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1 BEVEZETES

A XXI. szazadi ember felgyorsult ¢letvitele, valamint a kdrnyezetben fellelhetd szennyez6 anyagok
szamos kedvezdtlen hatast gyakorolnak szervezetiinkre. Egyre nagyobb mértékben jelentkeznek
mar fiatal korban is taplalkozassal 0sszefiiggd betegségek, mint a laktéz intolerancia, tejfehérje
allergia, valamint a laktéz csokkent mértékli hasznosulasa. Vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a
fermentalt tejkészitmények javitjak a kalcium felszivodasat. A fogyasztok is egyre nagyobb
érdeklodést mutatnak a funkcionalis ¢€lelmiszerekkel szemben. A fizioldgiailag funkcionalis
¢lelmiszerek, amelyek azon feliil, hogy tapanyaggal és energiaval latjak el a szervezetet
bizonyitottan pozitiv hatast gyakorolnak annak egy, vagy tobb funkciojara. Egy élelmiszer tobb
modon is funkcionalissa tehetd. Ezek kozott emlithetd az allegének eltavolitasa, az élelmiszerben
érdekében (pl. az vitaminnal dusitott termékek). Karos komponensek helyettesitése jotékony
komponensekkel (pl. zsirok kivaltdsa inulinnal). Az ¢élelmiszerek biofelhasznéalhatosaganak
novelése az antrinutritiv anyagok eltdvolitasaval. Tovabba a funkciondlis élelmiszerek kozé
sorolhatok a probiotikummal és/vagy prebiotikummal dusitott termékek. A probiotikumok ¢é16
mikroorganizmusok egyedi vagy kevert tenyészetei, melyek megfeleld6 mennyiségben alkalmazva
jotékonyan hatnak a gazdaszervezet egészségi allapotara, kozérzetére. Jelenleg a probiotikus
termékek piacat a tejtermékek uraljadk. A fermentalt tejtermékek bioldgiai értéke nem valtozik
fermentacié sordn, sOt mi tobb a savanyitott tejtermékekben taldlhatd fehérjék allergén hatasa
sokkal kisebb, mint az eredeti nyers tejben. (Csapd, 2002) A laktéz intoleranciaban szenvedd
betegek egy részénél a normal tejhez viszonyitva kisebb mennyiségli tejcukor is kivaltja a
betegségre jellemzd kellemetlen tiineteket, ezért keriilik e termékek fogyasztasat, igy
taplalkozasukban nem érvényesiilhet a savanyitott tejkészitmények szamos kedvezd hatasa.

Az emberi szervezet megfelel6 miikodéséhez azonban elengedhetetlen a fehérjék fogyasztasa.
Szamos taplalkozasi célra is megfeleld novényi eredetli fehérjeforras all rendelkezésiinkre, ezek
koziil is kiemelkednek a hiivelyes novények, kiilondsen a szdjabab, ugyanis fehérjetartalma,
valamint aminosav- és vitamin tartalma nagyobb, mint a tobbi ndvényé. Legnagyobb elénye, hogy
nem tartalmaz koleszterint, glutént és laktozt, igy vegetarianusok, laktdoz intolerancidban és
tejfehérje allergidban szenveddk, valamint glutén érzékenyek is egyarant fogyaszthatjak. Azért

TDK kutatdsaim targyaul szojatej bifidobaktériumokkal torténd fermentalhatosaganak vizsgalatat

vélasztottam. Tavlati célnak tekintettem egy olyan fermentalt szojatermék kifejlesztését, melyet a
laktoz intolerancidban és tejfehérje allergidban szenvedd betegek is fogyaszthatnak, valamint
vizsgalni kivantam ezen terméken a tarolas soran bekdvetkezd valtozasokat. Elsddlegesen a
fermentaciohoz alkalmazott mikroorganizmus ¢letképességének megdrzésére vonatkozoan

kivantam informaciét szerezni.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A probiotikum, valamint a prebiotikum fogalma, alkalmazasa
2.1.1 A probiotikum eredete

A probiotikum fogalma, bar az utdbbi egy-két évtizedben valt népszeriivé, nem 1j keletli. A XIX.
szazad végén figyelt fel eldszor Ilja Mecsnyikov, a parizsi Pasteur Intézetben dolgozd orosz
szarmazasu tudos arra, hogy a Kaukazusban ¢és a Balkanon €16 népek magas atlagos ¢€lettartama
Osszefligg a rendszeres, nagy mennyiségli tejtermék fogyasztassal. Megfigyeléseit azzal
magyarazta, hogy a tejtermékek tejsavbaktériumai gatoljak a karos rothasztd, toxintermeld
baktériumok tevékenységét a bélben, csokkentve egyes betegségek kialakuldsanak kockazatat.

AzoOta ez a magyarazat az intenziv kutatdsok kovetkeztében kibdviilt és arnyaltabbd valt, de a

Mecsnyikov altal hasznalt probiotikum (;, az életért ) elnevezés megmaradt.

2.1.2 A probiotikum fogalma

A probiotikumok tehat ¢16 mikroorganizmusok egyedi vagy kevert tenyészetei, melyek megfeleld
mennyiségben alkalmazva jotékonyan hatnak a gazdaszervezet egészségi allapotara, kdzérzetére.
Az ismert probiotikus baktériumok tobbsége a tejsavbaktériumok (elsésorban Lactobacillus fajok)
¢s a bifidobaktériumok kozé tartozik. Probiotikumnak csak olyan egyedi torzsek tekinthetdk,

amelyek eldnyds egészségiigyi hatdsait klinikai vizsgalatok is alatdmasztjak.

2.1.3 A probiotikus baktériumok bélmikrobiotira gyakorolt hatasa

Az ember bélcsatorndjat a gyomortdl a vastagbélig komplex mikrobakozosség népesiti be. A
bélmikrobiota egyénre jellemzd, és mar sziiletés utan elkezd formalddni. Osszetételét és eloszlasat a
gazdaszervezet élettani jellemz6i, a mikroorganizmusok tulajdonsagai, a bélcsatorna és a mikrobak,
illetve a mikrobdk egymas kozti kdlcsOnhatdsai, valamint a kornyezeti faktorok egyarant
befolyasoljak. Az élettani jellemzok koziil fontosak példaul a bélben kivalasztott anyagok (enzimek,
immunglobulinok) vagy a bélmozgas intenzitdsa. A mikrobidlis jellemzdk kozott a bélfalhoz valo
tapadas képessége, a tapanyag ellatottsdg valtozasaihoz vald alkalmazkoddoképesség, illetve a kitartd
képletek képzésének képessége lehet fontos tényezd. A kiilonb6zd mikroorganizmusok kozott
egymast segitd (szinergista) €s egymast gatld (antagonista) kdlcsonhatasok egyarant 1étrejohetnek.
A hasznos csoportba sorolt Lactobacillus és Bifidobacterium fajok példaul szerves savak és mas,
specifikus antimikrobidlis vegyliletek termelésével tudjdk visszaszoritani szamos korokozo

baktérium szaporodéasat. Mint a fentiekbdl is latszik, a bélfléra egyensulyat kolcsonhatasok



szovevényes halozata alakitja ki. Bar ez az egyensuly a felndttekben stabil, egyes kiilsd
koriilmények (fertézések, gyodgyszeres- foleg antibiotikumos — kezelés, egyoldalt taplalkozas,
¢sszerltlen fogyokura) vagy belsd valtozdsok (az oregedés, az immunrendszer meggyengiilése,
stresszes allapot, a bél nyalkahartya-gatjanak sériilései) hatasara felborulhat, és a karos
mikroorganizmusok dominancidjanak iranyaba tolédhat el. Ezek a mikrobak kellemetlen
bélrendszeri tiineteket, megbetegedéseket okozhatnak. Altaldnosan elfogadott, hogy a bélmikrobiota
egyensulyanak fenntartdsa és helyreallitasa érdekében a hasznos mikrobak felé kell eltolni a bélflora
Osszetételét. Ez  closegitheté a  probiotikumok és  prebiotikumok fogyasztasaval. A
probiotikumokhoz, melyek elsésorban a Lactobacillus, Streptococcus és Bifidobacterium fajok
koziil keriilhetnek ki, probiotikus termékek vagy kapszuldzott étrend-kiegészitok fogyasztasaval

lehet hozzéjutni. Az 1. szdmu tablazat attekintést ad a jelenleg forgalomban 1év6 probiotikumokrol.

1. tablazat: Forgalomban lévé probiotikumok

Nemzetség Fajok Torzsek (példak)
L. bulgaricus Referencia S85
L. casei DN-114001
ATCC334
Lactobacillus YIT 9018
L. rhamnosus GG, ATCC53103
L. johnsonii La-1 La-1
L. plantarum Lp299v, WCFS1
Streptococcus S. thermophylus S85
B. animalis DN-173 010
Bifidobacterium B. breve NCIMB8807
B. longum NCC2705, DJO10A

http://www.aleph.hu/~motesz/docs/2007-1-12.pdf

2.1.4 A prebiotikumok fogalma

A prebiotikumok az emberi, illetve allati szervezet szamara emészthetetlen élelmiszeralkotok,
melyek azaltal hatnak a gazdaszervezetre, hogy szelektiven serkentik a bélben jelen 1évo, jotékony
mikrobdk szaporodasat és/vagy aktivitasat. A probiotikumokat és prebiotikumokat egyarant

tartalmazé €lelmiszerek a szinbiotikumok. (Szekér, 2006).

Minden probiotikus baktérium, amit élelmiszerekben vagy taplalék-kiegészitOkben hasznalnak a
Lactobacillus, Enterococcus vagy Bifidobacterium nemzetségbe sorolhat6. (Holzapfel et al., 2001)
Meg kell azonban jegyezni, hogy a Lactobacillus fajokat, melyek kdzé szamos probiotikus torzs

tartozik, elsddlegesen az erjesztéssel eldallitott (fermentalt) élelmiszerek készitésére alkalmazzak. E


http://www.aleph.hu/~motesz/docs/2007-1-12.pdf

torzsek egy része nem alkalmas probiotikumnak, altaldban azért, mert gyorsan elpusztulnak a
gyomor-bélrendszerben uralkod6é kedvezdtlen viszonyok kozott, igy nincs idejik jotékony
hatasaikat kifejteni. Ugyanakkor tobb, tejtermék eredetii Lactobacillus torzsrdl bizonyitottak, hogy
probiotikus tulajdonsagokkal rendelkezik, amint azt Mecsnyikov korai megfigyelései igazoljak.
Fontos azonban tudni, hogy a baktériumoknak csak megfelel6 mennyiségben elfogyasztva van

esélyiik, hogy a bélflora komplex Okoszisztémajaban kifejthessék probiotikus tulajdonsagaikat. A

javaslatok szerint ehhez legalabb 107-108 ¢l6sejt/g koncentracioban kell lenniiik. (Szekér, 2006).

