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ASVANYI-MOLNAR NOEMI PH.D. TEZISEK
1. BEVEZETES, CELKITUZES

Napjaink megvéltozott tdplalkozasi szokasainak kovetkeztében, a
funkciondlis élelmiszerek eldéllitasa és forgalomba hozatala sokakat érintd €s
érdekld teriilet. A fogyasztéknak minden bizonnyal kevesebb gyogyszerre és
mesterségesen elddllitott dsvanyi anyag-, ill. vitamin-készitményre lenne
sziikkségiik, ha élelmi anyagainkat természetes forrasb6l szdrmazd
vitaminokkal, fehérjékkel, esszencidlis zsirsavakkal és nyomelemekkel
gazdagitanank. Ennek egyik lehetdsége a szerzd éaltal is vizsgélt Spirulina
biomassza savanyt tejtermékeink eldallitdsdban valo alkalmazasa.

A z0ld szinli és enyhén fiiizQi Spirulina, amely egy értékes tdplalék-
kiegészité, az Arthrospira (A.) platensis széritott biomasszdja. Ez a
cianobaktérium faj nagy karbonét- és bikarbonat-tartalmud, 11 pH értéka
tropusi €s szubtépusi vizekben fordul eld elterjedten. A szaritott biomassza
atlagosan 3-7% nedvességet, 53-63% fehérjét, 4-6% lipidet, 17-25%
szénhidrétot, 8-13% hamut, 8-10% rostanyagot, 1-1,5% klorofill-a pigmentet
€s szdmos vitamint tartalmaz.

A szerzd célkitlizései:

1. A poritott Spirulina biomassza mikrobioldgia allapotdnak

ellendrzése.

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

a. A mezofil tejsavbaktériumok savtermelésének serkentése
szempontjabol optimélis cianobaktérium biomassza
koncentraciéjanak meghatarozasa az érzékszervi tulajdonsagok

és a koltségek figyelembe vételével.
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b. Azon tejsavbaktérium-torzsek kivélasztasa, amelyek

savtermelése legjobban stimuldlhaté Spirulina biomasszaval.

c. A savtermelés tekintetében legkiemelkedébb eredményt mutatd
torzsek esetében tenyésztéses eljardssal nyomon kovetni a
tejsavbaktériumok szdmanak valtozasat a fermentédcid soran.

3. Spirulina-kivonatok = mikroorganizmus-géatlé/serkentd  hatdsanak
megallapitdsa agardiffiziés lyukteszttel.

4. Egy funkcionalis tulajdonsdgokkal rendelkezd savanyu tejtermék
elddllitasi technologidjanak kidolgozdsa a kivalasztott torzsek
felhaszndldsdval.

5. Tarolasi kisérlettel ellendrizni a Spirulina biomassza hatdsat a

kialakitott  termékben levd  tejsavbaktériumok  tudlélésére.
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2. ANYAG ES MODSZER

A vizsgélatokra a Nyugat-magyarorszdgi Egyetem Mezdgazdasag- és
Elelmiszer-tudomanyi Kara Elelmiszer-tudoményi Intézetének Deutscher
AkkreditierungsRat dltal akkreditalt mikrobioldgiai laboratériumaban keriilt

SOr.

2.1. A Spirulina biomassza mikrobioldgiai allapotanak ellendrzése

A szerzd vizsgalatai kezdetén — a csomagolds megbontdsakor —
ellendrizte a Spirulina biomassza mikrobioldgia éllapotdt, a European
Pharmacopoeia ajanldsa szerint. Salmonella jelenlét-hidany kimutatési
vizsgdlatok mellett Osszcsiraszam, élesztdégomba- €s penészgomba-szam,
Enterobacteriaceae-szam, Escherichia coli-szam és koaguldz-pozitiv

Staphylococcus-szam meghatarozédsokra is sor kertilt.

