KORNYEZETI TENYEZOK HATASA EGYES LAKTOBACILLUSOK BIOGEN
AMIN ES BAKTERIOCIN SZINTEZISERE

A kutatd munka célja:

Autentikus laktobacillus térzsek bakteriocin, hisztamin és hidrogénperoxid termelésének
tapléosszetétel fuggését kivantuk meghatarozni, maximalis mikroba gatlast és minimalis
hisztamin képzést eredményezé minimalis/természetes novényi szubsztratumud tapkozeg
kialakitasa érdekében.

A bakteriocin hatast Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes baktérium
torzsekre, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus (aflatoxin termeldk), Fusarium
penésztorzsekre, valamint Candida galbrata CBS 138 és Szaccharomyces cerevisiae 2880

élesztd torzsekre kivantuk ellendrizni.

A fentiek értelmében a kutatdbmunka programja a kdvetkezé volt:

1.) Laktobacillus térzsek szaporodasanak és bakteriocin termelésének vizsgalata MRS
(kontroll) és kulonb6zé  taptalaj-komponensekkel — kiegészitett pepton-viz
tdpkozegekben, valamint névényi szubsztrdtumokon: paradicsom-juice, csicsoka-
illetve ceklalén.

2.) Biogén amin képzaédést befolyasolo tényezok vizsgalata: aminosav dekarboxilaz és
diaminooxidaz enzimek aktivitdsanak szubsztrat koncentracid, hémérséklet es pH
fliggése.

3.) Hidrogén peroxid termelés vizsgalata kivalasztott torzsekre.

EREDMENYEK

A tapkozeg Osszetétel hatasa autentikus tejsavbaktériumok szaporodasara

A vizsgalt tapkozegek kozil az MRS eredményezte a legjobb szaporodast minden torzs
esetén. A pepton viz + élesztokivonat illetve a pepton viz + élesztékivonat + glikdz taplé
Osszetételek esetén volt még szamottevé szaporodas megfigyelhetd. Lb. casei subsp. casei
2752 torzs pepton viz + Na-acetat Osszetételi tapoldatban is mutatott igen szerény

ndvekedést.



1. tdblazat: A vizsgalt laktobacillus torzsek novekedése kilonb6z6 dsszetételii tApoldatokban

<, Tapkozeg
28 Torzs MRS ] 2x Peptonviz+ | Peptonviz+ Peptonviz+ | Peptonviz+
= tapleves Peplonviz | pentonviz | Tween80 | Na-acetar | G1eS2OKi- | elesztokiv.+
vonat gliikéz
Lb.plantarum 0,512 0,000 0,000 0,000 0,000 0,059 0,111
2142
g Lb. casei subsp. 0,598 0,000 0,000 0,001 0,000 0,396 0,127
o casei 2752
Lb. curvatus 0,513 0,001 0,000 0,000 0,002 0,031 0,075
2770
Lb.plantarum 1,873 0,000 0,000 0.000 0,000 0,216 0,233
2142
g Lb. casei subsp. 2,045 0,000 0,000 0,001 0,009 0,542 0,283
N casei 2752
Lb. curvatus 2,006 0,000 0,001 0,001 0,002 0,138 0,217
2770
Lb.plantarum 2,287 0,000 0,001 0,000 0,001 0,338 0,371
2142
\g Lb. casei subsp. 2,369 0,000 0,006 0,000 0,090 0,523 0,460
Q casei 2752
Lb. curvatus 2,334 0,001 0,001 0,000 0,002 0,279 0,346
2770
Lb.plantarum 2,215 0,000 0,003 0,001 0,003 0,320 0,416
2142
\g Lb. casei subsp. 2,331 0,000 0,000 0,000 0,158 0,449 0,521
S casei 2752
Lb. curvatus 2,304 0,001 0,002 0,006 0,002 0,258 0,369
2770

A ndvényi alapu taplevek: 10% poritott szaritméany + 90 % fizioldgias séoldat (0,9% NaCl) —
sterilezés autoklavban,121°C, 15 perc.