2.2 Tejsavas fermentacio jelentés baktériumai
2.2.1 Bifidobaktériumok

A bifidobaktériumokat Tissier izolalta és irta le el6szor Bacillus bifidus communis néven 1909-ben.
(Biavati et al., 2000) A Bifidobacterium fajok Gram pozitiv, nem spoéraképz6, nem mozgékony,
katalaz negativ, valtozatos alaka (gorbiilt, golfiitd, vagy Y alak(l palca) anaerob baktériumok.
Cukorhasznosité mikroorganizmusok, melyek ecetsavat és tejsavat termelnek CO,; fejlodése nélkiil.
A gliik6z mellett az 0sszes human eredetli faj képes szénforrasként hasznositani a galaktdzt, a
tejcukrot és a fruktozt is (Gomes & Malcata, 1999). A bifidobaktériumok fontos alkotorészei az
emberek ¢s allatok mikrobiotdjanak. Szamos elényds hatast gyakorolnak a gazdaszervezetre, mint
példaul az immunrendszer aktivitdsara, a koleszterinszint csokkentésére, a potencialis patogének
novekedésének gatlasara, melyek fertdzéseket okozhatnak a gazdaszervezetben. Eziltal a
Bifidobaktériumok alkalmazasa szdmos tejtermékben, sajtokban €s fagyasztott joghurtban egy uj
iranyzatta valt. (Chou & Hou, 2000) Kiilonosen terjedében van a probiotikumként regisztralt

bifidobaktériumok élelmiszerfeldolgozéasba valé bevonasuk.

2.2.2 Tejsavbaktériumok

A tejsavbaktériumok Gram-pozitiv, oxiddz és kataldz negativ, palcika vagy kokkusz alakd, nem
sporaképzd baktériumok, amelyek ellenallnak a savas koriilményeknek . Jellemzd anyagcsere
folyamatuk a tejsavas erjedés és fontos szerepet jatszanak az €élelmiszerek erjesztési folyamataiban.
A tejsavbaktériumok lebontd anyagcseréjiik alapjan homofermentativ vagy heterofermentativ
csoportba sorolhatok. (Dedk, 2000)

A gliikoz homofermentativ erjesztése a glikolizis szerint torténik, és a glikolizisben keletkez6
piruvat a laktat-dehidrogendz enzim segitségével teljes mértékben tejsavva redukalodik. Az 1. dbran

nyomon kovethetd a homofermentativ tejsavas erjedés utja.

C,H,,0, — 2CH,-CHOH-COOH + 92 kJ mol™L

6
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1.  abra Homofermentativ tejsavas erjedés
http://dwb.unl.edu/Teacher/NSF/C11/C11Links/www.bact.wisc.edu/microtextbook/metabolism/Fermentation.html

A heterofermentativ erjedés elsé szakasza mas modon zajlik, a pentdzfoszfat utat koveti. A

sejtekbdl hianyzik az aldolaz, de a foszfoketolaz mitkédik, ami a gliikonsavbol képz8dd pentozokat
hasitja. Ezért a heterofermentativ erjedés mindig gazképzédéssel (CO,) jar. Végtermékei vegyesek,

fajok szerint valtozod, tejsav, ecetsav, etanol kiilonb6zd ardanyban. A 2. abrdn a heterofementativ

erjedés lathat6. (Dedak, 2000)

C.H,,0, — CH3-CHOH-COOH + etil-alkohol + acetaldehid + CO,
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2. abra Heterofermentativ erjedés
http://dwb.unl.edu/Teacher/NSF/C11/C11Links/www.bact.wisc.edu/microtextbook/metabolism/Fermentation.html
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Egyre tobb, probiotikus kultaraval eldallitott termék jut el a fogyasztok asztalara. Ezeknél
érvényesiil a tdpcsatornaban kolonizalod tejsavbaktériumok szdmos egészségvédd hatasa, mint
példaul antitumor aktivitasuk, antagonizmusuk a patogén bélbaktériumokkal, az immunrendszer
erositése, a koleszterin szintézis szabalyozasa. Sajnos a tejcukor érzékenyek keriilik e termékek
fogyasztasat, mert a B-galaktoziddz enzim hianyaban a laktéz nem bomlik le, ezért haspuffadas,

gyorsult bélmozgas, hasmenés alakul ki. (Varga et al., 2002).

2.3 A szénhidratok szerepe a taplalkozasban

A szénhidratok taplalékunk f6 alkotérészei a fehérjék és zsirok mellett. Taplalékunk szénhidratjait
poliszacharidok, diszacharidok és monoszacharidok alkotjdk. A szénhidratok energiasziikségletiink
50-60%-at fedezik, ami napi kb. 400 grammot jelent. Ebbdl 55% keményitd és megkdzelitleg 35%
szachar6z, 5% laktoz, 3% frukt6z és néhany szazalék az emberi szervezet szdmara emészthetetlen
szénhidrat, mint a cellul6z vagy a raffindz. A szénhidratok energiaszolgaltatd szerepiik mellett a
szervezet miikodése szempontjabdl is fontos vegyiiletek, részt vesznek a glikoprotein és glikolipid
felépitésében is. Kiilondsen fontos szerepet jatszik a laktéz, amely a szervezetben végbemend
hosszabb kémiai folyamat eredményeként szdmos szerviink, igy példaul a boér, az iny, a
szivbillentyli részévé valik. Jelentds szerepet tolt be a csontosoddsban, eldsegiti a kalcium
felszivodasat. Az agyszovet felépitésében is részt vesz. A sziiletést kovetd idoszakban a laktoz
jelenti a f6 szénhidratforrast-az anyatejben, a cukortartalom gyakorlatilag csak laktéz formajaban
van jelen, mint az 0jsziilott kulcstaplaléka,- aranya taplalkozasunkban a felndttkorig azonban 10%-
ra csokken. A taplalékkal elfogyasztott laktozt a szervezet kozvetleniil nem tudja hasznositani, csak
hidrolizise eredményeként keletkezé monoszacharidok formajaban szivodik fel. (3. abra) A bontast
a vekonybél nyalkahartyaja altal termelt enzim, a laktdz végzi, mely a laktoz B 1-4-es kotéseinek
felbontasaval a laktozt glikkdzra és galaktdzra bontja, melyek a vékonybél nyalkahartydjan keresztiil

az érrendszerbe szivodnak fel.

LACTOSE
CH,OH 14  CHyOH

H OH H OH
GALACTOSE GLUCOSE

3. abra A laktoz hidrolizise
(http://ttk.pte.hu/biologia/genetika/bact gen/bag05.htm)
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A laktaz enzim sajatossaga, hogy az 0sszes diszacharidbontd enzim koziil a legsériilékenyebb, és
kiilonboz6 patologias hatdsokra a legkdnnyebben karosodik. Az eldbbi sajatossagok miatt a laktoz
felszivodasi zavara a leggyakoribb malabszorpcid. A laktéz-felszivodasi zavar kronoldgiailag két

csoportba oszthato: az elsddleges (primer) €s a masodlagos (szekunder) malabszorpciora. (Barna,

1998).

2.3.1 A laktéz hatasa a kalcium abszorpcidjara

A kalcium abszorpcidja szdmottevéen megnd, ha a taplalék laktdzt is tartalmaz. Ezt a hatast nem
magéanak a laktéznak, hanem a tejsavnak tulajdonitjdk, amely a mikrobidlis hatas
kovetkezményeként jon 1étre az emésztd rendszerben, és ezért a savanyu tejtermékeknél nagyobb
kalcium abszorpcidt figyeltek meg. A megndvekedett kalciumabszorpeid egyik magyarazata az,
hogy a tejsav altal 1étrehozott savas koriilmények kozott a kalciumsok oldhatosaga jobb, aminek
hatasara megnd a hasznosithaté kalcium mennyisége. Hatassal lehet a megndvekedett abszorpciora
az is, hogy a lakt6z oldhato komplexet képez a kalciummal, s6t mi tobb a laktéoz még a kalcium
transzportjat is megkonnyiti. Egy allatkisérletben, amelyben az egyik &llatcsoport takarménya
laktézt, a masiké pedig ugyanannyi glilkdzt tartalmazott, megallapitottak, hogy a laktézos diéta
megnovelte a kalcium, a magnézium, a foszfor és mas esszencidlis nyomelemek abszorpcidjat,
ennek kovetkeztében csokkentette a kalciumhiany tlineteit, a csontvaz kalcium veszteségét,
volt, mivel nagyobb csonttomeg és jobb mindségii csontallomany volt elérhetd. A laktoz a fentiek
miatt optimalis koriilményeket biztosit a tej nagy kalciumtartalménak abszorpciojahoz.

A fermentalt tejkészitmények még a laktdéznal is jobban javitjak a kalcium felszivodasat, mivel a
tejsav a kalciumot lehasitja a fehérjérdl és ionos forméaban konnyebben szivodik fel, mint kotott
formaban. Kutatok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a tejsav, a laktoz, a D-vitamin és a kalcium
specialis kombinacioja savanyitott tejkészitményekben kiilonésen optimalis feltételeket teremt a

kalcium felszivodasara (Csapo, 2002).

2.3.2 A laktéz-malabszorpcié tipusai
2.3.2.1 A primer malabszorpcio

Az elsddleges felszivodasi zavar velesziiletett tipusa a ritka korképek kozé tartozik. Ebben az
esetben a bélhdmsejtekbdl mar a sziiletéskor hianyzik a laktaz. Gyakoribb a primer malabszorpcio
késdi megjelenésti (felndtt) tipusa, melynek lényege, hogy a teljesen normalis vékonybél-

boholystruktara €s —hamsejtek mellett a tejcukorbontd enzim miikddése az egyén életkoranak



elérehaladtaval fokozatosan csokken, majd megszlinik. A tiinetek altaldban nagyobb gyermekekben
¢és felndttekben jelentkeznek. Gyakorisagaban a vilag népei kozott nagy kiilonbségek vannak, a
skandinav népek 5-15 szazalé¢kos ardnyatol a Japanban mért 89 szazalékos aranyig. Egyes etnikai
csoportokban (indianok, amerikai négerek, eszkimok, azsiaiak) a felnétt lakossag 70-100 szazaléka
nem képes a laktoz megfeleld bontasara (2. szamu tablazat). Ezzel szemben az észak-europai
lakossag, a németek, danok, francidk, angolok esetében felndttkorban is kielégit6 marad a
bélrendszer laktaz aktivitdsa. Tobb tényezo6tdl is fligg, hogy hany éves korban sziinik meg a
tejcukorbontas. Elsdsorban a foldrajzi helytdl, az etnikai hovatartozastol és a szocialis
koriilményektdl. Legkorabban harom éves kor koriil, atlagosan azonban 6t éves kor utan kezdédik a
laktaz aktivitasdnak csOkkenése. Etnikai sajatossag, hogy példaul a Fiilop-szigeteken mar a

haroméves gyermekek 48 szdzalékaban mutathato ki a laktozbontasi zavar.

