonlé tulajdonsdguk miatt gyakorlati
szempontbdl és hagyomanyosan is a tejsavbaktériumokkal egyiitt targyalt és
probiotikus tulajdonsdgokkal rendelkezd bifidobaktériumokrél, amelyek
filogenetikailag teljesen elkiiloniilnek: G+C tartalmuk 55-67 mol%, igy egy
madsik torzsbe, az Actinobacteria torzsbe tartoznak (Wood és Holzapfel,
1995).

A Firmicutes torzs Bacilli osztidlydba és Lactobacillales rendjébe
tartoznak a tejsavbaktériumok. Nem mozgd, nem sporaképzod, kataldz-
negativ, nitratreduktdz-negativ, citokromoxiddz-negativ, nem 1élegzo,
aerotolerdns, igényes és savtlrd kokkuszok vagy pdlcdk. A szénhidratok
fermentécidja sordn végtermékként tejsavat képeznek, nem folydsitjak el a
zselatint és nem termelnek indolt (Axelsson, 1998). A fenti altalanos
jellemzés kivételeiként olyan fajok is el6fordulnak a tejsavbaktériumok

kozott, amelyek katalazt vagy citokromokat képeznek hematin tartalmu
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taptalajokban (hem forrds lehet példaul a vér), illetve hemet nem tartalmazo,
katalazt, pszeudokataldzt termel0 fajok is vannak (Holzapfel et al., 2001).

A tejsavbaktériumok egyediili energiatermeld moddja a tejsavas
erjedés,  mikodoképes  teljes  citromsavkorik,  hemhez — kotott
elektrontranszport rendszeriikk és citokromjuk sincs. Energidjukat a
szénhidratok szubsztrat szintli foszforilacidjaval nyerik. Kovetkezésképpen
egyrészt savtlirok (szaporodasuk optimdlis pH-ja 5,5 koriil van, de elviselik a
joval kisebb, 3,0-3,5-es pH-t is), masrészt tdpanyagigényiik Osszetett, sajat
szintézis hidnydban kiilonb6z6 aminosavakra, fehérjékre, zsirsav észterekre,
sOkra, nukleinsav szdrmazékokra és vitaminokra van sziikségilk a
szaporodashoz.

Komplex tdpanyagigényilk miatt elsOsorban olyan éldhelyeken
fordulnak el6, ahol nagy mennyiségli oldott szénhidrat, fehérjebomlési
termékek és vitaminok vannak jelen, vagyis novényi (gyiimolcs, zoldség,
gabona) és dllati (tej, hus) eredetli anyagokon, erjesztett vagy romlott
élelmiszerekben, emberi és dllati szervezetek tdpcsatorndjaban stb. (Hammes
és Vogel, 1995; Wood és Holzapfel, 1995; Wood és Warner, 2003). Mivel a
tejsavbaktériumok sok fajanak hosszi torténeti kapcsolata van az
élelmiszerekkel, ezért dltaldnosan biztonsdgosnak (generally regarded as safe:
GRAS) fogadjuk el 6ket (Limsowtin et al., 2003).

A tejsavbaktériumok a tej legdltalinosabb mikroorganizmusai.
Hasznosak, amikor szintenyészetek (pl. vajkultira, joghurtkultira,
sajtkultira) alkotéiként tejterméket allitunk el6 veliikk, karosak, ha
elszaporodva megsavanyitjdk a nyers vagy pasztorozott tejet (Szakaly, 2001);
sOt a csoport tartalmaz patogén baktériumokat is, amelyek nem kivanatosak
az élelmiszerben (pl. tobb sztreptokokkusz, valamint a halpatogén

karnobaktérium).
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Az éltaluk végzett tejsavas erjedés két, 1ényegileg eltérd biokémiai
uton is folyhat (1. abra). A gliik6z homofermentativ erjesztése a glikolizis
szerint torténik, a pirosz6losav kozvetleniil tejsavvda redukdlodik. A
glikolizist folytatd sejtekben miikodik a frukt6z-difoszfat aldolaz.

A heterofermentativ tejsavas erjedés elsé szakasza mds, a pentdz-
foszfat utat koveti. A sejtekbdl hidnyzik a glikolizis kulcsenzime, az aldoldz
€s a tridézfoszfat-izomerdz, de miikodik a foszfoketoldz, ami a gliikonsavbol
képz6dd pentdzokat hasitja. A heterofermentativ erjedés ezért egyrészt
mindig gazképzddéssel jar, masrészt végtermékei vegyesek €s a fajok szerint
valtozdak, koztiik tejsav, ecetsav, etanol kiilonb6z6 ardnyban keletkezhetnek
(valamint kisebb mennyiségben hangyasav és glicerin). Adott mennyiségl
cukorbdl dltaldban fele annyi energiat tudnak eldallitani, mint a
homofermentativok.

Bar a tejsavas erjedésnek alapvetden kétféle mechanizmusa van, a
tejsavbaktériumok erjesztési tipusa haromféle lehet: obligdt homofermentalok
(pl. Lactococcus lactis), obligit heterofermentdlok (pl. Leuconostoc
mesenteroides), valamint fakultativ heterofermentdlék (pl. Lactobacillus
plantarum). Utébbiak a gliilk6zbol csak tejsavat képeznek, de erjesztik a

gliikonsavakat és a pentdzokat is (Dedk, 2000).
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GLUKOZ PENTOZOK
! P2
glik6z-6-P ——— gliikonsav-6-P ribuléz-5-P
G-6-P GS-P
l dehidrogenaz dehidrogenaz l
FRUKTOZ — fruktéz-6-P xilul6z-5-P
l foszfo-
fruktéz-1,6-P ketolaz
aldolaz
dioxiaceton-P ———== glicerinaldehid-P acetil-P
triozfoszfat- p NAD
izomeraz i NADH
. ADP taldehi
glicerinsav-1,3-P ATP B e
l NI\I‘.‘)H2
. oy 2 NAD
piroszélésav
NADH,  ECETsAv ETILALKOHOL
NAD
TEJSAV
A B

1. abra: A homo- (A) és a heterofermentativ (B) tejsavas erjedés vazlata
(Dedk, 2006)

2.1.1. A tejsavbaktériumok torténete és jelenlegi rendszertana

Joseph Lister 1873-ban szamolt be el0szor a tej savanyoddsaért
felelds mikroorganizmusok izoldldsardl. A torzset Bacterium lactis-nak
nevezte el, ezt késobb Streptococcus lactis-ra véltoztattdk (Ward et al.,
2003). Komoly hatdssal volt a tejsavbaktériumok rendszerezésére Sigurd
Orla-Jensen monografidjanak megjelenése 1919-ben. Az altala haszndlt fobb

klasszifikaciés tulajdonsdgok: morfologia (kokkusz vagy palca), gliikkdz-
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fermentacié modja (homo- vagy heterofementativ), szaporodds néhany
“kardinalis” hémérsékleti értéken (pl. 10°C-on és 45°C-on) és a hasznositott
cukrok fajtaja. Ahogy e fejezet végén lathato lesz, ezek a tulajdonsdgok még
mindig nagyon fontosak a tejsavbaktériumok osztalyozdsaban. Orla-Jensen
munkdjanak koszonhetden az a nézet terjedt el, hogy a tejsavbaktériumok
csoportjdnak magjit a Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ¢és
Streptococcus nemzetségek alkotjak (Axelsson, 1998). Ezek a nemzetségek
Lancefield 1933-ban javasolt szerolégiai azonositdsi rendszerében az N
csoportba keriiltek. Ez a szeroldgiai azonositds elvalasztotta ket az A, B, és
C csoportba tartozd sztreptokokkuszoktdl és a D csoportba tartozéd
enterokokkuszoktdl (Ward et al., 2003). Schleifer és mtsai (1985) a korabbi
Streptococcus nemzetséget eldszor hdrom részre osztottdk: Enterococcus,
Lactococcus €s Streptococcus sensu stricto. Azdta a tejsavbaktériumok
osztalyozdsa tobbszor is jelentdsen megvaltozott (Axelsson, 1998).

A jelenlegi molekularis filogenetikai osztalyozds nem mindenben
egyezik a hagyomdnyos rendszertani csoportositassal, és Uj nemzetségek
létrehozasaval jart, amelyekhez a tovdbbiakban uj fajokat is leirtak. A
tejsavbaktériumokhoz tartozé nemzetségek 16S rRNS szekvencidn alapuld
konszenzus fajat a 2. abra mutatja. A torzsfa szerint kozeli rokon a
Carnobacterium, az Enterococcus, a Vagococcus, az Aerococcus, a
Tetragenococcus, a Lactosphaera és a Melissococcus nemzetség. Ugyancsak
kozeli rokonsagban van a Lactococcus €s a Streptococcus nemzetség, mig a
Lactobacillus nemzetség filogenetikailag kiilondll6 &4gat alkot. A
Lactobacillus nemzetség genetikai heterogenitdsara utal, hogy a kiilonb6z0
fajok G+C tartalma nagyon széles, 32-53 mol% kozotti tartoményban
helyezkedik el, mig 4altaldban, ha két faj kozott tobb mint 10 mol% a

kiilonbség, akkor mar nem tartoznak ugyanabba a nemzetségbe (urlh).
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Qenococcus

Streptococcus

Lactococcus
Leuconostoc

Enterococcus,
Melissococcus, Weissella
Tetragenococcus
Vagococcus
Carnobacterium
Lactospliaera Lactobacillus -
Aerscoccus Pediococcus
Alloiococcus
Dolosigranulum
Propionibacterium

Bifidobacterium

2. abra: 16S rRNS szekvencidk 0sszehasonlité elemzésén alapul6
konszenzus fa; a vonal a filogenetikai tavolsagot jeloli (Holzapfel et al.,

2001; urlh)

A molekularis szempontok szerint alkotott nemzetségeket csak

részben jellemzik olyan kozos alaktani és élettani bélyegek, amelyeket a

tejsavbaktériumok kordbbi osztdlyozdsanal figyelembe vettek. A baktérium-

taxondémidban a morfolégiai jegyek kulcsfontossdgi szempontként torténd

figyelembe vétele megkérddjelezhetd (Woese, 1987), ennek ellenére még

mindig szerepet jatszik a tejsavbaktériumok 4ltaldnosan elfogadott

jellemzésében (1. tablazat).
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1. tablazat: A tejsavbaktérium nemzetségekre jellemzo alaki és €lettani
tulajdonsagok (Collins ef al., 1993; Dedk, 2006)

) Co, Tejsav Szaporodas
Nemzetség Alak képzés” | tipus® 10 | 45 | 6,5% | pH | pH
°C | °C | NaCl | 44 | 9,6
Lactobacillus palca + D,L, + + + + -
DL
Carnobacterium palca - L + - + - -
Enterococcus kokkusz - L + + + + +
Lactococcus kokkusz - L + - - + -
Vagococcus kokkusz - L + - - + -
Leuconostoc kokkusz + D + - + + -
Oenococcus kokkusz + D + - + + -
Pediococcus tetrad - L, DL + + + + -
Streptococcus lanc - L - + - - -
Tetragenococcus tetrad - L + - + - +
Weissella kokkusz/ + D, DL + - + + -
palca

4+, pozitiv; -, negativ; %, kiilonbdz6 vélasz a nemzetségbe tartozo fajok kozott.

® A gliikéz homo- vagy heterofermentécidjanak vizsgalata; a negativ jel homofermentativ, a
pozitiv heterofermentativ tulajdonsagot jelent.

© A gliik6zbdl képzett tejsav konfigurdcidja.

2.1.2. Tejsavbaktériumok antimikrobds anyagai

A tejsavbaktériumok antimikrobds hatdsat legtobbszor a szerves savak
(Schillinger és Liicke, 1989) valamint a hidrogén-peroxid (Tagg et al., 1976;
Gilliland és Speck, 1977) termelésének tulajdonitjdk. Madsok szerint a

szaporoddsgatlas a termelt bakteriocinnek koszonhetd (Klaenhammer, 1988).

A csokkent pH és a szerves savak

A fermentdci6 sordn a tejsavbaktériumok az alapanyagban taldlhat6

szénhidratokat (elsésorban a gliikézt és a laktdzt) anaerob mdédon tejsavva

bontjdk, ezdltal a termék pH-jit a savas tartomdnyig csokkentik (pH < 4.,5).
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Ezt a savas kozeget a tejsavbaktériumok tobbnyire jol tolerdljak, néhany,
romlést okozd és koérokozd baktérium viszont kevésbé viseli el. A savas
kémbhatas denaturdlé hatdssal van a sejtfelszini enzimekre, és a protonok
citoplazmaba valé bedramldsa miatt a sejt belsd6 pH-ja is lecsokken,
karosoddsokat okozva a fehérjék €s a DNS szerkezetében, a baktériumok
anyagcsere folyamataiban.

A savas kémhatds mellett jelentds kdarosité hatdsuk van a képzddo
gyenge savak (tejsav, ecetsav stb.) disszocidlatlan molekuldinak is. Ezek a
lipofil molekuldk ugyanis konnyen atjutnak a plazmamembrinon, és a
citoplazmaban disszocidlnak. A sejtbe beszivargd, valamint a disszocidcid
sordn felszabadul6 protonok felddsulnak a citoplazmdban, és tonkreteszik a
transzmembran  protongradienst, ami  szikkséges a  kiilonbozd
transzportfolyamatokhoz, a mozgasképességhez és az ATP bioszintéziséhez.
A baktériumok protonpumpdk és ioncseréld csatorndk segitségével, illetve
negativ  toltésii  ionok  felvételével  igyekeznek  helyredllitani
homeosztazisukat, azonban ezek ATP-t igényld folyamatok, amelyek eldbb-
utobb kimeritik a sejtek energiatartalékait (Booth és Kroll, 1989). Egyes
szerves savak (pl. hangyasav, ecetsav) disszocidci6jakor nem csak a
felszabadulé protonok okoznak gondot, hanem a képz6dd anionok is,
amelyek gatoljak a baktériumok anyagcseréjét (Corlett és Brown, 1980;

Szekér, 2007).

Hidrogén-peroxid

Oxigén jelenlétében a tejsavbaktériumok elektronokat visznek ra a

molekuléra, és ezdltal szuperoxid anion (O;’), hidrogén-peroxid (H,0O,) vagy

viz (H,O) keletkezik. A hidrogén-peroxid erds oxiddloszer 1évén képes
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gatolni, illetve elpusztitani a romldst okozd és a patogén baktériumokat

(Szekér, 2007).

Bakteriocinek

A tejsavbaktériumok szerves savak termelése mellett fehérje
természetli antimikrobds anyagok, tin. bakteriocinek termelésével is képesek
gitolni mads, elsésorban Gram-pozitiv mikroorganizmusok szaporoddsat.
Tagg és mtsai (1976) definicidja szerint a bakteroicinek fehérje jellegii
vegyiiletek, amelyek kozeli rokonsdgban levé baktériumokat képesek
elpusztitani. Bar ez a meghatarozas a bakteriocinek tobbségére igaz, ismertek
olyanok is, amelyek rendszertanilag tavolabbi baktériumcsoportok ellen is
hatdsosak, és a fehérjerész mellett lipid- illetve szénhidrat-komponenseket is
tartalmaznak (Marugg, 1991; Barefoot és Nettles, 1993).

A szamtalan felfedezett tejsavbaktérium bakteriocin koziil a
Lactococcus lactis subsp. lactis altal termelt nizin (E234) az egyediili,
amelynek élelmiszer-tartositészerként valé felhaszndlasit a WHO
engedélyezte. A nizin viszonylag széles hatdsspektrummal rendelkezd
antimikrobds anyag, amely a Gram-pozitiv baktériumok sokasdgat gatolja
(Delves-Broughton, 1990), dgymint néhiny Staphylococcus, Enterococcus,
Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Listeria, Corynebacterium fajt,
valamint a Mycobacterium tuberculosis-t. A legnagyobb jelentdsége abban
rejlik, hogy a Bacillus és a Clostridium spoérak kicsirazasat is gétolja. Ez
utébbi tulajdonsdagéit a tejipar hasznositja oly’ mdédon, hogy a nizint a
sajtgyartds alapanyagahoz, a tejhez adagolja, meggdtolva ezzel a sajtok

Clostridiumok okozta kés6i puffadésat.
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Magyarorszagon elsOként Pulay (1954) szdmolt be a nizin tejipari
alkalmazdsdnak lehet6ségérdl, a sajtgyartds soran el6forduld vajsavas
puffadast gatld hatdsat hangsilyozva. Munkatarsai segitségével szdmos
tizemi kisérletet végzett nizinnel, illetve nizin-termeld torzsekkel sajtok
vajsavas puffaddsanak megakaddlyozasara (Pulay et al., 1956). Kiilonosen jo
eredményeket kaptak roglyukas félkemény sajtok (pl. Oviri sajt) esetében.

A nizin vegetativ sejtekkel szembeni antimikrobds hatdsa abban rejlik,
hogy a citoplazma-membrédnba beépiilve azon pérusokat hoz 1étre, amelyeken
keresztiil kiegyenlitddik a membranpotencidl kialakitdsaban szerepet jatszo
ionok koncentriciéja a membran két oldaldn, megsziintetve ezzel a
protongradienst. A nizinmolekuldk dsszekapcsolddva alakitjak ki a membrant
ativelo csatorndkat. A nizin hatasat segiti a kozeg savas kémhatasa, hiszen a
jelentdsebb proton koncentracio-kiilonbség meggyorsitja a hidrogénionok
kiegyenlitddést a membran két oldaldn. A kisebb pH emellett azért is fontos,
mert savas kornyezetben megnd a nizin oldhatosdga és stabilitdsa, ligos
kozegben pedig inaktivdlédik a molekula (Garcera et al. 1993). A nizin nem
jelent veszélyt az emberi szervezetre, mert a bélcsatorna emésztéenzimjei (o-

kimotripszin) gyorsan inaktivajak (Szekér, 2007).

2.1.3. A tejsavbaktériumok szerepe a fermentdlt élelmiszerek elddllitasdban

A tejsavasan erjesztett élelmiszerek alapanyaga lehet tej, huds, zoldség
vagy gabona, amelyekbdl a fermentacié koriilményeinek szabalyozasaval
véltozatos élelmiszerek készithetok. Az 1igy késziilt termék - a
tejsavbaktériumok tevékenységének eredményeképpen — az alapanyaghoz
képest valtozatosabb, biztonsdgosabb, j6 mindségili, hosszabban eltarthatd, iz-

€s tdpanyagokban gazdagabb lesz, ugyanakkor az esetlegesen jelenlevd

22



Irodalmi attekintés

antinutritiv anyagok mennyisége csokken. Ilyen élelmiszerek a fermentalt
tejtermékek (pl. joghurt, kefir, tejfol, vaj, sajtok), a fermentalt
huskészitmények (pl. szalami- és kolbaszfélék), az erjesztett zoldségfélék (pl.
savanyu kdposzta, uborka, olivabogyd, kavébab, kakadbab) vagy a savanyt
kovészos kenyér (Dedk, 2006; Galantai, 2008).

Az erjesztés a kezdetekben spontdn fermentdcidval tortént, az
alapanyagban 1év6 vagy a kornyezetbdl véletlenszerlien belekeriild
baktériumok segitségével. Ezt a mddszert alkalmazzdk ma is a zoldségfélék
tartésitasandl. Késobb az el6zd erjesztésbol megmaradt baktériumtomeg
tovabboltasdval igyekeztek azonos mindségli terméket létrehozni. A
mikroorganizmusok a folyamatos atoltdssal valé fenntartds sordn
alkalmazkodtak a kiilonbdz6 alapanyagokhoz, igy ezekben jol és gyorsan el
tudtak szaporodni. A baktériumok felfedezése €s a mikrobioldgiai médszerek
fejlodése tette lehetdvé a fermentdcidban részt vevd fajok megismerését,
pontos jellemzését és ezeknek az ismereteknek a birtokdban a starterkultirdk
kifejlesztését.

A tejipar szdmdra a tejsavbaktériumok koziil a kovetkezd
nemzetségek jelennek meg  kultdraalkotoként:  Lactococcus  (Lc.),
Enterococcus (Ec.) Lactobacillus (Lb.), Leuconostoc (Ln.), Pediococcus (Pc.)

€s Streptococcus (Sc.) (International Dairy Federation, 1996).

2.2. A starterkulturdk funkcioja

Allandéan j6 mindségli és biztonsdgos erjesztett tejtermékek
elddllitdsahoz jol jellemzett, genetikailag stabil torzseket, in. szin- vagy
indit6-tenyészeteket, mas néven starterkultirdkat haszndlnak. Mar az ipari

szintll gyartasi technolégidk kifejlesztése eldtt is jellemzd gyakorlat volt,
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hogy a tejet az el6z0 erjesztési folyamatban keletkezett mikrobatomeggel
oltottdk be, amelyet tobbnyire tejben igyekeztek fenntartani (Dedk, 2006). A
tiszta kultirak haszndlatdnak jelentdsége kétiranyu. Egyrészt lehetdvé teszik
a savanyitdsra, érlelésre szant alapanyag pasztorozését, amely egészségiigyi,
élelmiszer-biztonsdgi  szempontbdl nagy jelent6ségli; masrészt a
szintenyészet megvalasztdsdval tudatosan beavatkozhatunk, pl. a sajtérlelés
bonyolult folyamatdba, de ugyanigy irdnyithatjuk a savanyu tejtermékek, a
vaj és egyéb tejtermékek izének, aromdjanak alakuldsat is (Unger, 1981).

A starterkultirdk egy vagy tobb tejsavbaktériumot tartalmaznak
meghatdrozott mennyiségben (Dedk, 2006). Egyes termékek starterkultirdja
nemcsak tejsavbaktériumokat, hanem élesztdket, illetve penészeket is
tartalmazhat. Az inditétenyészetben 1év0, genetikailag stabil torzseket olyan
szelekciés kritériumok alapjan valasztjdk ki, mint a gyors savanyito
képesség, bakteriofag-rezisztencia, iz-anyagok képzése, bakteriocin-termelés
képessége stb. (Champomier-Vergés et al., 2002).

Az erjesztett  tejtermékek  gydrtdsdnak = mikrobiol6giailag
legkritikusabb folyamata a kultirakészités. A tenyészetnek csak a
startertorzseket szabad tartalmaznia, és fontos, hogy a tenyészet életerds
legyen, azaz a baktériumok exponencidlis szaporoddsi fézisban legyenek
(Dedk, 2006). A starterkultdrdkat folyékony, fagyasztva szaritott (liofilezett),
koncentralt liofilezett és koncentralt mélyfagyasztott, liofilezett DVS (Direct
Vat Set: Kozvetleniil Alapanyagba Olthaté) és mélyfagyasztott DVS
formaban hozzdk kereskedelmi forgalomba. A kultdrakészités a tartdsitott
vagy laboratériumban fenntartott friss tenyészetekbdl indul ki. A folyékony
kultira rendszerint a tejfeldolgozé ilizemben késziil, mig a tobbi az e
tevékenységre specializalodott gyarté-laboratériumokban. A hagyomanyos

folyékony kultira régebben volt altaldnos, mig a tobbi korszeri valtozat
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manapsag valik egyre elterjedtebbé. A folyékony kultirdkat tobbszori atoltas
utdn, mig a DVS-kultdrdkat &toltds nélkiil lehet a termékgyartashoz

felhaszndlni (Szakély, 2001).

2.2.1. A mezofil starterkultiirdk jellemzése

A tejipar a starterkultdrdkat a kultdrdt alkoté torzs(ek) optimalis
szaporodasi homérséklet-igénye alapjan mezofil és termofil csoportokba
sorolja. A mezofil starterkultirdkat 18°C és 37°C kozotti hémérsékleten
haszndljdk, mig a termofileket 30°C é&s 45°C kozott. A mezofil
tejsavbaktériumok tipikus képviseldi: Lb. casei, Lc. lactis subsp. lactis, Lc.
lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis, Ln.
mesenteroides subsp. dextranicum, Ln. mesenteroides subsp. cremoris, Pc.
pentosaceus (International Dairy Federation, 1996). A homofermentativ
tejsavas erjesztok csoportjdba tartozik a Lc. lactis subsp. lactis és a Lc. lactis
subsp. cremoris, az aromatermelok kozé pedig a Lc. lactis subsp. lactis var.
diacetylactis és a Leuconostoc fajok.