Novesztési korilmények: MRS taplevesen valo 24 dras elészaporitds utan a steril névényi
agy,
sejtkoncentréacié 10° MPN/mL legyen. Ezt kdvetéen 30°C-on 72 6rat inkubaltuk.

szubsztratumra oltottuk a tejsavbaktérium szuszpenzidjat hogy az indulési

2. tablazat: NOvényi szubsztratumon elérhet6 sejtkoncentracio

Novényi Maximalis sejtszam MPN/mL
szubsztratum 2142 2750 2770
Csicsoka 4,3x10° 1,6x10° 2,3x10°
Cékla 4,3x10° 1,6x10° 4,3x10°
Paradicsomos 5,6x10’ 4,3x10’ 6,3x10’

(tomato juice,TJ)

Noveényi alapu tapleveken harom kiemelten vizsgalt térzs mindegyike szaporodott, mar 24 ora

inkubalas alatt elérte a maximalis sejtkoncentraciét, ami arra utal, hogy a hozzaférheto



szubsztratum 24 oOrara elegendé a novekedéshez. Az irodalom szerint a TJ tapleves
mindenekel6tt a bakteriocin termelés szempontjabol elényds a csicsdka- és céklaléhez képest,
azonban a sejtndvekedést tekintve szerényebb eredményt hozott.

Mikroba gatld hatas tapkozeq fiiggése

A géatlé hatast a kilonbozé Osszetételii tapkdzegekben inkubalt tejsavbaktériumok 24 Orés
tenyészetének sziirletébdl (nyers bakteriocin oldat) vizsgaltuk agar-diffazios teszttel.

A vizsgalat menete: 1,5%-0s nutrient agart ontottlink petri csészékbe, majd megdermedés utan

7 mm atméroji kutatak furtunk a gelbe. A bakteriumtenyészet centrifugalasa utan a feluliszé
pH-jat 6,8-ra allitottuk a savak gatl6 hatasanak Kikiiszobolése érdekében, majd sejtmentesre
szirtik. A sztrletbdl 3x150 pl-t pipettaztunk a kutakba. A pipettdzasok kozott a lemezeket
50°C-on inkubaltuk, melynek soran az anyag bediffundalt a gélbe. Ot ml felolvasztott BHI
lagyagarba (0,7%) belekevertink 0,5 ml cca 10° sejt/ml csiraszdmi tesztorganizmust és
6vatosan a nutrient agar tetejére 6ntottik. Megdermedés utan a lemezeket 30°C-on inkubaltuk
24 0Orén at. A feltisztulasi zonékat vizualisan ertékeltik.

A Lactococcus lactis subsp. lactis csak MRS taplevesen termelt Listeria monocytogenes-sel
szemben hatasos gatlé anyagot. A tdbbi vizsgalatba vont torzs aktivitasat a 3. tablazat
0sszegzi.

3. tablazat: Az antibakterialis aktivitas tapkozeg osszetétel fliggése

Tapkozeg Listeria Escherichia coli
monocytogenes

Bakteriocintermeld torzs

MRS

Peptonviz

H [H [H
+|+ |+

2X peptonviz

Lb. plant 2142 - ;
plantarim Peptonviz+Na-acetat

+ 1

Peptonviz+élesztokivonat+Na-acetat

Peptonviz+Tween 80

MRS

+[+ ]+

Peptonviz

Lb. casei subsp. casei 2X peptonviz

2752 Peptonviz+Na-acetat

Peptonviz+élesztékivonat+Na-acetat

Peptonviz+Tween 80

MRS

+H [+

Peptonviz

M+ | e e+

2X peptonviz

Lb. curvatus 2770

Peptonviz+Na-acetat

Peptonviz+élesztokivonat+Na-acetat

|
+ |H |

Peptonviz+Tween 80

H




Az adatok jol szemléltetik, hogy a teszt mikroorganizmussal szembeni gatlé aktivitas erésen
fligg a termel6 torzstél. Egyazon termeld torzs esetében a gatld hatas tapkdzeg Osszetételtol
val6 fliggése is jol megfigyelhet6 volt. Megallapitottuk, hogy a bakteriocin képzédés nem
mutat 6sszefliggést a baktérium szaporodasi aktivitdsaval. Ha egybevetjik a 2142, 2752 és
2770-es torzsek megfelelé tapkdzegben mert szaporodasat és a teszt organizmusokkal
szembeni gatlé hatdsat, azt latjuk, hogy a peptonviz, illetve peptonviz+éleszté extrakt+glikdz
taplevesen tapasztalt gyenge szaporodas ellenére, az antibakteridlis aktivitas a 2142 esetében
az MRS-sel megegyezé, illetve jobb hatast valtott ki L. monocytogenes-sel szemben. E. coli-
val szembeni gatlast vizsgalva, a 2142 és 2752 térzs peptonvizen szaporitva MRS azonos, mig
a 2770 torzs jobb inhibicidt valtott ki. Peptonviz +Tween 80-on val6 szaporitasbdl nyert nyers
bakteriocin oldat mindh&rom térzs esetében az MRS-sel azonos gatlé hatast mutatott E. coli-
val szemben.