2.2. A mezofil tejsavbaktériumok savtermelésének és sejtszam-

valtozasanak nyomon kovetése tej kozeghen

A Spirulina biomasszdval kiilonb6zd koncentraciokban (0%, 0,3%,
0,5%, ill. 0,8%) kiegészitett, modell-tapkozegként szolgdld tejtételek a
vizsgdlni kivant mezofil tejsavbaktérium torzsek 1%-nyi inokulumaval
keriiltek beoltdsra. A tenyésztés 30°C-ra bedllitott vizfiirdoben tortént. A
kezelések 3 parhuzamos bedllitisa mellett, 2 ismétlésben zajlottak. Két
oranként tortént pH-mérés Hanna HI 8521 hémérséklet kompenzaciés pH-
mérdvel, amelyet a mérés elott 7,01-os és 4,01-os pH-ju standard puffer

oldatokkal kellett kalibralni.
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A kivélasztott Lactococcus-torzsek sejtszam-valtozadsidnak nyomon

kovetése céljabol a fermenticid 0., 6. és 12. d6rdjdban vett mintdkbol
lemezontéses modszerrel M17 téptalajon tortént a Lactococcus-szam
meghatdrozasa. A vizsgdlatokhoz felhaszndlt tejsavbaktérium-torzsek az 1.

tablazatban lathatok.

1. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott tejsavbaktérium-torzsek és
-kultirak

Torzsek szama, kultarak jelzése

Tejsavbaktériumok
BCCM* NCAIM** | MTKI*** ATCC*##**
Ha-2
Lactococcus lactis subsp. lactis | LMG 8522 B.2125
LMG 9451 B.2128
W-24
Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 7931 B2122 11007
; ; p- LMG 7949 | B.2123 20661
var. diacetylactis
LMG 9441 B.2126 13675
LMG 9444 B.2127
Lactococcus lactis subsp. LMG 7951 B.2124 14365
cremoris LMG 6897 19257
Leuconostoc mesenterozdes LMG 6909 B.2120 19254
subsp. cremoris
Leuconostoc mesenteroides B.1658 19255

subsp. dextranicum

Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Lactococcus lactis CHN-22
subsp. lactis var. diacetylactis,
Leuconostoc spp.

Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Lactococcus lactis
subsp. lactis var. diacetylactis,
Leuconostoc spp. Streptococcus
termophilus

XPL-1

* Belgian Co-ordinated Collection of Microorganisms

«s  National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms (Mezégazdasagi €s
Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteménye)

**k%  Magyar Tejgazdasagi Kisérleti Intézet Kft. / Chr. Hansen

*#%% American Type Culture Collection
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2.3. A Spirulina biomassza antimikrobas hatasanak vizsgalata

A Spirulina antimikrobds hatdsanak megallapitdsa sordn Gsszesen 33
(koztiik 18 Gram-pozitiv €s 15 Gram-negativ) baktérium-, 11 fonalasgomba-
és 4 élesztdgomba-torzs tesztelésére keriilt sor. Az agardiffuzids lyukteszt
sordn a Spirulina-por kiilonb6z6 mdédon kezelt vizes oldatait alkalmazta a
szerzo:

e A Spirulina-por 10-szeres higitdsaval készitett vizes kivonat (V);

e A V 5000 rpm-en 59 percig tarté centrifugdldsaval nyert feliiliszo

©);

¢ A V-nek ultrahangos homogenizal6 késziilékben 130 W-on 60 mp-

ig tarté roncsoldsa tutjan nyert extraktum (S1);

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

feltildszo (S1C).

Agardiffuziés modszer esetében a Petri-csészéket altalaban 24-48 oraig
kell inkubdlni. A gatldanyag a tdptalajba diffunddl, és — amennyiben a
mikroorganizmus érzékeny az adott szerre — gatlasi zonat hoz 1étre. A gatlasi
zona atmérdjének mérésével lehet kovetkeztetni a vizsgdlt anyag

hatékonysagara.