A homofermentativ torzseket onmagukban (pl. Lc. lactis subsp.
cremoris), vagy egymadssal kombindlva haszndlhatjuk. A tobbféle fajt
tartalmazé mezofil starterkultirdkat tovabbi alcsoportokba soroljak a kultdrat
alkotd torzsek fermentacios tipusai szerint:

- O tipusinak nevezziik, ha csak savtermeld tejsavbaktériumokat
tartalmaz, azaz Lc. lactis subsp. lactis és/vagy Lc. lactis subsp.
cremoris alkotja.

- L (vagy B) tipusu, ha az egyetlen aromatermeld torzs a Leuconostoc

nemzetségbdl keriil ki.
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- D tipust, ha az aromatermeld tejsavbaktérium Lc. lactis subsp.

lactis var. diacetylactis.

- LD (vagy BD) tipusu, ha a fent emlitett, mindkét aromaképzo jelen

van egy kultirdban és a Lc. lactis subsp. diacetylactis tartalom 0,6-
13%-a, mig a Ln. mesenteroides subsp. cremoris 0,3-5,9%-a az
Osszcsiraszamnak. Az aromaképzOok ardnydt a szaporoddst
befolyésol6 tényezokkel szabalyozhatjuk (Bylund, 1995).

Néhany Lc. lactis subsp. diacetylactis olyan erdteljes savképzd, hogy
egyediil is betoltheti a savanyit6 kultira szerepét, de leggyakrabban Lc. lactis
subsp. lactis és/vagy Lc. lactis subsp. cremoris baktériumokkal egyiitt
alkalmazzak. Ellenben a Ln. mesenteroides subsp. cremoris nem hasznélhat6
tiszta kultdraként, hiszen e mikroba szaporoddsdnak feltétele a Lc. lactis
subsp. lactis vagy a Lc. lactis subsp. cremoris altal termelt tapanyagok
elérhetésége; hidnyuk esetén nagyon lassan szaporodik tejben, és
aromaanyagokat sem tud képezni.

A baktériumok tulajdonsdgai koziil az optimdlis szaporoddsi
homérséklet és a sotlir6-képesség jatszik meghatdrozé szerepet a kultdra
Osszetételében. A felhaszndlt torzsek kivalasztdsakor az a cél, hogy azok
mutualizmusban elérjék a kivant eredményt, és ne versengjenek egymdssal.
(Bylund, 1995). Sokféle kombindcioban léteznek az egy, vagy tobbféle
tejsavbaktérium-torzset tartalmazé starterkultirdk. A tejiparban haszndlatos
kiilonbozd starterek lehetnek kevert kultirdk, amelyeknél a keverék
Osszetétele nincs pontosan meghatdrozva, vagy a kultirdk pontosan
meghatdrozott torzs(ek)bdl 4dllnak (Miyrda-Mikinen és Bigret, 1998).
Osszetett mezofil szintenyészetek szelektiv sejtszim-meghatirozdsdra az
aroma- és savtermeld nemzetségek elkiilonitésére alkalmas X-Gal Kalcium-

Citrat Agart hasznéljdk legelterjedtebben (Friedrich és Lenke, 2006).
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2.2.2. A savanyu tejtermékek gydrtasdahoz haszndlt fontosabb mezofil

kultiirdak

A mezofil kultirdk felhasznéldsdval késziild savanyu tejtermékek
kozos jellemzoje, hogy a megfelelden elOkészitett és hokezelt, a 2.
tablazatban felsorolt mikrobatenyészetek hozzdadasaval savanyitds és
alvasztas utjan késziilnek. 10%-nal kisebb zsirtartalom esetén savanyu
tejekrol, legaldbb 10% zsirtartalom esetén savanyu tejszinekrdl beszéliink.
Megjegyzendd, hogy hazdnkban az aludttej sem izesitett, sem natdr
véaltozatban nem terjedt el, habdr a haztartdsokban spontdn alvasztott aludttej
torténelmi multja ezeréves. Az aludttejet alvaszté mezofil tejsavbaktériumok
18°C és 30°C kozott szaporodnak optimdlisan. A mezofil tejsavbaktériumok
lassan savanyitanak, és kevesebb savat termelnek, mint a termofilek
(Szakaly, 1999). Tejben torténd szaporoddsuk kozben a mezofil
tejsavbaktériumok f6 szerepe a tejsav-elddllitds, de hozzdjarulnak a savanyu
tejtermékek iz-anyagainak és dllomanyanak kialakitdsdhoz is, tovabba
megakadalyozzdk a nemkivanatos (romldst okozd) baktériumok szaporodésat
(Ward et al., 2003).

A fobb savanyu tejtermékek mezofil szintenyészeteit €s azok néhany

tulajdonsagat a 2. tablazat szemlélteti.
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2.3. Savanyu tejkészitményekre vonatkozo eldirdsok

Az él6flords savanyu tejkészitmények (magyar élelmiszerkdnyvi
azonosité szdm: ME 2-51/03/11) olyan termékek, amelyeket megfeleléen
elOkészitett és hokezelt (kiilon engedély alapjan esetleg nyers) tejbol,
specidlis mikrobatenyészetek hozzdadasdval, savanyitds (pH-csokkentés) és
alvasztas utjan allitottak elo; és a termékek a mindség-megdrzési idotartamuk
lejaratdig legaldbb az eldirt mennyiségben tartalmazzdk a kultirdbol
szarmazo €16, aktiv mikroorganizmusokat (3. tablazat). Az €16
tejsavbaktériumokat tartalmazé termékek hiitve tdrolds mellett is csak
ardnylag rovid mindség-megdrzési idovel (3-4 hét) rendelkeznek, mert az
utésavanyodds, a kontaminéaciobdl eredé mikrobioldgiai romlés €s a fehérje-,

vagy zsirbomlas iz- €s illatvéltozast okoz a termékekben.

3. tablazat: Savanyu tejkészitményekre vonatkozo specidlis kémiai és
mikrobioldgiai eldirdsok (Magyar Elelmiszerkonyv Bizottsag, 2004)

,, Savanyu tejek Probiotikus
Jellemzo a kefir Kefir . P
e 41z tejtermékek
kivételével
Tejfehérje-tartalom, legalabb,
% (m/m) 2,8 2,8 2,8
Tejfehérje-tartalom a
zsirmentes szdrazanyagban, 34,0 34,0 34,0
legalabb, % (m/m)
Tejsavtartalom a vizfazisban,
legalabb, % (m/m) 0.6 0.6 0.6
Kultirabdl szarmazé
. L, . . 7 7 7
tejsavbaktériumok szdma, 10 10 10
legaldbb, éldcsira/g
Kultiirabdl szarmazé élesztok i 4 i
szdma, legaldbb, éldcsira/g 10
Probiotikus mikrobdk szama, i i 6
legaldbb, éldcsiralg 10
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2.4. A Spirulina jellemzése

2.4.1. Mia Spirulina?

A kereskedelmi forgalomban kaphaté Spirulina az Arthrospira (A.)
platensis cianobaktérium faj szdritott biomasszdja. Az A. platensis-t a
szakirodalomban is sok esetben a Spirulina (S.) platensis szinoniméjaként
haszndljgk (Hu, 2004; url®). A 16S rRNS gén szekvendldsa nyomén
megbizonyosodtak arr6l, hogy a kordbban Spirulina nemzetséghez sorolt
torzsek inkdbb az Arthrospira nemzetség tagjaihoz allnak kozel (Nelissen et
al., 1992). Hangsilyozni kell, hogy a kereskedelemben ragaszkodnak a
Spirulina név tovdbbi haszndlatdhoz, hiszen jelentds pénzosszegeket
forditottak eziddig az A. platensis marketingjére Spirulina védett méarkanév
alatt. A nem egységes névhaszndlat miatt a dolgozatban zomében az
ismertebb Spirulina szinonimdt alkalmazom, annak tudatiban, hogy a
termesztett €s Spirulina néven forgalmazott ehetd torzsek az Arthrospira
nemzetséghez tartoznak.

A témadban kiadott legszakavatottabb konyv, a Boone és Castenholz
(2001) éltal szerkesztett Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology szerint
az A. platensis rendszertanilag az Oscillatoriales rendhez, a régebben
kékalgaként is ismert cianobaktérium (Cyanobacteria) filogenetikai vonalhoz
(torzs, phylum) tartozik, amelyet a valddi baktériumok birodalméba
(Eubacteria regnum) sorolunk.

A morfolégiailag heterogén, fotoautotréf cianobaktériumokat eltérd
fotoszintetikus szinanyaguk és oxigéntermeld képességiik kiilonbozteti meg a

fényenergidt hasznosit6 baktérium nemzetségektél (Ordog, 1998). A
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cianobaktériumok klorofill-a pigmentet (3. 4bra) tartalmaznak a
fotoszintetizalé baktériumok bakterio-klorofilljével szemben (Kiss, 1998),
igy tudtdk a foldtorténet folyamdn elsOként megvaldsitani az
oxigéntermeléssel jar6 fotoszintézist, dontd befolydst gyakorolva ezzel a
foldi élet fejlodésére. A cianobaktériumok a becslések szerint minegy 3,5
millidrd évvel ezeldtt alakultak ki. Hosszi id6re visszatekintd 1étiik ellenére a
fosszilis cianobaktériumok és a jelenlegi fajok kozott nagy a morfoldgiai
hasonlésag. Ez a tény lasst evolucios fejléddésiikre utal (Castenholz, 1992). A

mintegy 2000 ismert cianobaktérium fajbdl kb. 300 fordul elé hazankban.

3. abra: Az Arthrospira platensis-ben taldlhat6 klorofill-a szerkezete
(Mendiola, 2008)

A tapldlkozasban betoltott szerepiik miatt, a trépusi és szubtropusi
tertileteken €10, lugos, brack és sés vizeket kedveld A. platensis és A. maxima
a legismertebb fajok. Az dltaluk preferalt lugos kozeg pH-ja néha eléri a 11-
es értéket is, megakaddlyozva ezzel mds, e feltételeket nem kedveld

baktériumok és algdk szaporodasat a kornyezetiikben (Belay, 2008).

31



Irodalmi attekintés

Az Arthrospira nemzetséghez tartozé kiilonbozd fajok koziil az A.
platensis a legelterjedtebb, féleg Afrikdban és Azsidban fordul eld.
Nagymértékli morfoldgiai elaszticitds jellemzi kiilonb6z6 szaporodési és
stressz feltételek kozott. A természetben vagy laboratériumi koriilmények
kozott fenntartva az Arthrospira valtozé méretl, nyitott balmenetes, helikélis

€s soksejtes trichomat képez (4. abra).

(B)

4. abra: A Spirulina tenyészetének (A) és a poritott Spirulina
biomasszdjdnak (B) fénymikroszképos képe (url®)
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A feltekeredettség mértéke azonban valtozatos lehet: a szorosan
felcsavart alaktol a szinte egyenes, letekeredett formdig terjed, és egy
tenyészeten beliil tobb forma megjelenése is megfigyelhetd (Wang és Zhao,
2005). A morfoldgiai valtozast szamos kornyezeti tényezd is eldidézheti,
mint pl. az oxigén és szén-dioxid szint, a tdpanyag elérhetdsége és a fény;
madsodsorban pedig a sejt alak-meghatidrozasi folyamatidban bekovetkezd
véaltozds, amit Hongsthong és mtsai (2007) igazoltak az eltéré morfoldgidju
kultirdk 4ltal termelt fehérjék kiillonbozoségével. Az Arthrospira fajok
trichomdiban fénymikroszkép alatt pontosan kivehetd, atlés sejtfalak
lathatok. A filamentumok egyediil dllnak és kettéosztédassal szaporodnak. A
trichoma sejtjeinek szélessége nagyobb, mint a hosszusdga, mintegy 3-12
pm-es, sot esetenként eléri a 16 um-t is (Vonshak, 1997). Az Arthrospira
fajok ardnylag kis genommérettel (kb. 5,4 Mbp) jellemezhetSek (url?).

2.4.2. A Spirulina szerepe az emberi tapldlkozdsban és egészségben

A Csad t6 kornyéki afrikai és a Texcoco t6 mellett €16 mexikoi
Oslakosok évszazadokon keresztiil gytjtotték élelmezési célzattal a Spirulina
biomasszit (Vonshak, 1997). A Spirulina figyelmet érdemel egysejtfehérje
(SCP) forrasként betoltstt szerepe (Chen and Zhang, 1997; Anupama, 2000)
és taplalék-kiegészitd tulajdonsdga miatt is. A Spirulina, mint az A. platensis
széritott biomasszdja 2003. oktéber 6.-an felkeriilt az USA élelmiszer- és
gyogyszeriigyi hatésdga, az FDA (Food and Drug Administration) 4ltal
vezetett GRAS-listira. Elelmiszer-osszetevoként torténé felhasznaldsa
biztonsdgosnak tekinthetd, ha egy termékben adagonként 0,5-3,0 g-nyi
mennyiségben taldlhaté meg. A napi ajanlott mennyiség 3 g és 6 g kozott

van, de egyes esetekben havi 3-12 g is elegend§ (url’).
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Tobb publikdci6 humdn vonatkozdsban értékeli a Spirulina
osszetételének jotékony hatdsat (Fox, 1986; Richmond, 1988; Doumenge és
Durand-Chastel, 1993; Henrikson, 1994; urls). Ujabban széles korben
tanulmanyozzak bioaktiv komponenseinek kdszonhetd gydgyhatdsa miatt is
(Belay et al., 1993, Morist et al., 2001; Li et al., 2003). Szamos kutatés
igazolta, hogy a Spirulina biomassza vagy annak kivonatai antioxiddns
tulajdonsagokkal rendelkeznek (Cohen és Vonshak; 1991; Mahajan és
Kamat, 1995; Miranda et al., 1998; Romay et al., 1998; Bhat és Madyastha,
2000; Madhava et al., 2000; Estrada et al., 2001). Wang és mtsai (2007)
vizsgalati eredményei szerint a linolsav peroxidacié gatldsi teszt sordn a
szuperkritikus széndioxid extrakcidval késziilt Spirulina kivonat antioxidans
hatdsa szignifikdnsan jobb volt 200 és 300 perc utdn, majd 400 perc elteltével
hasonléva valt, mint az a-tokoferolé. Antioxidans hatasanak koszOnhetben, a
Spirulina  hozzdjarulhat a rdk kialakuldsdnak megel6zéséhez, ill.
késleltetéséhez (Khan et al., 2005; Santoyo et al., 2006) és emberben, illetve
allatokban aktiv hatdst fejt ki néhdny burkos virussal szemben, mint pl. a
herpesz simplex, a citomegalo, az influenza és a HIV-1 (Ayehunie et al.,
1998; Mishima et al., 1998; Hernandez-Corona et al., 2002; Khan et al.,
2005; Singh et al., 2005; Kwei et al., 2008). A legtjabb kutatasi eredmények
a Spirulina immunerdsitd hatdsar6l tandskodnak (Hirahashi et al., 2002;
Subhashini et al., 2004), ugyanis fokozza a makrofdgok fagocitdld
képességét, serkenti az antitestek és a citokinek termelését (Blinkova et al.,
2001), noveli az NK sejtek akkumulécidjat és aktivélja, mobilizalja a T- és B-
sejteket (Khan er al., 2005). Véd a szénanitha ellen (Mao et al., 2005),
szabdlyozé szerepe van a lipid- és szénhidrat-anyagcserében, tovabba
hozzajarul a bélbidtat alkotd tejsavbaktériumok és bifidobaktériumok

megorzéséhez (Khan et al., 2005).
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Lu és mtsai (2006) kimutattdk a Spirulina j6tékony hatdsét testmozgés
okozta oxidativ stressz folytdn bekovetkezd vazizom sériilés megeldzésében.
Ezzel ellentétben, Mazokopakis €s mtsai (2008) egy 28 éves fiatalembernél
akut haréntcsikolt izom-sériilést diagnosztizéltak, ismereteik szerint a
rendszeres Spirulina fogyasztds kovetkeztében. A vizsgdlatok sordn nem
leltek rd a fogékonysdgot okozd tényezore. A fiatalember tiinetei 4 nap
hidratdlds utdn teljesen megsziintek. Human vonatkozdsban rendszeres
fogyasztisa mellékhatasaként fejfdjast, izomfdjdalmat, arcpirt, izzadast,
zavart koncentraciét jegyeztek fel. Iwasa és mtsai (2002) borpirrdl és
madjkarosodasrél szamoltak be, ellenben Khan és mtsai (2005) szerint a
Spirulina csokkenti a méjra és a vesére haté anyagok toxikussagat.

A szakirodalomban fellelhetd, egymdasnak ellentmondé beszamolok,
tovabba a Spirulina bizonyitott taplalé és gyogyité hatdsa miatt tovabbi
kutatdsok sziikségesek a gyogyitasra és élelmiszer-kiegészitoként alkalmazott
Spirulina biztonsagos, javasolhat6é adagjdnak meghatarozésara.

Patkdnyokkal, sertésekkel, egerekkel és nyulakkal végzett etetési
kisérletek sordn nem tapasztaltak semmiféle karos mellékhatdst. Naidu és
mtsai (1999) kiilon vizsgdltdk a Spirulina kék szinanyaganak (fikocianin)
biztonsdgossagit természetes élelmiszer-szinezékként torténd felhasznélds
szempontjdbol. Albiné patkdnyokkal elvégzett kisérletekben a fikocianin nem
gyakorolt kdros hatést a vizsgalt szervezetekre.

A Spirulina felhaszndlasi teriilete rendkiviil széles. Hagyoméanyosan
humdén t4plalék- és allati takarmdny-kiegészitoként alkalmaztik (Vonshak,
1997), ujabban pedig klinikai diagnosztikai, valamint bioldgiai kutatdsi
célokra is felhaszndljdk, de a kozmetikai ipar is hasznositja kiilonféle

finomvegyszerek eldallitasara.
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A megtermelt biomassza donté mennyisége emberi fogyasztas céljat

szolgdlja, jellemzden

egészségmegorzo

élelmiszerként

(health food)

értékesiil. A Spirulina biomasszdt por, tabletta, vagy kapszula form4jaban

hozzdk forgalomba. A termék nedvességtartalma 3-6%. A Spirulina

biomasszaban taldlhat6 értékes Osszetevoket a 4. tablazat foglalja ossze.

4. tablazat: A szaritott Spirulina biomassza atlagos 6sszetétele (Cserhati és
Forgdcs, 2001%*; Belay, 2008)

Osszetevik 100 g-ban | Osszetevék 100 g-ban
Osszes zsir 430¢g Vitaminok
SFA 195¢ K-vitamin 1,09 mg
PUFA 193¢ B,-vitamin 0,5 mg
MUFA 0,20 g B,-vitamin 4,53 mg
Koleszterin <0,10 g B;-vitamin 14,9 mg
Szénhidrit 17,80 g Bg-vitamin 0,96 mg
Etkezési rost 7,70 g B ,-vitamin 162 mg
Cukor 130 g Asvényi anyagok
Laktéz <0,1¢g Kalcium 468 mg
Fehérje 63 g Vas 87,4 mg
Esszencidlis aminosavak Foszfor 961 mg
Hisztidin 1000 mg Jod 142 mg
Izoleucin 3500 mg Magnézium 319 mg
Leucin 5380 mg Cink 1,45 mg
Lizin 2960 mg Szelén 25,5 mg
Metionin 1170 mg Réz 0,47 mg
Fenilalanin 2750 mg Mangén 3,26 mg
Treonin 2860 mg Krém <400 mg
Triptofdn 1090 mg Kalium 1660 mg
Valin 3940 mg Natrium 641 mg
Nem esszencidlis aminosavak Egyéb dsszetevok
Alanin 4590 mg Fikocianin 17,2%
Arginin 4310 mg Klorofill 1,2%
Aszparaginsav 5990 mg Szuperoxid-dizmutédz 531.000 NE
Cisztin 590 mg y-linolén sav 1080 mg
Glutaminsav 9130 mg Osszes karotinoidok 504 mg
Glicin 3130 mg B-karotin* 228 + 7 mg/dm’
Prolin 2380 mg Zeaxantin 101 mg
Szerin 2760 mg B-kriptoxantin* 10,5 + 0,3 mg/dm’
Tirozin 2500 mg

NE: nemzetkozi egység
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Atlagosan 53-63% fehérjét, 4-6% lipidet, 17-25% szénhidratot, 8-13%

hamut, 8-10% rostanyagot, 1-1,5% klorofill-a pigmentet és szadmos
vitaminfajtat tartalmaz (url®). Zsirsav-osszetétele nagyon kedvezd, bér
jelentds mértékben fiigg a kornyezeti feltételektSl. Atlagosan mintegy 27-
28% telitett és 72-73% telitetlen zsirsavat tartalmaz. A zsirsav-frakcié 10-
30%-a vy-linolénsav, amely egy viszonylag ritkdn eléforduld, tobbszorosen
telitetlen, egészségvédd hatdssal rendelkezd zsirsaviéleség. Kivalé Spirulina
torzsek felhaszndldsa és megfeleld feldolgozdsi technoldgia alkalmazdsa
esetén a biomasszdnak legaldabb 1%-at y-linolénsav teszi ki (Belay, 1997;
Cohen, 1997; Vonshak, 1997).

Tokéletes fehérjeforrds, mert sok esszencidlis aminosavat tartalmaz,
bar metionin-, cisztein- és lizintartalma kisebb a hisban, tojdsban és tejben
taldlhaté ugyanezen aminosav-féleségek mennyiségéhez képest (Ciferri,
1983; Khan et al., 2005). Ami vitamintartalmat illeti, a Spirulina a B-karotin
leggazdagabb természetes forrdsa, 25-szor tobb B-karotin van benne, mint a
sargarépdban. Emellett még D-, K- és Bj,-vitaminbdl tartalmaz szamottevd
mennyiséget. Sok benne az dsvanyi anyag is (vas, mangan, magnézium),
mégpedig szerves kotésben, vagyis konnyen felszivodé formaban. Nemcsak
asvanyi anyagokat, de egyes nyomelemeket (cink, szelén, jod) is képes
felhalmozni sejtjeiben (Varga et al., 2005). Tobb kalciumot tartalmaz, mint a

tej (Fox, 1986). A sejtfal anyaga murein, amely biztositja j6 emészthetdségét.
2.4.3. A Spirulina nagyiizemi és kereskedelmi elddllitasa
Az utébbi 40 évben a vildg szamos orszdgdban kezdtek el

kereskedelmi célbdl Spirulinat termeszteni (Borowitzka, 1999). Az egyre

novekvo kereslet miatt a termesztés volumene az elmalt idoszakban
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vildgszerte szdmottevéen emelkedett. Az éves Spirulina biomassza-
termesztés 2006-ban mintegy 3000 t-ra volt becsiilheté (Pulz, 2008). A
Spirulina nagyiizemi termesztésének moddszerét az 1950-es években
fejlesztették ki, és azodta széles korben haszndljak az 5. abran lathat6 nyitott

rendszery, szabadtéri medencéket.

5. abra: Spirulina nagyiizemi eldallitdsara hasznalt szabadtéri medencék az
Earthrise Farmon (Calipatria, California) (url6)

Termesztése — bdséges tdpanyag- és fényigénye, valamint viszonylag
nagy szaporoddsi hdmérséklete (optimuma: 35-38°C) miatt — a trpusi és
szubtropusi teriileteken kifizet6dd, ahol a napsiitéses 6rdk szdma, a napfény
intenzitdsa elegendd, és a homérséklet is optimdlis az egész éven &t tartd
szaporitashoz.

