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Kedves Olvaséink!
Aggaszté és szégyenletes, hogy Keleten a helyzet még mindig valtozatlan.

,» [estvér, itt raciot, s kegyelmet ne keress, / A régi fat az uj szelek / Kitépik,
higba gybkeres / Az 8si féldben, s / Emlékeiben még tetemes / Tudas és
Tapasztalas adja / Felsébbrendl és nemes / Eszméknek hondt, / Az emberek
nem értik szavat, / Mignem mindannyian / Meg nem jarjuk a Golgotat™.”

Ugy vélem, minden békeszeret6 ember vérja az értelmetlen és szérny(ihaboru
véget. Jomagunk szerény eszkdzeivel ugy jarulunk hozzd a megbékéléshez,
hogy hasabjainkon az emberi élet fenttartdasahoz egyik legsziikségesebb
pillér, az élelmiszerek vizsgalatardl sz616 cikkeket teszink kézzé.

Vezet§ anyagunk szerz6i, Biré6 Barbara és munkatarsai egy, az
élelmiszerek érzékszervi vizsgalataval kapcsolatos, genetikai alapokon
megkodzelithetd élettani jelenség tudomanyos hatterét targyaljak. Munkajuk
Iényege az, hogy a TAS2R38 jelzésU keserd iz érzékeléséért felel@s receptor
gén polimorfizmusai kétféle médon mikddé receptort alakitanak ki az emberi populacioban. Kisérleteikben
kimutattak, hogy a vizsgalt két keserl iz(i vegyllethez kothetd érzékelési képesség és az emberi test
Osszetétele statisztikus 6sszefliggést mutat.

Jakucs Levente és Oré-Siit6 Berta Vanda egy &si ital, a sor termékfejlesztésérdl szamolnak be kistizemi —
kézml(ives—technoldégiaikérnyezetben. Dolgozatukban elemzik asérmindségétrontaniképes veszélyforrasokat
és vazoljak egy sor-eléallitdé berendezés muiszaki hianyossagainak kikiiszobodlési lehetéségeit is, amelynek
révén szamottevéen javulhat a berendezés hasznalataval eléallitott kézmdives sér minésége.

Molnar Judit és munkatarsai Kéziratukban a ndvekvd létszamu emberiség egyik globalis problémaja, a
kielégitd mindségld és mennyiségl élelmiszertermelés egyik megoldasi lehetéségét vazoljak. Cikkikben
az egysejt-fehérjék élelmezési és takarmanyozasi célra vald elallitasaval kapcsolatos szakirodalmi
Osszefoglaldval szolgalnak. Ipari méretekben, iranyitott fermentéacids technikaval szamos mikroorganizmussal
(baktériumokkal algakkal, gombékkal) lehet élelmiszer- és takarmany-alapanyként szolgald, taplalod fehérjét
eléallittatni.

Siile Judit és munkacsoportja olyan, in vitro tesztrendszer kidolgozasan faradoztott, amelynek segitségével
hatékonyan lehet probiotikus - hasznos él6éanyag gyanant szolgalo - baktériumtdrzseket szelektalni. Kisérleti
munkajuk soran értékes, antibiotikum- és egyéb antimikrobidlis hatasokra rezisztens torzseket izolaltak.
Eredményeik alapjan bdévilhet az emberi egészségre j6tékony hatassal rendelkezé probiotikus termékek
eléallitasanak lehet6sége, amelyekben az él6 mikroorganizmusok képesek ellendlni a fels6 béltraktus savas
hatasanak, igy hatékonyan tudnak hozzajarulni az egészséges bélfléra fenntartasahoz.

Aleksandr Lukin és munkatarsai tartositd szereket tartalmazé adalékanyag-keverékek vizsgdlatanak
témajaban kildték be dolgozatukat. Munkajuk soran céljuk arra torekedtek, hogy t6bb hatékony modszert
talaljanak az élelmiszerek mikrobioldgiai karositékkal szembeni megdévasara. Kutatasuk f6 célja a tartdsitészer-
keverékben 1évd élelmiszer-adalékanyagok vegyUleteinek hatasvizsgalata volt friss sertéshus mikrobiolégiai
romlassal szembeni ellenalld képességére a hus tarolasa soran. Kisérleteiket mikrobioldgiai indikatorok
segitségével végezték.

=

Dr. Szigeti Tamas Janos
f6szerkesztd

T Szigeti T.: Keleten a helyzet valtozatlan
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Dear Readers,

It is worrying and shameful that All Quiet on the Eastern Front is still
unchanged.

“Here, Man, seek not ration, nor mercy, / Old tree plucked up by new winds,
/rooted in vain in their ancient earth, / and memory, still great Knowledge and
Experience give home to superior and noble Ideas. / No one will understand
his word / till all have passed through Calvary.’”

| believe all peace-loving people are waiting for the end of the senseless
and terrible war. With our own modest means, we are contributing to
reconciliation by publishing articles in our columns on food testing, one of
the most necessary pillars for sustaining human life.

The authors of the leading material, Barbara Biré6 and her colleagues,
discuss the scientific background of a genetically accessible physiological
phenomenon related to the sensory examination of food. The essence of
their work is that the polymorphisms of the TAS2R38 receptor gene, which is responsible for the perception
of bitter taste, forms bimodal effect in the human population. In their experiments, they highlighted, there is
a statistically significant relationship between the sensitivity of the two bitter-tasting compounds tested and
the composition of the human body.

Levente Jakucs and Berta Vanda Oré-Siit6 report the product development of an ancient beverage, the
beer, in a small-scale - artisanal — technological environment. Their work analyzes the sources of risks that
can mess up the quality of beer and outlines the possibilities of eliminating the technical shortcomings of a
beer production equipment, which can significantly improve the quality of artisanal beer produced using the
equipment.

In their manuscript, Judit Molnar and her colleagues outline one of the solutions to one of the global
problems of an increasing number of human beings, the production of food of satisfactory quality and quantity.
In their article, they provide a review of the literature on the production of unicellular proteins for food and
feed purposes. With the fermentation technique controlled by industrial devices, plenty of microorganisms
(bacteria, algae, fungi) can be used to produce valuable nutritious protein as a raw material of food and feed
products.

Judit Siile and her scientific research team have been working to develop an in vitro test system that can
be used to efficiently select probiotic bacterial strains as useful living microbe materials. In their experimental
work, they isolated valuable resistant strains to antibiotics and other antimicrobial effects. Based on their
results, there is a possibility to producing probiotic products with have beneficial effects on human health,
in which living microorganisms can resist the acidic action of the upper intestinal tract, can thus effectively
contribute to the maintenance of a healthy intestinal flora.

Aleksandr Lukin et al. sent us an article on the topic of investigation of bio-preservative agent containing
additive material mixture. They strived to find several methods to preserve the food products against the
microbiological damage agents. The main goal of the paper is investigating the effect of the compounds of
food additives in the preservative mixture on the resistance of fresh pork to microbiological spoilage during
storage. They work based on the usage of microbiological indicators.

S

- —

Dr. Tamas Janos Szigeti
editor-in-chief

T T. Szigeti T.: All Quiet on the Eastern Front (translation: Blanka Daniella Szilvassy)
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A feniltiokarbamid éerzéekenyseg
Osszefiliggesei a testosszetetellel,
valamint a kave- es teafogyasztassal

Kulcsszavak: izérzékelés, egypontos nukleotid polimorfizmus, bioelektromos impedancia, testtémegindex,
élelmiszer preferenciak

1. OSSZEFOGLALAS

A TAS2R38 keserli iz érzékeléséért felelés receptor-gén polimorfizmusai
bimodalis receptor valaszt valtanak ki a populacioban a feniltiokarbamid, illetve a
6-n-propiltiouracil érzékelése soran. A feniltiokarbamiddal és a 6-n-propiltiouracillal
szembeni érzékenység genetikai eltérései irodalmi adatok alapjan befolyasolhatjak
a testosszetételt, az élelmiszer preferenciakat és az élelmiszerek fogyasztasi
gyakorisagat. Hazankban eddig ezeknek a faktoroknak az egyiittes vizsgalataval
kapcsolatban még nem sziiletett publikacio.

Jelen kutatas célja 6sszefliggések keresése a feniltiokarbamid taster statusz és a
testosszetétel, valamint a kiilonb6z6 keserdi izli élelmiszerek fogyasztasi gyakorisaga
k6zott.

A vizsgalat soran elvégeztilk a résztvevok taster statusz felmérését (n = 170),
bioelektromos impedancia alapu testosszetétel-meghatarozasat (n = 96). A
résztvevok ezen tulmenéen Kkitoltottek egy keserii élelmiszerekre vonatkozo
fogyasztasi gyakorisagi kérddivet (n = 170). Az adatelemzéshez leiré statisztikai
madszereket, kereszttabla-elemzést, tobbszoros korrespondencia-analizist (Multiple
Correspondence Analysis), valamint Mann-Whitney prébat hasznaltunk, 5%-o0s
szignifikanciaszinten.

A taster és non-taster kategoriak aranyai megegyeznek a nemzetk6zi szakirodalom-
ban k6zolt adatokkal (rendre 70%/30%). A taster statusz és a tobbi vizsgalt paraméter
k6zott nem adodott szignifikans 6sszefliggés, azonban atébbsz6rés korrespondencia
analizis alapjan a nemzetk6zi szakirodalommal egybevago tendenciak figyelheték
meg. A nemek és a testosszetétel, valamint az élelmiszerpreferenciak egyes valtozoi
k6z6tt szignifikans 6sszefiiggés mutathaté ki.

A szakirodalmi adatok, és sajat eredményeink alapjan nem zarhaté ki, hogy
Osszefliggés all fenn a genotipus és a testésszetétel, valamint az élelmiszervalasztas
k6zott. Tovabbi, nagymintas, reprezentativ kutatasok eredményei sziikségesek a
feltételezések igazolasahoz.

1 Elelmiszertudomanyi és Technoldgiai Intézet, Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Pécsi Sorfézde Zrt.
3 Dietetikai és Taplalkozastudomanyi Tanszék, Semmelweis Egyetem, Egészségtudomanyi Kar
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Roviditések: PROP: propiltiouracil; PTC: feniltiokarbamid; SNP: Single Nucleotid Polymorphism
(egypontos nukleotid polimorfizmus); GPCR: G Protein Coupled Receptor (G-protein kapcsolt receptor);
PAV: Prolin-Alanin-Valin; AVI: Alanin-Valin-lzoleucin; AAIl: Alanin-Alanin- Izoleucin; PAI: Prolin-Alanin
-Izoleucin; PVI: Prolin-Valin-Izoleucin; AAV: Alanin-Alanin- Valin; FFQ: Food Frequency Questionnaire
(élelmiszerfogyasztasi gyakorisagi kérddiv); BIA: bioelektromos impedancia; BMI: Body Mass Index
(testtdmegindex); PBF: Percent Body Fat (testzsirszazalék); VFA: Visceral Fat Area (viszceralis zsir
kiterjedése); MCA: Multiple Correspondence Analysis (t6bbsz6rds korrespondencia analizis)

2. Bevezetés

A korulottink 1évd vilagot, illetve abban 6nmagunkat érzékszerveinken és érzékeinken keresztil észleljuk. Az
emberek esetében 6t alap érzéket kiilonbdztetiink meg: a latast, a hallast, a tapintast, a szaglast és az izlelést.
Ezeken kivil mas érzékeket is ismerlnk, ide tartozik pl. az egyensuly, az éhség, a szomjusag, a fajdalom
vagy a rossz kozérzet [1]. Az izek érzékelése — a szaglassal és az altalanos (trigeminalis) kemoszenzoros
rendszerrel egyutt — a szdjhoz és az orrhoz kdtédik, és az un. kémiai érzéfolyamatok kdzé tartozik, melyek
feladata a kdrnyezetiinkben taldlhaté vegylletek érzékelése. Az izek érzékeléséért felel6s receptorok az
elfogyasztott vegylleteket detektéljak, melyeket izanyagoknak neveziink. Ezek tdbbnyire vizben old6dd
molekuldk, melyek a taplalék minéségérdl és biztonsagossagardl szolgaltatnak informaciokat [2].

Az izérzékelés kozvetlen kontaktfolyamat, melynek kizardlagos helye a szajlireg. Az érzékeléseért
felel6s receptorok a nyelv felszinén, a garatban, a lagy szajpadon és a nyel6csé felsé részén, az un.
izlel6szemolcsokon elhelyezkedd izlel6bimbdkon talalhatéak meg. Az ezek altal kdzvetitett informacio
a VII; IX. és X. agyidegeken, majd az agytdrzsi és agyalapi magvakon keresztil a frontdlis operculum és
az insula izlel6kérgébe érkezik. Ezek a kérgi terlletek, valamint az agytdrzsben a tractus solitarius magvai
Osszekottetésben allnak a hypothalamussal és az amygdalaval, melyek valoszin(ileg befolyasoljak az éhséget
és a jollakottsagot (telitettséget), az étkezéssel kapcsolatos egyéb homeosztatikus valaszokat, valamint az
étkezéssel kapcsolatos érzelmi reakcidkat [2, 3].

A keser( iz gyakran elutasitast valt ki, mely egy velesziletett emberi reakcioé. Ez az averziv valasz annak
készdnhetd, hogy szamos keserl iz(i vegyullet (szekunder ndvényi metabolitok, pl. alkaloidak, egyes
szervetlen és szintetikus vegyUletek, élelmiszerek esetében pl. az avas zsirok) toxikus, ezek elfogyasztasa
egészségkarositd, vagy akar életet veszélyeztetd is lehet [4]. Ugyanakkor, megannyi olyan keser{i izl vegyUlet
is ismert, mely gydégyszerészeti és taplalkozastudomanyi szempontbdl elényds. llyen vegylletek pl. a
Brassicaceae csaladba tartozé kaposzta, brokkoli, vagy bimbds kel gliikozinolatjai, és ezek bomlastermékei,
az izocianatok; a kavé, a tea és a kakad metilalt xantinszarmazékai, a koffein, a teofillin és a teobromin; vagy a
sOrok keserliségét add komlo-eredetl alfa-savak. Mig a zéldségfélék esetében dltalaban elutasitast valtanak
ki ezek a vegylletek, az utébb emlitett élvezeti termékek esetében a keserl iz kivant tulajdonsag [5, 6, 7].