2.4. Mezofil tejsavbaktériumok és Spirulina biomassza

felhasznalasaval késziil6 savanyi tejtermék Kifejlesztése

A szerz6 a termékfejlesztés sordn hdarom alkalommal végeztetett
rangsoroldsos érzékszervi birdlatot 5, 11 majd 12 birdlo részvételével. A
rangsorolds az egyes €rzékszervi tulajdonsdgok intenzitdsa szerint tortént, a

6 rangsorolasi paraméter mindharom esetben az dssz-izbenyomds volt.
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2.5. Spirulina biomassza hatasa a mezofil tejsavbaktériumokra a

modell termék tarolasa soran

A téarolési kisérlethez sziikséges, Spirulindval kiegészitett és kontroll
aludttej termék a Magyar Tejgazdasagi Kisérleti Intézet mosonmagyardvari
tizemében késziilt. Az alapanyagul haszndlt antibiotikum-mentes nyers tej
literenként 36,5 g zsirt, 31,5 g fehérjét 47 g laktozt €s 7 g hamut tartalmazott.
A tej felhaszndlds el6tt 90°C-on 10 percig tartd hokezelésen esett at. A
cianobaktériumos aludttej esetében a poritott Spirulina biomassza
hozzdadédsara a hokezelés utan keriilt sor, amikor a tej homérséklete 70°C-ra
csokkent. A kétféle alapanyag-tétel 180 MPa (180 bar) nyomdson, 70°C-os
homérsékleten torténd homogénezése utin az inokuldlds homérsékletére
torténd visszahtités kovetkezett.

A savanyu tejtermék készitéséhez az érzékszervi vizsgalaton legjobb
mindsitést elért termék starterkultirdjat (LC kultira, amely Lc. lactis subsp.
lactis NCAIM B.2128 és Lc. lactis subsp. cremoris ATCC 19257 torzs kevert
tenyészete) alkalmaztdk. Az inkubaci6 kb. 10 6rdn at tartott 30°C
hémérsékletre bedllitott vizfiirdoben, majd a kontroll és a Spirulindval
kiegészitett savanyd termékekhez 10% szacharéz és 1,5% aromaanyag
hozzdadésa kovetkezett. A cukor old6ddsdig habart termékek 2 x 21 db steril,
kupakkal zrhat6 centrifugacsébe (30 cm’) keriiltek szétosztdsra. A 4°C-on,
hiitészekrényben tarolt kontroll és kezelt csovek koziil hetente 3-3 db
esetében keriilt sor a mezofil Lactococcus-szam meghatarozdsara 2

ismétlésben.
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3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. A Spirulina biomassza mikrobiolégiai allapota

A mikrobioldgiai vizsgdlatok eredménye a Spirulina biomassza jo, de
mégsem teljesen kifogdstalan higiéniai mindségérdl tantskodott. Ugyan
egyetlen megvizsgélt minta sem tartalmazott Enterobacteriaceae csaladba
tartoz6 mikroorganizmust, élesztot, vagy Staphylococcus aureus-t, viszont az
Osszcsiraszam két esetben is megkozelitette a European Pharmacopoeia
ajanldsa szerinti 10° CFU/g hatdrértéket. A megvizsgélt Spirulina biomassza-

mintdk penész-szama kicsinek mutatkozott.

3.2. A mezofil tejsavbaktériumok savtermelésének és sejtszam-

valtozasanak nyomon kovetése tej kozegben

3.2.1. Az optimdlis biomassza-koncentrdcio meghatdrozdsa

Lactococcus (Lc.) lactis subsp. lactis Ha-2 és Lc. lactis subsp. cremoris
W-24 torzsekkel végzett kisérletekben keriilt meghatarozasra a savtermelés-
serkentés szempontjdbol mar hatékony Spirulina biomassza-koncentracid. A
Spirulina biomassza a fermentacié 6. és 12. 6rdja kozott a Lactococcus-
torzsek szignifikans mértékii (P < 0,05) savtermelés-serkentését idézte eld. E
tekintetben a 0,8%-nyi biomassza adagoldsa nem jart elonnyel a 0,1%-nyihoz
képest. Az elébbieknél jobb eredményt ad6 0,3%-o0s €s 0,5%-os koncentracid
kozotti valasztast az okondmiai megfontolds és a Spirulina érzékszervi hatdsa
befolyésolta. A tovdbbi kisérletek 0,3%-nyi (3 g/dm’) Spirulina biomassza-
adagoldsaval folytak.
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3.2.2.  Azegyes torzsekre gyakorolt hatds