A Spirulina szaporoddsdhoz sziikséges mdsik tényezd a csapadék.
Azokon a teriileteken, ahol a termesztés egész éven at biztosithat6 lenne, csak

iddszakosan van csapadék, ez a tény hédtrdnyosan befolyasolhatja a tenyészet
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allapotat. Az id6jaras viszontagsigait természetesen ellensuilyozni lehet a
medencék és a tenyésztés paramétereinek valtoztatasaval.

A sivatagi klima megfeleld iddjarasi feltételeket biztosit, ami nagyobb
termésatlagokban és a termék stabil mindségében nyilvanul meg, ellenben a

jelentds mértékli parolgds kovetkeztében nagy mennyiségli friss viz

utanpdtlast kell alkalmazni a medencékben (Belay, 2008).
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6. abra: A Spirulina-eldallitas folyamata nagyiizemi koriilmények kozott
(1. tenyésztés, 2. betakaritas, 3. szaritas, 4. csomagolas)

A Spirulina kereskedelmi céli termelése négy szakaszbol all (6.
abra). A sekély, vaszonnal megerGsitett polipropilén nylonnal bélelt
mesterséges tavakban foly6 tenyésztés sordn a tdpkozeget djra feldolgozzak,

egy szezonon belill dllandéan ujrahasznositjdk a tdplevest. Az egyetlen
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veszteség a pdarolgdsbol adddik. Félfolyamatos, “‘gylirlis” termesztési
rendszert alkalmazva minden medence tartalmat olyan mértékben takaritjak
be, amennyire tilndtte magét az utolso 24 éraban. A tapkozeget ugyanabba a
medencébe juttatjdk vissza, ahonnan kiemelték, hogy optimalizdljdk a
novekedést és egy esetleges hiba esetén nyomon-kovethetéek legyenek a
gyartott tételek. A napi sziiretet kovetden visszapétoljdk a betakaritott
biomassza éltal kivont tipanyagot. A tenyészetet PVC csoveken keresztiil,
szivattyuk segitségével a feldolgozd épiiletbe szdllitjdk, ahol eldszor
rozsdamentes racsokon oOblitik €s koncentrdljdk a biomasszat. A képzddott
iszapot vakuumszaritéban paszta dllagiva dehidratdljdk. A pasztat porlasztva
szaritoba szivattyizzdk a nedvességtartalom tovabbi csokkentése érdekében,
amely utdn 1égszaraz, finom port kapnak, ami Spirulina néven ismert.

Az egész folyamat — a medencétdl a por alak eléréséig — kevesebb,
mint 15 percig tart. A port steril, oxigénmentes, vdkuumzaras zacskokba
csomagoljdk, cimkézik, majd a mindségvizsgdld laboratériumba szallitjak,
ahol a tétel mintdit mikrobioldgiai és analitikai vizsgalatoknak vetik al4.
Ilyen csomagoldsi koriilmények kozott 4 év alatt is csak kis mértékben

valtozik meg a termék biokémiai Osszetétele és tapértéke (Belay, 2008).

2.4.4. Termékbiztonsdag

Mikrobiologiai kontamindcio

A Spirulina nyilt medencés termesztésének egyik lehetséges

problémadja a tdpkozeg patogén mikroorganizmusokkal torténd fertdézottsége,

de a termék a feldolgozds soran is fert6zOdhet. A végterméknek az S.

tablazatban felsorolt, kiilonbozd nemzeti €s nemzetkozi szervezetek altal
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eldirt mikrobioldgiai hatarértékeknek kell megfelelnie. Az aerob mezofil
Osszcsiraszamot €s a koliform szamot higiéniai indikatorként alkalmazza az

USA élelmiszer- és gydgyszeriigyi hatésdga (FDA, 1998).

5. tablazat: Kiilonféle szervezeteknek a Spirulina biomassza mikrobioldgiai-
higiéniai mindségére vonatkozdan eldirt kovetelményei

Szervezet (")sszcsirg Eif:lzlzzzes Koliform F(‘ekél Salmo-
(CFU/g) (CFU/g) (CFU/g) koliform nella
AHPA® 107 10° 10° n.a. 0/10 g
EU" 10° 10* n.a. n.a. 0/10 g
Kanada“ 10° 10* n.a. n.a. negativ
WHO' 10° 10° n.a. n.a. negativ
NNFA® 5,0 x 10° 10° 10 negativ negativ
USP-étrend- <10’ <10° n.a. n.a. n.a.
kiegészitd
USP-széritott novény <10’ <10’ n.a. n.a. 0/10 g
US FDA' na. n. a. n.a. n.a. n.a.
Japan <10’ <10’ n.a. n.a. negativ
Escherichia Entero- Staphylo- R’ovar R?gcﬁa-
Szervezet coli bacteriaceae coccus reszek 16 sz6r
(db) (db)
AHPA" 0 CFU/g n.a. n.a. n.a. n.a.
EU" 0 CFU/g 10° CFU/g 0/1¢g na. na.
Kanada“ negativ n.a. <10’ n.a. n.a.
CFU/g
WHO' 10 CFU/g 10° CFU/g na. na. na.
NNFA® negativ n.a. <10 n.a. n.a.
MPN/g
USP-étrend- 0/10 g n.a. n.a. n.a. n.a.
kiegészitd
USP-szdritott ndvény 0/10 g n.a. n.a. n.a. n.a.
US FDA' n.a. n.a. n.a. 150/50 g | 1/150 g
Japan negativ 10° CFU/g n.a. n.a. n.a.

* American Herbal Products Association (url’)

® European Pharmacopoeia (Kneifel et al., 2002)

¢ Health Canada Compendium of Monographs (url®)
4 World Health Organization (url’)
“National Nutritional Food Association (jelenleg: Natural Products Association) ajdnldsa

gyégynovényekre

" United States Food and Drug Administration
" telepképz6 egységek szama grammonként

o,
nincs adat

41




Irodalmi attekintés

Egyéb fizikai és kémiai veszélyek

Lacquerbe és mtsai (1970) megfigyelték, hogy a Spirulina hatékonyan
megkoti a nehézfémeket, igy termesztésénél figyelni kell az ipari eredetii
szennyezOdésekre, a mltragyak tisztasdgara és természetes tavak esetében a
talaj nehézfém-tartalmédra, hogy elkeriilhetd legyen az O6lom-, higany-,
kadmium- és arzén-akkumulacié a termékben. Johnson és Shubert (1986a,b)
a megengedettnél joval nagyobb higanytartalomrél szamolt be. Egy késobbi,
Slotton és mtsai (1989) éltal készitett tanulmanybdl kideriilt, hogy a Johnson
€s Shubert altal hasznélt induktiv csatolasu plazmaégls technoldgia soran
interferencia  alakult ki a termék vastartalmaval. Hideg g6z0s
atomabszorpciés és grafitkemencés atomabszorpcids eljardst alkalmazva
sikeriilt elkeriilni az interferenciat. Azota egyetlen esetben sem detektaltak a
termékben veszélyes mennyiségli higanyt (Belay, 2008).

A Spirulina felszaporitdsa sordn sem rovarirt6-, sem novényvéddszer
nem hasznélhatd, és folyamatosan figyelni kell esetleges jelenlétiiket a
termékben. A terméknek mentesnek kell lennie minden idegen anyagtol,
amellyel a szaporitds, feldolgozds, csomagolds, szdllitds és raktarozds alatt
potencidlisan szennyezddhet. Idegen anyagként leggyakrabban rovarok,
ragcsaloszor és madartoll fordulnak el6. A vizirovarok vizsgélatira egy
miozin ELISA mdédszert fejlesztettek ki Belay és mtsai (1996). A tollat és
egyéb novényi maradvianyokat még betakaritds elott kiszlrik. Tenyésztés
soran a Spirulina tenyészetnek mentesnek kell lennie minden egyéb
cianobaktériumtél és algatdl, fSleg a toxintermelSktSl (url’). An és
Carmichael (1996) megfelel6 mddszereket dolgozott ki microcystin és

nodularin algatoxinok kimutatasara.
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2.5. A tejsavbaktériumok savképzésének és szaporoddsi sebességének

serkentése kiilonbozo kiegészitok felhaszndldsdval

A tejsavbaktériumok szaporoddsi sebességét és savtermelését
mikroorganizmusok, magasabb rendii novények és allati szovetek kiillonbozo
kivonataival stimuldlhatjuk. A serkentésért felelds hatéanyagok koziil
néhianyat mér azonositottak és alaposan tanulmdnyoztak, ellenben a tobbi
még napjainkban is ismeretlen (Nath és Wagner, 1973; Smith et al., 1975;
Sugihara és Kline, 1975; Glass és Hedrick, 1976). Sprince és Woolley (1945)
munkdja hivta fel a figyelmet a baktériumok szaporodasahoz sziikséges
peptidek fontossdgdra. Késobbi kutatdsok peptidek €s nukleinsav-
szarmazékok jelenlétére mutattak ra fehérje hidrolizatumokban (Anderson és
Elliker, 1953), hasnydlmirigy kivonatban (Sandine et al., 1956; Koburger et
al., 1963), mdjban, élesztokivonatban (Anderson és Elliker, 1953; Huhtanen
és Williams, 1963; Smith er al., 1975, Sugihara és Kline, 1975) és
algakivonatokban (Shirota et al., 1964; Stengel, 1970; Kurita et al., 1979;
Zielke et al., 1978; Webb, 1982).

Huhtanen és Williams (1963) tanulmanya deritett fényt arra, hogy a
tejben kevés az RNS-t, ill. a DNS-t felépit6 purin- és pirimidin-bazisok
mennyisége, és a tej nem tartalmaz elegendd szabad aminosavat és
oligopeptidet sem a tejsavbaktériumok optimdlis szaporoddshoz
(Desmazeaud és Juge, 1976; Thomas és Mills, 1981), kovetkezésképpen a
proteolizisnek kell a tejfehérjébdl aminosavakat és kisebb molekulaméretii
peptideket felszabaditania (Pritchard és Coolbear, 1993).

A novényi és mikrobidlis kivonatok szaporoddsserkentd hatdsat

szamtalan modon vizsgéltdk: turbidimetridsan (Kennedy et al., 1955; Sandine
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et al., 1956), a termelt tejsavmennyiség titraladsos meghatarozasaval (Smith et
al., 1975), a pH-csokkenés mérésével (Koburger et al., 1963), sejtszam-
meghatdrozassal (Nath és Wagner, 1973), bioautoradiogrifids moédszerrel
(Kennedy et al., 1955) és impedancia-méréssel (Okigbo et al., 1985;

Lanzanova et al., 1993).

2.5.1. Nem alga alapii kiegészitok haszndlata

Kennedy és Speck (1955), Kennedy és mtsai (1955), Huhtanen és
Williams (1963) valamint Johnson és mtsai (1971) arrdél szamoltak be, hogy a
kukoricacsira-kivonat serkenti néhany tejsavbaktérium savtermelését. Ezt az
anyagot tekintélyes mennyiségben haszndljak tdpanyagforrasként az ipari
fermentacidokban alkalmazott gombdk és baktériumok szamaéra. Kennedy és
Speck (1955) kimutatta, hogy a kukoricacsira-kivonat tejben, vagy
szintetikus  tdptalajokon  tenyésztett  tejsavbaktériumok szdmdra
szaporodasserkentd anyago(ka)t szolgéltat. Kennedy és mtsai (1955)
tanulmanyoztdk a kukoricacsira-kivonat Lb. caseire gyakorolt hatdsat, de
egyik ismert serkentéanyag sem tudta poétolni a kukoricacsira-kivonat
faktorait. A Zuraw et al. (1960) 4ltal elvégzett kisérlet eredménye azt
mutatta, hogy a kukoricacsira-kivonat fenilalanint és — valdszinlisithetéen —
nukleozidot tartalmaz, amelyek hozzdjarulnak az anyag szaporodést el0segitd
tulajdonsagéhoz.

Huhtanen és Williams (1963) az élesztokivonatnak laktobacilluszokra
gyakorolt serkentd hatdsiat tanulmanyozta. A tej purin-, ill. pirimidin-
bazisokkal és aminosavakkal torténd kiegészitése néhany Lb. bulgaricus és

Lb. acidophilus torzsnél jelentds savtermelés-novekedést okozott.
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S6k  (részben nyomelemek), purinok, pirimidinek, kazein-
hidrolizatumok és kiillonb6z6 mennyiségii Tween 80 adagoldsa jelentésen
serkentette a Lb. sanfranciscensis szaporoddsit, de nem sziintette meg a
frissen készitett élesztokivonat alkalmazasdnak sziikségességét.

Smith és mtsai (1975) hét frakciéra bontottdk az élesztokivonatot.
Lactococcus lactis subsp. lactis szaporoddséra legserkentobb hatdsa annak a
frakcionak volt, amely 70%-nal tobb amino-nitrogént tartalmazott, szabad
aminosavak széles skaldjabol €s kis mennyiségli peptidanyagbdl allt. Tovéabbi
vizsgalatok kimutattdk, hogy a torzsek stimuldldsaért az aminosavak, a purin-
és pirimidin-bazisok €s a szervetlen 0sszetevok felelosek. A Lc. lactis subsp.
lactis szaporodas-serkentésének mértéke nitrogéntartalmi Osszetevoket
felszabadito proteolitikus enzimeitdl fiigg (Citti et al., 1965).

Hat tejsavbaktérium-torzs szaporoddsi sebessége és savtermelése nott
Micrococcus F4 izolatum jelenlétében. Nath és Wagner (1973) feltételezése
szerint a tejsavbaktériumok mikrokokkuszos serkentésénél a hidrogén-
peroxid lebontdsdban nyujtott segitség jatszik szerepet. Vastartalmu ionok és
kataldz tejhez torténd adagoldsa serkentette néhdny tejsavbaktérium
savtermelését, nyilvanvaléan a metabolikusan termel6dott, gatlé hatdsu
peroxidok lebontasdnak koszonhetden (Gilliland és Speck, 1969).

Koburger és mtsai (1963) arr6l szamoltak be, hogy a hasnyalmirigy-
kivonat serkentette a Lc. lactis tejben torténd szaporoddsat. Az aktiv
Osszetevot nukleinsav-szarmazékokként (inozin, hipoxantin és adenin)
azonositottdk. Sandine és mtsai (1956) szintén kimutattdk, hogy a
hasnyalmirigy-extraktum két serkentd anyagot tartalmaz a Lc. lactis és a Lb.
casei szamara. A serkentdk egyike peptid jelleget mutatott.

Anderson és Elliker (1953) arr6l szdmolt be, hogy méjdarabok,

tripszinezett sovany tejpor €s peptonizdlt tej adagoldsdval stimuldlhaté a
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kevert starterkultirdk és a Lc. lactis subsp. lactis, illetve a Lc. lactis subsp.
cremoris tisztatenyészeteinek szaporoddsa. Eredményeik alapjan, a
megnovekedett szaporodasi sebességért peptid vagy peptid-szerli anyagok
feleldsek és ezek az anyagok az enzimes tejkezelés sordn a tejfehérjébdl a
starterkultirdk szdmadra elérhetd formédban szabadulnak fel.

Lactobacillus  delbrueckii ~ subsp.  bulgaricus 11842, illetve
Streptococcus thermophilus ST20 fermentéacidjdhoz alkalmazott savé-alapu
tdpkozeg 1%-nyi, illetve 2%-nyi savofehérje-koncentradtummal kiegészitve
szignifikdnsan nagyobb sejtszamot ¢és sokkal gyorsabb savtermelést

eredményezett, mint a kontroll savé (Bury et al., 1998).

2.5.2. Alga alapu kiegészitok haszndlata

Shirota és mtsai (1964) fedezték fel, hogy a Chlorella zoldalga-fajok
egyes anyagai a laktobacilluszok szignifikdnsan gyorsabb szaporoddsat
okozzdk. A 0,5-2,0%-nyi Chlorella biomasszat tartalmazé tidpkodzeg a
kontrollhoz viszonyitva 7-szer tobb Lactobacillus sejtet tartalmazott 24 6ra
elteltével, 3-szor tobbet 48 6ra utdn és 1,8-szer tobbet a 72. 6ra végén. Egy
masik Lactobacillus-tenyészet, amelyben 1%-nyi Chlorella volt, annyi
tejsavat termelt 48 Ora alatt, mint a Chlorella-adagolas nélkiili 144 6ra alatt.
A hatékony komponens vizsgalata sordn megallapitottdk, hogy az mindegyik
tesztelt Lactobacillus-torzs szaporoddsat serkentette, és egyben novelte a
termelt tejsav mennyiségét is. Kurita é€s mtsai (1979) vizsgélatokat végeztek
azzal a céllal, hogy meghatarozzak a Chlorella-kivonat Lactobacillus-fajok

szaporodasdnak serkentéséért felel0s anyagait. Eredményeik szerint a

tapasztalt serkentésért két nukleozid, az adenozin és a guanozin felelds.

46



Irodalmi attekintés

Zielke és mtsai (1978) kimutattdk, hogy a Scenedesmus acutus
zOldalga melegvizes extraktuma serkenti a Lb. casei subsp. casei biovar.
shirota, a Lc. lactis és a Sc. thermophilus savtermelését. Az algakivonatban
taldlhaté peptont, adenint és hipoxantint taldltdk felosnek az észlelt
szaporodas-serkentésért.

Varga (1999), valamint Varga és mtsai (1999) tej tapkozegben
vizsgéltdk a Spirulina biomassza termofil tejsavbaktériumokra és
bifidobaktériumkra kifejtett hatdsat. Mind a tiszta-, mind a kevert-tenyészetek
esetében szignifikdnsan nagyobb volt a cianobaktérium-kiegészitést
tartalmazé mintdk savtermelésének mértéke a kontroll mintdkéhoz képest. A
Spirulina-kiegészités javitotta az un. ABT-tipusi probiotikus savanyu
tejtermékben a starterkultirat alkoté komponensek (Lb. acidophilus,
bifidobaktérumok, Sc. thermophilus) éEletképességét is a termék hitve

taroldsa soran (Varga et al., 2002).

2.5.3. A Spirulina aktiv anyagainak antimikrobidlis hatdsa élelmiszer-

eredetii patogén és romldst okozo mikroorganizmusokra

Tobb szerz6 is beszdmolt a Spirulina antimikrobidlis hatdsarol,
amelyet kiilonféle kémiai Osszetevoknek tulajdonitanak (Borowitzka, 1995;
De Mulé et al., 1996; Kreitlow et al., 1999; Ozdemir et al., 2004). A
Spirulina anyagainak komplex hatdsat szerves olddszerekkel kinyert
extraktumokkal végzett kisérletek utjan vizsgdltdk leggyakrabban. A
Spirulina metanolos kivonatdnak antimikrobidlis hatdsat a 7y-linolénsav
jelenlétével magyardztdk (De Mulé et al., 1996). Ez a zsirsav viszonylag
nagy mennyiségben fordul el ebben a cianobaktérium fajban (Xue et al.,

2002), de tobben a Spirulindban taldlhaté szterineknek is antimikrobidlis
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hatast tulajdonitanak (Borowitzka és Borowitzka, 1988; Otles és Pire, 2001;
Xue et al., 2002).

A lipofil bioaktiv komponensek kivonadsakor szdmos probléma mertil
fel a maradék szerves olddszerek jelenléte és a kivonat véltozékonysiga
miatt. Az emlitett hatranyok kikiiszobolésére fejlesztették ki a szuperkritikus
folyadék-extrakciét (SFE) (King, 2000). A mddszer nagyobb szelektivitast
biztosit rovidebb idd alatt, és jotékonyan hat a végtermék mindségére is.
Rdaadédsul kornyezetbardt eljardsrél van sz6, ami elsGsorban a veszélyes
oldészerek  elhagydsanak  koszonhet6. Careri és mtsai  (2001)
Osszehasonlitottdk az SFE-vel, ill. a hagyoméanyos folyadék-extrakciéval
készitett kivonatok karotinoid-tartalmét, és nem taldltak szignifikdns
kiilonbséget az eredmények kozott.

Mendiola és mtsai (2007) az SFE-vel készitett Spirulina kivonat MIC
(minimélis gatléanyag koncentricié), MBC (minimadlis bakteriosztatikus
koncentracié), valamint MFC (minimdlis fungisztatikus koncentricid)
értékeit hatdroztdk meg egy Gram-negativ (Escherichia coli) és egy Gram-
pozitiv (Staphylococcus aureus) baktériumra, tovabbd egy élesztdgombara
(Candida albicans) és egy penészgomba-fajra (Aspergillus niger)
vonatkozdan. A vizsgdlt mikroorganizmusokra gyakorolt hatds alapjan a
legjobb eredményt a 220 bar nyomdson és 26,7°C-os homérsékleten 10%
alkohol jelenlétében készitett kivonattal érték el. Az eredmények alapjan a C.
albicans volt a legérzékenyebb, mig az A. niger volt a legkevésbé fogékony a
kezelésre. Elvégezték a kivonat zsirsav-Osszetételének meghatirozdsat is
langionizédcids detektorral kapcsolt gdzkromatograf segitségével. A linolsav
mennyiségét olyan kicsinek taldltdk, hogy az egyediil nem lehetett az
antimikrobidlis tulajdonsdg okozdja. A vizsgdlatok sordn detektalt

palmitolein-, laurin- és olajsavval kapcsolatban szintén tapasztaltak mar
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mikroorganizmus géatl6 hatast (Ouattara et al., 1997; Benkendorff et al.,
2005), igy el6fordulhat, hogy a kivonatban taldlhaté zsirsavak szinergista

hatasa okozta az észlelt antimikrobialis aktivitast.

2.6. Funkcionadlis élelmiszerek definicioi

Az utébbi idOben jelentdsen gyarapodtak az étrend egészségre és
kozérzetre gyakorolt hatdsaval kapcsolatos ismereteink (Young, 2000; Mollet
és Rowland, 2002). A megfelelé élelmiszer-osszetevok felhaszndlasaval
“megszerkesztett”, egészségi hasznot eredményezd élelmiszereket nevezzik
funkciondlis (tervezett, nutraceuticals) élelmiszereknek (Holm, 2004). Az
ilyen termékek irdnti fokoz6dd kereslet tobbek kozott az egészségiigy
novekvo koltségeivel, a varhatd éElettartam novekedésével és az iddsebb
korosztalyok életmindség-javulds irdnti igényével magyarazhat6 (Roberfroid,
2000a,b; Kotilainen et al., 2006).

Marketing-elemzések szerint a funkciondlis élelmiszerek piaca
nagyon széles spektrumu €s gyorsan novekvo. A globdlis piacot 73 milliard
eurdnyira becsiilik, és az éves bdviilése 8-16%. A funkciondlis élelmiszerek
hatdsa szdmos egészségligyi problémat kivaltd allapotra és betegségre
Osszpontosul, kiillonésen a sziv- és érrendszeri betegségekre, a
csontritkuldsra, a bélrendszer miikodésére, az elhizdsra, a cukorbetegségre, a
rosszindulati daganatokra, valamint a testi és szellemi funkcidkra (Holm,
2004).

A fejlett vilagban megvaltozott a taplalék fogalma. A taplalkozas a
multban a tilélésrdl, az éhség kielégitésérdl és a klasszikus tdpanyaghidny-
betegségek megeldz€sérdl szolt, mara viszont eldtérbe keriilt az

élelmiszereknek az a tulajdonsdga is, hogy kivédléan alkalmazhatdak a jobb
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egészség €és kozérzet kialakitdsdban és fenntartdsdban; ezdltal segitenek az
idiilt betegségek és dllapotok kockdzatanak mérséklésében (Roberfroid,
2000a; Menrad, 2003). Elegendd élelmiszer birtokdban nincs mennyiségi
€hezés, azonban eldfordulhat, hogy az egészség meglrzéséhez sziikséges
élelmiszerek Osszetételében hidnyok 1épnek fel (pl. fehérjehidnyos
taplalkozds). Az élelmiszerek egészségmegdrzd, betegségmegel0zd szerepe
az utébbi évtizedben valt 1ényegessé, amikor klinikai vizsgédlatokkal
tdmasztottak ald néhany létfontossagu vitamin és dsvanyi anyag hidnyat és az
ezzel Osszefiiggd betegségek fellépését. Magyarorszdgon ma a lakossag alig
16%-a tapléalkozik egészségtudatosan, azaz véalogatja meg mindennapi ételét,
italat a taplalkozastudomdnyi utmutatok szerint €s veszi figyelembe az
élelmiszerek egészségdrzo funkcidjat (Biacs, 2006).