Az izek érzékelése soran 6t alapizt kildnbdztetink meg: az édeset, a sésat, a savanyut, a keser(t és az
umamit. Utobbi az érzékeléséért felelGs receptor felfedezése utan, 2002-ben kerllt hivatalosan az alapizek
k6zé [8]. Az 6t alapiz kozll a keser(i iz detektalasa a legkomplexebb, ennek szabalyozasért a TAS2R géncsalad
felel6s, mely 25 funkcionalis génbdl all. Ezek a gének kédoljak a TAS2Rs receptorokat, melyek strukturalisan
kétédnek egyes keserd izt kivaltd vegylletekhez (ligandok), azonban szamos receptor ligandjat még nem
sikerilt azonositani [7].

A feniltiokarbamid (PTC, mas néven 1-fenil-2-tiourea), illetve a 6-n-propiltiouracil (PROP) szintelen vagy
fehér szind, kristalyos, keseru izli szerves vegylletek: mindkett6 kéntartalmda (SCN) funkcids csoportot
tartalmaz. Kémiai szerkezetliket az 1. abra mutatja be. Felhasznalasuk eltéré: a a feniltiokarbamidot
ipari adalékanyagként, szinanyagként hasznaljak, mig propiltiouracilt antitireoid agensként alkalmazzak
pajzsmirigy-tulmikoédésben [9, 10].

HN_ S Q
NH | NH
N/KS
H
PTC PROP

1. abra. A 1-fenil-2-tiourea (PTC) és a 6-n-propiltiouracil (PROP) szerkezete
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A két vegytulet klildnlegessége, hogy az emberekben un. bimodalis valaszt valtanak ki: a populacié egy része
képes érzékelni ezek keserli izét, egy része pedig nem. Ennek felfedezése Arthur Fox vegyész nevéhez fliz6dik.
1931-ben a DuPont vegyipari vallalat laboratoriumaban dolgozé Fox véletlenll a laboratérium Iégterébe
engedett kis mennyiségu finom kristalyos PTC-t, mire egy kollégaja panaszkodni kezdett annak keser( izére.
Fox ezt annak ellenére nem érezte, hogy kozvetlenll érintkezett a porfelhdvel. Ez utan csaladjat és baratait is
tesztelte, mely soran ,taster” (érzd) és ,non-taster” (nem érzd) statuszba sorolta az egyéneket. Eredményeit
meég ugyanazon évben alatdmasztotta Laurence Hasbrouck Snyder genetikus, aki megallapitotta, hogy a
non-taster statusz a Mendeli genetika szerint egy recessziv jelleg [11].

A kutatashoz hasznalt PTC lecserélése a rokon vegylletre, a PROP-ra az 1960-as években merdilt fel el6szor,
a PTC er6s kénes illata miatt. Az 1980-as években azonban toxikoldgiai szempontbdl is kérdésessé valt
a PTC, igy a kutatdk a két vegyllet hatasainak ¢sszehasonlitasa, és a PROP kliszdbkoncentraciéjanak
megallapitasa utan a PROP-ot is hasznalatba vették [12].

Bartoshuk és munkatarsai 1991-ben felfedezték, hogy a non-tasterek viszonylag homogén valaszreakciokat
adtak, viszont a tasterek reakcidi kildnbdzEbbek voltak, egy alcsoportjuk pedig kifejezetten intenzivebbnek
érezte a PROP keserU izét. Az alcsoportba tartozokat ,,supertastereknek” nevezték el. A supertaster statuszt
nem befolyasolja a taster statuszért felel8s genotipus, azonban ez a felfedezés magaval vonzotta az Uj
klasszifikacids szint, a ,medium taster” kifejezés hasznalatat [13].

A taster statuszt a genetikai allomany bizonyos véltozatai, ebben az esetben egypontos nukleotid
polimorfizmusok (Single Nucleotid Polymorphism, SNP) hatarozzak meg. Az SNP-k a genom egy nukleotidjat
érintd DNS szekvencia variaciok, ugyanahhoz a fajhoz tartoz6 két egyed genetikai allomanya kézott egyetlen
bazis eltérései, ugyanabban a pozicidban. Minden ember genomja egyedi SNP mintazattal rendelkezik,
azonban az ilyen valtozasok akkor nevezhet6k SNP-nek, ha a populacio legalabb 1%-ban megjelennek. Az
SNP-k altaldban a DNS osztédasakor (replikacio) bekdvetkezd hiba vagy DNS kdrosodas révén johetnek
Iétre. Elhelyezkedhetnek génekben (kddold és nem kddold szakaszokban egyarant), valamint gének kozott
(intergenikusan) is, igy okozhatnak szerkezet- és funkcidvaltozast is [14].

Az SNP-ket gylijt6d dbSNP adatbazist az amerikai National Center for Biotechnology Information, és a National
Human Genome Research Institute k6z6sen hozta létre 1999-ben. A teljes emberi genomot 2003-ban
sikeresen feltérképez6 Human Genome Project ugrasszer(ien megndvelte a felfedezett SNP-k szamat, mai
napig tébb mint 650 millid egypontos nukleotid variaciot térképeztek fel és gyljtdttek 6ssze az adatbazisban
(weblap: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) [15].

A PTC- és PROP-érzékenység esetében a TAS2R38 keser( iz detektalasaért felelés gén SNP-i hatarozzak
meg, hogy az egyén képes-e a vegyllet keserl izének érzékelésére. A gén egy, hét transzmembran doménnel
rendelkezd (heptahelikalis) G-protein kapcsolt (Gene Protein Connected Receptor, GPCR) keserliz-érzékeld
receptort kddol, amely a vegytletek N-C=S csoportjahoz kétédik. Ebben az esetben 1002 nukleotidbdl allé
gén 3 funkcionalis missense-coding SNP-t tartalmaz, melyek nem szinonim valtozasokat eredményeznek,
tehat megvaltoztatjak a kodolt fehérje szerkezetét. A kérdéses fehérje esetében az aminosav-sorrend az
1. tablazatban bemutatottak szerint alakulhat.

1. tablazat. A TAS2R38 gén polimorfizmusai, €s a kodolt fehérje aminosavai [16, 17] alapjan

A nukleotid pozicidja SNP allél Aminosav pozicidja A kodolt aminosav
rs713598 - Citozin Prolin
145 49
rs713598 — Guanin Alanin
rs1726866 — Citozin Alanin
785 262
rs1726866 — Timin Valin
rs10246939 — Guanin Valin
886 rs10246939 — Adenin 296 Izoleucin

A két leggyakoribb haplotipus a PAV, valamit az AVI. A dominans PAV/PAV, vagy PAV/AVI diplotipussal
rendelkezdk altalaban taster statuszuak, mig arecessziv AVI/AVI diplotipusuak non-tasterek. Kis gyakorisaggal
(1-5%), de egyes etnikumok és kisebb populacidk esetében eléfordulnak AAl, PAI, PVI és AAV haplotipust
hordozdk is, utdbbi esetében a két statusz nagyjabdl egyenld eloszlast mutat. Az eddigi vizsgalatok alapjan
Osszességében elmondhatd, hogy a taster statusz gyakorisaga nagyobb, a vizsgalt populaciétdl fliggéen
55-85% [16, 17, 18].
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Magyarorszagon taster statuszt felmér6é kutatast 1967-ben, 7-15 éves budapesti gyermekeken végzett
Dr. Forrai Gyorgy gyermekgyogyasz €s Bankdvi Gyorgy matematikus. Munkajuk soran Harris és Kalmus
modszere alapjan, PTC oldatokkal meghataroztak az izkiiszobértéket az egyes gyermekek esetében, majd
ebbdl kdvetkeztettek a taster statuszra. Eredményeik alapjan a gyermekek 67,8%-a taster statuszu volt,
azonban a nem és a statusz kézott nem talaltak szignifikans 0sszefliggést. Munkajukat az Orvosi Hetilapban
publikaltak [19].

Anatémiai szempontbdl a polimorfizmus az izlel6bimbdk szamaval van dsszefliggésben: a tasterek tébb
fungiform papillaval és izlelépdrussal rendelkeznek [12].

A PTC és PROP érzékenység mas faktorokra gyakorolt hatdsanak kutatédsat az 1960-as években kezdték
el. A magyarorszagi szuletésul pszichofarmakologus-kutatd, Roland Fischer volt az elsé, aki ugy gondolta,
Osszefliggés allhat fenn az izek érzékelése és az élelmiszerek kedveltsége kozott [20]. A mai napig szamos
kutaté foglalkozik a taster statusz (és az azt meghatarozé haplo- és diplotipusok) és a testtdmegindex [17,
21], egyes élelmiszerek kedveltsége és fogyasztasi gyakorisaga (pl. alkoholos italok [22, 23], z6ldségek —
kllondsen a keresztesviraguak [24, 25], kavé, tea [26], édesitészerek [27]), valamint egyes megbetegedések
(pl. Parkinson kor, gasztrointesztindlis daganatok, krénikus rhinosinusitis) és azok tinetei kozotti
Osszefliggések felderitésével [28, 29, 30].

3. Célkitlizés

Jelen kutatas célja dsszefliggések keresése a taster statusz és a testdsszetétel, és a kilonbdz6 keser
izG élelmiszerek fogyasztasi gyakorisaga kdz6tt. Ehhez PTC taster-statusz felmérést, bioimpedancia alapu
testdsszetétel-meghatarozast, valamint egy keserl élelmiszerekre vonatkozé fogyasztasi gyakorisagi
kérddivet hasznaltunk.

4. Modszer

Az adatfelvételt 2019 februdrjaban és marciusaban végeztik el. A résztvevék a Szent Istvan Egyetem
Elelmiszertudomanyi Karanak, valamint a Semmelweis Egyetem Egészségtudomanyi Karanak magyar-
orszagi hallgatéi és munkatéarsai voltak, dsszesen 170 f6. A taster stdtusz meghatdrozasaban 170 f6, az
testOsszetétel-vizsgalatban 96 f6 vett részt, az az élelmiszervalasztas gyakorisagi kérddivet (Food Frequency
Questionnaire, FFQ) 170 6 toltdtte ki. Az adatszolgaltatas minden vizsgalat esetében anonim modon tértént.
Az egyes adatok 6sszekapcsolasahoz a résztvevéket kodszamokkal lattuk el. A résztvevdket az altalanos
adatvédelmi rendelet (2016/679 EU rendelet) szerint tajékoztattuk a felvett adatok kezelésérdl.

A taster statuszt PTC-vel atitatott papircsikokkal hataroztuk meg (Precision Europe, Northampton, Egyesiilt
Kiralysag). A PTC mennyisége csikonként 20 pg volt. A résztvevéket a papircsikok izlelése utan taster és
non-taster kategdriakba soroltuk.

A testOsszetétel-meghatarozast bioelektromos impedancia (BIA) alapu mddszerrel, InBody 770 (InBody
USA, Cerritos, California) készlilékkel végeztilk. A mddszer az emberi test elektromos tulajdonsagain, a
klilonb6z8 szovettipusok vezetbképességén alapul. Egyszerl, noninvaziv miiszeres modszer, mely igen
pontos adatokkal szolgal tébb antropometriai paraméter, pl. a testzsir szazalékos aranya, illetve annak
eloszlasa esetében is [31]. A felvett adatok kozll a testtomegindexet (BMI, kg/m?), a testzsirszazalékot (PBF,
%), valamint a viszceralis zsir kiterjedését (VFA, cm?) hasznaltuk fel az elemzésekhez [32, 33, 34].

Az FFQ tartalmaz egy specifikus élelmiszerekbdl vagy élelmiszertipusokbdl dsszedllitott listat, melyek
esetében a kitdltéknek meg kell jeldInitik, milyen gyakran fogyasztjak az adott élelmiszert, vagy élelmiszer-
tipust [35]. A kérddivet keserl izl élelmiszereket is tartalmazd élelmiszercsoportokbdl allitottuk Ossze, a
fogyasztasi gyakorisdgot kategdridkkal jeldltik. A kérddivet Google Urlapok segitségével hoztuk Iétre, az
adatfelvétel online tértént. A felvett adatok kozill a kaveé- és a teafogyasztas adatait kdzoljik, melyek esetében
nem csak a fogyasztasi gyakorisagot, hanem fajtat, illetve a leggyakrabban alkalmazott izesitési modot is
meg kellett adniuk a kitdltéknek. Az eredmények atlathatosaga érdekében az FFQ gyakorisagi kategoriait
harom 8 kategdriaba vontuk 6ssze, melyet a 2. tablazat szemléltet.
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2. tablazat. A fogyasztdsi gyakorisdgi kérddiv kategdridinak csoportositdsa

Kategoriak Az elemzések soran hasznalt csoportositas

Naponta t6bbszdér fogyasztom

Naponta fogyasztom Gyakran

Heti 1-3 alkalommal fogyasztom

Havi 1-3 alkalommal fogyasztom

Nem jellemzé
1 hénapnal ritkdbban fogyasztom

Nem fogyasztom Soha

5. Statisztikai elemzések

Arésztvevbk adatainak elemzéséhez leird statisztikai modszereket (atlag, szoras, szazalék), valamint a felvett
adatok kategdriavaltozokka valé atalakitasat kovetéen kereszttabla-elemzést, tdbbszdrds korrespondencia-
analizist (Multiple Correspondence Analysis, MCA), valamint Mann-Whitney prébat hasznaltunk, 5%-os
szignifikanciaszinten [36]. Az elemzésekhez XLSTAT 2020.1.3; Microsoft® Office Excel® 2016 szoftvereket
hasznaltunk.