2. tablazat: A laktézmalabszorpci6 gyakorisaga Kiilonb6z6 orszagokban
(Bodanszky, 2003, nyoman)

Orszag Gyakorisag %
Eszak-Amerika (fehér lakossag) 5-20%
Eszak-Amerika (fekete lakossag) 70-75%
Eszak-Amerika (indian lakossag) 66%
Dénia 3%
Afrika 50%
Afrika (Nigéria) 58-90%
Azsia 55-95%
Eszkimé 88%
Izrael zsido6 lakossag 61%
Izrael arab lakossag 81%
Mexikd 74%
Japan 90%
Atlag eurépai 15%

Magyarorszagon az altalanos iskolasok (6-14 év) 6,2 szazaléka, a serdiilok és fiatal felndttek (15-29
€v) 6,62 szazaléka ¢€s a felndttek (30-49 év) 14,66 szdzaléka szenved laktoz intoleranciaban. Ezen

beliil a n6knél magasabb el6éfordulasi arany tapasztalhato.

2.3.2.2 A szekunder malabszorpcié

A masodlagos laktozfelszivodasi zavar szerzett allapot. Atmeneti laktdzhiany (hipolaktazia) szinte
minden emberben el6fordul élete folyaman bélfert6zés, hasmenések kapcsan. A hattérben ilyenkor

a bélhamsejtek sériilése all. A laktazelégtelenség a kivaltdé ok megsziinését kovetden abbamarad. A
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kivaltd okok a kovetkezOk lehetnek: hasmenéses allapotok, tehéntejfehérje-allergia, bélférgek,
kronikus  gyulladdsos bélbetegségek, immunhidanyos dallapotok, sebészeti beavatkozasok,

gyogyszerek.

2.3.2.3 Laktoz-malabszorpci6 - laktoz-intolerancia

A felszivodasi zavar” kifejezést altaldban Osszevontan hasznaljadk mind az emésztés, mind a
felszivodasi mechanizmus karosodasara. Felszivodasi zavarrol akkor beszéliink, ha az emésztett
tapanyag valamilyen koros elvaltozas kovetkeztében nem keriil a4t a vékonybél hamsejtrétegén
keresztiil a vér- vagy nyirokkeringésbe. A felszivodasi zavart két csoportra osztjuk:

1. (Lakt6z)-malabszorpcio,

2. (Laktéz)-intolerancia.
Elettanilag mindketté azt jelenti, hogy a laktoz valamilyen oknal fogva nem szivodik fel a
vékonybélbdl, de tiinettanilag megkiilonboztetjiik a két fogalmat.
Malabszorpciorol (felszivodasi zavar) akkor beszéliink, ha a tejcukor felszivodéasa csokkent, vagy
egyaltalan nem torténik meg, ellenben nem jar koros klinikai tiinetekkel.
Intoleranciardl abban az esetben beszélhetlink, ha a tejcukor elfogyasztasat kovetéen koros tiinetek
Iépnek fel, tgy, mint hasfajas, hasgdrcs, hanyinger, esetleg hanyéas, hasmenés. Az allapot
sulyossagatol fiigg a tiinetek nagysaga, amely az enyhe émelygéstdl a stlyos hanyas-hasmenésig

valtozhat. (Bodanszky, 2003)

2.3.3 Szintenyészetekkel eldallitott tejtermékek szerepe az emésztésben

A szintenyészetekkel késziilt termékek emészthetdsége jobb, mint a kiindulasi anyagoké. Ennek két

oka van:

e Az elsd, hogy a tejsavbaktérium altal termelt tejsav rendkiviil finom csapadék forméjaban
kicsapja a fehérjét. Az apro részecskék oriasi feliilete lehetdséget ad az emésztéenzimek
szdmara a fehérje lehetd legnagyobb feliileten valdo megtdmadasara €s gyors lebontésara.

¢ A masodik ok, hogy az eldallitas soran a mikroorganizmusok a fehérje egy részét peptidekké

¢s szabad aminosavakka bontjak le, amit a fehérje eldemésztésének is neveznek.

A fermentalt tejtermékek biologiai értéke jelentésen nem valtozik fermentacidé soran, de a
savanyitott tejtermékekben a fehérje allergén hatdsa sokkal kisebb, mint az eredeti nyerstejben.
Tovabba, a savanyitott tejtermékekben a lipolitikus enzimek hatasdra a tejzsir emészthetosége €s

abszorpcioja jelentds mértékben megnd. A fehérje emészthetdsége a joghurtban az anyatejhez

11



hasonld, ezért a fermentacioval késziilt tejtermékeket kiilondsen értékesnek tartjak csecsemok és

gyermekek taplalasaban, illetve hasonld elényoket tapasztaltak idésebb embereknél is. (Csap,
2002).

A laktoz intolerancidban szenvedo betegek egy részénél a joghurtokban, illetve kefirekben talalhato,
a normal tejhez viszonyitva kisebb mennyiségli tejcukor is kivaltja a betegségre jellemzd
kellemetlen tiineteket. Ezért keriilik e termékek fogyasztasat, s igy téplalkozasukban nem
érvényesiilhet a savanyitott tejkészitmények koztiik a probiotikumok szamos kedvezd taplalkozas-

biologiai hatasa. (Varga et al., 2002).

2.4 A széjabab (Glycine max)

A vilagon szdmos ¢élelmezési célra hasznosithatd novényi eredetli fehérjeforras all
rendelkezésiinkre, de ezek koziil is kiemelkednek a hiivelyes novények, kiillondsen a szdjabab,
ugyanis fehérjetartalma, valamint bioldgiai értéke nagyobb, mint a tobbi novényé. A szdja Délkelet-
Azsiabol szarmazik. Eurépaba csak a 18. szézadban jutott el, de csak a 20. szizadban keriilt a
figyelem kozéppontjaba fehérjetartalma miatt. A szdjatermesztési kisérleteket a 19. szdzad masodik
felében kezdték el hazdnkban Haberlandt Frigyes munkéssdga nyoman. Jelenleg a vilag 71

orszagaban, 0sszesen kozel 80 millid hektaron folyik szdjatermesztés.

24.1 A szdja, mint névény

A szdjabab rendszertanilag a hiivelyesek (Leguminosae), a Fabules renden beliil a Papilionaceae
(pillangdsviraguak) csaladjaba tartozik. Morfoldgiailag a babhoz hasonld egynyari, dudvés szaru
ndvény. Szara a bokorbabéhoz hasonld, de annal merevebb. Fajtatdl fiiggéen 20-150 cm magasra
nd. A leveleinek alakja igen véltozatos, rendszerint megnyultabb vagy zomdkebb tojasdad alaku.
Eréskor a levelek — fajtak szerint — lehullnak, vagy a szaron maradnak. Virdgjanak szine lila,
rozsaszin, fehér vagy ezek atmenetei. A szoja ontermékenyiild ndvény. Termése kard vagy sarld
alaku hiively. A hiivelyekben 2-4 mag fejlodik. A mag lapitottan gombdlyded alaka, szine a fajtara
jellemzéen valtozd: sarga, citromsarga, zold €s barna, fekete, barnas-zold, sziirkés. A szodja

gylijténév, kb. 500 fajtaja létezik.
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2.4.2 A szdja beltartalmi jellemzdi

A szojabab kiemelkedden értékes novény. Magja nagy fehérje- €s olajtartalma. A fehérje aminosav
Osszetétele kivalo, ebbdl eredden bioldgiai értéke magas. A magban ugyanakkor viszonylag
alacsony a szénhidrat mennyisége, melynek kiilonods sajatsaga, hogy keményitét nem tartalmaz.
Igen jelentOs a szacharoz tartalma, illetve a vizben, a szovetnedvben nem oldodo poliszacharidok
mennyisége. A szénhidratok ardnya 14,7 és 18,3% kozott valtozik, ahogy azt a 3. szamu tablazat
mutatja. A szénhidrat 60%-a szachardz, 4%-a raffinéz és 36%-a sztachiéz. A szojababban
viszonylag alacsony a rosttartalom, ebben kevés a celluloz, a hemicelluléz, valamint a lignin

aranya. Mindebbdl eredéen a rost emészthetdsége kedvezének mondhaté. (Baliko et al., 2005)

3. tablazat: A széjabab fontosabb beltartalmi anyagai és azok mennyisége
(Baliko et al., 2005)

Beltartalmi anyagok Mennyiség (g/100g)
Viz 7,5-10,1
Nyersfehérje 36,8-41,0
Szénhidratok 14,7-18,3
Szachar6z 3,3-9,9
Sztachioz 3,2
Raftindz 11
Poliszacharidok 3,6
Olaj 18,0-22,0
Rost 3,9-5,3
Oldhatatlan maradék 8,0
Celluloz 2,8-3,7
Hemicelluloz 1,0-2,3
Lignin 0,2

2.4.3 A szdja aminosav osszetétele

A szdja értékét elsdsorban a fehérjetartalom, valamint a fehérje aminosav-6sszetétele hatdrozza
meg. A szojafehérje kozel 90%-ban jol oldddik vizben. Az albuminok és globulinok koziil az

utobbiak részaranya nagyobb. A 4. szamu tablazat bemutatja a szojabab aminosav-osszetételét.
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4. tablazat: A szojabab aminosav-osszetétele
(Baliko et al.,2005)

Aminosavak Aminosavak a szarazanyag szazalékaban g/16 g N
Lizin 2,21-2,40* 2,30** 5,7
Metionin 0,46-0,52 0,69 1,4
Cisztein 0,53-0,60 0,52 1,3
Treonin 1,42-1,63 1,73 4,1
Triptofan 0,47-0,52 0,48 1,5
Alanin 1,84 4,5
Arginin 2,54-2,81 2,69 6,2
Hisztidin 0,87-1,01 0,95 2,5
Leucin 2,36-2,85 2,88 7,2
Izoleucin 1,56-2,18 1,76 51
Fenilalanin 1,80-2,36 2,07 5,0
Valin 1,62-2,02 1,97 5,3
Glicin 1,52-2,00 1,74 4,3
Prolin 2,13 55
Aszparagin 5,20
Szerin 1,67
Tirozin 1,56

* Hét kiilfoldi intézmény szélsé értékei
** ATK Takarmanyozasi Kutatointézet Herceghalom vizsgélati atlagai

A jol valasztott, megfeleld mennyiségli és mindségli fehérjét tartalmazo taplalék az alapja az
egészségmegdrzd taplalkozasnak. A fehérjéket alkotd hisz aminosav koziil nyolc esszencialis: a
lizin, triptofan, fenilalanin, metionin, treonin, leucin, izoleucin, €s a valin, melyeket a szervezet nem
tud szintetizalni. Az esszencialis aminosavakat ezért taplalék utjan kell a szervezetbe juttatnunk. A
6. szamu tablazat tartalmazza a becsiilt napi aminosav sziikségletet testtomeg kilogrammonként.
(Barna et al., 2000)