A “funkciondlis élelmiszer” kifejezés eddig még nem jutott el a
hivatalos meghatdrozasig (Alzamora et al., 2005), igy jelenleg tobbféle
megkozelités is 1étezik. Az 1980-as években keletkezett japan definicid
szerint olyan élelmiszerekrdl van sz6, amelyek specidlis alkotérészeiknek
koszonhetden eldonyos élettani hatdst fejtenek ki (Hardy, 2000; Kwak és
Jukes, 2001; Stanton et al., 2005). Japan egészségiigyi minisztériuma 1991-
ben szabdlyozta a specidlis, egészséggel kapcsolatos élelmiszer-kategoria,
azaz a FOSHU (Food for Specified Health Uses) elnyerésének feltételeit.
Japanban a tradiciondlis funkciondlis élelmiszerek elkiilonitett csoportot
képeznek és egy igazold eljards utdn a termék csomagoldsan megjelenhet a
FOSHU-jel. E termékek esetében a funkcionalitds elsObbséget élvez az izzel
szemben. Eurépaban és az Amerikai Egyesiilt Allamokban més a koncepci6:
mar meglévo, tradiciondlis élelmiszer-termékeknek adnak funkcionalitést, és
az ilyen termékek nem alkotnak kiilon csoportot (Hilliam, 1998; Kotilainen et

al., 2006; Fern, 2007). A funkciondlis tulajdonsdg hozzdadott értéket jelent a
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fogyaszté szdmdra, de nem tudja felilmilni az élelmiszer érzékszervi
tulajdonsagait (Sir6 et al., 2008).

Eurépédban a FuFoSE (Functional Food Science in Europe) elnevezési
projekt is kidolgozott egy definiciot a funkciondlis élelmiszerekre. Eszerint
egy €élelmiszer akkor tekinthetdé funkciondlisnak, ha kielégitéen bizonyitott,
hogy jétékonyan hat a szervezet egy vagy tobb célfunkcidjara a megfeleld
(normélis) t4pldlkozasi hatdsokon til, olyan médon, amely 1ényeges akar a
jobb egészségi allapot, vagy a betegségi kockazat csokkentése szempontjabol
(Hawkes, 2004; Holm, 2004). A Nemzetkozi Elelmiszer-informéciés Tanacs
(International Food Information Council) meghatarozdsaban a funkciondlis
élelmiszerek az alapvet6 tdpanyag-igény kielégitésén tdl tobblet egészségiigyi
eldnyokkel birnak (Food Insight Media Guide, 1998). Ez a meghatarozas
hasonlé ahhoz, amit az Eszak-Amerikai Nemzetkozi Elettudoményi Intézet
(Life Science Institute of North America) tett kozzé: a funkcionalis
élelmiszerek fizioldgiailag aktiv alkotorészeiknek koszonhetden a szokdsos
tdplalkozasi célon kiviil egészségre hat6 eldnyokkel is birnak (International
Life Sciences Institute, 1999). A Health Canada (urllo) definicidja szerint a
funkcionélis élelmiszerek kinézetre hasonlitanak azokhoz a hagyomanyos
élelmiszerekhez, amelyek a mindennapi taplalkozds részei, ugyanakkor olyan
bizonyitott fiziol6giai hatdsaik is vannak, amelyek az alapvetd tdplalkozasi
funkciéikon tilmenden csokkentik az idiilt betegségek kockazatat. Az
Amerikai Nemzeti Tudomédnyos Akadémia Gydgyszerészeti Intézete (The
Institute of Medicine of the National Academy of Sciences) azokra a
funkcionélis élelmiszerekre koncentrdl, amelyekben egy vagy tobb Osszetevd
azért manipuldlt, vagy moddositott, hogy hozzdjaruljon az egészséges

taplalkozashoz (American Dietetic Association, 2004).
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A funkciondlis élelmiszerek fejlesztésének hajnaldn az élelmiszerek
vitamin (pl. C- és E-vitamin) és/vagy dsvanyi anyag (pl. cink, vas, kalcium)
tartalmat novelték meg (Sloan, 2000), kovetkezésképpen a hangstly atkeriilt
a mikrotapanyagokkal (pl. omega-3 zsirsavakkal, fitoszterinnel és diétds
rostokkal)  dusitott  élelmiszerekre  (Sloan, 2002). Napjainkra az
élelmiszeripari cégek mar megtették a kovetkezd 1épést is abba az irdnyba,
hogy élelmiszereink kiilonféle egészségvédo hatdssal rendelkezzenek (Sloan,
2004). Szinte minden élelmiszeripari dgazatban fejlesztettek ki funkcionalis
élelmiszereket. A termékek szempontjabdl tobbféle médon csoportosithatjuk
a funkciondlis tulajdonsdgokat, az egyik megkoelités a 6. tablazatban

lathato.

6. tablazat: A funkcionalis termékek f6bb tipusai (Kotilainen et al., 2006;
Spence, 2006)

Funkcionalis Meghatarozas Példa
élelmiszer tipusa
Megerdsitett termék Egyik tdpanyag mennyiségének tovabbi | Gyiimolcslé C-vitamin
novelése tartalmdnak novelése
Dusitott termék Uj 0sszetevd hozzdaddsa, amely kordbban | Pro- és prebiotikumok
nem volt megtaldlhat6 a termékben joghurtban
Megviltoztatott Az élelmiszer kdros anyagainak Elelmi rostok
termékek megsziintetése, csokkentése, vagy cseréje | haszndlata jégkrémben,
jotékony hatdssal rendelkezd dsszetevdvel kolbaszfélékben
Javitott Sajatos szaporitdsi koriilmények, 4j Megvaltoztatott
alapanyagbdl takarmény-kiegészit0k, genetikai tojotap-Osszetételnek
készitett termékek manipuldcié vagy egyéb mddszer révén | koszonhetéen omega-3
az élelmiszer egyik Osszetevdjének zsirsav-tartalmaban
mennyisége természetes médon novelt tojas
fokozddik.

2.7. Uj termékek fejlesztésének jelentdsége

A vallalatok vildgéat az innovéciés kényszer uralja. Publikacidk utjan

kozzétett nagyszamu informdcio €s adat bizonyitja, hogy a sikeres véllalatok
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nyereségének jelentds hanyadat 0j termékek piacra vitele biztositja (Vagasi,
2001). Az USA-ban végzett elemzések szerint a gyartok nyereségének tobb
mint a fele tiz évnél fiatalabb termékekbol, €s az értékesitési arbevétel
negyede Ot évnél fiatalabb termékekbdl szdrmazik (Lehota, 2001). A tejipart
is az 4j termékek irdnti kereslet jellemzi. Egy 4j iz-, vagy szinvildg komoly
lehetéséget rejt magdban. A termék elfogadtatisat nagyban segitheti, ha
funkciondlis tulajdonsdgokkal ruhdzzuk fel. A tOomegtermékek kozotti
véalasztiskor sokszor az ar dont, mig a kiilonleges élelmiszerek esetében
inkdbb a mindség és az egyedi tulajdonsiagok (Szente et al., 2007).

A termékfejlesztések szerves részét képezik az érzékszervi birdlatok,
amelyekkel két, vagy tobb termék érzékszervi tulajdonsédgait hasonlitjuk
0ssze megkozelitleg objektiv médon. Ezeket meg kell kiilonboztetniink a
hagyomanyos értelemben vett kdstolastdl, amely alatt a nem képzett kdstolok
jelentds szubjektivitdst hordozé érzékszervi birdlatat értjiik. Beldle kiindulva
azonban a mddszertani fejlesztések révén kialakitottak egy olyan, statisztikai
elemekkel aldtdmasztott értékelési rendszert, amellyel tudomanyos alapokon
all6 kedveltség (preferencia vagy hedonisztikus)-vizsgédlatok végezhetdk

(Molnér, 1991).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgilataimat a Nyugat-magyarorszagi Egyetem Mezdgazdasig- és
Elelmiszer-tudomanyi Kara Elelmiszer-tudomdnyi Intézetének Deutscher
AkkreditierungsRat altal akkreditalt mikrobioldgiai laboratériumaban (DAR
regisztraciés szam: DAP-PL-3042.00) végeztem.

3.1. A Spirulina biomassza mikrobiotdja

3.1.1. A poritott Spirulina biomassza

A poritott Spirulina biomasszat (7. abra) az Earthrise Nutritionals
LLC amerikai cég franciaorszagi forgalmazojatol (Natesis Sarl, Bourges,
Franciaorszdg) vasdroltuk. A készitmény 941 g teljes szdrazanyagot, 576 g
fehérjét, 111 g lipidet, és 114 g hamut tartalmazott kilogrammonként. Szine
sOtétzold, szaga és ize enyhén fiire emlékeztetd volt. Felhaszndlasig 4°C-on
taroltuk. Ezen kiviil a németorszdgi Bergholz-Rehbriickében taldlhat6 Institut
fir Geteideverarbeitungtdl is érkezett hozzank Spirulina-minta, amelyet

szintén bevontunk mikrobioldgiai vizsgélatainkba.

7. abra: A kisérletekhez felhasznalt poritott Spirulina biomassza
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3.1.2. A mikrobiolégia vizsgdlat menete

A csomagolds megbontdsakor ellendriztem a Spirulina biomassza
mikrobioldgia dllapotét, a European Pharmacopoeia ajanlasa szerint (Kneifel
et al., 2002). Az idegen anyagok jelenlétének kimutatisa érdekében
G/433617 tipusu kutaté mikroszkép (Carl Zeiss, Jena, Németorszag)
segitségével mikromorfoldgiai vizsgalatot végeztem.

10 g Spirulina mintdt aszeptikus koriilmények kozott 9-szeres
mennyiségli higitéfolyadékkal razogatds kiséretében Osszekevertem. Az igy
eléallt kiinduldsi higitast kozvetleniil, vagy tovdbbi higitdsok formdjaban
haszndltam mikrobiologiai vizsgélatra. A megfeleld higitasi tagokbdl 1-1
cm’-nyi mennyiségeket steril Petri-csészébe pipettiztam, majd az egyes
moddszereknél megadott taptalajokkal lemezt Ontottem.

Az osszcsiraszam meghatarozas az ASU L 00.00-88 szamu német
szabvany (2004) alapjin zajlott Plate Count (PC) téptalajjal (Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag). Az agarlemezeket megszilardulds utan 30+1°C-on
7243 6raig inkubdltam WTB Binder KB-53 tipusid termosztitban (Binder
GmbH, Tuttlingen, Németorszdg). Minden higitds esetében két parhuzamos
leoltédst végeztem.

Az élesztégomba- és penészgomba-szam meghatarozast az ASU L
01.00-37 szamu német szabvany (1991) eloirdsai szerint YGC agarral
(Merck) hajtottam végre. A lemezek tenyésztése aerob mddon, 96+3 6raig,
25+1°C-on tortént. Telepszamlalasnal az éleszto-, illetve fonalasgomba
telepeket elkiilonitetten vettem figyelembe.

A Salmonella jelenlét-hiany kimutatasi vizsgalat soran az ASU L

00.00-20 szamu német szabvanyt (2004) vettem alapul. Az eljarast dltalaban
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tobb egymast kovetd 1€pésben hajtjuk végre, mivel a Salmonella a mintdban
kis szdmban, szubletdlisan sériilten, vagy nagy szamu egyéb enterobaktérium
kiséretében fordul eld.

Elédusitds. A mintat nem szelektiv, folyékony tdpkozegben (pufferelt
peptonviz) 37£1°C-on kell tenyészteni 18+2 6rdig, hogy a szubletdlisan sériilt
baktériumok feléledjenek, és kimutathaté szamban legyenek jelen. Nagy
mennyiség esetén, beoltds eldtt a peptonvizet 37+1°C-ra fel kell melegiteni.

Dusitds. Két folyékony, szelektiv tdpkozeget (RVS levest é&s MKTTn
levest) (Merck) kell beoltani az inkubdlt elédusito-kozeg meghatarozott
mennyiségével. Az MKTTn levest 37+1°C-on, 24+3 6rdig, az RVS levest
41,5+1°C-on, 2443 o6raig inkubdljuk. A Salmonella a szelektiv kdzegben
taléli az inkubdaciot, ill. szaporodik, a kiséroflora pedig gatolt a
szaporodasban, vagy akar el is pusztul.

Izoldlds (kimutatds). Az inkubdcids 1d6 letelte utdn ddsitonként egy-
egy oltékacsnyi mintat kell ritkitd6 szélesztéssel kikenni brillantzold—
fenolvoros—laktéz—szachar6z (BPLS) és xil6z—-lizin-dezoxikolat (XLD)
agarlemezekre (Merck), majd ezeket 24+24 6raig 37+1°C-on sziikséges
inkubdlni. Salmonella-gyants telepek (BPLS: halvanypiros telepek piros
udvarral; XLD: piros vagy narancsszinll attetsz0 telepek fekete kozépponttal,
piros kozeghattérrel) esetén szeroldgiai és biokémiai moddszerekkel
azonositdsat kell elvégezni. Az identifikdlds megkezdése eldtt Ot gyants
telepet kell kivélasztani €s tdpagar lemezekre kiszéleszteni, majd a lemezeket
37+1°C-on 20-24 ¢6raig kell inkubdlni. A lemezeken keletkezd egyedi telepek
képezhetik a tovdbbi szerologiai és biokémiai vizsgdlatok alapjat.
Szalmonella-jelenlétet csak az O- és H-antigén egyértelmii detektéldsa,
valamint a biokémiai jellemzOk minden kétséget kizardé azonositdsa utdn

lehet megéllapitani.
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Az Enterobacteriaceae szam-meghatarozas az ASU L 05.00-5
német szabviny (1990) szerint zajlott. A lemezontést kristdlyibolya-
neutrdlvoros-epe-gliik6z (VRBG) agarral (Merck) végeztem két rétegben. A
lemezek tenyésztése aerob mdédon, 30+1°C-on, 4843 6rdn keresztiil tortént. A
kiértékelésbe a vords vagy voros kicsapodasi zondval koriilvett telepeket
vontam be.

Az Escherichia (E.) coli-szam meghatarozasihoz Chromocult
Coliform agarral (Merck) lemezontést végeztem. A lemezeket 2443 6ran at,
37+1°C-on inkubdltam aerob koriilmények kozott, majd a kifejlodott
telepeket megszdmoltam, és a minta g-jara vagy cm’-ére vonatkoztattam. Az
X-gliikoronid szubsztrdt az E. coli-ra jellemz6é B-D-gliikoroniddz enzim
azonositasara hasznalhaté. Az E. coli mind a Salmon-GAL, mind az X-
gliikoronidaz hasitdsara képes, igy a pozitiv telepek szine sotétkéktol
ibolyaszintiig terjed. Az E. coli telepek megerdsitésére néhany csepp Kovacs-
féle indol reagenst cseppentettem a sotétkék szini telepekre. Ha a reagens
néhany mdsodperc alatt meggypiros sziniire valtozott, a pozitiv indolreakcid
megerdsitette az E. coli jelenlétét.

A koagulaz-pozitiv Staphylococcus-ok szamanak meghatarozasa
az ASU L 00.00-55 német szabvanyt (2004) kovetve zajlott. A minta
alaphigitasabdl az un. haromlemez mddszerrel végeztem feliileti szélesztést,
majd 0,1-0,1 cm’-t szélesztettem el szelektiv Baird-Parker agaron (Merck). A
lemezeket 37+1°C-on aerob koriilmények kozott tenyésztettem, €s 24+3 6ra
utan, majd 48+3 ora elteltével ellendriztem. A tipikus és atipusos telepeket
koaguldz-teszttel erOsitettem meg. A koaguldz-pozitiv sztafilokokkuszok
grammonkénti szdmat a lemezeken leszamolt, és pozitivként megerdsitett

telepek ardanyabdl hatdroztam meg.
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A lemezeken kifejlodott telepek esetlegesen sziikséges megerdsito
vizsgdlatainak elvégzése utdn csak azokat a lemezeket vontam be az
értékelésbe, amelyeken a tipikus telepek szama 10-300 kozotti volt. A
csiraszamot az ért€kelésbe bevont lemezeken megszamlélt telepszamok
sulyozott atlagaként adtam meg a higitasi fok figyelembe vételével az aldbbi

képlet alapjan:

c- €
(n, +0,ln, )XV xd’
ahol:

¢ = atelepszam sulyozott kozépértéke,

Yc = a szamitdsba bevont valamennyi lemez telepeinek Osszege (a
legalacsonyabb és az azt kovetd kiértékelhetd higitasi fokok),

n; = az elso kiértékelhetd higitasi fokhoz tartoz6 lemezek szdma,

n, = a kovetkezo kiértékelhetd higitdsi fokhoz tartoz6 lemezek szdma,
d = az elso kiértékelt higitasi szint higitasi foka,

V = a lemezekre vitt inokulum mennyisége.

3.2. A mezofil tejsavbaktériumok savtermelésének és  sejtszdm-

vdltozdsanak nyomon kovetése
3.2.1. A modell kozeg bemutatdsa

Alapanyagként Delvotest® SP MINI késziilékkel (Gist-Brocades,
Delft, Hollandia) ellenérzotten antibiotikum-mentes, ultrapasztOrozott,
homogénezett tejet haszndltam, amely 28 g/dm’ zsirt, 34 g/dm’ fehérjét, 47
g/dm3 laktozt és 7 g/dm3 asvanyi anyagot tartalmazott. A tejet 10 percig
90+1°C-on hokezeltem, mielott visszahlitottem az inokulalas homérsékletére,
hogy biztositsam a savofehérjék megfeleld mértékii denaturacidjat (Kessler,

1988a,b).
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3.2.2. A vizsgdlatba bevont mezofil tejsavbaktérium torzsek ismertetése

A vizsgdlatokhoz felhasznalt tejsavbaktérium torzseket a 7.
tablazatban tiintetettem fel Egy sorban ugyanannak a torzsnek mas-mads

torzsgytjteményben nyilvantartott jelzése lathato.

7. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott tejsavbaktérium-torzsek és
kultdrak

. L. Torzsek szama, kultirak jelzése
Tejsavbaktériumok
BCCM* | NCAIM** | MTKI*** | ATCC****
Ha-2
Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 8522 B.2125
LMG 9451 B.2128
W-24
Lact lactis subsp. lactis var LMG 7931 B.2122 11007
ey e DS AL TIMG 7949 | B 2123 20661
iacetylactis
LMG 9441 B.2126 13675
LMG 9444 | B.2127
. . LMG 7951 B.2124 14365
Lactococcus lactis subsp. cremoris
LMG 6897 19257
Leucongstoc mesenteroides subsp. LMG 6909 B.2120 19254
cremoris
Leuconqstoc mesenteroides subsp. B.1658 19255
dextranicum
Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactl.s subsp. cremoris, CHN-22
Lactococcus lactis subsp. lactis var.
diacetylactis, Leuconostoc spp.
Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. lactis var. XPL-1
diacetylactis, Leuconostoc spp.
Streptococcus termophilus

* Belgian Co-ordinated Collection of Microorganisms

«% National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms (Mez8gazdasagi €s
Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye)

**k%  Magyar Tejgazdasdgi Kisérleti Intézet / Chr. Hansen

**#% American Type Culture Collection
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A Ln. mesenteroides subsp. dextranicum B.1658 torzset a
MezOgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményébol
(NCAIM, Budapest, Magyarorszdg), a tobbit pedig egy belga
torzsgytijteménybdl (Belgian Co-ordinated Collection of Microorganisms,
Gent, Belgium) szereztem be. Az optimadlis Spirulina biomassza-koncentracié
meghatdrozasdhoz hasznalt Lc. lactis subsp. lactis Ha-2 és Lc. lactis subsp.
cremoris W-24 torzseket és a keverékkulturdkat a Magyar Tejgazdasagi
Kisérleti Intézet (MTKI, Mosonmagyarévdr, Magyarorszag) bocsatotta
rendelkezésemre.

A dupla ampullds, vdkuumzdrdsos, liofilezett prepardatumokat
bioprotektiv lamindris boxban, az el8irdsoknak megfeleléen, 0,3 cm’-nyi
fiziologids soéoldatban rehidratdltam, majd mddositott MRS téptalajra és
taplevesbe (a gliikozt laktézra cseréltem, igy MRS-L elnevezést kapott) oltva
48+3 o6raig, 30+£1°C-on inkubaltam. A tdpkozeget a Mellékletben taldlhato
komponensek 0Osszemérésével készitettem el. A modositasra azért volt
sziikség, mert kordbbi tapasztalataim szerint a Lactococcus torzsek jobban
szaporodtak MRS-L tdpkozegen, mint M17 agaron. A kultirdkat kezdetben
-70+£3°C alatti homérsékleten, U 41085 tipusu ultra-mélyfagyasztoban (New
Brunswick Scientific, New Brunswick, NJ, USA), 30% glicerint tartalmazé
steril Eppendorf csovekben, késoébb Microbank rendszerti, feliiletkezelt
gyongyoket tartalmaz6 csavaros fioldkban (Pro-Lab Diagnostics, Toronto,
Kanada) taroltam. Minden kisérlet eldtt felolvasztottam egy-egy cso
tartalmat, illetve kivettem egy-egy gyongyot, és 10 cm® MRS-L levesben
30+£1°C-on, 24+3 Ordan 4t tenyésztettem, majd 1 cm’  baktérium-
szuszpenzidval dtoltdst végeztem a 3.2.1. alfejezetben ismertetett

tulajdonsdgokkal rendelkezd, 10 cm’-nyi UHT tejbe és a kémcsdveket
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30+1°C-on 2443 6ran keresztiil inkubdltam. Minden kisérlethez 24 oOrés
tenyészetet haszndltam fel.

A mélyhitott dllapotban forgalmazott vegyes tenyészeteket 0,1%-os
mennyiségben steril tejbe oltottam, majd 30+1°C-on 24+3 6rdn keresztiil

inkubaltam.

3.2.3. Beoltds, inkubdlds és pH-mérés

A Spirulina biomasszaval kiilonbozé koncentracidkban kiegészitett,
modell-tdpkozegként szolgdld tejtételeket a vizsgdlni kivant mezofil
tejsavbaktérium torzsek 1%-nyi inokulumdval oltottam be. Kontrollként
ugyanezeknek a kezeléseknek Spirulina nélkiili véltozatait allitottam be. A
tenyésztést 30+1°C-ra bedllitott, GFL 1003 tipusu vizfiirdoben (Gesellschaft
fiir Labortechnik mbH, Burgnedel, Németorszdg) végeztem. A kezeléseket 3
parhuzamos bedllitdsa mellett, 2 ismétlésben hajtottam végre. Kétéranként
végeztem pH-mérést Hanna HI 8521 pH-mérével és a kapcsolt iiveg
elektroddal (Hanna Instruments Deutschland GmbH, Karlsruhe,
Németorszag), amelyet a mérés eldtt 7,01-os €s 4,01-os pH-ju standard puffer
oldatokkal (Merck) kalibraltam 20+1°C-on.

Hasonl6 mddszerrel ellendriztem a hdkezelés Spirulina biomasszara
gyakorolt hatdsat is: a 10 percig tartd, 90°C-os hdkezelés eldtt hozzdadtam a
modell kozegként szolgdlé tejhez 0,3%-nyi Spirulina biomasszit, és a

fermentacids folyamatot kétordnkénti pH-méréssel kovettem nyomon.
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3.2.4. A kivdlasztott Lactococcus-torzsek sejtszam-vdltozdsdnak nyomon

kovetése

A kisérlet bedllitasa a 3.2.3. alfejezetben leirt médon tortént, vagyis a
Spirulina biomasszdval kiegészitett tejtételeket, valamint a kontroll tejeket a
vizsgalni kivant Lactococcus-torzsekkel oltottam be 1%-nyi mennyiségben.
A tenyésztést 30+1°C-os vizfiirddben végeztem. A kezeléseket 3 parhuzamos
bedllitdsa mellett 2 ismétlésben hajtottam végre. A mintavétel a 0., a 6. és a
12. 6raban tortént. A higitasi sorok elkészitése utdn lemezontéses modszerrel
hatdroztam meg az egyes mintdk Lactococcus-szamat M17 (Merck)
tiptalajon. A ledntott lemezeket 7243 6rdig 30+1°C-on inkubdltam aerob
koriilmények kozott. A csiraszdm-meghatdrozds a 3.1.2. alfejezetben leirt

képlet felhasznélasaval tortént.