6. Eredmények
6.1. Demografiai adatok

A kutatasban 55 férfi és 115 né vett részt, igy a nemek megoszlasa 32,35 % férfi és 67,65 % nd. Az
adatfelvételkor legfiatalabb résztvevé 19, a legidésebb 40 éves, az atlagéletkor pedig 23,85+3,05 év volt.
Allandé lakhely szerint 44,70 % budapesti, 55,30 % vidéki lakos. A vidékiek 24,46 %-a pest megyei, ez az
Osszes résztvevd 13,53 %-at teszi ki. Zala és Csongrad-Csanad megyét egy résztvevdé sem jeldlte meg
allando lakhelyként.

6.1.1. Taster statusz

A taster statusz megoszlasa (3. tablazat) szerint a résztvevék 72,94 %-a taster, mig 27,06 %-a non-taster.
A non-tasterek aranya a férfiak kdzott 23,63 %, mig a nék kozott 28,69 % volt. A kereszttabla-elemzés
alapjan nincs szignifikans 6sszefliggés a nem és a taster statusz kozott (y*(1, n=170)=0,483, p=0,48).

3. tabldzat. A taster statusz felmérés eredménye nemek szerint és 6sszesen (f6, n = 170)

Nem Taster Non-taster
Férfi 42 13
N6 82 33
Osszesen 124 46

6.1.1.1. A testosszetétel-meghatarozas eredményei, és annak 6sszefliggései a taster statusszal

A testdsszetétel-meghatarozast 23 férfi és 73 n6, 6sszesen 96 f6 esetében végeztik el. Az elemzéshez
hasznalt adatok atlagait a 4. tablazat tartalmazza.

4. tabldzat. A testésszetétel-meghatdrozas soran felvett adatok (atlag + szords, n = 96)

Testmagassag Testtémeg Testtémegindex Testzsir-szaza- | Viszceralis zsir
Nem (cm) (kg) (BMI, kg/m?) lék kiterjedése
’ (PBF, %) (VFA, cm?)
Férfi/Male 180,57+6,37 83,15+1,85 25,53+3,69 20,19+7,18 74,46+33,85
Né/Female 166,34+6,58 61,75+10,62 22,29+3,50 27,91+6,75 76,63+37,95
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Aférfiak kozott a BMI alapjan 11 6 tulsulyos (BMI25,0-29,9) és 3 6 elhizott (BMI > 30,0) volt. A testzsirszazalék-
értékek alapjan 6 f6 volt elhizott (PBF > 27 %), mig a viszceralis zsir kiterjedése 5 6 esetében volt magasabb,
mint a 100 cm?-es felsé hatarérték.

Anbk kdzott a BMI szerint 5 18 alultaplalt (BMI<18,5), 7 f6 tulsulyos, valamint 3 f§ elhizott volt. A testzsirszazalék-
értékek alapjan 18 6 volt elhizott (PBF > 32 %), a viszceralis zsir kiterjedése pedig 15 f6 esetében haladta
meg a 100 cm?3-t.

A statisztikai elemzések alapjan nem talaltunk szignifikans 6sszefliggést egyik obezitast jelzd paraméter és a
taster statusz k6zott sem (BMI: 43(3, n=96)=0,42, p=0,93; PBF: ¥2(1, n=96)=0,45, p=0,50; VFA: *(1, n=96)=0,01,
p=0,90). A 2. abran lathat6 t6bbsz6rds korrespondenciaelemzés eredményei alapjan elmondhato, hogy az
egyes jelzd paraméterek egymassal dsszefliggenek. A 2. abran lathaté mintazat alapjan a non-tasterek
kdzelebb helyezkednek el a normal testdsszetételt és testtémeget jelzd kategdridkhoz. A kereszttabla-
elemzés alapjan BMI alapjan a n6khdz képest a férfiak esetében szignifikansan magasabb volt a tulsulyosak
aranya, mint a normal kategoridba tartozoké (x3(3, n=96)=21,52, p<0,0001).

Né
\ o

VFA-M
BMI-Alultaplalt agas

BMI-Elhizott /

S o f E———— PBF -Elhizott

2y } } } S ——— - } } } } {
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PBF-Normal .= =" S o
x— SR
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K ~
6 S ./
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2. abra. A tébbszérés korrespondenciaelemzés eredményei a taster statusz, a nem, és a testésszetételt jellemzd
parameéterek esetében (n = 96, p=0,05)
Réviditések: BMI = Body Mass Index (testtémegindex); PBF = Percent Body Fat (testzsirszazalék);
VFA = Visceral Fat Area (viszceralis zsir kiterjedése)

6.1.1.2. A kdvéfogyasztas és a taster statusz dsszefliggései

Az FFQ-t kitdlt6k kozll 27 ember nem fogyaszt kavét, igy az 6 adataik az elemzésbe nem kerlltek bele.
A ,Tejjel” kategdria a tejjel, tejpotidval, tejtermékkel valod izesitést, az ,Edesitéssel” kategdria a barmilyen
édesitészerrel (cukor, mesterséges és természetes édesitészerek) valé fogyasztast jeldli. A ,Vegyes”
kavéfajta az Arabica és a Robusta felvaltva, vagy blend-ként valé fogyasztasat jeldli. 143 kavéfogyaszto
kozll 24 feketén (édesités és tej, vagy tejpotid nélkiil) fogyasztja az italt.

A kereszttabla-elemzés alapjan nem all fenn szignifikans dsszefliggés a taster statusz és a kavéfogyasztas
(x*(1, n=170)=0,02, p=0,88), a fogyasztasi gyakorisag (x®(1, n=143)=2,57, p=0,10), és a fogyasztott
kavéfajta (x3(3, n=143)=4,21, p=0,24) koz6tt. Szintén nem talaltunk szignifikans &sszefliggést a feketén
(x3(1, n=143)=0,60, p=0,43), tejjel (x?(1, n=143)=0,28, p=0,59), valamint az édesitve (y*(1, n=143)=0,17, p=0,67)
valé fogyasztas, és a taster statusz kozott. A t6bbszérds korrespondencia analizis mintazata (3. abra)
alapjan azonban megfigyelhet6, hogy a non-tasterek kevésbé gyakran fogyasztanak kavét, mint a tasterek,
és a kavéfajtat sem tudjak pontosan megnevezni. Amikor kavét fogyasztanak, édesitik azt. A tasterekhez
az Arabica fajta all a legkdzelebb, és altalaban nem édesitik a kavét. A tejjel valo izesités nem feltétlendl jar
egyutt az édesitéssel. A nemek szempontjabdl egyértelmi kildnbség latszik: a nék kozott szignifikansan
tébb volt a kavéfogyaszto (y?(1, n=143)=3,65, p=0,05), valamint a nék inkabb tejjel és édesitve, mig a férfiak
tej nélkll, feketén preferdljak a kavét. Ezt a kereszttabla elemzés is alatamasztotta (Feketén fogyasztas:
v?(1, n=143)=8,46, p=0,05; Tejjel fogyasztas: y*(1, n=143)=6,51, p=0,01).
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3. dbra. A kavéfogyasztas bsszefiiggései a taster statusszal és a nemmel (n = 143, p=0,05)
Réviditések: 'Tejjel’ = tejjel, tejpdtloval, tejtermékkel vald izesités, 'Edesitéssel’ = barmilyen édesitészerrel (cukor,
mesterséges és természetes édesitészerek) vald izesités, 'Kavéfajta — Vegyes’: Arabica és a Robusta felvdltva, vagy
blend-ként (keverékként) valé fogyasztds

6.1.1.3. A teafogyasztés és a taster-statusz dsszefliggései

A kitolték kozll 14 f6 jeldlte, hogy nem fogyaszt teat, igy adataikat nem elemeztiik. A ,Fekete vegyes”
kategoria tobb teafajta, kdztlk fekete tea rendszeres fogyasztasat jelenti. A ,Z6ld vegyes” a fekete tean kivdl
tobb mas teafajta rendszeres fogyasztasat jelenti. Az ,Edesitve” kategdria a barmilyen édesitészerrel (cukor,
mesterséges és természetes édesitészerek) valé teafogyasztast jeldli. Az ,izesités - Vegyesen” kategdria az
alkalmanként eltérd izesitést (egyszer édesitve, és/vagy citrommal, egyszer izesités nélkil stb.), az Lizesités -
Mindennel” pedig a cukorral és citrommal valé fogyasztast jeldli. 156 teafogyaszto koziil 57 6 izesités nélkil
(édesit6szer, citrom hozzaadasa nélkil) fogyasztja az italt.

Elemzéseink soran nem taldltunk szignifikdns Osszefliggést a taster statusz és a teafogyasztas
(x(1, n=170)=1,26, p=0,26), annak gyakorisaga (x®(1, n=156)=0,95, p=0,32), a fogyasztott teafajtak
(x3(5, n=156)=2,57, p=0,76) és az ital izesitési mddjai (x2(4, n=156)=5,13, p=0,27) kdz6tt. A nemek esetében
szintén nem taldltunk szignifikans dsszefliggést.

A t6bbszordés korrespondencia-analizis abrajan (4. abra) lathaté mintazat alapjan a nék és a taster-ek
gyakrabban fogyasztanak teat, azon belll is fekete- és gydgyndvénytedkat, izesités nélkil, vagy édesitve.
A férfiak és a non-taster-ek ritkdbban fogyasztanak teat, valamint a z6ld tedkat részesitik elényben, citrommal
izesitve és édesitve, vagy csak citrommal. Kizardlag gyimadlcstea fogyasztasa, illetve alkalmanként eltérd
izesités alkalmazasa a kitdlték kdrében nem jellemzé.
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4. abra. A teafogyasztas dsszefliggései a taster statusszal és a nemmel (n = 156, p=0,05)

Réviditések: 'Teafajta - Fekete vegyes’ = tébb teafajta, kbztiik fekete tea rendszeres fogyasztasa, 'Teafajta - Z6ld
vegyes’: a fekete tean kiviil t6bb mas teafajta rendszeres fogyasztdsa, 'Edesitve’: barmilyen édesitészerrel (cukor,
mesterséges és természetes édesitdszerek) valo izesites, ’Izesités — Vegyesen’: alkalmanként eltérd izesités (egyszer
édesitve, és/vagy citrommal, egyszer izesités nélkiil stb.),

"lzesités — Mindennel’: cukorral és citrommal vald izesités

7. Megbeszélés

A taster és non-taster kategériak aranyai megegyeznek a nemzetkdzi szakirodalomban kozoélt adatokkal,
melyek szerint amerikai és kaukazusi populacioban 70 % / 30 % az eloszlas [6, 37].

A taster statusz és a BMI kdz6tt nem talaltunk szignifikans 6sszefliggést, hasonléan korabbi kutatasokhoz
[17, 38]. Ezzel szemben mas kutatok kimutattak szignifikans 6sszefliggéseket a paraméterek kdzott [39].
A szakirodalmi adatok ez alapjan ellentmondasosak, nincs konszenzus a kutaték kdzoétt. Uj eredményeink
alapjan nem talaltunk 6sszefliggést a taster statusz és a testzsirszazalék, a viszceralis zsir kiterjedése kdzott
sem.

Vizsgalataink soran a tulsulyos BMI kategdrian belll szignifikans kilénbséget talaltunk a két nem kozott.
Ennek oka a két nem eltéré izomtdmege: a BMI nem tesz killdnbséget a zsirszdvet és a zsirmentes szovetek
kozott, valamint nem kalkuldl a testzsir eloszlasaval sem, igy, bar specifitasa nagy, érzékenysége alacsonynak
tekinthetd [40]. A résztvevd férfiak esetében a vazizomtdémeg szignifikdnsan magasabb volt (Mann-Whitney
U=1664, n, =23, n, = 73, p<0,0001, kétoldalu), igy koziluk tdbben kerlltek a tulsulyos kategoriaba.

Noha a kavéfogyasztas esetében nem talaltunk szignifikdns 0Osszefliggéseket, a t0bbszbros
korrespondenciaelemzés alapjan azonban tendenciak figyelhetéek meg. A non-tasterek kevésbé gyakran
fogyasztanak kavét, és nem is tudjak megnevezni a fogyasztott kavé fajtajat. Ezek valészin(ileg 6sszefliggenek
egymassal, hiszen a kavéfogyasztas irant kevésbé érdekl6dék a kavé fajtaja irant is kisebb érdeklédést
mutathatnak. Amikor kavét fogyasztanak, édesitik azt, ez a tasterek esetében kevésbé jellemzd, melyet
szakirodalmi adatok is alatamasztanak [41]. A nemek esetében a kavé eltérd izesitéssel, illetve izesités nélkdl
(,Feketén”) valo preferalasa esetleg egy-egy tarsadalmi elvarasbol fakadd magatartasnak tulajdonithato,
mely szerint a rovid eszpresszd kavé (espresso shot) fogyasztasa férfiasabb, mig a tejjel-édesitéssel késziilt
kavéitaloké (pl. milk espresso) ndiesebb [42].

A teafogyasztas esetében sem taldltunk szignifikans dsszefliggéseket, azonban tendenciézus eredményeink
O0sszhangban vannak a nemzetkdzi szakirodalommal, miszerint a tasterek kevésbé preferaljak a zold tedkat
[43, 44].

A kutatas limitacioja, hogy demografiai szempontbdl nem volt reprezentativ. A vizsgalatok soran kereskedelmi
forgalomban kaphaté tesztcsikokkal dolgoztunk, melyeknél pontosabb eredményekkel szolgalhatnak PTC
vagy PROP oldatsorokkal végzett tesztek.
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8. Kbvetkeztetés

A szakirodalmi adatok, és sajat eredményeink alapjan nem zarhato ki, hogy 6sszefliggés all fenn a genotipus
és a testOsszetétel, valamint az élelmiszervalasztas kdzott. Valdszinlleg azonban nem a genotipus,
hanem a fenotipus (taster — non-taster) az, ami kdzvetetten, a preferenciakon és az élelmiszervalasztason
keresztll hozzajarulhat az elhizashoz, és az ahhoz kéthetd betegségek kialakulasahoz. Mivel azonban az
étkezési szokasokat és az élelmiszerpreferenciakat mas, pl. szociodemografiai és pszicholdgiai faktorok is
befolyasoljak, ezek hatasa fellllirhatja a fenotipus alapjan ,térvényszerlnek” vélt kovetkezményeket (keserd iz
kedvelése/kerllése). Tovabbi, nagymintas, reprezentativ kutatasok eredményei sziikségesek a feltételezések
igazolasahoz.
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1. SUMMARY

Polymorphisms of TAS2R38 gene responsible for bitter taste perception elicit a bimodal
receptor response in the population upon the detection of phenylthiocarbamide
and 6-n-propylthiouracil, respectively. Genetic differences in sensitivity to
phenylthiocarbamide and 6-n-propylthiouracil may affect body composition, food
preferences, and frequency of consuming different food types. To date, no publication
has been published in Hungary on the joint study of these factors.