A szoOjabab fehérje taplalo tulajdonsaga a novényi élelmiszerforrasok koziil a legkedvezdbb.
Osszehasonlitva a tehéntejjel, - ahogy azt az 5. szdmu tablazat is tartalmazza - az arginin és az

aszparaginsav nagy mennyisége kiemelkedo.
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5. tablazat: Aminosav tartalom (g/100 g fehérje)
(Bir6 & Linder, 1998)

=
[72)
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s | |ls |8 |E |8 |8 |= S lc|c|E |2
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Anyatej 44 143 (96 |39 1173128 |46 |99 (7,7 |18 |81 (52 |37 |50 |51
Tehéntej |34 |32 |75 |52 (21,8 |26 |46 |93 |76 |24 |89 (56 |46 |43 |56
Szo6ja 42 |72 (11,7 |49 (18,7 |25 |45 |78 |64 |13 |55 (51 |31 |39 |48

6. tablazat: Aminosavak becsiilt napi sziikséglete (mg/ttkg)
(Barna et al., 2000)

Ammiinesay Csecsemé Iskolas gyermek Felnétt
(3-4 honapos) (10-12 éves)

Hisztidin 8 Nincs adat Nincs adat
Izoleucin 70 28-30 10,0
Leucin 161 44-45 14,0
Lizin 103 44-60 12,0
Metionin 58 22-27 13,0
Fenilalanin 125 22-27 14,0
Treonin 87 28-35 7,0
Triptofan 17 3,3-4 3,5
Valin 93 25-33 10,0

2.4.4 A szojabab asvanyi anyag és vitamin tartalma

A szojabab 4svanyi anyagokban és vitaminokban gazdag. Asvanyi anyagok koziil nagyobb
mennyiségben magnéziumot, kalciumot, valamint foszfort tartalmaz, ahogy azt a 7. szdmu tablazat
is mutatja. Vitaminok koziil kiemelked6 a szdjabab B- és E-vitamin-tartalma, de K-vitamin tartalma

sem hagyhato figyelmen kiviil, melyet a 8. szdmu tdblazatban emeltem ki.
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7. tablazat: A széja asvanyianyag-tartalma
(Baliko et al., 2005)

Megnevezés Szo6jabab
Kalcium 2,59 /sza. kg
Foszfor 7,19 /sza. kg
Vas 66,3 mg /sza. kg
Cink 37,0 mg /sza. kg
Jod 0,5 mg /sza. kg
Mangan 23,3 mg /sza. kg
Réz 7,7 mg /sza. kg
Kobalt 0,2 mg /sza. kg
Olom 0,3 mg /sza. kg

8. tablazat: A szdja vitamintartalma
(Baliko et al., 2005)

Vitaminok

A teljes széjababban (mg/g)

Riboflavin
Niacin
Piridoxin
Biotin
Pantoténsav
Folsav
Inosit
Kolin
Karotin
E-vitamin
K-vitamin

3,4-3,6
21,4-23,0
7,1-12,0
0,8
13,0-21,5
1,9
2300
3400
0,18-2,43
1,4
1,9

2.4.5 A széjabab antinutritiv anyagai

Evezredes gyakorlat volt a széjabab fogyasztas el6tti dztatasa majd fézése, ennek célszertiségét a
jellegzetes bab iz megsziintetésével magyaraztdk, de még nem emlitették a szdjaban talalhatod
antinutritiv anyagokat, melyek kedvezdtlen hatasai e ,,kezelések™ folyaman inaktivalodtak.

Antinutritiv hatasunak nevezziik azokat az anyagokat, melyek szemmel lathatdé koros tiineteket
ugyan nem okoznak, de a taplalék tapanyagainak értékestilését rontjak. A szodjababban taldlhatod

antinutritiv anyagokat a 9. szdmu tablazatban Osszegeztem. Az egyik legfontosabb antinutritiv
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anyag a szOjababban a tripszin inhibitor (TI), mely a tripszin nevii enzim hatasat gatolja, igy
csokkentve a fehérje emészthetdségét.

Az antinutritiv anyagok inaktivalasanak lehetdsége rendkiviil fontos. Szerencsére, ahogy a 9. szdmu
tablazat mutatja, legnagyobb részben ezen anyagok héérzékenyek. A hokezelt (f6zo6tt, g6zolt) mag
fehérjéje viszont jol hasznosul é€s kitlind bioldgiai értékii. 20 %-os nedvességtartalom esetében 15
perces g6zdléssel, vagy 3-4 atmoszféras nyomason 121°C-on a szdjabab enzimgatléi néhany perc

alatt denaturalodnak. (Baliko et al., 2007.)

9. tablazat A sz6jabab antinutritiv anyagai
(Baliko et al., 2007)

Hore érzékenyek Hoének ellenallok
Proteaz inhibitorok Fitinsav
Tripszin inhibitor Cseranyagok
Kimotripszin inhibitor Favizmus faktorok, vicin, konvicin
Haemagglutininek, lektin Osztrogén, izoflavon szarmazék
Golyvaképzé faktorok Flatulencia faktorok, oligoszacharidok
Antivitaminok Szaponinok

2.5 Szojatej fermentacio

A szdjatej termékek jotékony hatasuk kovetkeztében foként a modern étrenden alapulnak. A
koleszterin, glutén ¢€s laktéz mentes szojatej egyarant alkalmas élelmiszer a laktdz intolerancidban
szenvedé vasarloknak, vegetarianusoknak és tejfehérjeallergiaban szenvedOknek. A szojatej
telitetlen zsirsavtartalma magas, taplaldo Osszetevdin feliill a szojababban 1évé fitodsztrogének
stimulaljak a koleszterin szabadda tételét azaltal, hogy csokkentik az LDL koleszterin receptorait,
igy novelve e receptorok aktivitdsat. A magas protein tartalmu szojatejben kisebb mennyiségii
koleszterin van jelen, ha a sz6jabab fehérjét tehéntej fehérjével helyettesitjiik. Sok vasarlo tetszését
azonban nem nyerte el az egyszerll szojatej ize. Ez az eltérd aroma lehet az egyik tényezdje az
alacsonyabb fogyasztasnak a nyugati étrendben. A szdjatej ize javithatd az lide, fiives vagy szdja iz
csokkentésével tejsavas fermentacid soran. E korlatok lekiizdésére és egy probiotikus étrend
bifidobaktériumok segitségével. (Wang et al.,2004) A vizsgalatok kimutattak, hogy a szojatej
tamogatni tudja a Lactobacillus acidophilus CCRC 14079, a Streptococcus thermophilus CCRC
14085, a Bifidobacterium infantis CCRC 14633 valamint a Bifidobacterium longum B6 torzsek
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novekedését. Mindemellett, meglehetésen nagy csokkenést figyeltek meg a fermentalt szdjatej
alkalmazasa esetén. Tovabba, megallapitottak, hogy a Bifidobacterium infantis jobban novekszik a
szbjatejben, mint a Bifidobacterium longum. A szobjatej gliikdzzal, laktozzal, vagy galaktozzal valo
dusitasa serkentette a Bifidobacterium infantis és a Bifidobacterium longum novekedését a

szojatejben.

2.6 A mikrobialis novekedés jellemz6i

2.6.1 A mikroorganizmusok novekedését, talélését, pusztulasat meghatarozé tényezok

Mint minden €16 szervezet, a mikroorganizmusok is bizonyos kornyezeti feltételeket igényelnek a
szaporodasukhoz. (Farkas, 1990) A szaporodés és a pusztulds a mikrobak létfontossagu élettani
folyamatai, amelyeket a jellemz6 belsé tulajdonsagaik és a rajuk hatd kiilsé 6koldgiai tényezdk
hataroznak meg. Ezek hatasa egyiittesen, egymassal kdlcsonhatasban érvényesiil. (Deak, 2006)

A mikroorganizmusok élettevékenységét és szaporodasat szamos tényezo befolyasolja:

e Id6

o Kozeg pH-ja

o Kozeg tdpanyagtartalma
e Vizaktivitas

e HOmérséklet

e Oxigénigény

2.6.2 A mikroorganizmusok novekedésének kinetikaja

A mikroorganizmusok szaporodasat leird altalanos egyenlet:

dx
w0 €
ahol x: a mikrobaszam
t: inkubacios 1d6

u: fajlagos szaporodasi sebesség

Az (1) egyenletet integralva a kovetkezo kifejezéshez jutunk.
Inx=pt+C (2)
A (2) egyenletbe a C konstans helyére bevezetve a beoltasi sejtszdmot (xg) és kifejezve p értékét a

kovetkezd kifejezéshez jutunk:
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_ln[X/Xo]
= 3)

A (3) Osszefiiggésbdl a fajlagos szaporodasi sebesség ismeretében a generacids id6 meghatarozhato.
¢ = In2 0,693
gen u “ (4)

2.6.3 A novekedési gorbe szakaszai, szaporodasi fazisok és jellemzéik

A mikroorganizmusok populdcidinak szaporodasi sebessége jellemzd szakaszok szerint valtozik.
Ezaltal a populéacio sejtszamat az id0 fliggvényében a szakaszokra tagolt szaporodasi sebesség

gorbével dbrazolhatjuk. (Dedk, 2006).

log (sejtszam) 7

E— .
I / Vi

t (ida)
4. abra Logaritmusos szaporodasi gorbe

L fazis: Lappangési szakasz, melyben a sejtek szama valtozatlan marad. A sejtek alkalmazkodnak a
kornyezeti feltételekhez.

II. fazis: Atmeneti gyorsuld szakasz, melyben kezdetét veszi a sejtek szaporodasa, de még nem
minden sejt képes a megkettdzodésre.

II1. fazis: Exponencidlis szaporodas fazisa, melyben minden sejt osztodik a fajra és torzsre jellemz6
gerenacids ido alatt.

IV. fazis: Atmeneti lassulds fizisa, melyben a szaporodas lelassul, a szaporodd sejtek szama
csokken.

V. fazis: Allandosult szakasz, melyben a szaporodas allandosul, szaporod6 és pusztulé sejtek aranya
1:1.

V1. tazis: Hanyatlasi szakasz, melyben tobb sejt pusztul, mint amennyi osztodik.

VII. fazis: Pusztulési szakasz, melyben exponencidlisan nd a pusztulo sejtek szama.
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2.7 Optikai hullimvezeté fénymoédus spektoszkopia

Mindenhol a vildgon ahova csak nézilink hatarfeliileteket latunk, hatdrokat két fazis kozott. A
lényeges kémiai-fizikai reakciok ezeken a hatarfeliileteken jatszodnak le. A kutatok korabban
homogén oldatban vizsgaltdk a reakcidkat, az utdbbi idében azonban 10j kisérleti eredmények
lehetové tették, hogy pontosabb, kényelmesebb modszerekkel a reakciokat a hatarfeliileteken

vizsgaljak. Ezek a modszerek a fény visszaver6désén alapulnak.