Ez a megfigyelés egyben azt is alatdmasztja, hogy a bakteriocin termelés a szaporodasi
fazistol fliggetlen, vagyis a metabolit képz6édés a stacioner szakaszban megy végbe.

Eleszté gatolhatosagat vizsgalva, a tapkozeg Osszetétel befolydsa szintén megjelent. Az

eredményeket a 4. tdblazatban foglaltuk dssze.

4. tablazat: Eleszténdvekedés gatolhatdsaga kiilonbdzé taptalajokon szaporitott tejsav-
bakteriumok nyers bakteriocin oldataival

Bakteriocintermel6 torzs Tapkozeg Candida glabrata Sacch_a_romyces
CBS 138 cerevisiae 2880
MRS ++ ++
Peptonviz + ++
2X peptonviz +
Lb. plantarum 2142 Peptonviz+Na-acetat ++ +
Peptonviz+élesztékivonat+Na-acetat + +
Peptonviz+Tween 80 ++ +
MRS ++ +
Peptonviz +
Lb. casei subsp. casei 2X peptonviz - +
2752 Peptonviz+Na-acetat + +
Peptonviz+élesztékivonat+Na-acetat + +
Peptonviz+Tween 80 +
MRS ++ +
Peptonviz +
2X peptonviz + +

Lb. curvatus 2770

Peptonviz+Na-acetat

Peptonviz+élesztokivonat+Na-acetat - +

Peptonviz+Tween 80

+
1

Lathaté az adatokbdl, hogy a 2142 jeli torzs hatékonynak bizonyult mindkét élesztével

szemben, a gatlas mértékében azonban kulonbsegeket detektaltunk a tapkozeg Osszetételtol




fuggéen. A 2752 és 2770 metabolitjaval szemben mindkét vizsgalt eleszté a tapkdzeg
Osszetételtol fliggden mutatott rezisztenciat is.

Bakteriocin termelé LAB torzsek aflatoxin képz6é Aspergillusokra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk egyduttszaporitas, illetve nyers bakteriocin oldat esetén. Elészelekcié utan a
vizsgalatokat hdrom LAB torzzsel (2142, 2752 és 2770), valamint két penéesz torzzsel (Asp.
parasiticus 1039 és Asp. flavus 31) végeztik. Meghataroztuk a baktérium illetve penész
telepképzé egységek (tke) 8 napos inkubacié soran bekdvetkezé valtozasait, valamint a
képz6do 0Ossz-aflatoxin koncentraciot. Az értékeket a kontrollként hasznalt, énmagaban
szaporitott penésztenyészet értékeivel hasonlitottuk dssze. Eredményeink azt mutattak, hogy
mind az egyittszaporitds, mind az eldszaporitott LAB tenyészet adagolasa a penész-
szaporodast jelentdsen gatolta. A toxinképz6dés is eredményesen visszaszorult a 6. napig. A
toxintermelés szempontjabdl a bakteriocin oldat alkalmazéas bizonyult hatékonyabbnak, ebben

az esetben csak a 8. napon volt toxintermelés detektalhato.

5. tablazat: Aspergillus penészekkel szembeni gatl6 hatas vizsgalata

Bakteriocintermel6 torzs Tapkozeg Asp. parasiticus Asp. flavus 31
1039

MRS ++ ++
Peptonviz ++ ++

2X peptonviz +
Lb. plantarum 2142 Pepﬁopr)lviz+Na—acetét ++
Peptonviz+élesztokivonat+Na-acetat +
Peptonviz+Tween 80 ++ ++

MRS + +

Peptonviz ++ +

Lb. casei subsp. casei | 2x peptonviz -
2752 Peptonviz+Na-acetat -
Peptonviz+élesztkivonat+Na-acetat -
Peptonviz+Tween 80 + ++

MRS + +
Peptonviz ++ ++

Lb. curvatus 2770 2x pepto}nwz - -
Peptonviz+Na-acetat -
Peptonviz+élesztkivonat+Na-acetat ++

Peptonviz+Tween 80 + -

Fusarium torzsek inhibicidja is hatarozottan torzsfiggé volt MRS-en nyert bakteriocin

oldatok hatasara, ahogy ezt kdvetkezé két tablazat is mutatja.