The aim of the present research is to find correlations between phenylthiocarbamide
taster status and body composition, and the frequency of consumption of different
bitter-tasting foods.

In the study, a taster status survey of participants (n = 170), a bioimpedance-based
body composition analysis (n = 96) and completed a food frequency questionnaire of
bitter foods (n = 170) were conducted.

Descriptive statistical methods, cross-tabulation analysis, multiple correspondence
analysis, and Mann-Whitney test were used for data analysis at 5% significance level.

The proportions of the taster and non-taster categories proved to be the same as
reported by international literature (70%/30% respectively). There were no significant
correlations among taster status and the other examined parameters, however, based
on the multiple correspondence analysis, the observed trends are in accordance with
the international literature. There were significant correlations among gender, body
composition and some variables describing food preference.

Based on the literature data and our own results, there can be a relationship between
genotype and body composition, and genotype and food choice. Further analyses
with large-sample size and representative research are needed to substantiate these
assumptions.
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Abbreviations:

PTC: phenylthiocarbamide; PROP: propylthiouracil; SNP: Single Nucleotid Polymorphism; GPCR: G
Protein Coupled Receptor; PAV: Proline-Alanine-Valine; AVI: Alanine-Valine-Isoleucine; AAI: Alanine-
Alanine-Isoleucine; PAI: Proline-Alanine- Isoleucine; PVI: Proline-Valine-Isoleucine; AAV: Alanine-Alanine-
Valine; FFQ: Food Frequency Questionnaire; BIA: Bioelectrical Impedance Analysis; BMI: Body Mass
Index; PBF: Percentage of Body Fat; VFA: Visceral Fat Area; MCA: Multiple Correspondence Analysis.

2. Introduction

Humans perceive their environment and its relation to them through their sense organs and senses. Five major
senses are distinguished: sight, hearing, touch, olfaction, and gustation. There are further channels of sensations
also known, e.g. balance, hunger, thirst, pain or discomfort [1]. Perception of taste and flavours are related to the
oral and nasal area, including the sense of smell and the trigeminal sensation through the chemosensory system.
It belongs to the chemical senses, and it focuses on the perception of the chemicals in our environment. Taste
receptors detect the chemicals in the consumed food, which are generally called tastants. These are usually
water-soluble molecules, which provide information on the quality and safety of food [2].

Taste perception is a direct contact process, which takes place in the oral cavity. The receptors can be
found on the surface of the tongue, in the pharynx, on the palate and in the upper part of the oesophagus.
Receptors are organized in the taste buds, which are located in the taste papillae. The sensory information is
transferred through the VII; IX. and X. cranial nerves, then the brainstem’s and the thalamus’ nuclei and finally
arrives to the frontal operculum and the gustatory cortex of the insula. These areas and the nuclei of tractus
solitarius in the brainstem are linked with the hypothalamus and the amygdala, thus probably influencing
hunger and satiety, homeostatic reactions to eating and any emotions linked to eating [2, 3].

Bitter taste often triggers a rejection, which is an innate human reaction. On one hand, this aversive reaction
is due to the fact, that many bitter tasting compounds (secondary plant metabolites, e.g. alkaloids, some
inorganic and synthetic compounds, and in case of food the rancid fat) are toxic, thus consuming them might
be harmful, or life-threatening [4].

On the other hand, several bitter tasting compounds are known, which have beneficial effect from the
pharmacological or nutritional point of view. These compounds are for example the glucosinolates and their
decomposition products, the isocyanates, which are found in cabbage, broccoli or brussels sprouts (all
belong to the Brassicaceae family). Coffee, tea, and cocoa contains methylated xanthine derivatives, like
caffeine, theophylline, and theobromine; in beers we find the alpha-acids, which originate from the hop and
are mainly responsible for the bitter taste. In case of the vegetable species, the bitter taste note might trigger
rejection, in the case of the latter products; bitterness is an expected part of their sensory character [5, 6, 7].

In the field of taste perception, five basic tastes are distinguished: sweet, salty, sour, bitter and umami. This
last one was accepted as a basic taste following the discovery of its specialized taste receptor in 2002 [8].
Among the five basic quality, the detection of bitter taste is the most complex; the TAS2R gene family, which
consists of 25 functional genes, performs its regulation. These genes are coding the TAS2Rs receptors,
which structurally bind to given bitter taste compounds (ligands), however in case of several receptors, their
ligands is not identified yet [7].

Phenylthiocarbamide (PTC, also known as 1-phenylthiourea) and the 6-n-propylthiouracil (PROP) are
colourless or white, crystalline, bitter tasting organic compounds: both have sulphur containing (SCN)
functional group. Their use is different: phenylthiocarbamide is used as an industrial additive, colorant, while
the propylthiouracil is applied as an antithyroid agent in case of hyperthyroidism [9, 10]. The structure of PTC
and PROP shown in the figure 1.

HN \(S 0
NH | NH
N/KS
H
PTC PROP

Figure 1. The chemical structure of phenyl-thiocarbamide (PTC) and 6-n-propylthiouracil
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Peculiarity of these two compounds, that they trigger a bimodal reaction in humans: a part of the population
is able to perceive their bitter taste, while others not. Its discovery is linked to the chemist Arthur Fox. In 1931,
Fox working in a laboratory of the DuPont chemical company accidentally released some fine crystalline PTC
to the atmosphere of the room. A colleague working nearby complained on perceiving bitter taste. Fox did
not perceive any bitter taste, despite the fact that he directly contacted the fine dust. After this occasion, he
tested his family and friends, and categorized the individuals as ‘taster’ or ‘non-taster’. Laurence Hasbrouck
Synder geneticist, who identified that the inheritance of the non-taster status is a recessive phenomenon
according to the Mendelian genetics [11], strengthened his results.

In the 1960’s the issue of changing of PTC to PROP has risen, because of the strong, sulphuric odour of PTC.
In the 1980’s toxicological information also questioned the use of PTC, so researchers started to work with
PROP after the comparison of the two compounds and measuring the threshold concentration of PROP [12].

Bartoshuk and co-workers discovered in 1991, that the non-taster group gives relatively homogenous
responses, while the reaction of tasters were much more different, and one of their subgroups perceived the
bitter taste of PROP much more intensively. Individuals, belonging to that subgroup were called supertasters.
The supertaster status is not influenced by the genotype responsible for the taster status, but this discovery
resulted in a third type of classification label, medium taster [13].

Taster status is defined by some variations of the genetic domain; in this case the single nucleotid
polymorphisms (SNP). SNP’s are DNA sequence variations that affect one nucleotide, which are identified
between the genetic domains of two individuals belonging to the same species. Each human genome has
a unique SNP pattern, but these changes might be called SNP, if they show up at least in 1% of the total
population. SNP’s are usually the results of errors during the DNA replication, or caused by DNA damage. They
might be located in genes (both in coding and in non-coding sections), and between genes (intergenetically),
thus might cause change in structure or in functions [14].

A database (dbSNP) is collecting these SNP’s, was created in 1999 by the American National Centre for
Biotechnology Information and the National Human Genome Research Institute. The number of discovered
SNP’s was dramatically increased by the Human Genome Project, which mapped the whole humane genome
in 2003, thus resulting a total number of more than 650 million SNP’s in the database up to date (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/snp/) [15].

In case of PTC or PROP sensitivity the SNP’s of TAS2R28 gene (responsible for bitter taste perception)
define, whether the individual perceives bitter taste or not. This gene codes a heptahelical (including seven
transmembrane domain), G-protein coupled bitter taste perceiving receptor, which binds to the N-C=S group
of the compounds. In this case, the gene contains 1002 nucleotides, from which 3 are functionally missense-
coding SNP’s, which cause a non-synonym changes, thus modifying the structure of the coded protein.

The amino acid sequence of this protein is shown in Table 1.

Table 1. Polymorphisms of TAS2R38 gene, and the amino acids of the coded protein based on [16, 17]

Position of the nucleotide SNP allele Position of the amino acid | The encoded amino acid
rs713598 - Cytosine Proline
145 49
rs713598 — Guanine Alanine
rs1726866 — Cytosine Alanine
785 262
rs1726866 — Thymine Valine
rs10246939 - Guanine Valine
886 rs10246939 — Adenine 296 Isoleucine

The two most frequent haplotype are the PAV and AVI. Individuals having dominant PAV/PAV, or PAV/AVI
diplotype are usually belong to the taster group, while the recessive AVI/AVI diplotypes are non-tasters.
With a much lower occurrence (1-5%), AAl, PAI, PVl and AAV haplotypes also occur in some ethnics and
populations. In case of PVl and AAV the two status is usually balanced. Based on the studies it might can
be concluded that the occurrence of the taster status varies between 55% and 85%, depending on the
investigated population [16, 17, 18].

& CONTENT Journal of Food Investigation — Vol. 68, 2022 No. 2

3857


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

In Hungary, Gyérgy Forray paediatrician and Gydrgy Bankovi mathematician performed a survey on children
aged 7-15, in Budapest in 1967. During their study, they applied the Harris-Kalmus method with PTC solutions
in order to measure the taste threshold of the children, and thus they concluded their taster status. According
to their results 67.8% of the children belonged to the taster group, but they did not find a significant correlation
between gender and taster status. They have published their research in the journal Orvosi Hetilap [19].

From the anatomic point of view the polymorphysm has a relationship with the number of taste buds: tasters
have more fungiform papillae and more taste pores [12].

The study of PTC and PROP sensitivity’s effect on other factors have started in the 1960’s. The psycho-
pharmacologist researcher Roland Fischer (born in Hungary) was the first, who assumed that there might
be a relationship between taste perception and food preference [20]. Even until now several researchers
study the relationship between taster status (and its haplo- and diplotypes) and body mass index [17, 21],
food preference and frequencies of different food consumption (e.g. alcoholic drinks [22, 23], vegetables,
especially the Brassicales [24, 25], coffee, tea [26], sweeteners [27]), and some diseases (e.g. Parkinson-
disease, gastrointestinal tumours, chronic rhinosinusitis) and their symptoms [28, 29, 30].

3. Scope

The scope of the current research is to investigate correlations between taster status, body composition and
the consumption frequency of bitter tasting foods. To achieve that we have performed PTC status survey,
bioimpedance-based body composition measurement and used a food frequency questionnaire focused on
bitter tasting foods.

4. Methods

Data collection took place in February and March of 2019, participants were volunteers from the Food
Science Faculty of Szent Istvan University, and Faculty of Health Sciences, Semmelweis University (students
and staff), altogether 170 people. In the taster status survey 170 people participated, in the body composition
study we had 96 participants, the food frequency questionnaire (FFQ) was filled out by 170 individuals. All
data were recorded anonymously. To link the different type of data, all participants received an individual
code. Participants were informed on the data handling according to the general GDPR guidelines (Regulation
(EVU) 2016/679).

Taster status was defined with PTC-impregnated paper strips (Precision Europe, Northampton, United
Kingdom). PTC is present at 20 micrograms per strip. Individuals were assigned to the taster or non-taster
category based on their responses after tasting the paper strips.

The body composition was measured with an InBody 770 (InBody USA, Cerritos, California) device, which
works based on bioelectric impedance analysis (BIA). This method relies on the different levels of conductivity
of the human body’s tissues. The measurement is simple and non-invasive, which provides accurate data
for several anthropometric parameters, e.g. percentage of body fat, and its distribution [31]. From the
recorded data set we have used the body mass index (BMI, kg/m?), the body fat percentage (PBF, %) and the
visceral fat area (VFA, cm?) for further analysis [32, 33, 34]. The FFQ questionnaire involves a list of specific
foods or food types, and respondents have to indicate the consumption frequency of these items [35]. Our
questionnaire was assembled including bitter tasting food types, consumption frequencies were measured
with category scales. The final forms were implemented through the Google Forms platform, data recording
was performed online. From the recorded data in this study we report the values concerning coffee and tea
consumption, not only the frequency indices, but its type and flavorings also. In order to provide transparent
data, the FFQ categories were merged into three major categories (see Table 2).

Table 2. Merging of the food frequency questionnaire categories

Categories Merged categories used during the analyses

| consume it more than one time a day

| consume it daily Regularly

| consume it 1 to 3 times a week

| consume it 1 to 3 times a month

- Not typical
| consume it less often than a month

| never consume it Never
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5. Statistical analyses

To analyse the recorded datasheet, we applied descriptive statistical methods (mean, standard deviation,
percentages). Afterwards, data were transformed into category variables, thus suitable for contingency table
analysis, multiple correspondence analysis (MCA) and Mann-Whitney test at 5% significance level [36].
XLStat 2020.1.3. and Microsoft® Office Excel® 2016 softwares were used for data analysis.

6. Results
6.1. Demographic parameters

55 males and 115 females participated in this study, so the ratio of genders are 32.5% male and 67.65%
female. The youngest respondent was 19 years old, while the eldest was 40 years old, the average age
was 23.85+3.05 years. Based on their residence 44.70% lived in the capital of Hungary (Budapest), 55.30%
lived in other locations. In the latter group 24.46% lived in Pest County (relating it to the total data that was
13.53%). There were only two Hungarian counties (Zala and Csongrad-Csanad) which were not indicated in
any of the respondents.