3.3. A Spirulina biomassza antimikrobds hatdsdnak vizsgdlata

Az agardiffiziés €s a sorozathigitisos teszt standard moddszer az
antimikrobidlis anyagok mikroorganizmusok érzékenységére gyakorolt
hatdsdnak vizsgalatira. Mindkét tipusra létezik mddszerajanlds nemzeti és
nemzetkozi szinten (European Pharmacopoeia, 2005; Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2006a,b).

Az agardiffiziés mdédszer onnan kapta a nevét, hogy a vizsgiland6
vegyiiletek az agarlemezben diffunddlni képesek, és hatékonysdguktdl fiiggd
mértékben valtjdk ki a teszt-mikroorganizmusok szaporodds-gatlasi zondjat.
A gatlasi zéna nagysidga fiigg a vegyiilet diffuziés sebességétol,

koncentraci6jatol és a mikroba érzékenységétol. Az eljards 1ényege, hogy az
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elore elkészitett taptalajba kiils0 hordozdanyag segitségével (pl. korong,
tabletta), vagy anélkiil (Iyuktesztnél egyszeriien vizes oldatban) diffizidval
juttatjuk be a hat6anyagot.

A lyukteszt mddszer Ilényege az, hogy a vizsgdland6
mikroorganizmusok szuszpenzidjaval lemezeket ontiink, majd a vizsgalandé
anyag vizes oldatdbdl készitett higitasi sorbdl azonos mennyiségeket (0,2
cm’) visziink az agarba firt lyukakba. Ezt kovetben a Petri-csészéket
meghatdrozott ideig (4ltaldban 24-48 Ordig) inkubdljuk. A gétléanyag a
taptalajba diffunddl, és — amennyiben a mikroorganizmus érzékeny az adott
szerre — a lyuk koriil gatlasi zénat hoz 1étre, amelyen beliil
mikrobaszaporodds nem tapasztalhatd. A gétlasi zona dtmérdjének mérésével
kovetkeztethetiink a vizsgalt anyag hatékonysagéra.

Az  agardiffiziés teszt elénye az  egyszeriség és a
koltségtakarékossag, f6 hatranya pedig a MIC érték meghatdrozasanak
bonyolultsdga, ami a gatldsi zona atmérdjére alapozva torténik (Kolbert és
Shah, 2002). A gatldsi zona 4tmérdjét nemcsak az anyag bioaktivitdsa, hanem
a hidrofil agarban mutatott diffiziés és vandorldsi tulajdonsdgai is

befolyasoljdk, amely nagymértékben fiigg az 6sszetevok vizoldékonyadgatol.

3.3.1. A gdtldsi vizsgdlatokba bevont teszttorzsek

A Spirulina antimikrobds hatdsanak megéllapitiséhoz Osszesen 33
(koztiik 18 Gram-pozitiv €s 15 Gram-negativ) baktérium-, 11 fonalasgomba-
és 4 élesztdgomba-torzset hasznaltam fel. Az élelmiszer-eredetli patogének
mellett bevontam a vizsgélatokba élelmiszer-romlast okozé mikrobdkat is,
amelyeket a Mezb6gazdasdgi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti

Gytlijteményébdl (NCAIM) és az Orvosi Baktériumok Magyar Nemzeti
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Gytijteményébdl (HNCMB, Budapest, Magyarorszag) szereztem be, vagy a
sajat laboratériumunk kordbbi vizsgdlatai sordn izoldlt és azonositott
mikrobdkbdl kialakitott Torzsgytijteménybdl (T és GY) vélasztottam ki. A 8.
tablazat a vizsgdlatba bevont mikrobdk tudomdnyos neve mellett
Osszefoglaléan tartalmazza azok torzsgyljteményi szdmat és az adott
mikroba fenntartdsara alkalmazott tipkozeg nevét, a tenyésztési idot és a
tenyésztési homérsékletet.

A termofil és mezofil baktériumokat tripton-szdja ferdeagaron
(Trypton Soybean Agar, TSA) (Merck) tartottam fenn. A csoveket és a
lemezeket 37£1°C-on 2443 6rdig, illetve 25+1°C-on 24-48 6rdig inkubaltam
aerob koriilmények kozott. Clostridium fajok esetében Reinforced Clostridial
Mediumot (RCM) (Merck) hasznéltam, és a csoveket anaerob koriilmények
kozott tenyésztettem. A fonalasgombdkat burgonya-keményitd agaron
(Potato Dextrose Agar, PDA) (Merck) tenyésztettem 25+1°C-on 4-7 napig,
amig elegendd konidiumot képeztek; az élesztoket pedig gliikoz-
élesztOkivonat-pepton ferdeagaron (Glucose-Yeast Extract-peptone Agar,
GYP) (Merck), 25£1°C-on 48-72 6raig inkubdlva. A baktériumok és az
élesztogombdk 4toltdsat havi, mig a fonalas gombdk datoltdsat kéthavi
rendszerességgel végeztem el, és a csoveket hlitdszekrényben tdroltam. A
referencia-gylijteményiinkben taldlhaté torzseket Microbank rendszerben

-70°C43 alatti hdmérsékleten taroljuk.
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8. tablazat: A gatlasi vizsgalatokba bevont mikroorganizmus-torzsek

Torzsgyiijteményi szam

Faj

Tapkozeg/
Tenyésztési hofok (°C) /
Tenyésztési id6 (h)

T1

Acetobacter sp.

TSA/30+1/24-48

HNCMB 10000

Bacillus cereus

TSA/37x1/24-48

HNCMB 101007

Bacillus coagulans

TSA/37+1/24-48

HNCMB 101015

Bacillus megaterium

TSA/30+1/24-48

HNCMB 101020

Bacillus subtilis

TSA/37+1/24

T4

Bacillus mycoides

TSA/30+1/24-48

NCAIM B.01292

Bacillus thuringiensis

TSA/37x1/24-48

NCAIM B.01468

Citrobacter freundii

TSA/37+1/24-48

T13

Clostridium butyricum

RCM/30+1/120

HNCMB 105009

Clostridium histolyticum

RCM/37+1/24-48

NCAIM B.01417

Clostridium perfringens

RCM/37+1/24-48

T14 Clostridium tyrobutyricum RCM/30+1/120
GY2 Enterobacter aerogenes TSA/30+1/24-48
IFS-10 Enterobacter cancerogenus TSA/37x1/24

GYS5 Enterobacter cloacae TSA/30+1/24-48

HNCMB 80171

Enterococcus fecalis

TSA/37x1/24-48

HNCMB 35035

Escherichia coli

TSA/37+1/24

NCAIM B.01375

Listeria innocua

TSA/37+1/24-48

NCAIM B.01373

Listeria monocytogenes

TSA/37+1/24-48

NCAIM B.01361

Microcccus sp.

TSA/30+1/24-48

T21

Microccocus luteus

TSA/30+1/24-48

GY1

Pantoea agglomerans

TSA/30+1/24-48

HNCMB 61370

Proteus mirabilis

TSA/37+1/24-48

HNCMB 170006

Pseudomonas aeruginosa

TSA/30+1/24-48

HNCMB 10040

Salmonella Typhimurium

TSA/37+1/24-48

HNCMB 42021 Salmonella Arizonae TSA/37+1/24-48
HNCMB 15016 Salmonella Typhi-suis TSA/37+1/24-48
T28/IFS-09 Salmonella spp. 99.04. KV. TSA/37+1/24-48
T29 Sarcina sp. TSA/30+1/24-48
GY14 Serratia marcescens TSA/30+1/24-48

HNCMB 112002

Staphylococcus aureus

TSA/37+1/24-48

HNCMB 110001

Staphylococcus epidermidis

TSA/37+1/24-48

HNCMB 80200

Streptococcus agalactiae

TSA/37+1/24-48

KE 0062.86.03.26 Candida (Yarrowia) lipolytica GYP/26+1/48

NCAIM Y.00971 Candida albicans GYP/26+1/48

KE 162.86.05.07 Saccharomyces cerevisiae GYP/26+1/48

NCAIM Y.00734 Zygosaccharomyces bailii GYP/30+1/48

NCAIM F.00741 Alternaria sp. PDA/24+1/72-120
NCAIM F.00735 Aspergillus niger PDA/24+1/72-120
T42 Aspergillus oryzae PDA/26£1/72-120
NCAIM F.00167 Aspergillus wentii PDA/26+1/72-120
NCAIM F.00728 Fusarium oxysporum PDA/26+1/72-120
NCAIM F.00745 Helminthosporium sativum PDA/26+1/72-120
NCAIM F.00598 Mucor racemosus PDA/24+1/72-120
T50 Penicillium camemberti PDA/26+1/72-120
T51 Penicillium expansum PDA/26+1/72-120
NCAIM F.00654 Rhizopus stolonifer PDA/26+1/72-120
T63 Rhizopus nigrans PDA/26+1/72-120
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3.3.2. Az inokulum elkészitése

A Spirulina biomassza antimikrobds hatdsdnak tesztelésére haszndlt
inokulum 24 6rés baktérium-tenyészetek felhasznédlasaval 2 cm3—es, 0,85%-0s
NaCl-oldatot tartalmazé ampulldkban (bioMérieux, Marcy-I’Etoile,
Franciaorszag) elkészitett szuszpenzié volt. A baktérium-szuszpenzid
stiriségét 0,5 McFarland egységre éllitottam be densitometer (Densimat;
bioMérieux) segitségével. Ezt a szuszpenziét haszndltam fel a TSA
agarlemezek kozvetlen beoltdsara. Az élesztégomba-inokulumokat a
baktériumokéhoz hasonlé modon készitettem el, de esetiikben 1,0 McFarland
egységet dllitottam be. A szuszpenzid 1 cm’-ét 100 cm3—nyi Va-erOsségli
Ringer oldatba tettem és jol dtkevertem. Ezt a higitast haszndltam a GYP
agarlemezek kozvetlen beoltdsdara. A Spirulina fonalasgombdkra gyakorolt
hatdsanak vizsgdlata frissen atoltott lemezek feliiletér6l Leifert €s mtsai
(1995) moédszere alapjan gylijtott konidiumokbdl készitett inokulummal
tortént. A konidium-szuszpenzié stirliségét kb. 1,0 x 10° konidium/cm’-re
allitottam be. Ezt a szuszpenzi6t alkalmaztam a PDA agarlemezek kozvetlen
beoltdsdra. A szuszpenzi6 slirlisége a szokdsoshoz képest kisebb volt, hogy

megfeleljen a modszer kovetelményeinek.

3.3.3. A lemezek elkészitése

A folyékony GYP, TSA és PDA tapagart kb. 45°C-ra visszahiitottem,
és 0,5 cm’ élesztogomba-, baktérium-, illetve fonalasgomba-szuszpenzidt
vagy higitdst tartalmazé Petri-csészékbe az agar 20+1 cm’-ével egyenletes

rotdlé mozgatds mellett lemezeket Ontdttem, majd az agart vizszintes helyen
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hagytam megszilardulni. Lyukteszt esetén dugoéfiro-csdvel, — steril
koriilmények kozott lemezenként 4 darab 10 mm atmérdjii lyukat vagtam az

agarrétegbe, majd steril ldndzsédval eltdvolitottam az agarkorongokat.

3.3.4. A vizsgdlatban alkalmazott Spirulina kivonatok

A Spirulina-por kiilonb6z6 modon kezelt vizes oldataibél azonos
mennyiségeket (0,2 cm’) vittem be a lyukakba. Az aldbbi kezeléseket
alkalmaztam:
® A Spirulina-por 10-szeres higitasaval készitett vizes kivonat (V);
® A V 5000 rpm-en 59 percig tartd centrifugdlasdval nyert feliilisz6
(©);

® A V-nek ultrahangos homogenizal6 késziilékben (Dr. Lorincz Attila
fejlesztése, Mosonmagyardévar, Magyarorszag) 130 W-on 60 mp-ig
tart6 roncsoldsa utjan nyert extraktum (S1);

e Az S1 5000 rpm-en 59 percig torténd centrifugdldsa utdn a feliiliszé

(S10).

Az egyes mikroorganizmusok szamdra sziikséges ideig és megfeleld

homérsékleten tortént inkubdlds utdn tolomérd segitségével olvastam le a

gatlasi zondk méretét.
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3.4. Mezofil tejsavbaktériumok és Spirulina biomassza felhaszndldsdval

késziilo savanyii tejtermék kifejlesztése

3.4.1. A termékfejlesztés menete

A termékfejlesztés szerves részét képezte harom érzékszervi birdlat is.
A rangsoroldsos birdlatot az egyes érzékszervi tulajdonsidgok intenzitdsa
szerint végeztiikk. A f6 rangsoroldsi paraméter mindharom esetben az 0ssz-
izbenyomads volt. E mdédszernél a mintdk azonossdga nem annyira fontos,
mint a tobbi kiilonbségvizsgadlati moddszernél. A termékfejlesztés elsd
Iépéseként kiilonb6zd cukortartalmi termékeket készitettem. Annak
érdekében, hogy funkciondlis tulajdonsdggal ruhdzzam fel a mezofil
tejsavbaktériumok felhaszndldsival készitett tejterméket, tovabbra is a 0,3%-
nyl Spirulina biomassza-kiegészitést alkalmaztam. A Spirulina biomassza
z0ld szine miatt olyan aromaanyagot kerestem, amelynek az ize jol
harmonizalt a Spirulina erdteljes zold szinével. Végiil a kivi és a szintén zold
szinli eper-kivi izesités mellett dontottem. Az aromaanyagokat (Esarom
Essenzenfabrik GmbH, Oberrohrbach, Ausztria) 1,5%-os mennyiségben
alkalmaztam.

Az elsO érzékszervi birdlat sordn azt vizsgdltam, hogy hédrom
kiilonbozé kultira (CHN-22, XPL-01, tovdabbd Lc. lactis subsp. lactis
NCAIM B.2128 és a Lc. lactis subsp. cremoris ATCC 19257 kevert
tenyészete, amelyet a tovdbbiakban LC néven tlintetek fel) alkalmazasdval
elkészitett aludttej mintdk milyen iz és cukorkoncentricié mellett adjdk a
legnagyobb élvezeti értéket. A harom kiilonb6z6 kultirdval késziilt kivis

izesitésii alapanyagnak hdrom valtozatat készitettem el az aldbbiak szerint: (1)
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hozzdadott cukrot nem tartalmazd, (ii) 6% hozzdadott kristalycukrot
tartalmazé és (iii) 12% hozzaadott kristalycukrot tartalmazé valtozat. Az igy
kapott 9 terméket kindltam fel érzékszervi birdlatra 5 birdlénak.

A masodik érzékszervi birdlatra az els6 eredményei alapjan
finomitottam a receptuirat. Kivis, illetve epres-kivis izli aromaval egészitettem
ki az els birdlat sordn legjobbnak bizonyult kultirdval késziilt alapanyagot
€s szlikebb tartomanyban véltoztattam a hozzdadott cukortartalmat (8%, 10%,
12%). Ebben az esetben 11 {6 végezte a 6 termék birdlatat.

A harmadik érzékszervi birdlat arra adott vélaszt, hogy a masodik
vizsgédlat sordn legjobbnak {télt termék milyen {ztulajdonsdgokkal
rendelkezik 0%, 0,3%, illetve 0,6% Spirulina-kiegészités mellett. Ennél a

vizsgélatnal 12 f6 mindsitette a 3 terméket.

3.4.2. Az érzékszervi birdlat menete és kiértékelése

A mintdkat véletlenszerlien sorba rendeztem, majd koédszdmokkal
lattam el, és igy kindltam fel birdlatra. A birdlat Iényegében abbdl allt, hogy a
birdlok a birdlati lapon érzékszervi megallapitdsaik alapjan helyezési szamot
rendeltek a kodszdmokhoz. A rangsoroldskor eldszor durva, majd finom
rangsorolast végeztek.

Az eredményeket Kramer (1960) rangsoroldsos mddszerével
értékeltem ki. A mddszer jol alkalmazhaté gyartméanyfejlesztésnél, mert
gyors és egyszerl,, nem igényel birdlati el6irast, illetve sokszor etalont sem,
és kevésbé képzett érzékszervi birdlo személyek is végezhetik. A mddszer
lényege, hogy a birdldbizottsdg eredményét dsszesitve megkapjuk a helyezési
szamok Osszege szerinti rangsort, amelybdl lathatd, hogy melyik termék a

kedveltebb, illetve melyik a kevésbé elfogadott. A mddszer matematikai-
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statisztikai alapokon nyugszik, ezért a mintdk kozotti szignifikans
kiilonbségek megadllapitdsara is alkalmas. A kiértékelés sordn a teljes
birdlobizottsag Osszesitett eredményét haszndltam fel a helyes rangsor

becslésére.

3.5. Spirulina biomassza hatdsa a mezofil tejsavbaktériumokra a

késztermék tdroldsa sordn
3.5.1. Alapanyag és starterkultiira

Az alapanyagul hasznilt, Delvotest® SP MINI késziilékkel (Gist-
Brocades) ellendrzotten antibiotikum-mentes nyerstej (3 dm’) literenként
36,5 g zsirt, 31,5 g fehérjét 47 g laktézt és 7 g hamut tartalmazott. A tejet
felhaszndlas elétt 90°C+1-on 10 percig hokezeltem, és miutdn a hdmérséklete
70°C ald csokkent, fele mennyiségében (1,5 dm3) csomomentesen elkevertem
4,5 g Spirulina port. Az alapanyag-tételeket (2 x 1,5 dm®) ezutdn 18 MPa
(180 bar) nyomdson, 70+£2°C-os hémérsékleten homogéneztem egy 250
dm’/h  kapacitdsi  dugattyds homogénezd berendezéssel (Rannie,
Koppenhdga, Dania) a Magyar Tejgazdasdgi Kisérleti Intézet
mosonmagyardvari proba tizemében, majd visszahlitdttem Oket az inokuldlds
homérsékletére.

A savanyu tejtermék készitéséhez az érzékszervi vizsgdlaton legjobb
mindsitést elért termék starterkultirdjat alkalmaztam. Microbank gydngybdl
MRS-L levesben felélesztett, majd 2443 6ra milva 100 cm® UHT tejbe

atoltott s felszaporitott tenyészeteket hasznédltam fel az inokuladldshoz.
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3.5.2. Termékgydrtds és -tdrolds

Az UHT tejben felszaporitott starterkultirdkat a gyakorlatban is
alkalmazott 1%-nyi (v/v) mennyiségben hozzdadtam az inokuldlas
hémérsékletére visszahtitott, hékezelt és homogénezett tejhez. Az inkubécid
kb. 10 6ran at tartott 30+1°C homérsékletre beéllitott vizfiirddben, majd a
kontroll, ill. a Spirulindval kiegészitett savanyti termékhez is hozzdadtam
10% szacharézt és 1,5% aromaanyagot. A termékeket a cukor oldédasdig
habartam, majd 2 x 21 db steril, csavaros kupakkal zarhat6 centrifugacsébe
(30 cm3) toltottem. A csoveket 6 héten keresztiil hiitdszekrényben tdroltam
442°C-on. Hetente 3 db kontroll és 3 db Spirulina-tartalmd mintét vizsgéltam

meg. A kisérletet 2 ismétlésben hajtottam végre.

3.5.3. Mikrobiolégiai vizsgdlatok

A gyartast kovetden 0, 7, 14, 21, 28, 35 és 42 nap elteltével — steril
koriillmények kozott — mintdt vettem a centrifugacsovekbél, és 10 cm’
terméket 90 cm” steril higit6 vizben felhigitottam, majd a sziikséges mértékig
elkészitettem a tovdbbi higitdsi tagokat. A mezofil tejsavbaktériumok
telepszamlaldsat az MSZ ISO 15214 (2005) jelit magyar szabvany eldirasai
szerint végeztem. A szabvany javaslatira az MRS té4ptalaj helyett M17
taptalajt alkalmaztam a lemezontéses technika sordn. A taptalaj pH-ja 6,9+0,1
volt. A lemezeket 30+£1°C-on 7243 6rén at inkubdltam. Megerdsités céljabol,
lemezenként 5-5 telepet Gram-festésnek és katalaz-probdnak vetettem alé.

Minden egyes mintdnak megmértem a pH-jat is.
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3.6. A kiértékelésben alkalmazott matematikai-statisztikai modszerek

Az eredmények statisztikai értékelését az egy-, illetve kéttényezds
varianciaanalizis segitségével végeztem el, az altalanos linedris modellt
alkalmazva. A variancidk azonossdgidnak (homogenitdsdnak) vizsgalatat
Levene-probaval ellenOriztem. A varianciaanalizis sordn meghatdroztam a
négyzetdsszeg (SS), a szabadsagfok (df), a szordsnégyzet (S2), a szamitott F-
érték (F) és a szabadsagfokok alapjan meghatarozott F-érték (Fkrit) adatokat
(Kemény és Dedk, 2002).

Az atlagértékek kozotti szignifikdns kiilonbséget (LSDysq4) Duncan-
féle post-hoc mddszerrel (Duncan, 1975) hatdroztam meg, 5% els6faji hiba
mellett, amelynek eldnye a fiiggetlen valtozokra alkalmazhaté t-prébaval
szemben, hogy a vett mintdk szamat is figyelembe veszi.

A normdlis eloszlds Dbiztositisa érdekében a  sejtszamok
logaritmusdval végeztem az Osszehasonlit6 vizsgalatokat (Reichart, 2005).

A kisérlet adatainak statisztikai feldolgozdsat és az eredmények
dbrézoldsat Microsoft® Excel 2003 (Microsoft Magyarorszdg Kft., Budapest,
Magyarorszdg), Microsoft® MicroCal Origin 3.0 (MicroCal Software, Inc.,
Northampton, MA, USA), illetve Statistica 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK,

USA) szoftverek segitségével végeztem el.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A Spirulina biomassza mikrobiologiai dllapota
A késobbi kisérletekben felhaszndlt poritott Spirulina biomassza
mikrobiolégiai allapotdnak vizsgalata sordan a 9. tadblazatban Iithato

eredményeket kaptam.

9. tablazat: A megvizsgalt Spirulina biomassza mikrobioldgiai dllapota

Ossz- Eleszté/ Salmo- Entero- Escherichia | St@Phylo-
# csiraszam Penész ne(léc; sgp p- r?chéfl-e coli ZZ::ZZ
(CFU/g) (CFUlg) ban) (CFUJg) (CFU/g) (CFUJg)
1. 6,4x10" | <1,0x107 | Negativ | <1,0x10" | <1,0x10" [ <1,0x 10’
1,0 x 10
2. 51x10" | <1,0x107 | Negativ | <1,0x10" | <1,0x10" | <1,0x 10’
4,0 x 10"
3. 76x 10" | <1,0x107 | Negativ | <1,0x10" | <1,0x10" | <1,0x 10’
<1,0x10'
4. 12x10° | <1,0x10/ | Negativ | <1,0x10" | <1,0x10" | <1,0x 10
<1,0x10'
5. 54x10° | <1,0x10"7 | Negativ | <1,0x10" | <1,0x10" | <1,0x 10’
<1,0x10'
6. 1,7x10° | <1,0x10/ | Negativ | <1,0x10" | <1,0x10" | <1,0x 10
4,0 x 10’
7. 28x10° | <1,0x107 | Negativ | <1,0x10" | <1,0x10" [ <1,0x 10’
6,0 x 10"

A 9. tablazat a Spirulina biomassza j6, de mégsem teljesen
kifogastalan higiéniai mindségérdl taniskodik. Ugyan egyetlen megvizsgalt
minta sem tartalmazott Enterobacteriaceae csaladba tartoz6 organizmusokat,
vagy Staphylococcus (S.) aureus-t, viszont az Osszcsiraszam két esetben is
megkozelitette a European Pharmacopoeia ajdnldsa szerinti 10° CFU/g
hatarértéket (Kneifel et al., 2002). A megvizsgalt Spirulina biomassza-mintdk

penész-szama kicsinek mutatkozott.