6. tablazat: Fusarium torzsek gatlasa LAB torzsekkel

a) Agar — diffaziés modszer

Penészek
Torzsek Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium
proliferatum proliferatum
culmorum 301 | culmorum 302 |M 5689 (karaf.)| M 5689 (PDA) |graminearum 608
2142 ++ ++ ++ ++ -
2750 ++ ++ - - -
2775 ++ ++ + - -

b) Agar - diffuziés mddszer - felillszd

Penészek
Torzsek Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium
proliferatum proliferatum
culmorum 301 | culmorum 302 |M 5689 (karaf.)| M 5689 (PDA) |graminearum 608
2142 ++ + + ++ ++
2750 + - - ++ ++
2775 ++ ++ + - ++

A spdra kihajtas gatlasara vonatkozé kisérleteink nizin esetében mar 10 ppm koncentracioban
hatékony csirazas gatlast mutattak, de tejes kdzegben nem eredmeényezte sem a spéra kihajtas,

sem a vegetativ sejtek szaporodasanak gatlasat.

Z0Oldség alapl tapkdzegekben Listeria monocytogenes, Bacillus cereus és Escherichia coli
gatolhatosagat vizsgaltuk MALTHUS készilék segitségével. A tejsavbaktériummal
fermentalt zéldséglevekben a L. monocytogenes szaporodasa teljesen gatolt volt és a leoltas
tuléls sejteket nem mutatott. A fermentalt céklalé gatolta E. coli és B. cereus szaporodasat, az
utdbbit nagyobb mértékben. Ugyanakkor a fermentalt csicsokalé nem befolyasolta a fent
nevezett mikrobédk szaporodasat. A MALTHUS késziilék csak abban az esetben alkalmazhat6
megbizhatéan amikor a mikroba szaporodasa intenziv. A kémcsoves mddszer, a megerésitd
kioltasokkal alatdmasztotta a MALTHUS-sal kapott eredményeket és 6nmagaban is jol

értékelhet6 adatokat szolgaltatott.



Lactobacillus sake gatolhatésdga harom tesztorganizmus altal termelt bakteriocinnel mind
MRS, mind TJ (tomato juice) esetén jo volt. A 2142 és 2750 MRS, mig a 2775 TJ

tapkdzegben eredményezett hatékonyabb gatlast.
7. tablazat: A harom vizsgalt torzs MRS és TJ taplében képzédott bakteriocin oldatanak gatlo

hatasa a Lb. sake torzsre

Atlag S(zs()lgf;\s Atlag Szoréas (SD)
Kontrol 1 0,7723 0,0607 Kontrol 1 0,7723 0,0607
Kontrol 2 1,0070 0,0607 Kontrol 2 0,8397 0,0672
MRS-2142 | 06643° | 00321 TJ-2142 0,6833 0,0513
MRS-2750 | 0,8690° | 0,0387 TJ -2750 0,9940° 0,0979
MRS-2775 | 0,6993° | 10,0528 TJ-2775 0,5193" 0,1881

Kontrol 1= gatlé komponens nélkil, Kontrol 2= a vizsgalt taplé dnmagaban (bakteriocin nélkil), MRS/TJ taplé -
2142,-2750, -2775= a vizsgalt térzsek nyers bakteriocin oldata (a térzs szdmaval jel6lve) az adott taplébsl

* Szignifikans differencia a Kontrol 1-hez képest (P<0,05)

Elesztével szembeni gatlast vizsgalva is az MRS tapkozeg volt a kedvezébb, a 2142

tejsavbaktérium esetén.
8. tablazat: A L. plantarum 2142 t6rzs nyers bakteriocin oldatanak gatlo hatasa a C. glabrata-

ra (n=3)

3 Sz0ras
Atlag
(SD)
Kontrol 1 0,08000 0,01249

Kontrol 2 MRS 0,23600" 0,07113

Kontrol 2 TJ 0,54733" 0,14692

Bakteriocin MRS 0,19967" 0,04822

Bakteriocin TJ 0,39833" 0,04557

Kontrol 1= gatl6 komponens nélkiil, Kontrol 2= a vizsgalt taplé dGnmagaban (bakteriocin nélkil), Bakteriocin= A
L. plantarum 2142 térzs nyers bakteriocin oldata a vizsgalt taplébél