6.1.1. Taster status

The distribution of taster status data (Table 3.) showed that 72.94% of the respondents were tasters, while
27.06% were non-tasters. The ratio of non-tasters among males was 23.63%, while in case of females it was
28.69%. Based on the results of the contingency table analysis there is no significant relationship between
the gender and the taster status (x(1, n=170)=0.483, p=0.48).

Table 3. Results of the taster status survey according to genders and in total (number of individuals, n = 170)

Gender Taster Non-taster
Male 42 13

Female 82 33
Total 124 46

6.1.1.1. Results of investigation of body composition analysis and its relation to the taster status

Body composition analysis was performed in case of 23 males and 73 females, altogether on 96 individuals.
The averaged data of these values are listed in Table 4.

Table 4. Averaged values of the body composition data (average + standard deviation, n = 96)

. . Body Mass In- Body Fat Per- Visceral Fat
Gender H(i'g;t W(ilg)ht dex centage Area
9 (BMI, kg/m?) (PBF, %) (VFA, cm?)
Male 180,57+6,37 83,15+1,85 25,53+3,69 20,19+7,18 74,46+33,85
Female 166,34+6,58 61,75+10,62 22,29+3,50 27,91+6,75 76,63+37,95

BMI data showed that among the males 11 individuals were obese (BMI from 25.0 to 29.9) and three individuals
were overweight (BMI > 30.0). The percentage of body fat values showed obesity in case of 6 people
(PBF > 27%), while the visceral fat are was higher than the upper limit of 100 cm? value in the case of 5 people.

Among the females the BMI showed undernourishment for 5 individuals (BMI < 18.5), 7 were obese, and 3
were overweight. The percentage of body fat data showed that 18 people was obese, and the visceral fat
area was higher than 100 cm? for 15 participants.
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Based on the statistical evaluations we did not find significant relationships in case of any of the obesity-
indicating parameters and the taster status (BMI: ¥%(3, n=96)=0.42, p=0.93; PBF: y*(1, n=96)=0.45, p=0.50; VFA:
v*(1, n=96)=0.01, p=0.90). The multiple correspondence analysis results on Figure 2 shows that the obesity
indicating parameters have relationships with each other. The patterns show that non-tasters are positioned
closer to the categories of normal body composition and body weight. Outcomes of the contingency table
analysis showed that on the basis of BMI values the ratio of overweight individuals (compared to the normal
weighted ones) were significantly higher among males, than among females (¥33, n=96)=21.52, p<0.0001).

Female 1
. 6 T
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.. 4
BMI-Normal —& — = = — — — _ _ _ _ _ _ - BMI-Obese
SS \. ———_——__:-—-::==-. _‘\
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Figure 2. Results of multiple correspondence analysis for taster status, gender,
and body composition parameters (n = 96, p=0,05).
Abbreviations: BMI = Body Mass Index; PBF = Percent Body Fat; VFA = Visceral Fat Area

6.1.1.2. Relationship of coffee consumption and taster status

Among the FFQ respondents, 27 individuals do not consume coffee, so their data was removed from the
analysis. Flavouring categories were the following: ‘with milk’ (referring to the use of milk, dairy products,
or milk substitutes) and ‘with sweetener’ (referring to the use of any sweeteners (sugar, natural or artificial
sweeteners). The ‘mixed’ coffee variety indicated the consumption of both Arabica and Robusta (individually
or as a blend). From the 143 consumers 24 individuals drink their coffee black (without sweetener, milk, or
milk substitute).

Based on the contingency table analysis there is no significant relationship among taster status and coffee
consumption (x2(1, n=170)=0.02, p=0.88), consumption frequency (y3(1, n=143)=2,57, p=0,10) and the consumed
type of coffee (¥3(3, n=143)=4.21, p=0.24). Similarly there was no significant relationship between the type
of consumption, like black (x?(1, n=143)=0.60, p=0.43), with milk (¥3(1, n=143)=0.28, p=0.59) or sweetened
(x3(1, n=143)=0.17, p=0.67) and the taster status.

The patterns of multiple correspondence analysis (Figure 3) shows that non-tasters consume coffee less
frequently than the tasters, and they are unable to specify the type of coffee they consume. When the
non-tasters consume coffee, they prefer the sweetened way. Tasters use Arabica type, and they usually
do not add sweetener to it. Even if they add milk, it is not necessarily means the addition of sweetener.
There is a clear distinction among genders: there are significantly more coffee consumers among women
(x3(1, n=143)=3.65, p=0.05), furthermore females have their coffee with milk and sweetener, while males
prefer to drink it without milk (black). This is supported with the outcomes of contingency analysis (drinking
coffee black: y*(1, n=143)=3.46, p=0.05; with milk: ¥(1, n=143)=6.51, p=0.01).
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Figure 3. Relationships between coffee consumption and taster status and gender (n = 143, p = 0.05)
Abbreviations: ‘Milk ‘= flavored with milk, milk replacer, dairy product, ‘Sweetened’ = flavored with any sweetener
(sugar, artificial and natural sweeteners),

‘Type of coffee’ - Assorted: consumed alternately or as a blend (Arabica)

6.1.1.3. Relationship among taster status and tea consumption

Fourteen respondents reported that they do not consume tea, so their results were not analysed.
The major categories were ‘Several types including black tea’ (consuming several tea types, including black
tea); ‘Several types, but no black tea’ (consuming regularly other type of tea than black). The ‘Sweetened’
label refers to the use of any sweeteners (sugar, artificial and natural sweeteners) for tea consumption.
The ‘Flavouring — Variegated’ category means the use of several ways of flavouring (sometimes with sugar,
with lemon and sometimes without sugar), while the ‘Flavouring — More items’ refers to the use of sweetener
and lemon. Among the 156 tea consumers 57 individuals drink their tea without flavouring (no sweetener, no
lemon added).

During our analysis we did not find significant relationship among taster status and tea consumption
(x(1, n=170)=1.26, p=0.26), its frequency (y*(1, n=156)=0.95, p=0.32), the consumed tea types
(x3(5, n=156)=2.57, p=0.76) and the flavouring types of the tea (¥2(4, n=156)=5.13, p=0.27). There were also no
significant differences among genders.

Pattern of the multiple correspondence analysis (Figure 4) shows that females and tasters consume tea
more frequently, especially black teas and herbal infusions, both flavoured, or non-flavoured. Males and non-
tasters consume tea less frequently, they prefer green tea, flavoured with lemon and sweetener, or only with
lemon. It was not typical among the respondents that they might consume only fruit infusions.
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Figure 4. Correlations of tea consumption with taster status and gender (n = 156, p=0,05)
Abbreviations: ’Tea type’ — Several types including black tea: consumption of several tea types, including black tea;
"Tea type — Several types, but no black tea’: consumption of several tea types, except black tea; 'Sweetened: with
any sweeteners’ (sugar, artificial and natural sweeteners); 'Flavouring — Variegated’: occasionally different flavouring
(sometimes sweetened and / or lemon, sometimes unflavoured); 'Flavouring — More items’: flavouring with both
sweetener and lemon.

7. Discussion

The ratio of tasters and non-tasters in our study is in accordance with those reported in the literature, namely
70% vs. 30% in the American and Caucasian population [6, 37]. We did not find relationship between taster
status and BMI value, similarly to previous studies [17, 38]. Contrary to these results, some researchers
were able to find significant correlations among these parameters [39]. Generally, the results on this field are
controversial; there is no consensus among the researchers. Our new outcomes did not show relationships
between taster status, body fat percentage and visceral fat area. However, our results showed significant
differences between the genders in the overweight BMI category. The reason behind this is the muscle
weight of the two genders: the BMI does not differentiate between fat tissue and non-fat tissue and does
not take into consideration the distribution of body fat. Therefore, the BMI value’s specificity is high, but
its sensitivity is low [40]. In case of the male participants the skeletal muscle mass was significantly higher
(Mann-Whitney U=1664, n, =23, n, = 73, p<0.0001, two-sided), so more of these individuals were put into the
overweight category.

Although we did not find significant relationships in case of coffee consumption, we have observed trends,
patterns according to the multiple correspondence analysis. Non-tasters consume coffee less frequently,
and they are unable to specify its exact type. These two factors are probably related to each other, since
those people who are less interested in coffee consumption, are also less interested in the exact type of
coffee. When these individuals consume coffee, they usually add sweeteners, this is less typical in case
of tasters, which is supported with literature data [41]. The difference among genders in flavouring or not
flavouring the coffee might be related to a social expectation, that the espresso shot is more masculine, while
the latte type drinks (e.g. milk espresso) is more feminine [42].

In case of tea consumption, we did not find significant relationships, but several trends were recognized,
which are in accordance with the international literature, stating that tasters prefer green tea in a smaller
extent [43, 44].

The limitation of our study, that it was not representative from the demographic point of view. During the
tests, we have worked with commercially available paper strips, while using PTC or PROP solutions might
lead to results that are more precise.
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8. Conclusions

Both literature data and our own results show that there might be some level of relationships among
genotype, body composition and food choice. It is very likely, that not the genotype, but the phenotype
(taster — non-taster) will be the factor which indirectly, through the food choice and food preferences might
contribute to obesity, and its related diseases. Since eating habits and food preferences are influenced by
other factors (like sociodemographic or psychological ones), these effects might overwrite the expected
consequences of the phenotype (preference or aversion toward bitter taste). Furthermore, representative
studies with larger sample size are necessary to confirm these hypotheses.
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1. OSSZEFOGLALAS

A kistizemi sorfézdék piaci részesedése a teljes magyar soérpiacon 2020-ban 3 sza-
zalékot tett ki [1]. A kisliizemi sorok értékesitését befolyasolo torvény (,,s6rtérvény”,
amely 2020. december 11-én jelent meg a Magyar Ko6zlény 2020. évi 275. szamaban)
célja, hogy lehetéséget teremtsen a kislizemi sérf6zdék szamara, hogy jobb
piaci helyzetbe keriiljenek [2]. Az intézkedés varhatéan elény6sen befolyasolja a
Magyarorszagon évek ota tarté tendenciakat, mint a piaci szerepl6k szamanak
novekedése, a termékkinalat béviilése, a fogyasztoi érdeklédés fokozodasa.

A fenti biztatdé tendenciak mellett fogyasztoként azt tapasztaljuk, hogy a kistiizemi
sorfézdék folytonos mindség eléallitasaban, valamint a kiszerelt sorok stabilitasanak
és minéségmegorzési idejének biztositasaban atlagosan elmaradnak a nagylizemi
gyartas szinvonalatol. Az emlitett mindségi deficitet els6sorban a kisiizemek
mindségiranyitasi rendszereinek hianyossagai, a rendelkezésre allé szaktudas nem
megdfeleld szintje és az értékesités koriilményeinek sajatossagai okozzak.
Cikklinkben egy olyan gyiimolcsos sor kistizemi termékfejlesztését mutatjuk be, amely
alacsony alkoholtartalma és egyidejlleg magas cukortartaloma révén a kiszerelt
termék stabilitasanak szempontjabdol az egyik legérzékenyebb termékkategoriat
képviseli. A dolgozat els6sorban a mikrobioldgiai stabilitas elérésével kapcsolatos
tapasztalatokat 6sszegzi, foglalkozik a gyartasi kornyezet kiépitésével, 6sszegzi a
legfontosabb veszélyforrasokat és hibalehet6ségeket, valamint felhivja a meglévé és
leendé gyartok figyelmét annak alehetéségére, hogy a sorfézdei berendezések gyartoi
megfeleldségi igazolasai nem minden esetben jelentenek garanciat azok megfelel6
miikédésére, sok esetben azok feliilvizsgalata és atalakitasa lehet sziikséges. A
kéziratunkban emlitett mikrobioldgiai 6sszefliggések sajat megfigyeléseinkent
alapulnak. A projekt soran alkalmazott termékspecifikus mikrobioldgiai vizsgalati
maodszereket is részletesen bemutatjuk.
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2. Bevezetés
2.1. Kislizemi sérgyartas

Magyarorszagon 2017 éta jogilag azt a f6zdét nevezik kistizemi sérf6zdének, ahol kevesebb mint évi 200.000
hektoliter sort allitanak el8. A 2017 el6tti szabalyozas még 8000 hektoliternél huzta meg a vonalat, mely alatt
50% jovedéki adokedvezménnyel tamogatottak a fézdék [3].

2.2. Gyiimolcsés sor

A gylimilcsés sér kategoriaba azok a s6rok tartoznak amiket valamilyen gyimdlccsel, vagy tébb gyimdics
kombinalasaval készitenek. A gylimdlcs szét itt konyhai, nem pedig botanikai értelemben hasznaljak — husos,
magra asszociald névényi strukturak amelyek édesek, vagy savanyuak, és nyersen ehetdk. Ide tartoznak
példaul az almaterméslek (alma, korte, birs), a csonthéjasok (cseresznye, szilva, észibarack, sargabarack,
mango stb.), tovabba amelyek angol nevében megtaldlhaté a “berry” sz6 (eper, malna, afonya), ribizlik,
citrusfélék, aszalt gyimdlcsok (datolya, aszalt szilva, mazsola stb.), tropusi gyimdlcsok (banan, ananasz,
guava, papaya, flige, granatalma, fligekaktusz stb.). [7]

Izesitett sér: Olyan sor, amelyhez az izhatds kialakitasahoz a komld helyett, vagy mellett egyéb izesitéanyagot
is felhasznalhatnak. Ezen termékek részletes jellemzdit a gyartmanylap régziti.

izesitett s6rok esetében az izesitéanyagot a sdrgyartas miiveletei — legkésSbb az érlelés vagy sziirés — soran
adagoljak a soérléhez vagy a sérhdz Az érlelés, szlirés folyaman hozzaadott izesitéanyag kévetkeztében a
kész sor eredeti extrakttartalma nem névekedhet annak 1/3-anal nagyobb mértékben. [8]

2.3. Kisiizemi sérfézdei gyartasinditas

A kislizemi s6rfézdei gyartasinditas f6bb részfolyamatai idedlis sorrendben a kévtekezbk:
1. Hatdsagi engedélyezési eljarasok lefolytatasa

2. A gyartoiuzem és segédlétesitmények éplleteinek kiépitése
3. Termékfejlesztés

4. A soOrf6zdei technoldgia telepitése

5. Termékgyartas

6. Termékértékesités

Fontos hangsulyozni, hogy a hatékony és kéltségoptimalizalt gyartasinditas soran a termékfejlesztés megelézi
a sorfézdei technoldgia beszerzését, amely részfolyamat kifejezetten az elébbi tapasztalatain alapul. Ez
a sorrendiség egy termékfejlesztésre szakosodott szolgaltatd szervezet bevonasaval oldhaté meg, amely
rendelkezik a folyamathoz sziikséges szakmai és technoldgiai hattérrel.