73



Eredmények és értékelésiik

A biomassza esetenkénti nagy Osszcsiraszdma a nyitott rendszerd,
szabadtéri medencés tenyésztés sajatsdgaibol adddhatott. A kisszdmu minta
alapjin nem lehet messzemend kovetkeztetéseket levonni, de az
megéllapithatd, hogy vizsgdlati eredményeim aldtdmasztjadk a Jassby (1988)
altal tapasztaltakat. Felmérése sordn tobb szdz, Japanban, Thaif6ldon,
Tajvanon és Mexikéban 1évé modern kereskedelmi farmrol érkezett
Spirulina-mintat vizsgélt meg, és megallapitotta, hogy koliformok ritkan
fordulnak eld a mintadkban.

A mikroszképos vizsgédlatok sordn a 6. sorszimui minta esetében
kovaalgdk jelenléte volt megfigyelhetd. Egyéb idegen anyag jelenlétét
vizudlisan nem észleltem.

Osszefoglaléan megillapithatd, hogy a vizsgalt mintdk megfeleltek az
eléirdsoknak. A Spirulina biomassza élelmiszer-adalékanyagként torténd
felhaszndldsa sordn tigyelni kell a por megfelel6 mikrobioldgiai allapotara,
még akkor is, ha kis koncentracioban torténik az alkalmazdsa, és a
tejsavbaktériumok kezdeti nagy csiraszama, ill. tejsavtermelése gitlé hatdst
gyakorol a szdmunkra kedvez6tlen mikroorganizmusokra.

A biomassza végsé mikrobioldgiai dllapota attdl fiigg, hogy milyen
koriiltekintden kezelik a tenyészetet és a terméket a termelés kiillonbozo
fazisaiban. Csak a J6 Termesztési Gyakorlattal (GMP-vel) és a mikrobidta
tételenkénti kozvetlen vizsgélataval lehet garantdlni a termék biztonsagos

voltat.
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4.2. A mezofil

tejsavbaktériumok

vdltozdsdanak nyomon kovetése tej kozegben

savtermelésének

4.2.1. Az optimdlis biomassza-koncentrdcio meghatdrozdsa

és

sejtszdm-

Lactococcus lactis subsp. lactis Ha-2 €s Lc. lactis subsp. cremoris W -

24 torzs felhaszndldsidval meghatdroztam, hogy mekkora a savtermelés-

serkentés szempontjabdl mar hatékony Spirulina biomassza-koncentraci6. Az

eredményeket az 10. és 11. tablazat szemlélteti.

10. tablazat: Kiillonb6z6 koncentraciokban adagolt Spirulina biomassza
hatdsa tejben szaporitott Lactococcus lactis subsp. lactis Ha-2 torzs éltal

termelt szerves sav hatdsara bekovetkez6 pH véltozasrad

1dé 0% | 01% | 03% | 05% | 08%
(6ra) Spirulina biomassza

0 6,64 6,64 6,65 6,67 6,63
2 6,61 6,61 6,63 6,65 6,54
4 6,49 6,45 6,46 6,47 6,43
6 6,30 6,18* 6,19% 6,18* 6,16%
8 5,82 5,59% 5,58 5,58 5,68
10 5,34 5,05% 5,01% 5,04% 5,13%
12 4,88 4,63 4,61% 4,65* 4,76%
14 4,58 4,48 4,48 4,49 4,59
24 433 4,28 4,23 431 4,37

I A tdblazatban szerepldé szamok pH-értékeket jelolnek
* Kontrollhoz viszonyitott szignifikdns pH-kiilonbség P = 0,05 szinten (n = 6)
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11. tablazat: Kiilonb6z6 koncentracidkban adagolt Spirulina biomassza
hatdsa tejben szaporitott Lactococcus lactis subsp. cremoris W-24 torzs éltal
termelt szerves sav hatdsara bekovetkezd pH véltozasrai

Idé 0% | 01% | 03% | 05% | 08%
(6ra) Spirulina biomassza

0 6,63 6,65 6,66 6,69 6,54
2 6,61 6,62 6,63 6,68 6,54
4 6,47 6,46 6,44 6,49 6,40
6 6,22 6,16 6,10% 6,13* 6,08*
8 5,70 5,56% 5,48* 5,56% 5,58%
10 5,09 4,88 4,83 491% 4,94
12 4,61 4,50% 4,48 4,55% 4,59%
14 4,44 4,41 4,41 4,44 4,49
24 425 422 422 4,26 429

I A tdblazatban szerepld szdmok pH-értékeket jelolnek
* Kontrollhoz viszonyitott szignifikdns pH-kiilonbség P = 0,05 szinten (n = 6)

Lathat, hogy a Spirulina biomassza a Lactococcus-torzsek
szignifikdns mértékli (P < 0,05) savtermelés-serkentését idézte el a
fermentacié 6. és 12. ordja kozott. E tekintetben a 0,8%-nyi biomassza
adagolédsa nem jart elonnyel a 0,1%-nyihoz képest. A 0,3%-o0s és a 0,5%-0s
koncentracié kozotti vdlasztdsomat Okonomiai megfontolds valamint a
Spirulina érzékszervi hatdsa befolydsolta. A tovéabbi kisérleteket 0,3%-nyi (3
g/dm”’) Spirulina biomassza adagoldssal folytattam, Springer és mtsai (1998)
kozlésével 0sszhangban. Beszdmoldjuk szerint ez a Spirulina-koncentracid

mar hatékony, még jo érzékszervi tulajdonsdgot kolcsondz a terméknek és

elfogadhaté mértékii onkoltségi ar-novekedést eredményez.
4.2.2. Hokezelés hatdsa a Spirulina biomasszdra
A Spirulina biomasszaval dusitott tej hokezelése utdn megallapithat6

volt, hogy a Spirulina szinanyagai érzékenyek a 90+1°C-on 10 percig tartd

hdbehatasra, mert az eredetileg halvanyzold szindrnyalat zoldes-barnds lett. A
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hokezelt Spirulina biomassza laktokokkuszok savtermelésére gyakorolt

hatasat a 12. tablazat szemlélteti.

12. tablazat: Hokezelt, illetve hdkezeletlen Spirulina biomassza hatdsa
Lactococcus lactis subsp. cremoris W-24 torzs éltal termelt szerves sav
hatdsara bekovetkez6 pH véltozasraz:

Idé Kontroll 0,3 %-nyi hékezeletlen 0,3 %-nyi hékezelt
(éra) Spirulina Spirulina
0 6,63 6,66 6,67

2 6,61 6,63 6,64

4 6,47 6,44 6,46

6 6,22 6,10* 6,13*

8 5,70 5,48* 5,49*
10 5,09 4,83* 4,84*
12 4,61 4,48* 4,50*
14 4,44 4,41 4,43

24 4,25 4,22 4,23

I A tdblazatban szerepld szamok pH-értékeket jelolnek
* Kontrollhoz viszonyitott szignifikdns pH-kiilonbség P = 0,05 szinten (n = 6)

A 12. tablazat adataibol kitlinik, hogy a hokezeletlen és a hokezelt
Spirulina biomassza egyarant szignifikans mértéki (P < 0,05) savtermelés-
serkentést okozott a vizsgalt Lactococcus torzs esetében, a fermentacids
folyamat 6. és 12. 6rdja kozott. A hobehatds tehdt nem eredményezett
szignifikdns javuldst vagy romldst a Spirulina biomassza mezofil
tejsavbaktériumokra gyakorolt aktivitisaban. Minthogy azonban a hdkezelés
altal eloidézett szinvaltozas tulzott mértéki volt, a tovabbiakban

eltekintettem ettdl a technoldgiai megoldastol.

4.2.3. Az vizsgadlt torzsek savtermelésére gyakorolt hatds

3 g/dm’-nyi Spirulina-kiegészitést alkalmazva, 2-2 db Lc. lactis
subsp. lactis-, ill. Lc. lactis subsp. cremoris-, 4 db Lc. lactis subsp. lactis var.

diacetylactis- és 1-1 db Ln. mesenteroides subsp. cremoris-, ill. Ln.
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mesenteroides subsp. dextranicum-torzs felhaszndlasaval végeztem el az
inkubdldsokat, valamint a kétérankénti pH-méréseket. A kapott eredményeket
a 13. tablazat szemlélteti. Negativ szamok esetében a kezelt mintdk pH-
értéke nagyobb, mig pozitiv szdmok estében kisebb volt, mint a megfeleld

kontroll mintaké.

13. tablazat: 0,3%-nyi Spirulina biomassza hatdsa a vizsgalt torzsek
savtermelésére tejben

Torzs Kontrollhoz viszonyitott atlagos pH-kiilonbség a fermentacié soran
(NCAIM) | 0.6ra | 2.6ra | 4.6ra | 6.6ra | 8.6ra | 10.6ra | 12. 6ra | 14. 6ra
B.2125 -0,07 -0,07 -0,17 -0,16 -0,10 -0,02 0,00 0,00
B.2128 -0,05 -0,04 +0,03 | +0,25% | +0,38* | +0,22* | +0,16* | +0,14*
B.2122 -0,05 -0,04 +0,02 | +0,10 | +0,26 | +0,43 +0,50 | +0,51
B.2123 -0,06 -0,06 -0,06 +0,01 | +0,08* | +0,03 +0,03 +0,01
B.2126 -0,06 -0,07 -0,10* -0,14 +0,01 +0,03 +0,03 | +0,03*
B.2127 -0,04* | -0,03* -0,02* | +0,22*% | +0,54* | +0,61* | +0,51* | +0,58%*
B.2124 -0,06* -0,03 +0,04* | +0,14* | +0,30* | +0,19% | +0,18* | +0,14*
ATCC

19257 -0,05* | +0,03* | +0,12* | +0,56* | +0,59* | +0,14* | +0,04* | +0,06*
B.2120 -0,07 -0,04 0,00 | +0,12* | +0,53* | +0,86* | +0,92* | +0,90*
B.1658 -0,05* | -0,05* | -0,07* -0,03 +0,09 | +0,10* | +0,09* | +0,10*

-1 A kontroll minta pH-jdhoz képest nagyobb a kezelt minta pHértéke
+: A kontroll minta pH-jdhoz képest kisebb a kezelt minta pH-értéke
* Kontrollhoz viszonyitott szignifikdns pH-kiilonbség P = 0,05 szinten (n = 6)

A cianobaktérium biomasszaval dusitott mintak kezdeti pH-értékének
atlaga nagyobb volt, mint a kontrolloké, mert a Spirulina ligos karakterii
anyag (3 g/dm’ A. platensis biomassza vizes oldatinak pH-ja 9,9), és némi

pufferkapacitdssal is rendelkezik (8. abra).
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=
A Sp. te

ml tejsav/l tej

8. abra: A tej ([) és a 0,3%-nyi Spirulina biomasszaval kiegészitett tej (A )
pufferkapacitdsa

A 9.-18. abran a tejhez 3 g/dm® mennyiségben hozzdadott Spirulina
biomasszanak a vizsgélt Lactococcus- és Leuconostoc-torzsek fermentacid
alatti savtermelésére gyakorolt hatdsa lathat6. Az abszcissza-felirat alatti
jelek a kontroll és a kezelt mintdk pH-kiilonbségeinek szignifikdns voltat
jelolik az aldbbiak szerint: -, a Spirulina-tartalmd termék pH-ja
szignifikdnsan (P < 0,05) nagyobb; +, a Spirulina-tartalmd termék pH-ja
szignifikdnsan (P < 0,05) kisebb; 0, nincs szignifikans kiilonbség (P > 0,05) a
pH-értékek kozott.

A 9. és 10. abra a Spirulina biomassza altal a két Lc. lactis subsp.
lactis torzs savtermelésére gyakorolt hatast szemlélteti a 14 6rds fermentacios
1d6 alatt. A beoltds utdn a tejben megindul a baktériumok szaporoddsa. A
szamuk egy ideig nem valtozik (lappangasi szakasz). Ekkor nincs, vagy csak
kismértékli a tejsavtermelés, igy a kozeg pH-ja is véltozatlan. Bizonyos id6

elteltével azonban gyors szaporoddsnak indulnak a baktériumok
79




Eredmények és értékelésiik

(exponencidlis szakasz). Elkezdddik az intenziv tejcukorbontds, ezt a pH
csokkenése mutatja. A tej 4,7 koriili pH-n megalszik. Az exponencidlis
szakasz végét a savtermelés intenzitisdnak csOkkenése jelzi. A
tejsavbaktérium-tenyészetek aktivitdsa az exponencidlis szakasz végén,

illetve a kovetkezd (stacioner) szakasz elején a legnagyobb.

7,00
-m- kontroll
. kezelt
6,50 L — - - - 95%-0s konfidencia
intervallum
6,00
< 5,50 -
5,00 A
4,50
4,00 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
ido6 (h)
0 0 0 0 0 0 0 0

9. abra: Lactococcus lactis subsp. lactis NCAIM B.2125 éltal képzett
szerves sav hatdsdra bekovetkezett pH-valtozas kontroll és 0,3%-nyi
Spirulina biomasszat tartalmazé kezelt mintak esetében (n = 6)

80



Eredmények és értékelésiik

7,00
-m- kontroll
kezelt
6,50 — - - - 95%-0s konfidencia
intervallum
6,00
:5_ 5,50
5,00
4,50
4,00 T T T T T T T
0 2 4 6 idé (h)8 10 12 14
0 0 0 + + + + +

10. abra: Lactococcus lactis subsp. lactis NCAIM B.2128 altal képzett
szerves sav hatdsdra bekovetkezett pH-valtozas kontroll és 0,3%-nyi
Spirulina biomasszat tartalmazé kezelt mintak esetében (n = 6)

A 9. abran lathat6, hogy a Spirulina biomasszaval torténd dusitasnak
nem volt hatdsa a Lc. lactis subsp. lactis NCAIM B.2125 torzs
savtermelésére, a 10. abra alapjan pedig elmondhatd, hogy a fermentacié 6.
orqjatol  kezdéddéen a cianobaktérium biomasszdnak koszonhetden
szignifikdns mértékben noétt (P < 0,05) a Lc. lactis subsp. lactis B.2128 torzs
savtermelése.

A 11.-14. abran a Spirulina biomassza Lc. lactis subsp. lactis var.

diacetylactis torzsek savtermelésére gyakorolt hatdsa kovethetd nyomon.
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7,00
-m- kontroll
kezelt
- - - 95%-0s konfidencia
intervallum
5,00 \-\-\-\.7
4,50
4,00 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
id6 (h)
0 0 0 0 0 0 0 0

11. abra: Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis NCAIM B.2122
altal képzett szerves sav hatdsdra bekovetkezett pH-véltozas kontroll €s
0,3%-nyi Spirulina biomasszat tartalmazé kezelt mintak esetében (n = 6)
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7,00 -m- kontroll
kezelt
6,50 - - - - 95%-0s konfidencia
intervallum
6,00 -
:E,_ 5,50
5,00
4,50
4,00 \ \ \ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14
id6 (h)
0 0 0 0 + 0 0 0

12. abra: Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis NCAIM B.2123
altal képzett szerves sav hatdsara bekovetkezett pH-valtozas kontroll és
0,3%-nyi Spirulina biomasszét tartalmazé kezelt mintdk esetében (n = 6)
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7,00
-m- kontroll
kezelt
6,50 ; - - - 95%-0s konfidencia
intervallum

6,00
Z 550
5,00
4,50
4,00 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
idé (h)
0 0 - 0 0 0 0 +

13. abra: Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis NCAIM B.2126
altal képzett szerves sav hatdsdra bekovetkezett pH-véltozas kontroll €s
0,3%-nyi Spirulina biomasszat tartalmazé kezelt mintak esetében (n = 6)
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7,00
-m- kontroll
kezelt

6,50 {\L - - - 95%-0s konfidencia
e intervallum
6,00 -

5 5,50
5,00 -
4,50 -
4,00 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
idé (h)
- - + + + + +

14. abra: Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis NCAIM B.2127
altal képzett szerves sav hatdsara bekovetkezett pH-valtozas kontroll és
0,3%-nyi Spirulina biomasszét tartalmazé kezelt mintdk esetében (n = 6)

Osszesen négy kiilonbozd Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis
torzset vizsgaltam meg. A B.2122 jelii torzs (11. abra) esetében els6 latasra
egyértelmiinek tlint a cianobaktérium biomassza stimuldlé hatdsa, de a
parhuzamos mintdk eredményeinek nagy szordsa miatt a serkentés végiil nem
bizonyult szignifikansnak (P > 0,05). A B.2123 torzs (12. abra) esetében
csak a 8. drdban tudtam szignifikdns kiillonbséget kimutatni a kezelt és a
kontroll mintdk kozott. A 13. abran lathatd, hogy a Spirulina biomassza
adagoldsanak hatasdra a 4. ordban szignifikansan nott, a 14. 6raban pedig
szignifikdnsan csokkent a B.2126 torzs savtermelése. A legjobb
eredményeket a B.2127 torzs esetében kaptam (14. abra). A Spirulina-por

adagoldsa a fermenticié 4. o6rdjat kovetden serkentette a B.2127 torzs
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savtermelését. A pH-atlagok kozotti kiillonbségek a 6. 6ratdl kezdve minden
egyes vizsgalati idépontban szignifikdnsak voltak (P < 0,05).

A 15. és a 16. abra a Spirulina biomasszanak két Lc. lactis subsp.
cremoris torzs savtermelésére gyakorolt hatdsat szemlélteti. A 15. abran
egyértelmiien latszik, hogy a cianobaktérium-adagolds hatdsdra a 4. 6ratol
kezdédden szignifikdnsan nagyobb (P < 0,05) volt B.2124 jeli torzs
savtermelése. Hasonl6é tendencidt, és még nagyobb mértékli savtermelés-
serkentést figyelhetiink meg a 16. abran az ATCC 19257 jeli Lc. lactis

subsp. cremoris torzs vonatkozasaban.

7,00
-m- kontroll

kezelt
6,50 e Y - - - 95%-0s konfidencia

\w‘\ intervallum
6,00

& 5,50
5,00
4,50 Enaan ST
4,00 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
idé (h)
- 0 + + + + + +

15. abra: Lactococcus lactis subsp. cremoris NCAIM B.2124 éltal képzett
szerves sav hatdsdra bekovetkezett pH-valtozas kontroll és 0,3%-nyi
Spirulina biomasszat tartalmazé kezelt mintak esetében (n = 6)
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7,00
-m- kontroll
= SN kezelt
6.50 7 - - - 95%-0s konfidencia
N intervallum
6’00 0:\\
jc:,_ 5,50
5,00
4,50
4,00 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
id6 (h)
- + + + + + + +

16. abra: Lactococcus lactis subsp. cremoris ATCC 19257 altal képzett
szerves sav hatdsara bekovetkezett pH-valtozas kontroll és 0,3%-nyi
Spirulina biomasszét tartalmazé kezelt mintdk esetében (n = 6)

A Spirulina biomassza &ltal Ln. mesenteroides subsp. cremoris
NCAIM B.2120 savtermelésére gyakorolt hatdst a 17. abra illusztrdlja. A
cianobaktérium adagolds a fermentacié 6. 6rdjatol kezdve serkentdleg hatott
(P < 0,05) a B.2120 torzs savtermelésére, kozel 1 egységnyi pH kiilonbséget

okozva a kezelt és a kezeletlen mintdk atlagértékei kozott.
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7,00
-m- kontroll

kezelt
- - - 95%-0s konfidencia
intervallum

6,50

4,00 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
idé (h)
0 0 0 + + + + +

17. abra: Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris NCAIM B.2120 altal
képzett szerves sav hatdsara bekovetkezett pH-valtozas kontroll és 0,3%-nyi
Spirulina biomasszét tartalmazé kezelt mintdk esetében (n = 6)

A 18. abra a Spirulina biomasszanak Ln. mesenteroides subsp.
dextranicum NCAIM B.1658 torzs tejsav-termelésére gyakorolt hatdsat

szemlélteti.
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-m- kontroll

kezelt
- - - 95%-0s konfidencia
intervallum

18. abra: Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum B.1658 altal
képzett szerves sav hatdsara bekovetkezett pH-valtozas kontroll és 0,3%-nyi
Spirulina biomasszét tartalmazé kezelt mintdk esetében (n = 6)

Jollehet a cianobaktérium biomassza adagoldsanak hatdsara egyes
vizsgélati idépontokban szignifikdnsan (P < 0,05) csokkent, ill. ndtt a B.1658
torzs savtermelése, a mért pH-kiilonbségek gyakorlati szempontbdl mégis
elhanyagolhat6ak voltak (18. abra).

Osszefoglaldsképpen elmondhat6, hogy a 3 g/dm’-es mennyiségben
alkalmazott Spirulina biomassza — a fermenticié 6. és 12. 6rdja kozott —
szignifikdns mértékben (P < 0,05) serkentette a Lc. lactis subsp. lactis
NCAIM B.2128, a Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis NCAIM B.2127,
a Lc. lactis subsp. cremoris ATCC 19257, a Lc. lactis subsp. cremoris

NCAIM B.2124 és a Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris NCAIM
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B.2120 torzsek savtermelését. Eredményeink 0sszhangban vannak a kordbbi

vizsgalataink soran tapasztaltakkal (Gyenis et al., 2005; Molnar et al., 2005).

4.2.4. A kivdlasztott Lactococcus torzsek sejtszdmainak vdltozdsa Spirulina

biomassza-adagolds hatdsdra

Elésejt-szim meghatdrozast csak laktokokkuszokra vonatkozéan
végeztem, mert a Leuconostoc-torzseket a vajkultirdban leginkabb
aromaképzésiik miatt hasznéljak, a savtermelésben jatszott szerepiik csekély.
A 4.2.3. alfejezetben leirt kisérleti eredmények alapjan azokat a Lactococcus
torzseket valasztottam ki, amelyek savtermelését a Spirulina biomassza
adagolésa szignifikdnsan és legnagyobb mértékben serkentette. A sejtszdm-
meghatdrozast az alabbi harom torzs esetében végeztem el 0,3%-os Spirulina
biomassza adagoldsaval:

® [Lc. lactis subsp. lactis NCAIM B.2128,
® [Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis NCAIM B.2127,
® [Lc. lactis subsp. cremoris ATCC 19257.

A 19.-21. abran lathaté az egyes Lactococcus-torzsek élosejt-

szdmédnak alakuldsa a kontroll, ill. a 3 g/dm’-nyi Spirulina biomassza-

kiegészitést tartalmaz6 mintak esetében.
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21. abra: Lactococcus lactis subsp. cremoris ATCC 19257 sejtszdmainak
alakuldsa és az atlagértékek 95%-os konfidencia-intervalluma (n = 6)

A kapott eredmények Osszhangban vannak a savtermelésnél
tapasztaltakkal, ugyanis a Spirulina-adagolds mindhdrom torzs esetében
szignifikdns mértékii (P < 0,05) sejtszdm-novekedést idézett eld a
fermentdcio 6. Ordjara; sot a B.2127 és az ATCC 19257 torzs esetében a 12.
Ordban is szignifikdnsan (P < 0,05) kiilonboztek az éldsejt-szamok.