0,3%-nyi Spirulina biomassza-kiegészitést alkalmazva, 2-2 db Lc. lactis
subsp. lactis-, Lc. lactis subsp. cremoris-, 4 db Lc. lactis subsp. lactis var.
diacetylactis- és 1-1 db Ln. mesenteroides subsp. cremoris ill. Ln.
mesenteroides  subsp. dextranicum torzs fermentaciéjanak nyomon
kovetésére keriilt sor. A kapott eredményeket a 2. tablazat szemlélteti. A
negativ szamok esetében a kezelt mintdk pH-ja nagyobb, mig pozitiv szdmok
esetében kisebb, mint a kontrollé.

A Spirulina biomasszdval dusitott mintdk kezdeti pH értékének atlaga
nagyobb volt, mint a kontrolloké, mert a Spirulina biomassza ligos karakter
anyag (3 g/drn3 Spirulina biomassza vizes oldatinak pH-ja 9,9), és némi

puffer kapacitéssal is rendelkezik.

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

Torzs Kontrollhoz viszonyitott atlagos pH-Kkiilonbség 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*

-2 A kontroll pH-jadhoz képest nagyobb a kezelt minta esetében mért pH
+: A kontroll pH-jdhoz képest kisebb a kezelt minta esetében mért pH
* Kontrollhoz viszonyitott szignifikdns pH-kiilonbség P = 0,05 szinten (n = 6)

A 3 g/dm’-es mennyiségben alkalmazott Spirulina biomassza

szignifikdns mértékben (P < 0,05) novelte a Lc. lactis subsp. lactis NCAIM




ASVANYI-MOLNAR NOEMI PH.D. TEZISEK
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 B.2120
torzs savtermeld aktivitdsat a fermentacios folyamat soran.

A 1. abran lathaté 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 sejtszamainak alakuldsa a kontroll mintdk, ill. a 3 g/dm’

Spirulina biomassza-kiegészitést tartalmazo kezelések esetében.

9 -
+— 85 I |
E e 7
(E_, 7,5 - /
5 7 % -
-l 6’5 |
6
0 6 12
1d6 (h)
B NCAIM B.2128 kontroll & NCAIM B.2128 Spirulinaval kiegészitett
NCAIM B.2127 kontroll NCAIM B.2127 Spirulinaval kiegészitett
ATCC 19252 kontroll B ATCC 19252 Spirulinaval kiegészitett

1. abra: Lactococcus lactis subsp. lactis NCAIM B.2128, Lactococcus lactis
subsp. lactis var. diacetylactis NCAIM B.2127 és Lactococcus lactis subsp.
cremoris ATCC 19257 sejtszamainak 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 mértéki (P < 0,05) sejtszdm-novekedést idézett eld a
fermentdcio 6. Ordjara; sot a B.2127 és az ATCC 19257 torzs esetében a 12.

oraban is szignifikansan (P < 0,05) kiillonboztek az éldsejt-szamok.




ASVANYI-MOLNAR NOEMI PH.D. TEZISEK
3.3. A Spirulina biomassza antimikrobas hatasa

A géatlasi vizsgélatok (lyuktesztek) eredményei alapjan elmondhato,
hogy a Spirulina 10-szeres higitdsanak vizes oldata és a centrifugélt oldat
feliiliszdja a Sarcina sp.-t gatolta a legnagyobb mértékben. Gatl6 hatdsa volt
még 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 megvizsgdlt torzsére is. A
vizes oldat tobbnyire jobban gatolta a vizsgédlt mikroorganizmusokat, mint a
centrifugdlds sordn nyert feliilisz6. Az ultrahangos sejtfeltards hatdsara nem

ndtt a vizes oldat gatl6 hatésa.