2.4. A projektiinkhéz kapcsolodo technoldgiai berendezések

A kislizemi gyiimolcsds sor gyartasahoz az alabbi fébb technoldgiai berendezéseket telepitettiik:
e Malataroppanté berendezés

e F6z6hazi berendezések

e Kombinalt cefréz8-szlrékad

e Univerzalis komléforralé - Whirlpool kad

e Elektromos vezérl6pult a sérlégyartas folyamatahoz
e Sorlé hité és rekuperacios berendezések

e Hdellaté berendezések

e F6z6hazi kiegészitd berendezések

e Fermentacids tér berendezései

e Hordémosas és toltés berendezései

e Kovafdldes sz(r6

e Sorpasztér

e Palackozogép

e  Sritett levegd ellaté berendezés

e H(itéstechnolodgiai berendezések

e  Sorlzemi kiegészité berendezések

A fenti listdban kiemelten szerepelnek azok a berendezések, amelyek kifejezetten a soér mikrobioldgiai
stabilitasanak biztositésara, vagy javitasara hasznalatosak, vagy azt atlagon fellli mértékben befolyasoljak.
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3. Mikrobioldgiai szempontu gyartasellenérzés
3.1. A s6r mikrobioldgiai stabilitasa

A sor bioldgiai stabilitasat minden olyan mikroorganizmus veszélyezteti, amely képes a sérben szaporodni,
zavarosodast, vagy fenéklledéket képezni és az anyagcseretermékei révén a sort karositani. E
mikroorganizmusok szama csekély, mivel a sor alkoholtartalma, szénsav- és keserlianyag-tartalma és kis
pH-ja kévetkeztében az adott anaerob feltételek kdzott csak a tejsavbaktériumok és az éleszték képesek
fejlédni. E mikroorganizmusok okozta fert6zés és zavarosodas, illetve a fenékiiledék megjelenése kdzott
egy bizonyos id6 telik el, amelynek hossza a fert6zés mértékétdl, az organizmusok virulenciajatol, a sor
mindségétdl, az oxigénhez vald hozzaféréstdl és a tarolas hémérsékletétdl fligg.

A mikrobioldgiai stabilitas biztosithatd bioldgiailag kifogastalan, erds erjesztéképességli beallitééleszték
alkalmazésaval, amelyeknek témény kulturajat és a tartalyok, vezetékek és készllékek hianytalan mosasat,
tisztitasat és fertétlenitését ellendrizték.

Az automatikus tisztitoberendezések kilonds figyelmet érdemelnek. Az éles szlrés a kdrnyezeti leveg6tdl
elzart fejtéssel egylitt és a kell6 alapossaggal tisztitott edények esetén lehetdve teszi, hogy a sort pasztérézés
nélkll is kiadhassak. Az egyes stadiumokban, mint az erjesztés, aszokolds, szlrés és fejtés, tlizetes
mikrobioldgiai ellenbrzésre van sziikség. [4]

3.2. A sér mikrobioldgiai stabilitasat befolyasolo tényezék

A sor mikrobioldgiailag viszonylag stabil italnak szamit. Ehhez a stabilitdshoz hozzajarulé sérparaméterek a
kdvetkezdk:

e Etanoltartalom (akar 10% - néha még magasabb is): kimutattak, hogy az 5%-os etanolnak vald
kitettség noveli a sejtmembran permeabilitasat, és igy zavarja a membran feletti protonmozgaté er6t
(az energiatermelés szempontjabdl fontos). Ez azt jelenti, hogy a legtébb mikroba nem éli tul vagy nem
szaporodik a sérben ilyen alkoholszint mellett.

e Szén-dioxid-tartalom (~0,5% v/v): az oldott CO, anaerob kérnyezetet hoz létre, megakadalyozva az
aerob romlast okozé mikroorganizmusok ndévekedését.

e Alacsony pH (pH 3,8-4,7): sok mikroorganizmus nem képes alacsony pH-n (pH<5) névekedni, mivel
ezeken az alacsony pH-értékeken nem tudja fenntartani az intracellularis pH-homeosztazist.

e |zo-alfa savak (15-100 ug/L, a koncentracio ettdl eltérd is lehet): az izo-alfa savak antimikrobidlis hatast
fejtenek ki azaltal, hogy megnévelik a bakteridlis sejtmembranok permeabilitasat.

e A tapanyagok elérhetéségének cstkkenése (a legtobb fermentalhaté cukrot az élesztd metabolizalja):
sok fontos tapanyag, példaul szénhidratok, aminosavak és néhany B-vitamin nagyon alacsony
koncentracioban van jelen a sérben, mivel az éleszt6 ezeket az erjedés soran elfogyasztja. Barmilyen
megnovekedett tapanyagszint (pl. szénhidrat alacsony alkoholtartalmu sérékben) a romlast okozé
mikroorganizmusok elszaporodasanak kockazatat jelenti.

¢ Alacsony oxigéntartalom (lehetéleg 0,1 pg/L alatt): az anaerob kdrilmények csdkkentik az aerob romlast
okozd mikroorganizmusok potencidlis névekedésének kockazatat.

A modern sorgyartds soran szamos technikat alkalmaznak, hogy megakadalyozzak a mikrobioldgiai
szennyez&dések bejutasat vagy tulélését a f6zési folyamat, valamint a toltés/csomagolas soran, hogy
ndveljék a mikrobioldgiai stabilitast. Néhany példa:

e A cefre forralasa, paszt6rdzés, vagy steril szlirés a kiszerelés el6tt.

e Jol megtervezett s6rf6z6 berendezés, amely ellenall az agressziv higiéniai eljarasoknak, példaul a CIP
(Clean-In-Place) rendszerd tisztitasnak.

e A szamos hagyomanyos (és mikrobioldgiailag kockazatos) gyartasi eljaras (pl. spontan erjesztés vagy
nyitott fermentacios edények) megsziintetése.

3.3. A fertozési okok

e A ,sbrszacharina” (Pediococcus cerevisiae) mono- és diplococcusok, vagy tetracoccusok formajaban a
sort zavarositjak és annak savas, vajra emlékeztet6 diacetilizt kdlcséndznek.

e A tejsavbaktériumok tejsavat, hangyasavat és ecetsavat termelnek. Zavarosodast, részben pedig
fenéklledéket is képeznek.

e A vadélesztdk ritkak. A sért zavarossa teszik, leveses fenékiledéket képeznek és tébbnyire aromas,
eltérd, részben durvan keserd izt is kdlcsdndznek.
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e A kulturéleszték a lefejtett sérben zavarososdast, fenékiledéket, vagy csak kilénallo élesztételep-
képzddést idéznek el6. Ha szlirésnél csak tOkéletlenlil maradnak is vissza, a fejtés alatti gazdag
oxigénfelvétel utan elszaporodhatnak, elsésorban akkor, ha a sér végerjedésfoka és kiadasi erjedésfoka
kozott nagy a kildnbség. [4]

3.4. Romlast okozo mikroorganizmusok
3.4.1. A sérgyartashoz és a sérhéz leggyakrabban kapcsolodd mikroorganizmusok

Minden alapanyag (pl. malata, komlo, viz, vagy adalékanyagok) sajat specifikus mikroorganizmusokat hordoz.
Ezen mikroorganizmusok elszaporodasa valamelyik f6zési |épés soran mellékizeket okozé metabolitok
képzddését vonja maga utan. Abban az esetben, ha ezek a mikroorganizmusok tulélik a sérfézési folyamat
Osszes lépését - beleértve a pasztérézést is, amennyiben alkalmazzak — potencidlis sérrontéként a kiszerelt
sorbe kerulhetnek. A fermentaciéhoz hasznalt élesztd szintén szennyez8dés forrasa lehet.

Megfigyeltiik, hogy a beéleszt6zés soran az éleszté kis mennyiségben baktériummal és vadélesztbvel
szennyez8dhet. Ennek elkeriilésére az sérélesztd megfeleld kezelésére van sziikség.

A szennyez6dések tovabbi forrasai a sorfézdei berendezések (edények, csbvek) lehetnek, amennyiben
nincsenek megfelelen tisztitva és karbantartva. A kiszerelési egység lezarasaig a gyartasi folyamat
utolsé Iépései (erjedés utan) is hajlamosak lehetnek a leveg8ben szallo, vagy a téltéberendezésen 1évé
mikroorganizmusok altali szennyez&désre (pl. magas paratartalom miatt).

Az 1. dbra a s6rf6zdében és a sdrben leggyakrabban el6fordulé romlast okozé mikroorganizmusokat sorolja
fel.

efusarium h
eAspergillus
o ePediococcus
Malatazas Y=Erars J
~
*Bacillus
Fozohazi [RAUEL
folyamtok <
Sorlé forralasa
~
eV/adéleszté
ePediococcus
Erjesztétér eSelenomonas
J
N
o\/adéleszté
G A ePectinatus
palackozas ~/
oV/adéleszté h
e/ actobacillus
ePediococcus
*Megasphaera J

1. abra. Leggyakrabban el6forduld sérrontd mikroorganizmusok a f6zési folyamat kiilbnbdzdé lépései sordn és a
késztermékben. A narancssarga nyilak a gydrtasi folyamat azon Iépéseire utalnak, ahol hékezelés (sérlé forralas és
pasztérézés) hatasara csékken a mikrobaterhelés. [2]

A sorben talalhatd szennyezd baktériumok tébbnyire a Lactobacillus és a Pediococcus nemzetségbe tartozé
tejsavbaktériumok (a sor bakteridlis fert6zéseinek tdbb mint 80%-a), de a romlott sérben idénként mas
anaerob baktériumok, mint példaul a Pectinatus és a Megasphaera is megtalalhatok. [2]
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3.4.1.1. Tejsavbaktériumok [6]

A tejsavbaktériumok olyan szigoruan fermentativ, fakultativ anaerob Gram-pozitiv, nem spéraképzé
palcak vagy coccusok, amelyek a Lactobacillales rendjébe tartoznak. A legtdbb Gram-pozitiv baktériumot
gatoljak az izo-alfa-savak, azonban néhanyuk rezisztenciat mutat ezekkel az antibakterialis vegyuletekkel
szemben. A két leggyakrabban eléfordulé tejsavbaktérium a sérben a Lactobacillus brevis és a Pediococcus
damnosus. Ezek a baktériumok ecetsavat és tejsavat, valamint kilonféle mellékizeket, példaul diacetilt
(“vajas” izt) termelnek. Klldnbdsen a Pediococcus-rol ismert, hogy nagy mennyiség( vicinalis diketont termel.
A Pediococcus alkohol-tlir6képessége is reltive magas: Még 10% feletti etanolkoncentracion is képes
szaporodni. Mindezek mellett a tejsavbaktériumok exopoliszacharidokat (EPS) is termelnek, amelyek a
sérben a megndvekedett viszkozitas és a nyalkas megjelenés miatt Un. selymes zavarossagot okoznak.

A legfontosabb Lactobacillus fajok a L. brevis és a L. lindneri; kevésbé gyakoriak a L. rossiae, L. buchneri,
L. coryniformis, L. casei és L. backii. A L. brevis gyakran hosszabb, parhuzamos falu, egy- vagy paros,
kerek végl palcat fejleszt (0,7 x 4 pm), a kettés palcak gyakran hajlitottak. Sejtlancokat nem képez, de a
sorben esetenként rendkivil hosszu palcék (akar 50 pm) is megtalalhatok. A L. brevis altalanos jellemzéje
a gazképzés (hetero-fermentativ), a pentdézok és melibidzok fermentacidja, valamint az arginin hasitasanak
képessége. Ez a leggyakoribb sérrontd zavarossagot és lledéket okoz a sérben, valamint érzékelhetéen
csokkenti a pH-értéket, ami pedig savas izt kdlcsén6z a sérnek. Diacetilt azonban nem termel. Gyakran
masodlagos szennyezddésként jelenik meg.

A L. bucherni a melizitéz erjesztésére képes, ebben kilénbdzve a L. brevis-tél. A L. lindneri rdvid, enyhén
szabalytalan, vagy coccoid sejteket képez, amelyek hosszabb lancokba rendezédnek. lIdénként hosszu
palcak alakulnak ki. A heterofermentativ fajok féleg gliikozt és maltdzt fermentalnak és nem hasitjak az arginint.
Enyhe Uledékesség és zavarossag lehet megfigyelhetd a sérben, ennek ellenére izbeli hibak altaldban nem
fordulnak el8. Ez egy tipikus elsd8dleges szennyezédés, amely gyakran megtalalhaté az éleszt6lizemben,
vagy az erjesztétérben, de a nagyon kis méret(i sejtek révén a szlir6kdn keresztil tovabb is juthat.