Elenyész0 azoknak a publikdcioknak a szdma, amelyek Spirulina
biomassza laktokokkuszokra vagy leukonosztokokra gyakorolt hatdsat irjak
le. Eredményeim azonban Osszhangban vannak Parada és mtsai (1998)
megéllapitasdval, miszerint a késOi exponencidlis szakaszban 1év0 S.
platensis kultura szlrlete szignifikdnsan noveli a Lc. lactis subsp. lactis, a Lb.
acidophilus, a Lb. casei, a Sc. thermophilus és a Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus torzseinek sejtszdmdt. Vizsgdlataik szerint a szlirlet 5 6ra utdn
66%-kal, 8 6ra utdn 81%-kal novelte a Lc. lactis subsp. lactis 660 nm-en mért
optikai denzitdsat a szlirlet nélkiil tenyésztett kontroll torzsekhez viszonyitva.

Egyetértenek De Caire és mtsai (1997) megallapitdsdaval, mely szerint a
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Spirulina tenyésztése soran a tejsavbaktériumokra gyakorolt serkentd hatdsért
felelds exopoliszacharidokat és egyéb bioaktiv 0sszetevoket termel.

Poritott Spirulina biomasszank a kontrollhoz képest 12%-kal
megnovelte a Lc. lactis subsp. lactis NCAIM B.2128 torzs szaporoddsi
sebességét a fermentacid 6. 6rdjara; a Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis
NCAIM B.2127 torzsre vonatkozéan 27,6%-0s, a Lc. lactis subsp. cremoris
ATCC 19257 torzs esetében pedig 5,7%-os volt a szaporodds-serkentés
mértéke. 3 g/dm3 mennyiségli Spirulina adagoldsa mellett vizsgdlva a Lc.
lactis-t, De Caire és mtsai (2000) 13,4%-os és 3,5%-os serkentést
tapasztaltak a fermentécié 4. és 8. 6rdjaban. Ezek alapjan Gjbol megerdsitést
nyert Gibson és Roberfroid (1995), valamint Varga és mtsai (1999)
megallapitdsa, miszerint a Spirulina serkentd hatdst gyakorol egyes

tejsavbaktériumokra.

4.2.5. Kevert tenyészetben alkalmazott Lactococcus torzsek savtermelésének

alakuldsa Spirulina biomassza-adagolds hatdsdra

Tovéabbi kisérleteim sordn azt is vizsgdltam, hogy milyen hatdst
gyakorol a cianobaktérium biomassza kevert tenyészetben 1évé mezofil
tejsavbaktériumok savtermelésére. Ennek megfeleloen, megvizsgiltam a
Spirulina biomasszanak mélyfagyasztott DVS kultirdk (CHN-22 és XT-302),
valamint a Lc. lactis subsp. lactis NCAIM B.2128 és a Lc. lactis subsp.
cremoris ATCC 19257 kevert tenyészete savtermelésére gyakorolt hatdsat

(14. tablazat és 22.-24. abra).
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14. tablazat: 0,3%-nyi Spirulina biomassza hatdsa a vizsgalt kevert
tenyészetek savtermelésére tejben

Kevert Kontrollhoz viszonyitott atlagos pH-Kiilonbség a fermentacié soran

tenyészet | 0.6ra | 2.6ra | 4.6ra | 6.6ra | 8.6ra | 10.6ra | 12.6ra | 14. 6ra

CHN-22 -0,08 -0,11 -0,09 -0,05 +0,04 | +0,04* | +0,04* | +0,02

XT-311 -0,07* | -0,08* | -0,07* | +0,02 +0,05 +0,02 +0,03 +0,01

B.2128 &
19257% -0,03 -0,02 +0,02 +0,20 | +0,20* | 40,12 | +0,17* | +0,17*

-: Savtermelés lassitdsa

+: Savtermelés serkentése

* Kontrollhoz viszonyitott szignifikdns pH-kiilonbség P = 0,05 szinten (n = 6)

I Lactococcus lactis subsp. lactis NCAIM B.2128 és Lactococcus lactis subsp. cremoris
ATCC 19257

-m- kontroll

kezelt
- - - 95%-0s konfidencia
intervallum

22. abra: CHN-22 kultura altal képzett szerves sav hatdsara bekdvetkezett
pH-valtozas kontroll és 0,3%-nyi Spirulina biomasszat tartalmaz6 kezelt
mintdk esetében (n = 6)
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7,00
-m- kontroll
' kezelt
6,90 - - - 95%-0s konfidencia
intervallum
6,00
5 5,50 -
5,00 A
4,50 -
4,00 \ \ \ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14
idé (h)
_ - - 0 0 0 0 0

23. abra: XT-311 kultdra altal képzett szerves sav hatdsara bekovetkezett
pH-valtozas kontroll és 0,3%-nyi Spirulina biomasszdt tartalmazé kezelt
mintak esetében (n = 6)
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7,00
-m- kontroll
s kezelt
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idé (h)
0 0 0 0 + 0 + +

24. abra: Lactococcus lactis subsp. lactis NCAIM B.2128 és Lactococcus
lactis subsp. cremoris ATCC 19257 kevert tenyészete altal képzett szerves
sav hatdsara bekovetkezett pH-valtozas kontroll és 0,3%-nyi Spirulina
biomasszat tartalmazoé kezelt mintak esetében (n = 6)

A CHN-22 kultdra esetében szignifikdnsan (P < 0,05) kiilonboztek a
kontroll és a kezelt mintdk 10., ill. 12. 6rdban mért adatai, azonban egyik
vizsgélati idOpontban detektalt serkentés mértéke sem birt gyakorlati
jelentdséggel (23. abra).

A Spirulina biomassza altal Lc. lactis subsp. lactis NCAIM B.2128 és
Lc. lactis subsp. cremoris ATCC 19257 kevert tenyészetének savtermelésére
kifejtett hatdsr6l elmondhaté, hogy a fermenticié 8., 12. és 14. 6rdjaban
egyardnt szignifikans kiilonbséget (P < 0,05) lehetett megdllapitani a kezelt
mintdk javara, de ebben az esetben is joval a varakozds alatt maradt a

savtermelés-serkentés mértéke (24. abra).
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4.3. A Spirulina biomassza antimikrobds hatdsa

A gatlasi vizsgalatok (lyuktesztek) eredményeit a 15. tablazat
foglalja Ossze. Itt kizar6lag azokat a fajokat tlintettem fel, amelyekre a
Spirulina biomassza valamilyen szinti gatld hatdst gyakorolt. A 10-szeres
higitasu vizes kivonat esetében 48 db mikroorganizmus-fajra teszteltem le a
Spirulina hatdsat. A 15. tablazatban feltiintettem a gatlasi z6na atmérdje és a
lyuk atmérdje kozott mért kiilonbségek mm-ben kifejezett atlagait. A gatlasi

zondban a vizsgélt mikrobdk egyaltalan nem szaporodtak.

15. tablazat: A Spirulina biomassza vizes oldatdnak hatdsa romlast okozé és
patogén mikroorganizmusok szaporoddsdra (n = 4)

Gatlasi zona (mm)

Mikroorganizmus Vizes Centrifugalt | Szonikalt Szonikalt +

V) ©) (S1) centrifugalt
(S10)

Acetobacter sp. 1,5 0,1 1,44+0,4 1,3£0,2 1,24+0,4

Bacillus coagulans % % oy oy

HNCMB 101007 o o

Bacillus mycoides T4 * * n.v. n.v.

Listeria innocua " % " "

NCAIM B.01375

Listeria monocytogenes

NCAIM B.01373 1,9+0,1 1,6+0,3 0,8+0,2 1,240,2

Microccocus luteus T21 3,3+0,3 2,1+0,2 3,3+0,4 2,5+0,4

Proteus mirabilis

HNCMB 61370 1,4+0,4 1,2+0,4 1,3+0,3 1,240,3

Salmonella Typhi-suis

HNCMB 15016 2,6+0,5 2,2+0,3 - 0,8+0,1

Sarcina sp. 4,3+0,4 2,7+0,4 4,1+0,3 2,5+0,4

Staphylococcus aureus

HNCMB 112002 1,0+0,1 2,5+0,7 1,0+0,1 2,104

Staphylococcus

epidermidis 1,0+0,4 2,0£0,5 0,9+0,3 2,0£0,5

HNCMB 110001

*: Serkentés
-: Nincs gatlasi z6na
n.v.: Nem vizsgalt
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Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a Spirulina 10-szeres
higitasu vizes oldata és a centrifugdlt oldat feliiliszdja a Sarcina sp.-t gétolta
a legnagyobb mértékben, de gatld hatdsa volt még az Acetobacter sp., a
Listeria monocytogenes NCAIM B.01373 (25. abra), a Micrococcus luteus
T21, a Proteus mirabilis HNCMB 61370, a Salmonella Typhi-suis HNCMB
15016, a S. aureus HNCMB 112002 és a S. epidermidis HNCMB 110001
torzsekre 1is. A vizes oldat tObbnyire jobban gdtolta a vizsgalt
mikroorganizmusokat, mint a feliilisz6. A 15. tablazatban kozolt
eredményekbdl az is latszik, hogy az ultrahangos sejtfeltirds hatdsdra nem
noétt a vizes oldat hatékonysdga. A Spirulina 10-szeres vizes higitdsdnak 6,2-
es pH-ja a szonikdl4s 1. perce utdn emelkedni kezdett. A 2. percben 6,27-0s,
majd a 3. percben 6,49-o0s értéket mértem. A gétlasi kisérletekhez csak az 1
percig ultrahangozott kivonatot haszndltam, mert az extraktum dallagaban
bekovetkezett valtozas megakadalyozta a minta pipettazhatdsagat.

De Mulé és mtsai (1996) eredményeinek -ellentmonddan, nem
tapasztaltam a Spirulina biomassza Candida albicans-t gatlé hatdsat, viszont
a S. aureus kismértékti gatlasat észleltem az idézett szerzok altal leirt
serkentéssel szemben. Bhateja és mtsai (2006) vizes €s szerves olddszeres
kivonatok hatdsat vizsgdltdk vankomicin-rezisztens S. aureus torzsekre.
Eredményeik alapjdn a Spirulina egyetlen kivonata sem gyakorolt

antibakteridlis hatdst a vizsgalt S. aureus torzsekre.
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25. abra: A Spirulina biomassza centrifugélt vizes oldatdnak (A és B) és
vizes oldatanak (C és D) hatdsa Listeria monocytogenes NCAIM B.01373
telepképzésére

4.4. Mezofil tejsavbaktériumok és Spirulina biomassza felhaszndldsdval

késziilo funkciondlis hatdsu savanyu tejtermék kifejlesztése

Minthogy kevert tenyészetek esetében nem mutatkozott meg a
Spirulina biomassza alvasztdsi idot 1ényegesen csokkentd hatdsa, ezért a
termékfejlesztés kezdetén mindhdrom kultirat (CHN-22, XPL-01, LC)
bevontam a vizsgdlatokba. A termékfejlesztés sordn végrehajtott elsd
rangsoroldsos érzékszervi birdlat eredményeit a 16. tablazatban tlntettem

fel.
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16. tablazat: Haromféle starterkultira, poritott Spirulina biomassza és
kristalycukor felhaszndlasaval készitett aludttej-mintdk rangsoroldsos
érzékszervi birdlatinak eredménye

Birals Minta

SP1|SP2 | SP3|SP4 SP5|SP6|SP7|SP8|SPY9
A 8 1 7 6 9 2 5 3 4
B 5 2 6 4 9 3 1 8 7
C 2 1 4 3 7 5 6 9 8
D 6 3 7 1 9 4 2 8 5
E 4 1 3 2 8 6 5 9 7
Rangszam-osszeg 25 8 27 16 42 20 19 37 31
Tébldzatbeli rangszdm-dsszegek: 11-39 (P = 95%-os valdszinliségi szinten)
Jelmagyarazat:
Koédszam Kultira Spirulina-Kkiegészités Hozzaadott cukor
SP_1 CHN-22 0,30% 6%
SP_2 LC 0,30% 12%
SP_3 LC 0,30% 6%
SP_4 XPL-01 0,30% 12%
SP_5 LC 0,30% 0%
SP_6 CHN-22 0,30% 12%
SP_7 XPL-01 0,30% 6%
SP_8 CHN-22 0,30% 0%
SP_9 XPL-01 0,30% 0%

A Kramer-tabldzatb6l 9 mintdhoz és 5 birdléhoz kikeresett rangszdm-
Osszegek: 11 és 39, tehdt azok a mintdk, amelyek rangszdm-osszege 11-nél
kisebb, vagy 39-nél nagyobb, szignifikdnsan (P < 0,05) kiilonboznek a
tobbitdl. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a vizsgélt mintdk koziil az
SP_2 jelli szignifikdnsan jobbnak (P < 0,05) bizonyult a tobbinél. Az SP_5
minta rangszdm-osszege 39-nél nagyobb lett, ez a tobbinél szignifikdnsan
rosszabb (P < 0,05) eredményt jelentett. A tobbi minta esetében feldllitott
rangsor nem jelentett szignifikdns kiilonbséget (P > 0,05), de a rangszdm-
Osszegeket tovabb vizsgdlva elmondhatd, hogy a nagyobb hozzdadott cukor-
tartalom kedveltebb volt a birdlok korében. Ezt tdmasztja ald a legjobb
helyezést kapott nagy (12%) cukortartalmi SP_2-es és a rangsor végén

szerepld, hozzdadott cukrot nem tartalmazoé SP_5-0s minta eredménye is.
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A termékfejlesztés keretében elvégzett masodik érzékszervi birdlat
sordan a legkedveltebb (LC) kultdrdval készitett aludttej-minta recepturdjat
kivantam kozeliteni a fogyasztdi igényekhez. Ebben az esetben a mintdk
eldéllitasdhoz kivi-, valamint kivi+eper-aromat is haszndltam. Az igy
Osszedllitott alapanyagot 8%, 10%, ill. 12% hozzdadott kristalycukorral
egészitettem ki. A felkindlt 6 minta érzékszervi birdlatanak eredményei a 17.

tablazatban lathatok.

17. tablazat: L.C starterkultdra, poritott Spirulina biomassza, kristalycukor és
aromaanyag felhasznaldsdval készitett aludttej-mintdk rangsoroldsos
érzékszervi birdlatinak eredménye

Birals Minta

SP_1 SP_2 SP_3 SP 4 SP_5 SP_6
A 1 2 4 6 5 3
B 3 1 5 6 4 2
C 1 5 6 3 4 2
D 2 3 6 4 5 1
E 2 3 1 5 6 4
F 5 2 1 3 6 4
G 4 1 5 2 3 6
H 3 2 4 6 1 5
I 1 2 6 4 5 3
J 3 2 5 6 1 4
K 1 3 2 5 6 4
L 1 6 4 3 2 5
Rangszam-osszeg 27 32 49 53 48 43
Tébldzatbeli rangszdm-Osszegek: 28-56 (P = 95%-os valdszinliségi szinten)
Jelmagyarazat:
Koédszam Kultira Spirulina-Kkiegészités Hozzaadott cukor Izesités
SP_1 LC 0,30% 10% epres-kivis
SP_2 LC 0,30% 12% kivis
SP_3 LC 0,30% 8% kivis
SP_4 LC 0,30% 12% epres-kivis
SP_5 LC 0,30% 10% kivis
SP_ 6 LC 0,30% 8% epres-kivis

A Kramer-tdblazat megfeleld értékei alapjan azok a mintdk
kiillonboznek szignifikdnsan a tobbitdl, amelyek rangszdm-0sszege 28-ndl

kisebb, vagy 56-ndl nagyobb. Az elébbi esetre egyetlen példat taldlhatunk az
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eredmények kozott: az SP_l-es minta (eper+kivi aromdval és 10%
hozzdadott kristdlycukorral) iz tekintetében szignifikdnsan (P < 0,05)
jobbnak bizonyult mindegyik biralt tételnél. A tobbi esetben nem mutatkozott
szignifikdns kiilonbség (P > 0,05) a mintdk kozott. Amennyiben
megvizsgaljuk a rangsor-szdmok alapjan kialakult abszolit sorrendet,
elmondhatjuk, hogy az elsé érzékszervi birdlattal ellentétben megsziint a
hozzéaadott cukor domindns hatdsa.

A Spirulina biomassza origindlis 4dllapotdban olyan erdteljes
érzékszervi tulajdonsdgokkal rendelkezik, amelyek sok potencidlis vasarl6t
visszatartanak a natur por fogyasztasatol. A mélyzold szin, a fiire emlékeztetd
iz és illat az aludttej-alapu izesitett termékben viszont kevésbé jelenik meg a
kis koncentricidban torténd alkalmazds miatt. Japan feltaldlok szerint a
Spirulina vizes oldatat tejsavbaktériumokkal kell beoltani cukor adagoldsa
mellett, és a tejsavbaktériumok 2 nagysdgrendnyi szaporoddsa utdn ismét
meg kell szaritani a terméket. Az igy nyert biomassza kevésbé intenziv
illattal és izzel rendelkezik (url“).

Belay (2008) szerint a biomassza jotékony hatdsainak kifejez0déséhez
napi 1-2 g-nyi Spirulina elfogyasztdsa sziikséges, ezért egy harmadik
érzékszervi birdlatot megel6zOen — a fogyaszt6i szokdsokat is figyelembe
véve — kétszeresére noveltik a termékbe bevitt Spirulina biomassza
mennyiségét. Igy a fogyaszté a savanyi tejtermékeknél megszokott napi 200
cm’-nyi (1 pohdr) aludttej elfogyasztisa esetén — 0,6%-os kiegészitéssel
szamolva — 1,2 g-nyi Spirulindhoz jutna hozza.

A mintdk 1,5% kivi+eper-aromat és 10% hozzdadott kristalycukrot,
valamint 0%, 0,3%, ill. 0,6% Spirulina biomassza-kiegészitést tartalmaztak.
A felkinalt 3 minta érzékszervi birdlatanak eredményei a 18. tablazatban

lathatdak.
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18. tablazat: L.C starterkultira, kiilonb6z6 koncentracidkban adagolt poritott
Spirulina biomassza, kristalycukor és aromaanyag felhaszndlasaval készitett
aludttej-mintdk rangsoroldsos érzékszervi birdlatinak eredménye

Birdl6 Minta

SP_1 SP_2 SP_3
A 2 3 1
B 2 3 1
C 1 3 2
D 1 3 2
E 1 3 2
F 1 3 2
G 1 2 3
H 2 3 1
1 1 3 2
J 3 2 1
K 2 3 1
L 2 1 3
Rangszam-osszeg 19 32 21
Tébldzatbeli rangszdm-dsszegek: 18-30 (P = 95%-os valdsziniliségi szinten)
Jelmagyarazat: )
Koédszam Kultira Spirulina-kiegészités Hozzaadott cukor Izesités
SP_1 LC 0,3% 10% epres-kivis
SP_2 LC 0,6% 10% epres-kivis
SP_3 LC 0,0% 10% epres-kivis

A Kramer-tdbldzat vonatkoz6é értékei alapjdn azok a mintdk
kiillonboznek szignifikdnsan a tobbitdl, amelyek rangszdm-0sszege 18-ndl
kisebb, vagy 30-ndl nagyobb. Az SP_2 jelii minta rangszadm-0sszege 32 lett,
marpedig ez a tobbinél szignifikdnsan rosszabb (P < 0,05) eredményt jelent.
A maésik két minta esetében nem alakult ki szignifikédns kiilonbség (P > 0,05),
de emlitést érdemel, hogy a 0,3%-nyi Spirulinét tartalmazé terméket (SP_1) a
birdlok jobbnak itélték meg, mint a Spirulina nélkiili natdr aludttejet (SP_3).

Ugyan indokolt lenne, hogy a vdsarlé 1 pohdr (200 cm’®) termékkel
hozzijusson a napi ajanlott beviteli mennyiséghez, de az érzékszervi
vizsgalatok eredménye alapjdn a hozzdadott biomassza mennyiségének

novelése éltal 1étrejott izintenzitas-fokozodast a fogyaszté mar nem toleralja.
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Az LC kultdraval késziilt, 3 g/dm’-nyi Spirulina biomasszat és 10%-
nyi hozzaadott cukrot tartalmazoé, epres-kivis izesitésii savanyu tejtermék 100
g-ra vonatkoztatott atlagos tdpanyag-Osszetétele az aldbbiak szerint alakul:
3,2 g fehérje, 2,5 g zsir és 14,8 g szénhidrat; energiatartalma pedig 95,0 kcal.
Megallapithatd, hogy az érzékszervi tulajdonsagok javitisa céljabol
hozzdadott cukor mennyisége a hasonl6 termékekben alkalmazotthoz képest
valamivel nagyobb. Célunk természetes édesitk (pl. méz, Stevia stb.)
felhaszndldsdval csokkenteni a termék energiatartalmat. Frukt6z hasznalata
esetén 60-75%-kal lehetne csokkenteni a hozzdadott cukor mennyiségét. A
prebiotikus hatdsar6l ismert inulin viszont nem elég édes ahhoz, hogy
egyediili édesitOként alkalmazzuk, ellenben egy taplaloértékkel nem
rendelkezd édesitdszerrel egyiitt haszndlva j6 eredményeket érhetiink el vele.

A 26. abran az altalam kifejlesztett funkciondlis tulajdonsagu aludttej

gyartasi folyamatabréja lathato.
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Alap- és Technologiai
adalékanyagok miiveletek | jellemzik
Bedllitott zsirtartalmd
o178 90°C, 10
tej (2.4% zsit) ,\:(> Paszt6roz6s perc
Spirulina (0,3%) ,|:> Hiités és keverés 65-70°C
Homogénezés 70°C, min. 175 bar
Vajkulttra (2-4%)

(Lactococcus lactis @

subsp. lactis NCAIM
B.2128 és L. lactis Beoltés 30°C

subsp. cremoris @

ATCC 19257)

Alvasztas 30°G; .
@ 4,6-4,7 pH-ig
Stabilizdloszer mix |——=
Cukor (10%) ,|:> Habaras és izesités 4,5-4,6 pH

Kivi-eper aroma

(1,5%) Q ;

Hiités 10°C ald

-

Toltés-csomagolas

—

Erlelés 6-24 6ra, 10°C alatt
Hutoéraktarozas 2-8°C

26. abra: Spirulindval dusitott funkciondlis hatdsu aludtte;j
gyartastechnoldgiai folyamatabréja
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4.5. A Spirulina biomassza hatdsa az uj tipusi izesitett aludttej

tarolhatosdgdra

A 4%2°C-on téarolt izesitett aludttejek Lactococcus-szamanak

alakuldsat a 19. és a 20. tablazat szemlélteti.

19. tablazat: Laktokokkuszok €16sejt-szamanak* alakulasa Spirulina
biomasszdval dusitott, ill. kontroll izesitett aludttejben, 4°C-os tarolds soran

Tarolasi id6 Lactococcus-szam

(nap) Kontroll Spirulinaval disitott
0 8,53 +0,05° 8,65 +0,07°

7 8,66 +0,17° 8,92+0,18°

14 8,49+0,17° 8,79 +0,23°

21 8,47 + 0,05° 8,65 +0,16°

28 8,39 +0,10° 826 +0,17°

35 7,57 +0,11° 7,57 +£0,12°

42 7,44 + 0,07 7,43 + 0,05

* Az adatok 6 vizsgélat (3 parhuzamos, 2 ismétlés) log CFU/cm’-dtlagat+szorasat jelolik
> Az azonos sorban szereplé eltéré betiik szignifikdns kiilonbséget jeleznek (P < 0,05)

20. tablazat: Laktokokkuszok tilélési ardnyanak alakuldsa Spirulina
biomasszdval dusitott, ill. kontroll izesitett aludttejben, 4°C-os tarolds soran

Tarolasi id6 Lactococcus-ok talélési aranya (%)*

(nap) Kontroll Spirulinaval disitott
0 100,00 100,00

7 133,78 186,00

14 91,21 137,03

21 86,78 100,92

28 71,33 40,72

35 11,05 8,34

42 8,06 6,09

* Az egyes adatok a 19. tablazatban feltiintetett élGsejtszam-atlagokbol szamitott szazalékos
atlagértéket jelolnek (n = 6)

A Spirulina biomasszaval dusitott izesitett aludttej Lactococcus-szama
a tdrolas elsd 2 hetében szignifikdnsan (P < 0,05) nagyobb volt, mint a
kontroll terméké, igazolva a cianobaktérium biomassza kokkusz-alaku
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tejsavbaktériumokra gyakorolt serkentd hatdsit (Varga et al., 1999). Mind a
kontroll, mind a Spirulindval kiegészitett termékben éldsejtszam-novekedés
volt tapasztalhaté a tdrolds elsd hetében, ezt kdvetden azonban csokkend
tendencia érvényesiilt. A taroldsi id6 végén nem Kkiilonbozott szignifikans
mértékben (P > 0,05) a kontroll és a Spirulina-tartalmi termékek
Lactococcus-szama (19. tablazat).