Biogén amin képzés

Az amin szintézist elsédlegesen befolyasolja a hozzaférheté szubsztratum (aminosav) és a
mikroorganizmus aminosav dekarboxildz, valamint aminooxidaz aktivitasa. A vizsgalatba
vont tejsavbaktériumok hisztidin, ornithin, lizin és tiramin dekarboxildz aktivitasat
differencial taptalajon petri csészében teszteltik Joosten és Northold (1989) leirasa szerint.

A taptalaj dsszetétele a kovetkezo: tripton, 0,5 %, éleszt6 extrakt, 0,5 %, NaCl, 0,5 %, gliikdz,
0,1 %, Tween 80°, 0,05%, MgSQ, 0,02 %, MnSQ,, 0,005 %, FeSQ,, 0,004 %, CaCOs, 0,01
%, aminosav, 2,0 %, brémkrezol bibor, 0, 006 %, agar, 2,0 %, pH=5,0.

A vizsgalat menete: a taptalaj 15 ml-ét petri cseszebe ontottik, szilardulas utan a vizsgalando
térzs elészaporitott szuszpenzibjat a taptalaj feluletére cseppentettilk, majd 30°C-on, 24-48
orat inkubaltuk. A kindvo telep koruli rozsaszin gyart (indikator szinvaltozas) dekarboxilaz-
pozitiv baktériumot jel6lt.

9. tablazat: Néhany tejsavbaktérium aminosav dekarboxilaz aktivitasa

Bakteriumok HDC oDC LDC TDC
Lb. plantarum ATCC 8014 + + - -
Lb. casei subsp. rhamnosus ATCC 11443 + + - -
Lb. pentosus ATCC 8041 - - - +
Lb. sake ATCC 15521 + - +
Lb. jensenii - + + -
Lb. plantarum + - - -
Lb. brevis var. lindneri + - + -
Lb. fructivorans - - + -

HDC - hisztidin dekarboxilaz
ODC - ornitin dekarboxilaz
LDC - lizin dekarboxilaz
TDC - tiramin dekarboxilaz

Mint azt a 9.tablazat adatai mutatjak egymashoz kozeli rokonségban all6 térzsek is jelentésen
eltérnek ilyen vonatkozésban.




10. tablazat: Laktobacillus torzsek biogén amin termelése MRS taplevesben vald szaporitas

soran
. Felullszék biogén amin koncentracidja (ug/ml)
Baktériumok PUT | HIST | CAD | SPED | AGM | SPER [ TYRM | =

Lb. fermentum DT 41 0,50 Tr Tr 1,45 0,10 0,60 1,85 4,50
Lb. acidophilus N2 Tr Tr Tr 2,83 ND ND 3,42 6,25
Lb. plantarum 2142 Tr ND Tr 0,45 ND 0,38 0,54 1,37
Lb. casei- 0,22 ND 0,19 0,14 Tr 0,25 0,56 1,36
pseudoplantarum 2750
Lb. casei-casei 2752 Tr ND Tr 0,26 ND 0,20 0,98 1,44
Lb. curvatus 2770 0,70 ND Tr 0,33 0,38 0,67 6,20 8,28
Lb. curvatus 2775 0,26 ND Tr 0,30 0,43 0,78 6,43 8,2
Lb. plantarum 2739 0,52 0,20 0,86 1,40 1,78 0,90 12,74 18,40

Roviditések: PUT-putreszcin, HIST-hisztamin, CAD-kadaverin, SPED-spermidin, AGM-agmatin,
SPER-spermin, TYRM-tiramin

A peptid tartalomra nézve gazdag MRS tapkozegben szaporitva a baktériumokat a feltiliszo
biogen amin koncentréacidjat oszlopkromatogréfiasan hataroztuk meg (Halasz et al.). Ezek a
koncentracid értékek jo egyezést mutatnak a specifikus aminosav dekarboxilaz aktivitasra
végzett teszt eredmeényeivel. A HDC-negativ tdrzsek nem termeltek detektalhato

mennyiségben hisztamint.