2.7.1 A mérés elve

Az Optikai Hullamvezetd Fénymoddus Spektoszkopia (OWLS) alapja egy integralt optikai
hullamvezetd szenzor, roviden chip, mely két, eltérd torésmutatoji rétegbdl (iiveg szubsztrat n~1,5
¢és hullamvezet6 réteg n~1,8) all. A vékony felsé SiO,-TiO, hullamvezetd rétegben finom optikai

racs talalhat6. Az OWLS technika mikodési elvét az 5. abra szemlélteti.

Surface Rotation
./_I\i

modification

Evanescent
field

i Flow-cell

:/ Photodiode| =
=1

;J;‘ \ V\Iaveguige,.»-'f“’:"'"' Support

Micrometer
screw

Stepping
motor

; Slit Shutter Laser
Incoupling —— ‘

angle . Q)
seammirer N

5. abra Az OWLS technika miikodési elve

A mérés soran a linearisan polarizalt 1ézer fényt az optikai racs bevezeti a vékony SiO2-TiO;
hullamvezetd rétegbe. A becsatolt fény a hulldmvezetdben teljes visszaverddés sorozatdval terjed,
intenzitasat fotodiddakkal mérjiik. A 1ézerfény beesési szogét adott szogtartomanyban valtoztatva
az egyes chipekre jellemz6 intenzitasspektrumot kapunk, melyb6l nagy pontossaggal
meghatarozhaté a becsatolasi szogek értéke. A mért becsatoldsi szogekbdl szamithatdo a
hulldmvezetd feliiletén megkotddott anyag rétegvastagsdga és a torésmutatd értéke, valamint a
vizsgalt molekuldk fajlagos stiriségének ismeretében a megko6tddott anyag egységnyi feliiletére esd

tomege. A technika kimutatési hatara néhany ng fehérje/cm?. (J. Vords et. al., 2002)
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Mivel a biokémiai folyamatok vizes kdzegben jatszodnak le a szenzort atfolyd kiivetta segitségével
rogzitjik a feliileten, melynek térfogata 50 pl. A kiivettaban a hullamvezetd szenzor feliiletén
végbemend reakcionak megfeleléen a becsatolasi szogek értéke idoben valtozik, ezért az
intenzitasspektrumokat folyamatosan mérve a kinetikai valtozasok nyomon kovethetok, ahogyan azt

a 6. abra szemlélteti.

90 T
80 +

30 +
20 +
10 + alapvonal

&0 70 ¢ masodik
u:f 60 + reéteg
@ 50+ els6 réteg specifikus
o 40+ adszorpcidija kotodese
£

ﬁ

ido (perc)

6. abra A folyamatok idébeli nyomon kovetése

A modszer alkalmas tobbek kozott fehérjék felilleti adszorpcidjanak vizsgalatara, kémiai
szenzorként kiilonbozé gazok mérésére, 4allati sejtek novekedésének vizsgalatdra, valamint
immunszenzorként antigének/antitestek minéségi és mennyiségi meghatarozasara. Az integralt
optikai hulldmvezetd szenzort bioszenzorként alkalmazva a mérendd anyagra (antigénre) specifikus
molekulat (antitestet) rogzitenek, igy a molekulak kozott lejatszodo erds kotddési reakeid révén a
mérni kivant anyag a vizsgalt oldatbol meghatarozhat6. Fontos, hogy a biomolekuldkat minél
erdsebb kotderdkkel, lehetdleg kovalens kotésekkel kapcsoljuk a szenzorfeliilethez, ugy, hogy

aktivitasukat meg0rizzek.

2.7.2 A mérorendszer felépitése

Az OWLS100 tipusti miiszert folyamatosan araml6 injektalasos (FIA) mérérendszerben hasznaljuk,
ahol az alland6 Osszetételli és pH-ju pufferoldat dramlasat perisztaltikus pumpa biztositja. A
standard oldatokat és a mintakat sziirést és megfeleld higitast kovetden injektor segitségével
juttatjuk be a rendszerbe. Az antitestek kotddését a kiivettdban az OWLS detektor érzékeli. A

mérorendszer a 7. abran lathato.
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7. abra Az OWLS mérorendszer szerkezeti vazlata.
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3 A MUNKA CELJA

TDK kutatasaim soran célul tliztem ki bifidobaktériumokkal erjesztett szdjatej eldallitasat, melyet
lakt6z intoleranciaban és tejfehérje allergiaban szenvedd betegek is fogyaszthatnak. A fermentéacid
lefolydsanak értékelésére a haszon mikroorganizmusok szaporoddsanak, valamint a pH
alakulasanak kovetését terveztem. Az egyes fermenticiok részletesebb vizsgalatara savfok és
szerves sav, illetve szénhidratok koncentracidjanak valtozasat is vizsgalni kivantam, valamint a
termékek allomanyat szemrevételezéssel értékeltem. Az erjesztett termékek stabilitasat a
baktériumok talélési képességének meghatarozasaval, illetve pH valtozas regisztralasaval

szandékoztam kovetni.

Terveim kozott szerepelt egy olyan miiszeres vizsgalati modszer adaptalasa, amely alkalmas lehet a
fermentacio folyaman, illetve a késztermékben a sejtszdmok meghatdrozésara. Erre a célra az
Optikai Hullamvezet6 Fénymodus Spektroszkopiat (OWLS) valasztottam. Tovabba Osszefiiggést
kivantam keresni a hagyomdnyos, tenyésztéses €16 mikrobaszam meghatirozds és a miszeres

mérési eredmények kozott.

A szojatej fermentacios és tarolasi kisérleteket, valamint a Bifidobacterium torzsek vizsgalatat a
Budapesti Corvinus Egyetem Sor- €s Szeszipari Tanszékének Fermentacios Laboratoriuméaban

végeztem.

Az immunszenzoros vizsgalatok a Kozponti Kornyezet- és Elelmiszer-tudomanyi Kutatointézet

Elelmiszer-analitikai Osztalyan torténtek.
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4 ALKALMAZOTT ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

4.1 Felhasznalt torzsek

A torzsek
jelolése faji besorolasa eredete
- . Sor- és Szeszipari Tanszék izolatuma
A48 Bifidobacterium longum (MAYER et al., 2003)
Bb-46 Bifidobacterium longum | Chr. Hansen starter kultira
Mez6gazdasagi €s Ipari
B01819 Bifidobacterium longum | Mikroorganizmusok Nemzeti
Gylijteménye
Bb-12 Bifidobacterium lactis Chr. Hansen starter kultura
Mezdgazdasagi és Ipari
B02020 Bifidobacterium lactis Mikroorganizmusok Nemzeti
Gyljteménye
- . Sor- és Szeszipari Tanszék izolatuma
B9.1 Bifidobacterium breve (MAYER et al., 2003)

4.2 Alkalmazott tapkozegek és oldatok

Beeren’s agar
Glikoz
Cisztein-hidroklorid
Columbia agar
Agar-agar
Desztillalt viz

Autoklavozas 121°C-on 15 percig, majd visszahiitjiik 70°C-ra €s 5 ml propionsavat adunk hozza. A

pH-t 5,0-re allitjuk.

59
059
44 ¢
59
1000 ml

TPY (Trypticase-Peptone-Yeast extract) leves

Trypticase pepton (BBL)

Phytone pepton
Gliikoz
Elesztékivonat
Tween 80
Cisztein-HCL
KoHPO,
MgC'Z *6 H,O
ZnSO, *7 H,0
CaCl,

FEC|3* 6 H,O
Desztillalt viz
pH=6,8

109
5¢
5¢

259

1ml
059

29
059

0,25¢g
0,15¢g
0,03 ¢
1000 ml

Autoklavozas 121°C-on 15 percig
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Fiziologias sooldat
NaCl 859
Desztillalt viz 1000 ml

4,5 ml-enként kémcsovekbe toltve autoklavozzuk 121°C-on

4.3 Tenyésztési koriilmények

A probiotikus baktériumok anaerob mikroorganizmusok, ezért szaporodasuk egyik alapfeltétele az
oxigénmentes kornyezet. Ezt a Bugbox (8. dbra) anaerob munkahely biztositotta. Ez a berendezés
egyarant alkalmas a Petri-csészékben 1évé szilard, valamint az inokulum készitéshez sziikséges
tapleves tenyészetek inkubalasara. A késziilékben a hoémérséklet és a pdaratartalom is
szabalyozhat6. Az oxigénmentes kornyezetet gazkeverékkel biztositjuk. Az elegy N» gazban 10%
CO; és 5% Hy gazt tartalmaz. A hidrogéngédz szerepe az, hogy a maradék oxigénnel reakcidba
Iépve a palladium katalizator jelenlétében vizet képezzen. A boxban szabad kézzel lehet dolgozni.
A bifidobaktériumok optimalis szaporodasi hdmérsékleti tartomanya: 37-41°C. Ennek megfeleléen

a tenyésztést 37°C-on végeztem.

8. abra Anaerob munkahely (Bugbox)

4.4 A felhasznalt szojatej

Elelmiszeriizletekben konnyen beszerezhetd, hékezelt, natur szojatejet vasaroltam, mely GMO
mentes sz0jabol, kalcium, B, B, valamint D vitamin hozzdadasaval késziilt. Nem tartalmaz

tartositoszert, mesterséges szinezéket és aromat.
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Az éltalam alkalmazott Alpro Soya ital dsszetétele:

Viz, hantolt szdjabab, nyers nadcukor, trikalcium foszfat, savanyusagot szabalyozd anyag
(monokalium-dihidrogén-foszfat), tengeri s6, aroma, stabilizator (gellangumi) vitaminok
(riboflavin, Biz, D,).

4.5 A fermentacio kivitelezése

A torzsfenntartdas TPY levesen 2 naponta folyamatos passzalassal tortént. Az alkalmazott
Bifidobacterium torzsek 24 oras tenyészetével a kisérleti tervnek megfeleld mennyiségli szojatejet
oltottam be. A fermentéciot 10 tf%-nyi inokulum tenyészettel inditottam, majd 37°C-on 8 dran
keresztiil inkubaltam. A 0. a 4. illetve a 8. 6raban mértem a mintak pH értékét, tizedeld higitasi sort
készitettem, majd a 10%, 10° és a 10°-0s higitasbol lemezontéssel az élécsiraszam meghatarozasédhoz

parhuzamos mintéakat oltottam le.

4.6 Tarolasi kisérlet

A térolasi kisérletet 4°C-on 8 héten keresztiil végeztem. Kiinduldsként a 8 6ras fermentalt termékek
adatai szolgaltak. Hetente vizsgaltam a mintak éldcsiraszamanak és pH-janak alakulasat.