Termofil tejsavbaktériumok termékbeli tilélését vizsgilva, Medina és
Jordano (1995), valamint Varga és mtsai (2002) szintén sejtszam-novekedést
tapasztaltak a tarolds kezdetén, a gyartds végén mért sejtszamokhoz képest. A
starterbaktériumok  €l6sejt-szdma a maximdlis érték elérése utdn
folyamatosan csokkent a termék hiitve taroldsa soran.

A magyar élelmiszer-szabdlyozds alapjan, az él6flérds savanyu
tejtermékekben a kultirdb6l szdrmazé tejsavbaktériumoknak legaldbb 10’
CFU/g mennyiségben kell jelen lenniiik a mindség-megdrzési ido végéig
(Magyar Elelmiszerkonyv Bizottsdg, 2004). Termékeim a 42 napos taroldsi
kisérlet sordan mindvégig megfeleltek ennek az eldirdsnak.

A 21. tablazat a Spirulindval dusitott, ill. kontroll aludttej-mintdk

kémbhatasanak tarolas alatti alakulasat szemlélteti.

21. tablazat: A pH-érték alakulasa Spirulina biomasszaval dusitott, ill.
kontroll izesitett aludttejben, 4°C-os tdrolds sordn

Tarolasi id6 pH-érték*

(nap) Kontroll Spirulinaval disitott
0 4,41+ 0,05 431 +0,02°

7 4,30 + 0,05 4,18 +0,04°

14 4,26 + 0,05 4,15 +0,04°

21 424 + 0,04 4,14 +0,04°

28 4,21 +0,03° 4,12 +0,04°

35 420+0,01° 4,11 +£0,02°

42 4,18 +0,02° 4,10 +0,02°

* Az adatok 6 vizsgalat (3 parhuzamos, 2 ismétlés) pH-atlagdt+szordsat jelolik

P Az azonos sorban szereplé eltéré betiik szignifikans kiilonbséget jeleznek (P < 0,05)
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A cianobaktérium biomassza felhasznédlasaval késziilt aludttej és a
kontroll termék kezdeti kémhatdsa kozotti szignifikans (P < 0,05) kiilonbség
a Spirulina biomassza altal a tejsavbaktériumok savtermelésére gyakorolt
serkentd hatasnak volt betudhatd. A kontroll termék esetében 0,11 egységnyi,
a Spirulina-tartalmd aludttejnél pedig 0,13 egységnyi pH-csokkenés
kovetkezett be a tdrolds elsd hetének végére. A késdbbiekben fokozatosan
csokkentek a pH-értékek, azonban a Spirulina biomasszdval kiegészitett
termék és a kontroll aludttej kémhatdsa kozotti szignifikdans (P < 0,05)

kiilonbség a tarolds végéig megmaradt.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az esszencidlis aminosavakban, telitetlen zsirsavakban és
vitaminokban gazdag Spirulina biomassza noveli a tehéntej taplalkozds-
élettani értékét, ezért tobb szempontbdl is javasolhaté adalékanyagként
torténd felhaszndldsa savanyu tejtermékek eldéllitdsdhoz. Természetesen ezek
a jotékony hatdsok nagyban fiiggnek az alkalmazott biomassza
koncentracidjatél. A hatékony, elfogadhaté onkoltségi arral rendelkezd és
érzékszervi szempontbdl is megfeleld koncentracié: 3 g/dm’.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté poritott Spirulina biomassza
mikrobioldgiai édllapota megfelel a nemzetkozi ajanldsoknak, egyediil az
Osszcsiraszdm csokkentésére kellene nagyobb hangsulyt fektetni a biomassza
feldolgozdsa és csomagoldsa sordn. A Spirulina adalékanyagként torténd
felhaszndldsa esetén szigorubb hatarértékeket kellene meghatdrozni a
biomassza mikrobioldgiai dllapotaval szemben.

A Spirulina biomassza szignifikdns mértékben (P < 0,05) serkenti
néhany, a tejipar altal hasznalt mezofil tejsavbaktérium (Lc. lactis subsp.
lactis NCAIM B.2128, Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis NCAIM
B.2127, Lc. lactis subsp. cremoris NCAIM B.2124, Lc. lactis subsp. cremoris
ATCC 19257, Ln. mesenteroides subsp. cremoris NCAIM B.2120 Ln.
mesenteroides subsp. dextranicum NCAIM B.1658) savtermelését. A Lc.
lactis subsp. lactis NCAIM B.2128, a Lc. lactis subsp. lactis var.
diacetylactis NCAIM B.2127 és a Lc. lactis subsp. cremoris ATCC 19257
torzsek esetében a sejtszdmok vizsgdlata is igazolta a S. platensis

nagymértékii stimulalo hatdsat.
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A mezofil tejsavbaktériumokat leggyakrabban vegyes tenyészetben
haszndlja a tejipar. Az altalam megvizsgélt, jelenleg is alkalmazott kultirdk
esetében a Spirulina savtermelés-serkent6 hatdsa olyan kicsi, hogy gyakorlati
szempontbdl nincs jelentdsége. A Lc. lactis subsp. lactis NCAIM B.2128 és a
Lc. lactis subsp. cremoris ATCC 19257 felhaszndldsdval készitett kevert-
tenyészet esetében sem tapasztaltam olyan mértékii serkentd hatdst, amely az
egytorzs-tenyészetek eredményei alapjan varhat6 lett volna.

A Spirulina biomassza tejsavbaktériumokra kifejtett bioldgiai
aktivitdsat latva, igéretes lenne a késObbiekben ezt az anyagot
tejsavbaktériumok tenyésztésére szolgdlé tadpkozegek Osszetevdjeként
alkalmazni.

A poritott Spirulina biomassza vizes oldata gétlé hatdst gyakorol a
Sarcina sp., az Acetobacter sp., a Listeria monocytogenes NCAIM B.01373,
a Micrococcus luteus T21, a Proteus mirabilis HNCMB 61370, a Salmonella
Typhi-suis HNCMB 15016, a Staphylococcus aureus HNCMB 112002 és a
Staphylococcus epidermidis HNCMB 110001 torzsre.

A Spirulina egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy kivételesen gazdag
bioaktiv komponensekben, igy ujfajta lehetOségeket teremt funkciondlis
tejtermékek  elddllitdsara. A termékfejlesztés keretében elvégzett
probagyértdsok és rangsoroldsos érzékszervi birdlatok eredményei alapjan
kidolgoztam egy izesitett aludttej-termék szabadalmaztathat6
gyartastechnoldgiai folyamatat. A késObbeikben javasolt lenne a 0,6%-0s
Spirulina biomassza kiegészitést tartalmazé aluddtej-termék receptirdjat
érzékszervi probak segitségével kozeliteni a fogyasztoi igényekhez.

A Spirulina biomassza kokkusz-alaku tejsavbaktériumokra gyakorolt
serkentd hatdsa nemcsak a fermentacids folyamat sordn, hanem a késztermék

hiitve tarolasdnak kezdeti szakaszaban is megmutatkozik.
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A funkciondlis és kiilonleges élelmiszerek irdnt vildgszerte
dinamikusan novekszik a kereslet, igy valdszinlisithetd, hogy a vildg mas
orszigathoz hasonléan hazdnkban is hamarosan megjelennek a

cianobaktériumokkal (algakkal) kiegészitett élelmiszerek az iizletek polcain.
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6. OSSZEFOGLALAS

A fermentélt tejtermékek fogyasztdsa vildgszerte ndvekvo tendencidt
mutat. Napjainkban a tejipar a tejet dsvanyi anyagokkal, vitaminokkal és
antioxiddnsokkal egésziti ki. Erdemes megfontolni a Spirulina biomassza
savanyu tejtermékekhez torténd adagoldsanak lehetdségét, hiszen természetes
eredeti termékrdl van sz6, amely egyes tejsavbaktériumok gyorsabb
savtermelését és intenzivebb szaporodasat idézi elo.

Vizsgdlataim sordn arra kerestem a valaszt, hogy mezofil
tejsavbaktérium szintenyészetek fermentdciés aktivitdsa serkenthetd-e
cianobaktérium biomassza adagoldsaval. Célkitlizéseim az aldbbiak voltak:

e A poritott Spirulina biomassza mikrobiol6gia dllapotanak ellendrzése.
e A Spirulina biomassza Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus
lactis subsp. cremoris és Leuconostoc mesenteroides torzsek
savtermeld  képességére gyakorolt hatdsdanak vizsgélata tej

tdpkozegben; tudvalévd ugyanis, hogy a gyorsabb savképzddés a

gyartdsi  id6 rovidiilését €s a termelékenység novekedését

eredményezheti, tovdabba megakadalyozza a nemkivanatos mikrofléra
elszaporodasét, és komoly szerepet tolt be a termék 4dllomédnyéanak,
izének kialakitdsaban.

e Spirulina-kivonatok  mikroorganizmus-géitlé/serkentd  hatdsdnak
megéllapitasa agardiffuzios lyukteszttel.

e Egy olyan savanyd tejtermék eldallitdsi technoldgidjanak a

kidolgozdsa a kivdalasztott torzsek felhaszndldsdval, amely a

hagyomanyos tejipari gyartmanyokndl gazdagabb viz- és zsiroldhaté

vitaminokban, mikroelemekben, esszencidlis aminosavakban,
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telitetlen zsirsavakban, pre- és probiotikus hatdsi komponensekben,

vagyis funkciondlis mindséggel rendelkezik.

e Tarolasi kisérlettel ellendrizni a Spirulina biomassza hatdsat a
tejsavbaktériumok  termékbeli  életképességének  (tdlélésének)
alakulasara.

Kisérleteim kezdetén €ldsejt-szam meghatdrozasi moddszerekkel
ellendriztem a Spirulina biomassza mikrobiolégia allapotit, és a terméket
ebbdl a szempontbdl éElelmiszer-adalékanyagként torténd hasznositasra
megfelelonek taldltam.

Az Spirulina biomassza mezofil tejsavbaktériumokra gyakorolt
hatdsdnak felmérése sordn a biomasszdval kiilonb6zd koncentricidkban
kiegészitett, modell-tipkozegként szolgdlo tejtételeket a vizsgdlni kivant
mezofil tejsavbaktérium torzsek 1%-nyi inokulumdval oltottam be.
Kontrollként ugyanezeknek a kezeléseknek Spirulina nélkiili valtozatait
allitottam be. A tenyésztést 30°C-on végeztem. A kezeléseket 3 parhuzamos
bedllitdsa mellett, 2 ismétlésben hajtottam végre. Kétéranként végeztem pH-
mérést.

Meghatdroztam, hogy a cianobaktérium biomassza az érzékszervi
tulajdonsagok és az okondmiai szempontok figyelembe vételével célszerlien
0,3%-0s koncentracioban alkalmazando Lactococcus- és Leuconostoc-torzsek
serkentésére. Kivalasztottam azokat a Lactococcus- és Leuconostoc-
torzseket, amelyek savtermelése leginkdbb stimuldlhaté volt Spirulina
biomassza adagoldsdval. A legjobb savtermeld Lactococcus-torzsek (Lc.
lactis subsp. lactis NCAIM B.2128, Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis
NCAIM B.2127 és Lc. lactis subsp. cremoris ATCC 19257) esetében
lemezontéses eljardssal kovettem nyomon az élosejtszdm-valtozast a

fermentacié sordan. A Spirulina biomassza mindhdrom torzs szaporoddsi
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sebességét szignifikans mértékben (P < 0,05) megndvelte a fermentacié 6.
ordjara.

Agardiffuziés lyukteszttel felmértem a Spirulina biomassza
élelmiszer-romlast okoz6 és élelmiszer-eredetli koérokozé mikrobdkra
gyakorolt hatdsdt. A Spirulina vizes oldata gatolta a Sarcina sp., az
Acetobacter sp., a Listeria monocytogenes NCAIM B.01373, a Micrococcus
luteus T21, a Proteus mirabilis HNCMB 61370, a Salmonella Typhi-suis
HNCMB 15016, a Staphylococcus aureus HNCMB 112002 és a
Staphylococcus epidermidis HNCMB 110001 torzs szaporodasat.

Kilonféle kisérleti termékvaltozatok koziil, érzékszervi biralatok
eredménye alapjan, a Lc. lactis subsp. lactis NCAIM B.2128 és a Lc. lactis
subsp. cremoris ATCC 19257 torzs keverékével készitett, 0,3% Spirulina
biomasszat, 10% hozzaadott cukrot tartalmazo, epres-kivis izesitésti aludttej
bizonyult a legkedveltebbnek. Ennek alapjan elkészitettem az uj tipusd,
Spirulindval dusitott funkciondlis hatdst aludttej gydrtdsi folyamatédbrajat,
majd elvégeztem a termék 6 hetes hiitve taroldsi kisérletét. A Spirulina
biomassza hatdsdra a tarolds elsé 2 hetében szignifikdnsan (P < 0,05)
nagyobb Lactococcus-szam volt megfigyelhet6 a kontroll termékhez képest.

Osszességében megdllapithats, hogy Spirulina nemcsak az emberi
szervezetre, de a savanyu tejtermékek gydrtdsdhoz felhasznalt mezofil
tejsavbaktériumokra is igen kedvezd hatdssal van. Serkenti savtermeld
aktivitasukat és szaporoddsukat, tehat azon tilmenden, hogy — 0sszetételébol
adddoan — még értékesebb tdplalékkd, funkciondlis élelmiszerré vardzsolja az
amugy is becses tapldlkozds-élettani tulajdonsdgokkal rendelkezd savanyu
tejtermékeket, még a termék-eldallitast is némileg gazdasdgosabba teszi.

A fogyasztéknak minden bizonnyal kevesebb gyogyszerre és

mesterségesen elddllitott dsvanyi anyag-, ill. vitamin-készitményre lenne
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sziikségiik, ha a fermentdlt tejtermékeket természetes forrasbol szarmazd
vitaminokkal, fehérjékkel, esszencidlis zsirsavakkal és nyomelemekkel
gazdagitandnk. Ennek egyik lehetdsége az 4ltalam is vizsgélt Spirulina

biomassza savanyu tejtermékeink eldallitdisdban val6 alkalmazasa.

115



Uj tudomdanyos eredmények

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1.

A 3 g/dm’es mennyiségben alkalmazott Spirulina biomassza
szignifikdns mértékben (P < 0,05) noveli egyes mezofil
tejsavbaktérium-torzsek (Lc. lactis subsp. lactis NCAIM B.2128, Lc.
lactis subsp. lactis var. diacetylactis NCAIM B.2127, Lc. lactis subsp.
cremoris ATCC 19257, Lc. lactis subsp. cremoris NCAIM B.2124,
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris NCAIM B.2120)
savtermeld aktivitdsat a fermentaciés folyamat sordn. Lactococcus
lactis subsp. lactis NCAIM B.2128, Lc. lactis subsp. lactis var.
diacetylactis NCAIM B.2127 és Lc. lactis subsp. cremoris ATCC
19257 esetében éldsejtszdm-meghatdrozds utjdn igazoltam a

cianobaktérium-biomassza szaporodés-serkentd hatdsat is.

A Spirulina biomassza élelmiszer-romlast okoz6 mikroorganizmusokra,
illetve élelmiszerekkel terjedd korokozé mikrobédkra gyakorolt hatdsat
agardiffuzids lyukteszttel vizsgalva megéllapitottam, hogy annak vizes
oldata gatolja a Sarcina sp., az Acetobacter sp., a Listeria
monocytogenes NCAIM B.01373, a Micrococcus luteus T21, a Proteus
mirabilis HNCMB 61370, a Salmonella Typhi-suis HNCMB 15016, a
Staphylococcus aureus HNCMB 112002 és a Staphylococcus
epidermidis HNCMB 110001 t6rzs szaporodasat.

Kidolgoztam egy uj tipusu, Spirulindval dusitott, funkciondlis hatdsu
aludttej-készitmény szabadalmaztathaté gyértastechnoldgiai folyamatét.

Kilonféle kisérleti termékvaltozatok koziil, érzékszervi biralatok
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Uj tudomdanyos eredmények

eredménye alapjan, a Lc. lactis subsp. lactis NCAIM B.2128 és a Lec.
lactis subsp. cremoris ATCC 19257 torzs keverékével készitett, 0,3%
Spirulina biomasszit, 10% hozzdadott cukrot tartalmazd, epres-kivis
izesitésti aludttej bizonyult a legkedveltebbnek. A termék 6 hetes,
442°C-on végzett taroldsi kisérlete soran a Spirulina biomassza a
tarolds els6 2 hetében szignifikdnsan (P < 0,05) novelte a mezofil

starterbaktériumok életképességét az aludttej-termékben.
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MELLEKLET

A vizsgalatok sordn alkalmazott tipkozegek dsszetételét mutatom be a
Mellékletben. A tapkozegek rovid elnevezésiik alapjan betlirendbe szedve
kovetik egymadst. Az 0OsszetevOk g/dm3 mennyiségre vonatkoznak.
Altaldnossdgban elmondhaté, hogy a tipkozegek sterilezése 121°C-on 15
percig tortént, ahol eltértiink ezektdl a paraméterektdl, ott kiilon feltiintettem
a hokezelés értékeit.

BP, Staphylococcus Selective Agar acc. to Baird-Parker
Kazeinpepton 10,00;
Huskivonat 5,00;
ElesztSkivonat 1,00;
Natrium-piruvat 10,00;
Glicin 12,00;
Litium-klorid 5,00;
Agar agar 20,00;
Adalékanyag:
Telluritos tojdssargdja emulzid (5t%-nyi mennyiségben).

BPLS, Brillantzold—fenolviros—laktéz—szacharéz agar
Pepton hisbdl 5,0;
Pepton kazeinbdl 5,0;
Huskivonat 5,0;
Natrium-klorid 3,0;
Dinétrium-hidrogén-foszfat 2,0;
Lakt6z 10,0;
Fenolvoros 0,08;
Brillantzold 0,0125;
Agar-agar 12,0.
Sterilezés utani pH: 6,9 + 0,2 25°C-on. A lemezek attetszéek és vorosek.

CC, ChromoCULT® Coliform Agar
Pepton 5,0;
Kalium-klorid 7,5;

MOPS 10,0;

Epesok 1,15;

Propionat 0,5;

Agar-agar 10,0;
6-klor-indoxil-beta-D-galaktopiranozid 0,15;
Izopropil-beta-D-tiogalaktopiranozid 0,1;
5-brém-4-klér-3-indoxil-beta-D-gliikoronsav 0,1.

Fiziologias séoldat
NaCl 8,5;
A decimilis higitasi sorhoz kémcsovekbe kiadagolva (9 cm’/kémcso).
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GYP, gliikoz-élesztikivonat-pepton agar
Gliikéz 10,0;
Elesztékivonat 10,0;

Bacto pepton 10,0;

Agar-agar 20,0.

M17 leves és agar
Pepton széjaliszt 5,0;
Pepton his 2,5;
Pepton kazein 2,5;
ElesztSkivonat 2,5;
Huskivonat 5,0;
Lakt6z-monohidrat 5,0;
Aszkorbinsav 0,5;
Natrium-f-glicerofoszfat 19,0;
Magnézium-szulfat 0,25;

Agar-agar 12,75 (M-17 taplevesben nincs jelen).

Sterilezés utani pH 7,2 £ 0,2 25°C-on. A tdpkozeg attetszd és barna szind.

MKTTn, Muller-Kaufmann Tetrathionate-Novobiocin Broth

Huskivonat 3,0;

Kazein pepton 9,6;
Natrium-klorid 2,6;
Kalcium-karbonat 39,7,
Natrium-tioszulfat vizmentes 30,5
Marhaepe 4,75;
Brillantzold 0,0096;
Novobiocin 0,040.
Kiegészités:

Kaélium-jodid 5,0; j6d 4,0; 20ml vizben oldva.

MRS-L leves és agar
Kazeinpepton 10;
Huskivonat 9;
ElesztSkivonat 4,
Laktoz 20;
Dikélium-hidrogén-foszfat 2;
Tween® 80 1 cm’
Diammo&nium-hidrogén-citrat 2;
Natrium-acetat 5;
Magnézium-szulfat 0,2;
Mangén-szulfat 0,05;
Agar-agar 14 (MRS tdplevesben nincs jelen).

Sterilezés utani pH 6,2 + 0,2 25°C-on. A tdpkozeg 4ttetszd és barnds szinl.
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Negyederdsségii Ringer-oldat
Natrium-klorid 2,25;
Kalium-klorid 0,105;

Kalcium-klorid (vizmentes) 0,06;

Natrium-hidrogénkarbonat 0,05.

PC, Plate Count agar
Pepton kazeinbdl 5;
Elesztékivonat 2,5;
D(+)-gliikéz 1,0;
Agar-agar 14,0;
Sterilezés utani pH 7,0 £ 0,2 25°C-on. A tiptalaj 4ttetsz6 és sargds szind.

PDA, Potato dextrose agar
Burgonyaf6zet 4,0 (200 g burgonyabdl készitve);
D(+)-gliikéz 20,0;

Agar-agar 15,0.

Reinforced Clostridial Medium (RCM)
Huskivonat 10,0;

Pepton 5,0;
Elesztokivonat 3,0;
D(+)-gliikéz 5,0;

Keményité 1,0;
Natrium-klorid 5,0;
Natrium-acetat 3,0;
L-ciszteinium-klorid 0,5;
Agar-agar 0,5.

Sterilezés utani pH: 6,8 + 0,2 25°C-on. A kémcsovekben a tdptalaj dttetszd és sargas.

RYVS leves, Salmonella Enrichment Broth acc. to Rappaport Vassiliadis
Pepton sz6jalisztb6l 4,5;
Magnézium-klorid hexahidrat 29,0;

Natrium-klorid 8,0;

Dikélium-hidrogén-foszfat 0,4;

Kaliumdihidrogén-foszfat 0,6;
Malachitzold 0,036.

pH: 5,2 £0,2 25°C-on. A tdpleves dttetszd és sotétkék.

Tripton-széja agar (TSA)
Pepton kazeinbdl 15,0;

Pepton sz6jabdl 5,0;
Natrium- klorid 5,0;
Agar-agar 15,0.
Sterilezés utani pH: 7,3 £ 0,2 25°C-on. Az elkészités utdn a tdpkozeg attetszd és sargdsbarna.
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VRBG, Kkristalyibolya-neutralvoros-epe-gliikkéz agar
Pepton 7,0;
Eleszt6kivonat 3,0;
Natrium-klorid 5,0;
Epesavas s6 1,5;
Gliikéz 10,0;
Neutralvoros 0,03;
Kristalyibolya 0,002;
Agar agar 12,0.

XLD, xiléz-lizin-dezoxikolat
Elesztokivonat 3,0;
Natrium-klorid 5,0;

D(+)-xiloz 3,5;

Laktéz 7,5;
Szacharéz 7,5;
L(+)-lizin 5,0;

Natrium-dezoxikolat 2,5;
Natrium-tioszulfat 6,8;
Ammoénium-vas(III)-citrat 0,8;
Fenolvoros 0,08;
Agar-agar 13,5.

Nem autoklavozhaté. pH: 7,4 + 0,2 25°C-on. A lemezek attetszok és voros szintek.

YGC, éleszto-gliikéz-chloramphenicol agar
Elesztd 5;
D(+)-gliikéz 20;
Chloramphenicol 0,1;
Agar-agar 14,9;

Sterilezés utani pH 7,0 £ 0,2 25°C-on. A tdptalaj 4ttetszd és sargds szind.
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