A teszt alapjan pozitiv L. plantarum és L. brevis var. lindneri. HDC aktivitasat (umol
His/min) az atalakitott hisztidin mértékével kvantitativ mddszerrel is meghataroztuk (Lu és
Mallett, 1970). Az inkubacios idé elérehaladtaval L. plantarum esetén hatarozott HDC
ndvekedést észleltiink (2.8x10% umél His/min -rél 15.2x102 umaél His/min -re), mig L. brevis
var. lindneri esetén pedig csak kozeli megduplazédast tapasztaltunk (1.9x10% umél His/min -
rél 3.6x10% umél His/min -re). Ezekhez a HDC értékekhez tartozé hisztamin értékeket is
mutatja a 11. Tablazat. Lathatéan a felliliszoban mérhet6 hisztamin csak mérsekelten koveti a
HDC aktivitasok abszolut érétkeit, de az egyes térzseknél a HDC novekedessel az amin

képzodés is né.



11. tablazat: Tejsavbaktérium torzsek hisztidin-dekarboxilaz aktivitasa és a tapkdzeg

hisztamin koncentréacidjanak alakuldsa 7 napos inkubalas soran

Inkubalasi HDC aktivitas A tapleves hisztamin koncentracioja
1d5 (nap) (umol His/perc) (ug HIST/ml tapleves)
Lb. plantarum Lb. brevis var. Lb. plantarum Lb. brevis var.
lindneri lindneri
0 2,8x10 2,6x10™ 0,9 1,9
2 7,6x10° 3,7x10° 14,2 2,7
7 15,2x107 4,0x107 43,1 3,6

A tApkoOzeq O0sszetétel hatdsa a LAB tOrzsek hisztamin termelésére

A HDC aktivitast tobb faktor is befolyasolhatja. Ezek kozil kiemelendé, a megfelelé
szubsztrat jelenléte, igy kisérleteink soran komplex tdpkozeg hisztidinnel valé kiegészitése
magasabb HDC aktivitast eredményezett, mint aminosav kiegészités nélkil. Tekintettel arra,
hogy a hisztidin dekarboxilaz enzim kofaktora a piridoxal 5 -foszfat, a HDC aktivitast, igy a
hisztamin felhalmozddasat ez utobbi jelenléte is jelentésen befolyasolja.

A LAB torzsek hisztamin termelésének tapkdzeg 6sszetételtsl vald fliggését vizsgaltuk harom
tapkdzeg és harom LAB torzs alkalmazasaval. A kisérletben az MRS-en elészaporitott
sejteket oltottuk (1% oltéanyag) a harom vizsgalandé tapkozegbe, majd 30°C-on 72 6rat
inkubaltuk. A méreést centrifugalassal (6000/perc, 10 perc) sejtmentesitett tapoldatbol, tisztitas
utén végeztiik.

Az elékészitett mintdk hisztamin tartalméat kompetitiv ELISA teszttel (RIDASCREEN®
Hisztamin, R-Biopharm AG, Darmstadt, Németorszag) hataroztuk meg, a teszt kithez
mellékelt protokoll szerint. A meghatarozas antigén-antitest reakcion alapszik. A mikrotiter
lyukak hisztaminnal boritottak. Az anti hisztamin antitestek, a standardok, valamint a
vizsgalando oldatok lyukakba vald pipettazasaval a szabad és immobilizalt hisztamin kdzott
versengés indul meg az antitest kdtohelyekért. Mosasi 1épést kovetéen peroxidazzal jelzett
antitesteket adagolunk a lyukakba, amelyek kotédnek az antitest-hisztamin komplexekhez, a
kotetlen enzim konjugatum eltavolitasa mosassal torténik. Enzim szubsztratum és kromogen
adagolasa utan az eléirt inkubacids idé alatt a kotott enzim konjugatum a szintelen kromogént
kéksziniivé alakitja. Végul a reakcid ledllitasahoz hasznélt 1 M H,SO, oldat hatasara a kek

szinez6dé sargara VvAltozik, amelynek szinintenzitasat 450 nm  hulldamhosszon



spektrofotometriasan mérjiuk. A meért abszorbancia értékek és a hisztamin koncentraciok

kdzott forditott ardnyosség all fenn.

Ezeket az eredményeket foglaltuk 6ssze a 12. tablazatban.

12. tablazat: A tapkdzeg Osszetétel hatasa LAB torzsek hisztamin termelésére.