4.7 Vizsgalati médszerek

4.7.1 Az élocsiraszam meghatarozasa lemezontéses modszerrel

A fermentalt termékben 1évo Bifidobacterium torzsek sejtszamat telepszamlalasos modszerrel

hataroztam meg.

Taptalajok elokészitése:

Els6 1épésben felolvasztottam az elkészitett és autokldvozott szilard Beeren’s taptalajokat, majd
felhasznalasig 50°C-os vizfiirddben taroltam Oket. Lemezontés eldtt megfelelé mennyiségli NaOH-

ot és propionsavat adagoltam hozzajuk.

Higitasi sor készitése:

A mintat homogenizaltam és tizedel® higitasi sort készitettem 10° fokozatig.

Leoltas lemezontéses modszerrel:

A higitasi sor megfelel6 tagjaibol 0,1 ml-t steril Petri-csészékbe adagoltam, majd kb. 15 ml-t
Ontdttem ra a taptalajokbol. A Petri-csészék korkorés mozgatasaval elkevertem az inokulumot a

taptalajjal. Dermedés utan a Petri-csészéket megforditottam és bugboxban 37°C-on inkubaltam.

A termosztéalasi id6 utdn megszamoltam a kifejlodott telepeket, és az eredményeket a minta 1 ml-ére

vonatkoztatva szamitottam.
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472 A pH mérés

A pH meghatarozasat Mettler Toledo tipust késziiléken, kombinalt livegelektréd segitségével

végeztem. A késziiléket két standard segitségével kalibraltam.

4.7.3 A savfok meghatirozasa
4.7.3.1 A mérés elve

A fermentalas soran keletkezett sav mennyiségébdl kovetkeztethetink a Bifidobacteriumok
elszaporodésara, eziltal a termék mindségére. A Soxhlet-Henkel féle savfok (SH®) meghatarozasi
modszer lényege, hogy az 0Osszes lugmegkoté anyagot megtitraljuk fenolftalein indikator

jelenlétében 0,1 n NaOH-t hasznalva.

4.7.3.2 A mérés menete

A savfok meghatarozasdhoz a fermentaci6é folyaman a 0. 4. és 8. 6rdban is 20 ml mintat vettem a
szbjatejbol, majd fenolftalein indikator jelenlétében 0,1n-0s NaOH-dal halvany rézsaszin szinig

titraltam. A savfok a leolvasott fogyas értékekbdl képlet segitségével szamoltam.

4.7.4 HPLC- nagynyomasu folyadékkromatografias vizsgalat
4.7.4.1 A meghatarozas elve

A kromatografids technikdk alkalmazésdval hasonld fizikai-kémiai tulajdonsagii vegyiiletek
elvalasztasat tudjuk megoldani. A nagyhatékonysagu folyadékkromatografias elvalasztas alapja,
hogy a kiilonb6z6 fizikai-kémiai tulajdonsadgu minta komponensek megoszlasa a mozgo és allofazis
kozott eltérd. Az allo fazis (oszlop-toltet) felett nyomaskiilonbség hatasira kényszeraramlast
hozunk létre. Minden egyes vizsgalt komponens, ha a mozgd fazisba (eluens) keriil, akkor azzal
azonos sebességgel halad. Az eltérd sebesség kiilonbség tehat abbol adodik, hogy az egyes
komponensek mennyi id6t toltenek az allofazison. Ahhoz, hogy a minta komponensek az all6fazisra
jussanak, egy adszorpcios 1épés tartozik, vagyis a minta komponens megkotdik az allofazison. A
mozgd fazisba torténd kijutdshoz egy deszorpciods 1épés kell, tehat a minta komponens leszakad az
allofazisrol és visszakeriil a mozgo6fazisba. A mintanak mindig jol kell oldodnia a mozgdtazisban. A
folyadékkromatografiaban nincs az illékonysagbol vagy hdstabilitasi problémabol adodo korlatozas,
ezért idedlis modszer a biokémiai szempontbdl érdekes makromolekuldk és bomlékony természetes
eredetli anyagok, mint a fehérjék, a poliszacharidok, a nukleinsavak, az aminosavak, a szteroidok,

az antioxidansok ¢és a feliiletaktiv anyagok meghatarozasara.
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4.7.4.2 A mérés menete

A 8 oras fermentacid sordn a 0. 4. és 8. Ordban mintat vettem a fermentatumbol. A minta 1
grammjahoz 1ml 0,5n-0s H,SO4-et adagoltam, majd megfelelé id6 elteltével a mintakat
lecentrifugaltam. A centrifugalas 14000 fordulat/perc sebességgel 10 percen keresztiil zajlott. A
mérések Thermo Scientific Corporation cég altal gyartott Surveyor tipusi HPLC berendezéssel

torténtek a kovetkezd paraméterekkel:

Oszlop: Aminex 87H
Eluens: 0,005 M H,SO4
Aramlasi sebesség: 0,6 ml/perc
Elualasi mod: izokratikus
Detektorok: RI; PDA

Integralo szoftver: ~ ChromQuest

4.7.5 Optikai hullimvezeto fénymodus spektroszkopia

Az OWLS technika segitségével lehetdségem nyilt a telepszdmlalasos modszerrel mért adatok és a
muszeres vizsgalatok eredményeinek Osszevetésére. Az analizishez OWLS 100 tipust integralt

hullamvezetd szenzort hasznaltam. A késziilék bioszenzorként valo alkalmazasa antigének, illetve

rrrrrr

anyagra - jelen esetben a Bifodobacterium longum B01819 torzs antiteste — specifikus molekulat
rogzitiink, igy a molekuldk kozott lejatszodo erds kotddési reakcid révén a mérni kivant anyag a

vizsgalt oldatbol meghatarozhato.

4.75.1 A méréshez felhasznalt anyagok

e 2.5 %-os glutaraldehid

e (0,05 mM soésav

e 2000 x-es higitast antitest
e 1000 x-es higitasu szojatej

e puffer

4.75.2 A mérés menete

A mérés sordn az amino csoportokat hordozo6 szenzor feliiletén az antitest molekuldkat kovalensen

rogzitjiik a 2,5%-os glutaraldehiddel.
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Els6é 1épésben az alapvonalat desztillalt vizzel felvessziik, majd ezt koveti az amino csoportok
aktivalasa glutaraldehid injektalasaval. A feleslegben 1évo glutaraldehidet pufferral lemossuk., majd
miutan a pufferes mosasat kovetéen a rendszer stabilizalodott 200 pul 2000* higitott antitestet
injektaltunk. A feliileten meg nem kotddott molekulak lemosasara 0,05 M-os sésavat alkalmazunk.
Ezt kovetden a feliilet alkalmassa valik a szdjatej mintak mérésére. A feliiletet minden mérési ciklus

utan 0,05 M sosavval regeneraljuk.
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5 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 A bifidobaktérium torzsek erjesztoképességének osszehasonlitasa szojatej
szubsztratumon

Kereskedelmi forgalomban kaphato szojatejet erjesztettem kiilonb6zé Bifidobacterium torzsek 24
ords tenyészetével. Az egyes fermentaciokat 60 ml-es térfogatban 37°C-on anaerob koriilmények
kozott valdsitottam meg. Vizsgaltam a fermentalt termékek allagat, pH-jat, valamint éI6 csiraszamat.
A fajlagos szaporodasi sebességek fliggvényében valasztottam ki azokat a torzseket, melyeket
alkalmasnak itéltem a szodjatej fermentalasara. A vizsgalatokba két Bifidobacterium lactis, két
Bifidobacterium longum és egy Bifidobacterium breve torzset vontam be. Ezek koziil kettd
kereskedelmi forgalomban kaphatd, élelmiszerek eldallitdsaban alkalmazott, széleskortien
tanulmanyozott probiotikum. A fermentaciok lefolyasanak jellemzésére az €16 csiraszdm alakulésa

(9. abra) és a pH lefutasi gorbék (10. abra) szolgalnak.
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9. abra A vizsgalt torzsek szaporodé képessége szdjatej szubsztratumon

Az 9. dbran szerepld diagramon jol lathatd, hogy a szdjatej fermentaciok 10° és 10’ nagysagrendi
bifidobaktérium szammal indultak. A jelentds eltérés egyik magyarazata az lehet, hogy a vizsgalati
technika segitségével nem az egyedi sejtek szdmat tudjuk kimutatni, hanem telepképzd egységet
hatarozunk meg. Egy telep Osszecsapddott sejtbdl is szarmazhat, az igy a kapott eredmények
hibaval terheltek. A 8 6ras fermentacio végére a B. longum (A4.8) és a B. lactis (Bb-12) erételjes
névekedést mutatott, 10%-es sejtszamot produkaltak, ami kozel két nagysagrend novekedést jelent.

A B. lactis (B02020) a kezdeti novekedést kvetden stagnalt, mig a B. longum (Bb-46) gyengébben,
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de exponencidlisan nott. Egyértelmiien kimutathaté volt azonban, hogy a B. breve (B9.1)
szaporoddsa szamara a szojatej nem biztosit megfeleld kozeget, a fermentacid soran szaporodasa
egy nagysagrenden beliil maradt. Tovabbi problémaként jelentkezett, hogy a sejtek életképessége is

csokkent mértékii volt, igy a fermentacié masodik felére az €16 sejtszama a kiindulasi érték ala

csokkent.
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10. abra A pH értékek alakulasa az elso6 fermentacié soran

Megvizsgalva a Bifidobacterium torzsek pH értékeinek alakulasat elmondhat6, hogy a fermentalt
sz@jate] mintak pH értéke nem csokken pH 4 ala, ezaltal egy nem til savanyt terméket kapunk, ami
mind fogyasztdsi szempontok, mind élelmiszerbiztonsag tekintetében kielégité. Megfigyelheto,
hogy a legmagasabb savtermeléssel a legnagyobb mértékii novekedést mutato B. longum (A4.8)
torzs rendelkezett, mig a B. breve (B9.1) pH-ja csupan pH 5 koriili értékre csokkent. A tobbi harom
torzs esetében megkdzelitéleg azonos meértékii savanyodast figyeltem meg, a 8 6ras fermentacio
soran pH megkozelitette a 4,5-es értéket.

A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy a B. breve B9.1 torzs szamara a szojatej
szubsztratum nem volt megfeleld, nagyon savérzékenynek bizonyult. gy a tovabbi kisérleteket a
két B. longum, valamint a két B. lactis torzzsel folytattam. E térzsek szaporodasi tulajdonsagainak
jellemzésére becsiiltem fajlagos szaporodasi sebességeket, illetve az ebbdl szarmaztathato
generacids idoket (10. tablazat) az adott fermentacids koriilmények kozott. A szamitasokat a
fermentacio teljes ciklusara vonatkozoan végeztem el, mivel olyan nagy inokulum mennyiséggel

inditottam az inkubdaciot, hogy a lag szaporodasi szakasz nem volt megfigyelhetd.
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10. tablazat A szojatej fermentalasara alkalmas torzsek szaporodasi paraméterei

Bifidobaktérium torzsek

JELLEMZO PARAMETER
B. lactis B. longum
B02020 Bb-12 A4.8 Bb-46
Fajlagos szaporodasi sebesség
u [1/ora] 0,18 0,40 0,45 0,33
Generacios ido [ora] 2,41 1,61 1,49 1,81
Sejtszaporulat 3,05*10° | 6,23*10"° | 1,06*10" @ 2,04*10°

A 10. tablazat adataibol kiolvashaté az is, hogy a szaporodasi tulajdonsagok nem faji sajatsagnak

tekinthet6k, hanem sokkal inkabb torzsfiiggd jellemzok.