A L. rossiae is hasonld tulajdonsagokkal rendelkezik, és nyalkaképzd. A fakultativ hetero-erjesztd fajok:
L. casei, L. coryniformis és L. plantarum révidebb palcakat alkotnak, amelyek gyakran lancokba rendezédnek.
Tobbnyire gyengébben komlézott sdrben (pl. buzasor) fordulnak eld, és a diacetilképzédés kdvetkeztében
nyilvanvald izhibat okoznak. Gyakran masodlagos szennyezddésként jelennek csak meg. Az obligat
homofermentativ, sdrromlast okozé L. backii manndzt, mannitot és szorbitot erjeszt. A t6bbi fajtél a maltéz

A P. damnosus-ra jellemz8 a tetradok képzése. Tipikusan els6édleges szennyez8dések, amelyek gyakran
el6fordulnak a kulturéleszt6ben és a szlretlen sbrben. A sejtek a szlrén keresztll a fejtett sérokbe is
atvihetéek. Szennyez8dés esetén erds diacetilképzddés (vajas iz) és pH-érték csdkkenés Iép fel, a s6rok
gyakran enyhén zavarosak és észrevehetd U(ledékképz&dést mutatnak. Két masik sérromlast okozd
Pediococcus faj, a P. inopinatus és a P. claussenii is hasonléan viselkedik, bar mindkét faj kevésbé elterjedt.
Utobbi nyalkasodast okoz a sérben.

3.4.1.2. Enterobacteriaceae [6]

Az Enterobacteriaceae fakultativ anaerob Gram-negativ baktériumcsalad. A soOrf6zéshez altalaban
kapcsolodo két nemzetség a Citrobacter és a Rahnella (a legvaldszinlibb, hogy a s6rf6zésnél hasznalt viz
altal jutnak be). Ezek a baktériumok szamos olyan mellékiz termelédésért felelések, mint a VDK-k (pl. diacetil),
a 2,3-butandiol, a DMS, az acetaldehid és a tejsav. Ezeket a vegylleteket az erjesztés kezdetén termelik.

3.4.1.3. Bacillus [6]

Gram-pozitiv, fakultativ anaerob, sporaképzé baktériumok. A spdraképzédésnek kdszdnhetben tulélik a
hékezelést, beleértve a pasztérozést is. A Bacillus azért is jelent kockazatot, mert képes a nitratot nitritté
redukalni, ami N-nitrézaminok képz&dését eredményezheti (rakkeltd, teratogén és mutagén anyagok
kdzé soroljak). Mivel egyes Bacillus fajok nagy mennyiségl tejsavat képesek termelni, ezek is savasodast
okozhatnak. A legtdbb Bacillus faj (de a spéraik nem) érzékeny a komlobdl szarmazo izo-alfa savakra.

3.4.1.4. Pectinatus [6]

Ezek a Gram-negativ, szigoruan anaerob baktériumok nagy mennyiségl ecetsavat és acetoint tudnak
termelni, valamint esetiikben hidrogén-szulfid termelésrél (rothadt tojas aroma) is beszamoltak mar.

A Pectinatus cerevisiiphilus és a P. frisingensis szintén szigoru anaerob, kataldaz-negativ, Gram-negativ
baktériumok, és hasonlé negativ hatasokkal birnak, mint az eddig fesorolt fajok. A sejtek karcsuak
(0,8x4 um), parhuzamos faltak, hegyes végliek, enyhén hajlitottak vagy kigydszer(iek, illetve dugéhuzdszeriek,
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valamint egyik oldalukon egy sorosan flagellaltak. A M. cerevisiae-hoz hasonléan 15-40 °C (optimum:
28-32 °C) tartomanyban nének. Kulénb6zd cukrokat, cukoralkoholokat és szerves savakat (f6leg piruvat
és laktat) fermentalnak. Az elsédleges metabolitok a propionsav, az ecetsav, a pirosz6lésav, az acetoin
és a CO,. A altaluk szennyezett sérék (pH 4,3 felett, alkoholtartalom 5 térfogat% alatt) nem csak sulyos
Ulepedési és zavarosodasi problémat, hanem kellemetlen szag- és izhibakat is (szennyviz szag) mutatnak.
A M. cerevisiae-hez hasonléan ezek is tipikus masodlagos szennyezddések, amelyek elsésorban a
palackozétérben fordulnak eld.

3.4.1.5. Megasphaera

A Megasphaera fajok Gram-negativ, szigordan anaerob szennyezédésként jelenhetnek meg mind a soérlé,
mind a kész sor esetében. A sdrben zavarosodast okoznak, és nagy mennyiségl hidrogén-szulfidot és
szamos révid szénlancu zsirsavat (“sajtos” aroma) termelnek. [2]

A katalaz-negativ, szigoruan anaerob, Gramm-negativ Megasphaera cerevisiae nagy méret(i ovalis vagy
kerek sejteket (1,2-1,6 um) képez, amelyek diplococcusok és révid lancok formajaban léteznek. Kildndsen a
fruktozt, a piroszélésavat és a tejsavat erjesztik [6].

Az elsédleges metabolitok a vajsav, az ecetsav, a propionsav, a valeriansav, valamint a CO, és a hidrogéngaz.
A sOrben csak enyhe zavarossag képzdédik; a fent emlitett metabolitok kdvetkeztében azonban jelentds szag-
és izhibak (szennyviz szag) tapasztalhatéak. A faj alkoholérzékeny (5 V/V% alatt), és kedveli a magasabb
pH-értéket (4,4 felett). Tipikusan masodlagos szennyez6dések kedvezbek szamara, amelyek elsésorban a
palackozé berendezés kérnyezetében vannak jelen [6].

3.4.1.6. Vadélesztd

Barmely éleszt6torzs, kivéve a kivalasztott Saccharomyces éleszt6t, szennyezd. A sorfé6z6k tdébbnyire
vadélesztének nevezik ezeket az élesztészennyezéseket, amelyek lehetnek Saccharomyces cerevisiae
vagy nem Saccharomyces torzsek, példaul Brettanomyces bruxellensis, Candida vagy Pichia. A vad
élesztd szaporodasa biztonsagi kockazatokat hordozhat magéban: az alkoholtartalom megemelkedhet a
fert6z8 élesztd anyagcseréje miatt. Ezek a vad éleszt6k néha képesek dextrineket és keményitét etanolla
erjeszteni (Ugynevezett szuperattenuacio). Az etanol eléallitasaval egyutt né a CO,-tartalom és ezaltal a
palacknyomas, ami biztonsagi kockazatot jelenthet a palackok szétrobbanasa miatt. Ezenkivil a vad éleszté
tonkreteheti a sort az észter vagy fenolos mellékiz (pl. 4-vinil-gvajakol) eléallitasa, valamint zavarosodas
vagy Uledékképzddés révén. Fontos megjegyezni, hogy az elvett élesztésejtek savas mosasa nem tavolitja el
ezeket a vadéleszt szennyezddéseket [5].

3.4.1.7. Gombak

A Fusarium gombak altal okozott term&foldi fertézés komoly élelmiszerbiztonsagi veszélyt okoz a gabonaknal.
A ndvénynek szinte minden része (a csirandvény, a gyokeér, a szart6, a szar, a levélhlvely, a levél, a kalasz és a
szemek) megbetegedhet. A sulyosan fert6zétt ndvények kevesebb és gyengébb mindségl termést hoznak,
a beteg szemekben méreganyagok (toxinok) képz&dnek, csirazasi erélylik csdkken. A betegség kérokozoi a
kllonféle Fusarium fajok amelyek fert6z8képessége és méreganyag (toxin) termelése eltérd, amely nagyban
Osszefliggésbe hozhaté olyan kérnyezeti tényezbékkel is, mint a hémérséklet vagy a paratartalom. A toxinok
jelen lehetnek a sérgyartas teljes folyamataban egészen a palackozott végtermékig. Egyes Aspergillus fajok
szintén termelhetnek mikotoxinokat. A Fusarium és az Aspergillus fajok is termelnek hidroféb vegyulleteket,
kis felliletaktiv fehérjéket, amelyek kihabzast okoznak [6].

4. Tisztitas, fertotlenités

A csdvek, tartalyok és gépek tisztitasa és fertStlenitése kulcsfontossagu egy sérfézdében. Minden fellletnek
és berendezésnek tisztanak kell lennie, szennyezé baktériumok, élesztégombak és gombak jelenlétét ki kell
zarni.

Példak a soérfézdében el6forduld lehetséges szennyezédésekre:

e  El6z6 f6zésbdl visszamaradd sor

e Mikrobiolégiai szennyez6dések (éleszték, baktériumok, gombak)

e  Komlébmaradvanyok

e  Kalcium-oxalat (sérkd, amely savakkal eltavolithatd)

e Lipidek, fehérjék (eltavolitas bazisokkal)

e Asvanyi lerakédasok a vizkérben

Ebben a tekintetben fontos kilénbséget tenni a tisztitdszerek és a fertétlenitészerek kdzott.
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A tisztitdszerek eltavolitjdk a termékmaradvanyokat és lerakddasokat, példaul a lipideket és a fehérjéket.
A pH-értéklktdl fliggben ezek a tisztitdszerek lugos, savas vagy semleges tisztitoszerek kdzé sorolhatok.
A tisztitasi kapacitas tovabbi ndvelése érdekében adalékanyagok, pl. tenzidek adagolhaték. Ezek olyan
vizben oldédé molekulak, amelyek csokkentik a viz fellleti fesziltségét, ezaltal kdnnyebben eltavolithatok a
szennyezédések.

Fert6tlenit6 szereket hasznalnak a legtébb mikrobidlis szennyez8dés elpusztitasara. Itt ismét fontos kiemelni,
hogy a baktériumspdérakat nagyon nehéz elpusztitani — ezért is hivjak ezt a folyamatot nem sterilizalasnak,
hanem fert6tlenitésnek. Példak a fertStlenitészerekre:

e Halogéntartalmu fert6tlenitészerek, példaul NaOCI (natrium-hipoklorit). A NaOCI altalanosan hasznalt
termék, de 40 °C feletti h6mérsékleten instabil (megndvekedett korrdzids kockazattal).

e Oxidalészerek, példaul H,0,
e Kvaternerammoniumvegyuletek (gyakran kvatoknak nevezik). Akvatok kationos tenzidek. J6 tulajdonsagai

ellenére a kvatokat nem hasznaljak olyan gyakran sérfézdékben, mert jellemz8en habképzdk és nehezen
Oblithet8k, ami miatt veszélyeztetik a s6r minéségét, pl. ronthatjak a habtartéssagot.

e Fertétlenités gézzel.

e A kritikus pontok az un. holtterek (csonkok, agak a vezetékekben, mintavételi helyek, rossz hegesztés
stb.). A csOveket és a tartalyokat legjobban egy integralt CIP rendszerrel lehet tisztitani.

5. Laboratériumi vizsgalatok
5.1. Altalanos tapasztalatok

A meggyes sor mintak, illetve a meggysuiritmények mikrobioldgiai vizsgalata soran a kdvetkezéket tapasztaltuk:
e A meggyes sOr mintak szlirése a magas rosttartalom miatt nem oldhaté meg.

e Szintén a sorok vizsgalatakor lemezdntéses eljaras esetén nagyméretl Petri-csészében (140x14,8 mm)
10 ml mintat megfeleld 3-5 mm rétegvastagsaggal ledntve PCA (mikrobaszam vizsgalat esetén), illetve
DRBC (élesztégomba szam vizsgalatesetén) taptalajjal, az agar a minta alacsony pH-ja miatt nem
gélesedik. Emiatt ezen vizsgdlatok soran el§szor a vizsgalati mennyiséget 10 ml-rél 1 ml-re csékkentettik.

e Ezutan megkezdtik a meggysuritmények mikrobioldgiai vizsgalatait is - az alapanyag elvart sterilitasa
miatt — egy sajat modszerd jelenlét/hiany kimutatassal.

e FEzt a mddszert tovabb moddositva kiterjesztettilk a sérok vizsgalatara is. Mivel a kérdés nem a sor
sterilitasa, hanem a gyakorlati eltarthatésaga volt, ezért a végs6, moddositott megoldasként mindkeét
vizsgalati iranyban dusitasos mddszerrel végeztik a szaporodasra képes mikoorganizmusok jelenlét/hiany
vizsgalatat, a kész sOr recepturajaban lév6é azonos mennyiségl gatldéanyagtartalom mellett
(0,02 g/L kalium-szorbat). igy gyakorlatilag azt modelleztiik, hogy magas tdpanyagtartalom mellett a
sorben esetlegesen jelenlévé mikroorganizmusok képesek-e szaporodni.

5.2. A meggyes sérok vizsgalati modszereinek leirata
5.2.1. Mikrobaszam, lemezéntés, telepszamlalas (MSZ EN ISO 4833-1:2014, akkreditalt modszer)

A mintabdl az MSZ EN ISO 6887 nemzetkdzi szabvany szerint elkészitjik az alapszuszpenziét és a decimalis
higitasokat. Két Petri-csészébe steril pipettaval 1 ml mintat (folyadék esetén), vagy alapszuszpenziot adagolunk.
Szlkség szerint ismételjik meg az eljarast tovabbi higitasokkal. Toltsiink 12-15 ml 44-47 °C-os PCA agart
minden Petri-csészébe. Forditsuk meg a Petri-csészéket és inkubaljuk azokat 30 °C-os termosztatban
72+3 6ran keresztil.

5.2.2. Elesztégomba szam, feliileti szélesztés, telepszamlals, vizaktivitds >0,95 (MSZ EN ISO 21527-1:2013,
akkreditalt modszer)

A mintabdl az MSZ EN ISO 6887 nemzetkdzi szabvany szerint elkészitjiik az alapszuszpenziét és a decimalis
higitasokat. Petri-csészékbe t61t6tt DRBC agar felliletére 1 ml mintat (folyadék esetén), vagy alapszuszpenziét
egyenletesen 3 felé adagolunk, és a mintarészt az agar fellletén szélesztjik. Ismételjik meg az eljarast egy
tovabbi higitasi fokkal, illetve szlikség szerint tovabbi higitasokkal is. Negyed 6éra elteltével forditsuk meg a
csészéket és inkubaljuk azokat 25 °C-os termosztatban 3-5 napon keresztil.