Tapkozeg Hisztamin koncentraci¢ a feltluszoban (ug/L)
Lb. plantarum 2142 Lb. casei subsp. casei 2752 Lb. curvatus 2770

MRS-kontrol 1,04 1,04 1,04
MRS 2,10 2,10 2,1
MRS+0,1 % HIS 26,40 >100 %)
TJ-kontrol %) %) %)
TJ %) 11,50 %)
TJ+0,1% HIS %) 100 %)
Peptonviz-kontrol %) %) %)
Peptonviz %) %) %)
Peptonviz+0,1% HIS 0,56 1,00 %)

Kontrol — beoltatlan tapkédzeg, TJ — tomato juice

Az adatokbodl jol lathatod, hogy a 2752 torzs produkalt magasabb (100ug/L) hisztamin
koncentracidt, de csak a hisztidinnel kiegeszitett MRS es TJ tapkozegekben. A Lb. 2770
egyik vizsgalt taplében sem termelt mérheté mennyiségii hisztamint.

Az MRS tapkozegnek mar 0,1 % hisztidinnel valo kiegészitése is a hisztamin képzést ndvelte.
Ehhez viszonyitva a 0,5 eés 1,0 % hisztidin hozzaadas az elérheté maximalis hisztamin
koncentréacidra nem volt hatassal, de a maximum érték idében elébb kovetkezett be.

Az aminosav dekarboxilaz aktivitas az adott mikroorganizmus névekedesi fazisatol is fligg. A

legmagasabb értékek stacioner fazisban voltak detektalhatok.

Aminooxidazok vizsgalata

A hisztamin metabolizmusa monoamino- és diaminooxidaz enzimekkel (MAO és DAO)
megy vegbe. Ezeknek az enzimeknek a mikodését indirekt Gton, a tadpkdzeghez adagolt
hisztamin mennyiségének fogyasaval kovettik. A tapkdzeget (MRS) hisztaminnal Ugy
egészitettlik ki, hogy a végkoncentracio 80 pg/ml legyen, ezt kdvetéen oltottuk ra a vizsgalni

kivant torzseket (1% oltéanyag koncentraciéval), majd 30°C-on 72 6éran &t inkubéltuk. A




hisztamin méreshez centrifugalassal (6000 fordulat/perc, 10 perc) sejtmentesitett feltlUszoét
hasznaltunk oszlopkromatografias tisztitas utan. A meért adatok jol szemléltetik, hogy a
kiindulasi hisztamin koncentracié az inkubalas elsé 24 6érajaban jelentosen csokkent
eredményezett, a tovabbi inkubalasi periodusban gyengen nodvekedett. Az eredmények arra
utalnak, hogy a fermentacié kezdeti periodusdban az aminooxidazok aktivabban mikédnek,
mint a hisztidin dekarboxilaz, azonban ez a helyzet a tovabbi inkubacio soran véltozik és a
HDC aktivitas nagyobb az aminooxidazokénal, vagyis a hisztamin képzédés nagyobb, mint az

elbontés. Ezt a folyamatot mutatja az 1. abra.

Az aminooxidazok mérése hisztamin
koncentracié csokkenésbdl
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Proteinaz aktivitas

A maximalis amin koncentracio mar 24 oras inkubalas utan beall mind MRS, mind pepton +
élesztékivonat tapkdzegen, ugyanakkor a protedz aktivitas tovabbi jelentés ndvekedést
mutatott.

Az a korilmény, hogy a tapkozeg 0.1 % hisztidinnel valo kiegészitése nagyobb hisztamin
koncentraciot eredményezett, mint az a hisztidin adagolasbol kovetkezhetett, arra mutat,
hogy a peptid kotesben jelenlévé aminosav esetében a protedz aktivitas a meghatarozé a
hiszamin képz6dés szempontjabol.

Az L. plantarum nem specifikus proteinaz aktivitdsa MRS tapkdzegen 0,12 kilo Novo
proteinaz U/g 24 éra utan és 0,18 kilo Novo proteindz U/g 72 éras tenyészetbél.

A proteindz aktivitassal valé korrelaciét mutatja az egyes torzsek 6ssz amin képzése €s o—

kazeinaz aktivitasa is.