5.2 A szdjatej fermentacio megvaldsitasa

A szdjatej fermentacidhoz kivalasztott négy torzzsel erjesztési kisérleteket végeztem 200 ml-es
térfogatban. Ezaltal informaciot nyerhettem az egyes torzsek viselkedésére vonatkozodan a

1éptéknovelés soran.
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11. abra A léptéknoveléssel megvaldsitott fermentaciok szaporodasi gorbéi
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A 11. é4bran lathatd diagram adataibol is kiolvashatdo, hogy az indulasi sejtszdmok 10
nagysagrendben voltak. A 1éptéknovelés eredményeképpen megfigyelhetd, hogy az elsd
fermentéaciohoz képest valtozas tortént a legjobban ndvekvo torzsek kozott, ugyanis mig korabban a
B. longum (A4.8) mutatta a legnagyobb novekedést, addig jelen esetben két B. lactis torzs
szaporodott erdteljesebben. A korabbi fermentaciohoz hasonldan a B. longum (Bb-46) kevésbé nott
¢s egy 1d0 utan stagnalt.
A sejtszaporulat tekintetében a kdvetkezd eredményekre jutottam:
e Az elsO fermentaco alatt a bifidobaktériumok ndvekedése az alabbi sorrendet mutatta:
» A4.8, Bb-12, B02020, Bb-46,
e A nagyobb térfogatban megvaldsitott fermentdcional ez a sorrend a kovetkezOképpen
modosult:
» B02020, Bb-12, A4.8, Bb-46
Megvizsgalva a mintak pH értékét, melyet a 12. dbra szemléltet, megallapithato, hogy novekedése
ellenére a B. lactis esetében észleltem a legkisebb pH csokkenést. Kiemelendé azonban, hogy a
legmagasabb savtermeléssel valtozatlanul két torzs a B. longum (A4.8) valamint a B. lactis
(B02020) rendelkezett. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy az utdbbi két térzs meglehetdsen jol

novekedik a szojatejben, szaporodasuk szamara a szojatej megfeleld tapkozegként szolgal.
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12. abra A vizsgalt torzsek altal eléidézett pH valtozas fermentacié soran
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5.3 A tarolasi kisérlet eredményei

A fermentacido eredményeként kapott joghurt-tipustt termékben 4°C-on, 8 hetes iddtartamig
vizsgaltam a bifidobaktériumok talélési képességét. Ennek megitélésére rendszeresen
meghataroztam az €l6sejtszdmokat, valamint kdvettem a pH alakuldsat. A 13. dbran lathatd, hogy a
korabban kiemelt két torzs a B. longum (A4.8) valamint a B. lactis (B02020) a tarolas soran is
erdteljes novekedést mutatott. A B. longum (Bb-46) a kezdeti szaporodast kovetéen kismértékben
csokkent, mig a B. lactis (Bb-12) esetében nagyobb mértékii csokkenés volt megfigyelhetd. A
tarolasi kisérlet bebizonyitotta, hogy a szdjatej optimalis feltételeket teremt bizonyos
Bifidobacterium  torzsek szaporodasahoz, melyek 4°C-os tarolas soran is meg0rzik
¢letképességiiket. Megallapithato, hogy mind a négy vizsgalt torzs messzemenden kielégiti mind az
¢l6floras mind a probiotikus termékekre vonatkozd kovetelményeket, amelyekben rendre a
szavatossagi idészak végén minimalisan 10, illetve 10° élésejtnek kell jelen lennie grammonként.
Az altalam eldallitott fermentumokban a tarolds iddszak végén a két probiotikumként regisztralt
torzs ¢ldsejtszama 108 grammonként. A masik két laboratoriumi térzs ¢éldsejtszdma 10°
nagysagrendben volt.

Az eredmények megerdsitésére €s tovabbi informaciok szerzése céljabol a két legigéretesebb

torzzsel megismételtem a fermentaciokat.
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13. abra Az élésejtszam alakulasa tarolas soran

A pH értékek tekintetében, melyeket a 14. abra szemléltet, elmondhatd, hogy a savtermelés

mindegyik Bifidobacterium torzs esetében jelentds, tehat a 4°C-os hémérséklet nem akadalyozta a
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baktériumok élettevékenységét. A diagramrol leolvashato, hogy egy honap elteltével csokkent a
fermentalt mintak pH értéke pH 4 ala, ami azért jelentds, mert az egy honapos szavatossagi ido alatt

sem valt a termék élvezhetetlentiil savanyuva.
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14. abra A pH értékek alakulasa tarolas soran

5.4 Fermentalt szojatej eloallitasa és jellemzése, valamint a bifidobaktériumok
életképességének vizsgalata hiitve tarolas soran

A kivalasztott két legjobban novekvd torzzsel Gjabb 8 oras fermentdciot inditottam a kordbbi
eredményeim megerdsitése végett. Az inkubalas alatt 4 oOrdnként mértem a mintdk savfokat,
valamint éldcsiraszim meghatarozast és HPLC vizsgalatot is végeztem a szénhidratok és savak
mely 4°C-on 8 héten at tartott. A 15. dbra bemutatja a vizsgalt torzsek szaporodasi gorbéit és a pH
alakulasat a fermentéci6 soran.

A diagramrol leolvashato, hogy az inkubacid inditasa kozel 108 ¢élésejtszammal tortént. A kisérleti
adatokbol a kordbbiakhoz hasonld sejtszdm ndvekedést detektaltam, ugyanakkor a fajlagos
szaporodasi sebességek elmaradtak az el6z6 kisérletek értékeitdl, melynek az lehet az oka, hogy a
sejtek szamara rendelkezésre allo térfogat korlatozta a szaporodast. A vontatott novekedést
bizonyitja az is, hogy az adott fermentéacios idon beliil a pH csokkenés sem volt jelentds, azaz a

fermentécio végén mért pH értékek 5,5-5,6 tartomanyban valtoztak.
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15. abra A vizsgalt torzsek szaporodasi gorbéi és a pH alakulasa a fermentacié soran

A fermentéci6 soran tapasztalt csekély pH csokkenés miatt meghataroztam a termékek savfokat. A
kapott eredményeket a 16. dbran szemléltetem, melyrdél leolvashatd, hogy a fermentaciod kezdetén
meghatarozott savfok elég magasnak bizonyult a viszonylagos nagy sejtszamnak kodszonhetden.
Kozvetleniil a beoltas utan a B. longum (A4.8) esetén 20 koriili, mig a B. lactis (B02020) térzseknél
18 koriili savfokot mértem. A fermentacid 4. o6ras mintavételénél egy kisebb mértékii ndvekedés
figyelhetdé meg, majd a fermenticido végére egyértelmiien kimutathaté a tdrzsek metabolikus
aktivitasat alatamaszté savfok novekedés. Az inkubacids id6 végére mindkét térzs megkozelitette a

25-0s savfokot.
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16. abra A savfok alakulasa a fermentacio soran
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A bifidobaktériumok szacharolitikus baktériumok, minden torzs erjeszti a gliikkdzt, a galaktozt,
valamint a fruktézt. Szénhidrat anyagcseréjiik kiilonbozik mind a homo- mind a heterofermentativ
tejsavbaktériumok anyagcsere utjatol. A cukorbontds végterméke az ecetsav és a tejsav 3:2 mol
aranyban szén-dioxid képzédése nélkiil. (Biaviti et al., 2000)

Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) segitségével vizsgaltam a sz@jatej mintak
szénhidrat valamint tejsav €s ecetsav tartalmat a fermentacid soran. A szénhidratok alakulasat a 17.

abran szemléltetem.

B. longum A4.8
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17. abra A szdjetejfermentaciok soran az oligoszacharidok és
a monoszacharidok koncentracidinak alakulasa

A bifidobaktériumok hatékonyan bontjak az oligoszacharidokat (verbaszkéz, sztachidz, raffinoz,
szachardz) kisebb polimerizaltsagu oligoszacharidokat és galaktozt eredményezve. Az alkalmazott

HPLC mérési technika nem tette lehetdvé a a verbaszkéz mennyiségi meghatarozasat. fgy az adatok
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csak tajékoztato jellegiick. A 17. abran lathato, hogy a kiindulaskor a szdjatej oligoszacharid
tartalma 50 mg/ml volt, azonban a bifidobaktériumok mar kozvetleniil a beoltas utdn megkezdték
szénhidrat anyagcseréjilket ¢és a keletkez6 monoszacharidok lebontdsi termékei kozott
megtalalhatoak a szerves savak. A cukorbontds végterméke az ecetsav €és a tejsav. A szdjatej

fermentacioja soran a tejsav és az ecetsav koncentraciok alakulésat a 11. tablazatban 6sszegzem.

11. tablazat A szojatej fermentaciok soran a tejsav és az ecetsav koncentraciok
alakulasa az idéfiiggvényében

Avizsgalt  Ferm. idé Tejsav [mg/l] Ecetsav [mg/l]
torzs [ora] Atlag Szoras Atlag Szoéras
0 0,44 0,035 229 115
B. longum
4 0,48 0,021 355 53
A4.8
8 0,44 0,014 233 56
0 0,51 0 285 53
B. lactis
4 0,45 0,014 222 64
B02020
8 0,44 0,035 207 82

Kiindulaskor a szdjatej minta tejsav tartalma 0 mg volt literenként, azonban a beoltast kovetden a
bifidobaktériumok metabolizmusanak koszonhetéen ez az érték 0,4-0,5 mg/l-re novekedett. Az
inkubaci6 soran a 0. 6raban figyeltem meg a legjelentésebb tejsav mennyiséget a Bifidobacterium
lactis (B02020) torzzsel beoltott mintakban. A fermentacio elérehaladtaval kismértékben csokkent a
fermentumok tejsav tartalma, ami azzal magyarazhatd, hogy gyakran eltolédik a fermentéciod
egyensulya a piruvat foszforilitikus hasitasa kovetkeztében az ecetsav, hangyasav €s etanol javara.
Mindenképp kiemelendd azonban, hogy a tejsav csokkenés igen kismértékil, a 8 ords fermentacid

végén is meghaladja a mintak tejsav tartalma a 0,4 mg-ot literenként.
A fermentécid 4. 6rajaban az A4.8 torzsnél figyelhetd meg ecetsav termelddés, majd az inkubacié 8.