3.4. Mezofil tejsavbaktériumok és Spirulina biomassza
felhasznalasaval késziilo funkcionalis hatasd savanyd tejtermék

kifejlesztése

A harom érzékszervi birdlat elvégzése sordn megallapitast nyert, hogy
az LC kultdraval késziilt, 0,3% Spirulina kiegészitést és 10% hozzaadott
cukrot tartalmazd, epres-kivis izesitésii savanyu tejtermék 4ll a legkdzelebb a
fogyaszt6i izléshez. A 2. abran a kifejlesztett funkciondlis tulajdonsagu

aludttej gyartastechnoldgiai folyamata lathato.

10
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tej (2,4% zsir)

Alap- és Technoldgiai
adalék anyagok miiveletek Jjellemzék
Beallitott zsirtartalmi ’\:(> Pas 2816285 90°C, 10 perc

e —

Spirulina (0,3%) ,|:> Hiités és keverés 65-70°C
Homogénezés 70°C, min. 175 bar
Vajkultdra (2-4%)
(Lactococcus lactis @
subsp. lactis NCAIM ]
B.2128 és Le. lactis Beoltds 30°C
subsp. cremoris @
ATCC 19257)
Alvasztas 30°C; .
@ 4,6-4,7 pH-ig
Stabilizdls zer mix ==
Cukor (10%) I,:> Habaris és izesités 4,5-4,6 pH
Kivi-eper aroma
(1,5%) Q ;
Hutés 10°C ala

e —

Toltés-csomagolds

=

Erlelés

6-24 6ra, 10°C alatt

e —

Hiitéraktarozas

2-8°C

2. abra: Spirulinaval ddsitott funkcionalis hatdsd aludttej

gyartastechnoldgidjanak folyamatédbrija

11
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3.5. A Spirulina biomassza hatasa az uj tipusa izesitett aludttej

tarolhatésagara

A Spirulina biomasszaval dusitott izesitett aludttej Lactococcus-szdma a
4°C-os homérsékleten végzett tarolas elsd 2 hetében szignifikdnsan (P <
0,05) nagyobb volt, mint a kontroll terméké, igazolva a cianobaktérium
biomassza kokkusz-alaki tejsavbaktériumokra gyakorolt serkentd hatdsat.
Mind a kontroll, mind a Spirulindval kiegészitett termékben éldsejtszam-
novekedés volt tapasztalhatd a tarolds elsd hetében, ezt kdvetden azonban
csokkend tendencia érvényesiilt. A 42 napos tdroldsi id6 végén nem
kiilonbozott  szignifikdns mértékben (P > 0,05) a kontroll és a
cianobaktériumos mintdk Lactococcus-szadma.

A magyar élelmiszer-szabdlyozds alapjan, az él6flords savanyu
tejtermékekben a kultirdb6l szdrmazé tejsavbaktériumoknak legalabb 10’
CFU/g mennyiségben kell jelen lenniiik a mindség-megdrzési idé végéig. A

termékek a tarolasi kisérlet sordn mindvégig megfeleltek ennek az eldirdsnak.

12
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4.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

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 aktivitasat a
fermentéciés 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 €ldsejtszam-meghatarozas
utjdn igazoltam a cianobaktérium-biomassza szaporodds-serkentd

hatasat is.

A Spirulina biomassza élelmiszer-romléast okozé mikroorganizmusokra,
illetve élelmiszerekkel terjed0 kérokoz6 mikrobdkra gyakorolt hatdsat
agardiffuzids lyukteszttel vizsgalva megallapitottam, 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 szaporodasét.

Kidolgoztam egy uj tipusu, Spirulindval dusitott, funkciondlis hatdsu
aludttej-készitmény szabadalmaztathaté gyartastechnoldgiai folyamatat.
A kulonféle kisérleti termékvaltozatok koziil, az érzékszervi biralatok

eredménye alapjén, a Lc. lactis subsp. lactis NCAIM B.2128 és a Lc.

13



ASVANYI-MOLNAR NOEMI PH.D. TEZISEK
lactis subsp. cremoris ATCC 19257 torzs keverékével készitett, 0,3%

Spirulina biomasszat és 10% hozzdadott cukrot tartalmazo, epres-kivis
izesitésti aludttej bizonyult a legkedveltebbnek. A termék 6 hetes,
4+2°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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