2. abra: a-kazein emésztése LAB proteinazokkal.

e —

—weeny ‘;z

1- Lb. curvatus, 2- Lb. acidophilus, 3- Lb. casei subsp. casei, 4- Lb. plantarum, 5- Lb. casei subsp.
pseudoplantarum
Az elektroferogram baloldalan az els6 oszlop az o-kazein standard, ezt kdveti a vizsgalt 6t torzs proteinazéaval

valo 6 éras emésztés, a jobboldalon pedig a 24 6ras emésztés fehérjemintazata.

Az ébra is jol mutatja, hogy a legnagyobb 0ssz amintermelést eredményezé Lb. plantarum
(18,40 ug/ml) bontotta az a-kazeint a legnagyobb mértékben. A zdldséglé fermentacidjakor is

ez a torzs termelte a legnagyobb mennyiséget aminokbdl.

Hidrogén peroxid (H>O,) termelés

A tejsavbaktériumok altal termelt H,O, antimikrobialis szempontbdl elényds, de nagyobb
koncentracidban a termel6 sejtet valamint a human bélhdmsejteket is karosithatja. Kutatasaink
sordn az egyes tejsavbaktériumok H,0, termelését vizsgaltuk a szubsztratum fliggvényében.
A baktérium sejteket de Man Rogosa Sharpe (MRS), paradicsomlé (TJ), csicsoka és cékla
alapu szubsztratumon szaporitottuk. A H,O, szintézist 24 oras sejtekkel hataroztuk meg,
melyeket a taplétol centrifugalassal elkilonitve kétszeres steril foszfat pufferes mosast (1M,
pH 6.5) kovetéen, foszfat pufferbe szuszpendaltunk és 5 °C-on inkubalva 0, 2, 24, 48 és 72
Ora utan hataroztuk meg a hidrogén peroxid koncentraciot (részletesen Zalan et al. 2005). A
négy vizsgalt torzs kozott szignifikdns kilonbséget tapasztaltunk H,O, termelésben minden

vizsgalt tapkozeg esetén. A legnagyobb H,O, koncentraciot az L. planatrum 2142 képezte



MRS téptalajon (72 6ra utan 5.5 ug/ml), mig TJ taptalajon az L. casei 2750 (72 6ra utan 1.7
ug/ml). A hidrogén peroxid szintézis és a képz6dé H,O, tehat jol lathatéan torzs és
szubsztratfiggé, de L. casei Shirota minden esetben 0.5 pg/ml H,O, alatti szintet
eredményezett. Valamennyi altalunk vizsgalt térzs lenyegesen kisebb mennyiségben termelt
hidrogén peroxidot, mint Jaroni és Brashears (2000) altal L. delbrueckki subsp. lactis térzsre
kézolt 7.5 pg/10” CFU. Ito et al. (2003) L. casei lactis subsp. lactis Al torzs esetén 300-380
ppm hidrogén peroxid koncentraciot mért, ami mar jelentés baktericid hatdssal volt Listeria,
Yersinia valamint E. coli tOrzsre.

Az L. plantarum 2142 altal 24-48 h alatt termelt hidrogén peroxid L. monocytogenes és B.
cereus teszt organizmusokra fejtett ki gatlé hatast, de E. coli-val szemben nem (Zalan et al.
2005). A tejsavbaktériumok altal termelt 0.0.3 mM hidrogén peroxid nem okozott
sejtkarosodast L. plantarum 2142-re vegzett vizsgalatok alapjan. A laktobacillus torzsek H,0,
termelése és a fermentalt cékla pigment 6sszetevoinek valtozasa a fermentacio soran jo
egyezést mutat, mert 2142-vel kovetkezett be a legnagyobb csdkkenés a kiindulési ertékekhez
viszonyitva, mig L. casei 2750 ami csak kb. fele H,O,-ot termel jobban megérzi a
szinanyagot.

3. dbra Tejsavbaktériumok H,0, termelése MRS taptalajon
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4. dbra Tejsavbaktériumok H,O, termelése TJ taptalajon
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tablazat L. plantarum 2142 éaltal termelt H,O, gatlo hatasa

L. plantarum 2142 inkubacios ideje foszfat- pufferben 5 °C-on
Cél mikroorganizmus

Oh 2h 24h 48h 72h
L. monocytogenes + + + + +
B. cereus - + * + +
E. coli - - - - -

+ erds gatlasi zéna (2mm), + gyenge gatlasi zona (0-2 mm), - nincs gatlasi zona
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