Orajara a tejsav tartalom ismét csokkent, atlagosan 200 mg/l tartalomig. A magyarazat az acetil-

foszfat etanolra torténd reakcidja lehet, ami eltolta a fermentaciot egyéb savak iranyaba.
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18. abra Bifidobaktériumok életképességének megorzése fermentalt széjatejben
4 °C-on torténo tarolas soran

A Bifidobacterium longum (A4.8) valamint a B. lactis (B02020) torzsekkel egyenként
parhuzamosan végzett fermentaciot kovetd tarolasi kisérletbdl (18. dbra) jol lathatd a szaporodas
mindkét torzs esetében. A B. longum nagyobb mértéki novekedést mutat a B. lactisnal, azonban a
killsnbségek szinte elhanyagolhatok, hisz mindkét torzs sejtszama eléri és meg is haladja a 10%-en
értéket, ami A Magyar Elelmiszerkonyv 1-3/51-1 szamu eldirasanak — miszerint az é16floras
termékek sejtszama a tarolds végén minimum 10’-en élécsira/g kell legyen — megfelel. Ma a
fermentalt tejre vonatkoz6 szabvany kimondja, hogy a bifidobaktériumokat tartalmazé fermentalt
tejben a sejtszamnak 10"-en tke/g élelmiszer kell lennie, és a tarolas végéig meg kell, hogy tartsa a
10%-on tke/g élelmiszer koncentraciot.

A fermentalt szo6jatej alapu termék tehat alkalmasnak bizonyul a fermentalt tejtermékek kivaltasara.
(Ishibashi & Shimamura, 1993)

5.5  Optikai hullimvezeté fénymédus spektroszképia vizsgalat

Kutatomunkamban célul tiztem ki azt is, hogy a mikrobiologiai vizsgalatokkal meghatarozott
sejtszdmok alakulasat 0sszevessem immunalitikai bioszenzor altal kapott eredményekkel.

5.5.1 A vizsgalati minta elkészitése és jellemzése

A szobjatej beoltasahoz a Bifidobacterium longum (B01819) torzset alkalmaztam, mely a Kozponti
Kornyezet- és Elelmiszer-tudoméanyi Kutatéintézet Elelmiszer-analitikai Osztalyan is elérhet. A

részletesebb vizsgdlat érdekében a szaporodasi gorbe felvételét 2 oOrankénti mintavételezéssel
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hataroztam meg a 8 oras fermentacié soran. Ebben a fejezetben eldszor a klasszikus mikrobiologiai

modszerrel kapott eredményeket 6sszegzem a fermentacio soran mért pH értékekkel (19. abra).
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19. abra A mikrobiolégiai médszerrel meghatarozott élosejtszam és a pH alakulasa a
fermentaci6 soran

Az abran lathato, hogy a B. longum torzs szaporodasi gorbéi az el6z6 fermentacioban részt vevé B.
longum (A4.8) ¢és B. lactis (B02020) torzsekhez hasonld lefutast mutatnak. A ndvekedés a
fermentacié 4. Orajara stabilizalodik. A pH értékek valtozasa is alatamasztja a korabbi
fermentacidohoz hasonlé vontatott szaporodast, a 8 6ras inkubacids 1do letelte utan 5,8-as pH értéket

mértem. Ugyanakkor a kevésbé savas pH kedvezden hat a Bifidobacterium longum szaporodasara.

5.5.2 Immunanalitikai bioszenzor készitése

A szenzor Osszeallitasahoz az amino-szilanizalt szenzor felszinéhez gutaraldehiddel rogzitettiik a
vizsgalni kivant bifidobaktérium torzs (Bifidobacterium longum B01819) antitestét. A folyamat
megvalositdsat mutatja a 20. abra. A glutaraldehid egy bifunkcids vegyiilet, amelynek az egyik
aldehid csoportja a felszini amino-csoporthoz koétédik és a masik aldehid csoporthoz kotjik az
antitestet. A glutaraldehid felvitele a 2. percben tortént, majd a 16 percben vittiik fel az antitestet. A
nem rogziilt antitestek pufferes lemosasat a 27. percben inditottuk. Ezzel az immunszenzor
érzékenyitése befejez6dott. A szenzor tesztelését szojatej mintakkal végeztem. Az egyes szojatej
mintak lemosasa 0,05 mM sosavval tortént. A bioszenzor az alapvonal eltolodésat figyelembe véve
reprodukélhaté eredményeket adott. Ezt kdvetden alkalmassa valt a fermentalt termékekben 1évo

Bifidobacterium torzs mennyiségi meghatarozasara.
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20. abra A bioszenzor elkészitésének és tesztelésének folyamata

A fermentalt szdjatejek sejtszamanak értékelése eldtt meghataroztuk, hogy mely higitasban kapunk
megbizhatobb szenzor jeleket. Az itt meghatarozott értékek alapjan az ezerszeres higitast

alkalmaztam a méréseim soran és ezzel készitettem el a standard egyenest is.

5.5.3 A bioszenzor alkalmazhatésaga baktériumok sejtszamanak meghatarozasara

A bioszenzor altal mért értékeket a mikrobioldgiai mddszerrel meghatarozott sejtszamokkal is
Osszevetettem, amit a 21. abran szemléltetek. A diagramon egyértelmiien megfigyelhetd, hogy a

szenzor jelei altal kapott gorbe lefutdsa egyezik a telepszdmlalasos moddszerrel meghatarozott

gorbével.
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21. abra A telepszamlalassal és a bioszenzorral mért értékek dsszehasonlitasa
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Az eredmények megbizhatosaganak matematikai értékelésére Osszefiiggést kerestem a

mikrobiologiai tton meghatarozott sejtszamok €s a bioszenzor altal adott jelek kozott.
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22. abra A bioszenzorral mért és a mikrobiologiai iton meghatarozott eredmények
osszehasonlitasa
A diagramr6l megallapitotta, hogy a bioszenzor altal adott jelek és az altalam telepszamlalasos
modszerrel meghatarozott értékek kozott logaritmusos Osszefiiggés van. A korrelacids koefficiens
értéke: 0,86, ami bioldgiai rendszerek esetében jonak mondhatd. Az Osszefliggés segitségével a
bioszenzoros mérések alapjan kovetkeztethetiink a fermentalt termék sejtszamara. gy jelentésen

lerdvidithetd a vizsgalati id6 az altaldnosan alkalmazott tenyésztéses modszerrel szemben.
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6 OSSZEFOGLALAS

Taplalkozés-¢élettani szempontbol rendkiviil fontos a fehérjék, kiilonosen az aminosavak
biztositdsa szervezetiink megfeleldé mukodéséhez. Sajnos a XXI. szdzadban egyre tobb ember
szenved valamilyen ételallergidban vagy intolerancidban. Mivel a tej és tejtermékek az emberi
taplalkozasban f6 kalciumforrasnak szamitanak, ezért e termékek elkeriilése a laktéz
intolerancidban, illetve tejfehérje allergidban szenvedd személyek szamara kalcium hiany és
csontritkulas kialakulasahoz vezethet. Koziiliik is a tejfehérje allergidban szenvedd egyének vannak
kedvez6tlenebb helyzetben, ugyanis nem fogyaszthatjak az alacsonyabb fehérjetartalmt erjesztett
tejtermékeket sem.

Munkédm soran célul tliztem ki olyan fermentalt termék eldallitasat, melyet a laktoz
intolerancidban és tejfehérje allergiaban szenvedd betegek is fogyaszthatnak, valamint vizsgalni
kivantam ezen termékben a tarolas soran bekdvetkezo valtozasokat.

Szamos, taplalkozasi célra is megfeleld novényi eredetli fehérjeforras all rendelkezésiinkre, ezek
koziil is kiemelkednek a hiivelyes ndvények, kiillondsen a szojabab, ugyanis fehérjetartalma,
valamint aminosav- és vitamin tartalma nagyobb, mint a t6bbi ndvényé.

A koleszterin, glutén és laktozmentes szdjatej egyarant alkalmas élelmiszer a laktoz intolerancidban
szenvedd fogyasztoknak, vegetarianusoknak és tejfehérje allergidban szenveddknek.

Céljaim kozott szerepelt kereskedelmi forgalomban kaphato szdjatej erjesztése kiilonb6zo
Bifidobacterium kultirak alkalmazasaval, valamint a késztermék 4°C-on torténd tarolasanak
vizsgalata. Az inkubacid oxigénmentes koriilmények kozott zajlott az erre a célra kifejlesztett
anaerob munkahelyen (bugbox). A mikroorganizmusok szaporodasat telepszamlaldsos modszerrel
kovettem, mértem a mintdk pH értékét, savfokat, valamint HPLC segitségével vizsgaltam a szerves

Eredményeim ramutattak arra, hogy a mind a hat vizsgalatokba bevont bifidobaktérium
torzs novekedési szubsztratumként hasznositotta a szdjatejet. A Bifidobacterium breve B9.1 torzs a
fermentacios folyamat soran nem tartotta meg életképességét. Legeredményesebben a
Bifidobacterium longum A4.8, valamint a Bifidobacterium lactis B02020 torzsek erjesztették a
szbjatejet. Segitségiikkel joghurt allagu, kellemes vanilia illata, enyhén savas terméket kaptam,
mely a 8 hetes, 4°C-on torténd tarolasi id6 végén is megorizte allagat, és eleget tett a Magyar
Elelmiszerkonyv 1-3/51-1 szamu eléirasanak, miszerint az él6floras termékek sejtszama a tarolas
végén minimum 107 él8csira/g kell legyen. Kiemelendének tartom azt a tényt, hogy az alacsony
homérsékleten torténd tarolas soran nemcsak megtartottak életképességiiket a baktériumok, hanem
tovabbi szaporodast is tapasztaltam, mely pH csokkenést is eredményezett. igy a termék

mikrobiologiailag is biztonsagosnak tekinthetd.
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Céljaim kozott szerepelt egy olyan vizsgalati modszer adaptéalasa is, mely lehetdve teszi egy
adott mikroorganizmussal készitett termékben a sejtszamok alakuldsdnak gyors kovetését. Ennek
érdekében az adott mikroorganizmus antitestét rogzitettem egy bioszenzor feliiletére és vizsgaltam a
bioszenzoros jel alakulasat a baktériumszam fliggvényében. Megallapitottam, hogy az
immunszenzoros vizsgalat és a telepszamlalasos modszer kozott logaritmusos Osszefiiggés van,
tehat a mérési modszer alkalmas lehet a baktériumszdm meghatarozéasara a gyartasi folyamat és a
tarolas soran. Igy alkalmazasaval kivalthato az idé, munka- és anyagigényes tenyésztéses vizsgalati
modszer. A bioszenzoros vizsgalat rutinszerii bevezetése javasolhatd a mindségbiztositas céljaira, a

fermentalt termékek gyors és megbizhato ellendrzésére.
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