5.2.3. Szaporodoképes mikroba, jelenlét-hiany kimutatas, dusitasos technika (sajat mddszer)

0,33 literes Uveges sor kiszerelése esetén a mintat 3 egyenl6 részre osztva a mintarészeket 3x100 ml,
0,02 g/liter kalium-szorbat tartalmu alaplevesbe bemérve 72 6ran keresztil 30 C°-on inkubaljuk. A tenyésztés
végeén a dusitasbdél mintarészenként 1 - 1 db PCA lemezre 1 pl mintarészt kioltunk, majd a lemezeket 72 éran
keresztill 30 C°-on inkubaljuk. Amennyiben a lemezen telepndvekedést nem tapasztalunk, az eredményt
‘negativ/100 ml’, telepek kialakulasa esetén pedig ‘pozitiv/100 mI’ forméaban adjuk meg.
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PCA - Plate Count Agar (agar taptalaj mikrobaszam meghatarozashoz) 6sszetétele:
e tripton 5 g/l

e gélesztbkivonat 2,5 g/I

e glikoz 1 g/l

e agar9g/l

e pH:7,0+0,2 (25 °C)

5.2.4. Szaporoddképes €lesztégomba, jelenlét-hiany kimutatds, dusitasos technika (sajat modszer)

0,33 literes Uiveges sOr kiszerelése esetén a mintat 3 egyenld részre osztva a mintarészeket 3 x 100 ml,
0,02 g/liter kalium-szorbat tartalmu malatalevesbe bemérve 72 6éran keresztll 25 C°-on inkubaltuk.
A tenyésztés végén a dusitasbdl mintarészenként 1-1 db DRBC agar lemezre 1 pyl mintarészt olttounk, majd a
lemezeket 72 6ran keresztll 25 C°-on inkubaltuk. Amennyiben a lemezen telepndvekedést nem tapasztaltunk,
az eredményt ‘negativ/100 m/’, telepek kialakuldsa esetén prdig esetén ‘pozitiv/100 mI’ kifejezéssel adtuk
meg.

A DRBC - Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol agar (bengalrézsa dikloran agar) sszetétele:

e enzimatikusan emésztett allati és névényi szévetek 5 g/l

e glukéz 10 g/l

e kalium-dihidrogén foszfat 1 g/l

¢ magnézium szulfat 0,5 g/I

e dikloran (2,6-diklér-4-nitroanilin) 0,002 g/I

e bengalrozsa 0,025 g/l

e agar15.0 g/l

e pH: 75,6+0,2 (25 °C)

A Takacs-féle alapleves (MSZ 3640/13-76) dsszetétele:
e tripton 4 g/l

e huskivonat 4 g/l

e élesztSkivonat 2 g/l

e natrium klorid 2 g/I

e dinatrium-hidrogén foszfat 2 g/I

e pH72-74(25°C)

A laboratériumi vizsgalatokat az EUROFINS Food Analytica Kft. laboratoriuma végezte.
6. A késztermék és a palackozdgép mikrobioldgiai allapotanak 6sszefiiggései

A termékfejlesztés, majd az azt kdvetd gyartas soran alkalmazott ellen6rzd vizsgalatokat minden esetben
kiterjesztettlik a technoldgiai berendezések mikrobioldgiai allapotanak vizsgalatara. Ezzel egyidejlileg
feltartuk a berendezések mikrobioldgiai allapotanak a termékmindségre gyakorolt lehetséges hatasait.

A projekt soran a palackozdgépet vizsgalva a készllék olyan gyartasi hibaira deritettlink fényt, amelyeket a
gyartd a vizsgalataink eredménye alapjan késdébb elismert és kikliszbolt.

e A csapok pneumatikus agvezetékein a gyartoi CIP (Cleaning-In-Place) tisztitd és fertétlenitd program
elégtelen hatasidével volt bedllitva

e Akihabosito vizvezeték nem volt bekdtve a CIP rendszerbe

e A sOros druck tartaly nem volt megfelel8en tisztithaté a benne talalhaté holtterek miatt

* A so6ros druck tartaly CO, bevezet6 agvezeték nem volt bekotve a CIP rendszerbe

A projektiinkben hasznalt palackozdgép atalakitas el6tti atfogd mikrobioldgiai vizsgalatanak eredményeit az
1. tablazatban, a palackozdgépen toltott sér mikrobioldgiai vizsgalatanak eredményeit pedig a 2. tablazat-
ban foglaltuk 6ssze. A mikrobioldgiai vizsgalatokat az EUROFINS Food Analytica Kft. Laboratérium. A NAH

altal NAH-1-1582/2021 szamon akkreditalt vizsgalélaboratérium végezte. A tablazatokban a kifogasolhaté
eredményeket piros szinnel emeltik ki.
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1. tabldzat. Palackozogép dtfogd mikrobioldgiai vizsgalata az atalakitas el6tt

I\Ijlér;;a Minta tipusa Vizsgalt részegység Vizsgalt paraméter Eredmény | M. egység
Elesztégomba szam 15 sejt/10 ml
2 Vizminta Kihabosito viz
Mikrobaszam >300 db/10 ml
. i o Elesztégomba szam 7 sejt/10 mi
A Sortartaly csurgalékviz halozati
5 Vizminta vizes oblités utan
Mikrobaszam 1,9*108 db/10 ml
Z ” z . 2
6 Higiéniai feliileti | Sortartaly fedélemez belsé old- | E/€Sztogomba szam 12 sejt/100 cm
tampon minta al+nyomasmeérd csonk Mikrobaszam 40 db/100 cm?
o Elesztégomba szam 10 sejt/100 cm?
7 | Moeniaifeltiet Sértartaly oldalfal
P Mikrobaszam >300 db/100 cm?
Hiciéniai feliileti Elesztégomba széam 5 sejt/100 cm?
8 tfm on minta Nyomasméré talp
P Mikrobaszam 26 db/100 cm?
Elesztégomba szam 4 sejt/10 ml
9 Vizminta Pneumatika &g csurgalékviz
Mikrobaszam 270 db/10 ml
Vizsgalati moédszer - élesztégomba szam: MSZ ISO 21527-1:2013 [9]
Vizsgalati modszer - mikrobaszam: MSZ EN ISO 4833-1:2014 [10]
2. tablazat. Kistizemi gylimdlcs6s s6r mikrobioldgiai vizsgalata az dtalakitas el6tt
Minta tipusa Minta megnevezése Vizsgalt paraméter Eredmény M. egység
Elesztégomba szam 4,6*10 sejt/1 ml
Palackos sor Gylmolcsos sor - lot 28.09.19.
Mikrobaszam 410* db/10 ml

Vizsgalati mddszer - élesztégomba szam: MSZ ISO 21527-1:2013 [9]
Vizsgalati modszer - mikrobaszam: MSZ EN ISO 4833-1:2014 [10]

Az atalakitast megel6z6en a palackozott gyiimdlcsds sér annak mikrobioldgiai dllapotaval dsszefliggésbe
hozhaté mindségi hibai: izhibak (észteres mellékiz), CO, tartalom és ezaltal palacknyomas névekedés,
gushing (a sérospalack felnyitasakor spriccel6 habos sor).

Javaslatunkra a gyarté a palackozégépen az aldbbi atalakitasokat végezte el:

e A csapok pneumatikus agvezetékein megndvelte a CIP program hatasidejét

¢ A kihabosité vizvezetéket bekotdtte a CIP rendszerbe

e Megszilntette a s6ros druck tartaly holttereit

* As0ros druck tartaly CO, bevezet6 agvezetéket bekototte a CIP rendszerbe

A projektiinkben hasznalt palackozogép atalakitas utani atfogd mikrobioldgiai vizsgalatanak eredményeit

az 3. tablazatban, a palackozégépen toltétt soér mikrobioldgiai vizsgalatanak eredményeit pedig a
4. tablazatban foglaltuk dssze.
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3. tabldzat. Palackozogép dtfogd mikrobioldgiai vizsgalata az atalakitas utan

Minta

jele Minta tipusa Vizsgalt részegység Vizsgalt paraméter Eredmény | M. egység
Elesztégomba szam - sejt/10 ml
2 Vizminta Kihabosito viz
Mikrobaszam 2 db/10 ml
. i o Elesztégomba szam - sejt/10 mi
A Sortartaly csurgalékviz halozati
5 Vizminta vizes oblités utan
Mikrobaszam 0 db/10 ml
Z v z _ . 2
6 Higiéniai felileti |  Sértartaly fedSlemez belsd Elesztégomba szam sejt/100 cm
t int Idal Asmérd k
ampon minta oldal+nyomasméré cson Mikrobaszam 0 db/100 orm?
o Elesztégomba szam - sejt/100 cm?
7 | Moeniaifeltiet Sértartaly oldalfal
P Mikrobaszam 0 db/100 cm?
Higiéniai feliileti Elesztégomba szam - sejt/100 cm?
8 . Nyomasméré talp
tampon minta Mikrobaszam 0 db/100 cm?
Elesztégomba szam - sejt/10 ml
9 Vizminta Pneumatika &g csurgalékviz
Mikrobaszam 0 db/10 ml
Vizsgalati modszer - élesztégomba szam: MSZ ISO 21527-1:2013 [9]
Vizsgalati modszer - mikrobaszam: MSZ EN ISO 4833-1:2014 [10]
4. tablazat. Kistizemi gylimolcsés sér mikrobioldgiai vizsgalata az dtalakitds utan
Minta tipusa Minta megnevezése Vizsgalt paraméter Eredmény M. egység
Elesztégomba szam - sejt/1 ml
Palackos sér Gylmolcsos sor - lot 29.10.20.
Mikrobaszam 0 db/10 ml

Vizsgalati médszer - élesztégomba szam: MSZ ISO 21527-1:2013 [9]
Vizsgalati modszer - mikrobaszam: MSZ EN ISO 4833-1:2014 [10]

Az atalakitast kovetéen a palackozégép higiéniai allapota megfeleld lett (3. tablazat), és palackozott
gyimolcsds sor korabban tapasztalhatd, annak mikrobiolégiai allapotaval 6sszefliggésbe hozhatd
mindségi hibai is megsziintek a 4. tablazatban |athaté vizsgalati eredmények tanusdga szerint. Az elért

mikrobioldgiai stabilitas révén a trermék min8ségmegdrzése biztosithatova valt.
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1. SUMMARY

The market share of small-scale breweries in the total Hungarian beer market was
3 percent in 2020 [1]. The goal of the law affecting the sale of small-scale beers (the
so-called “Beer Act”, published in Issue 275 of 2020 of the Hungarian Gazette on
December 11, 2020) is to create an opportunity for small-scale breweries to gain a better
market position [2]. The measure is expected to have a positive effect on the trends
that have been going on in Hungary for years, such as the increase in the number of
market participants, the expansion of the product range and the increase in consumer
interest.

In addition to the above encouraging trends, as consumers, we find that, on average,
small-scale breweries lag behind large-scale producers in terms of producing a constant
high quality and in ensuring the stability and shelf life of the bottles of beers. The quality
deficit mentioned is mainly due to the deficiencies in the quality management systems
of small breweries, the inadequate level of expertise available and the specific sales
conditions.

In this article, small-scale product development of a fruit beer representing one of the
most sensitive product categories in terms of packaged product stability because of
its low alcohol content and, at the same time, high sugar content is presented. Mainly
the experience related to the achievement of microbiological stability is summarized in
the paper, while also dealing with the development of the manufacturing environment,
summarizing the most important sources of danger and possibilities for failure, and
drawing the attention of existing and future manufacturers to the possibility that the
certificates of conformity of manufacturers of brewing equipment do not always
guarantee their proper functioning, and in many cases they may have to be reviewed
and modified. The microbiological relationships mentioned in our manuscript are based
on our own observations. The product-specific test methods used in the course of the
project are also presented in detail.
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2. Introduction
2.1. Small-scale brewing

In legal terms, breweries that produce less than 200,000 hectoliters of beer per year has been called
small-scale breweries in Hungary since 2017. Regulation before 2017 drew the line at 8,000 hectoliters, under
which breweries benefited from a 50% excise tax rebate [3].

2.2. Fruit beers

The category fruit beer includes beers that are made with some kind of fruit or a combination of several
fruits. Here the word fruit is used in a culinary rather than a botanical sense: fleshy, seed-associated plant
structures that are sweet or sour and can be eaten raw. These include, for example, pome fruits (apples,
pears, quinces), stone fruits (cherries, plums, peaches, apricots, mangoes, etc.), as well as fruits that have
“berry” in their English names (strawberries, raspberries, blueberries), currants, citrus fruits, dried fruits
(dates, prunes, raisins, etc.), tropical fruits (banana, pineapple, guava, papaya, fig, pomegranate, cactus figs,
etc.) [7].

Flavored beer: Beer for which other flavoring substances may be used instead of or in addition to hops to
create a flavor effect. The detailed characteristics of these products are recorded in the product data sheet.

In the case of flavored beers, the flavoring substances are added to the wort or the beer during the brewing
operations, at the latest during maturation or filtration. As a result of the flavoring substance added during
maturation or filtration, the original gravity of the finished beer may not increase by more than 1/3 [8].

2.3. Launching production in a small-scale brewery

Ideally, the main sub-processes of launching production in a small-scale brewery are as follows:
Conducting official licensing procedures

Construction of the production plant and auxiliary facilities

Product development

Installation of brewing technology

N

Product manufacturing

5. Product sales

It is important to emphasize that during an efficient and cost-optimized production launch, product
development precedes the acquisition of brewing technology, a sub-process specifically based on the
experience of the former. This sequence can be achieved with the involvement of a service organization

specializing in product development, which has the professional and technological background required for
the process.

2.4. Technological equipment involved in our project

For the small-scale production of fruit beer, the following main technological equipment were installed:
e Malt mill

e Mash house equipment

e Combined mashing/filtering tub

e Universal hop kettle - Whirlpool tub

e Electric control panel for the brewing process
e Wort cooling and recuperation equipment

e Heat supply equipment

e Mash house auxiliary equipment

e Fermentation area equipment

e Barrel washing and filling equipment

e Diatomaceous earth filter

e Beer pasteurization equipment

e Bottling machine

e Compressed air supply equipment

¢ Refrigeration technology equipment

e Brewery ancillary equipment
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In the above list, equipment which is specifically used to ensure or improve the microbiological stability of
beer or have an above-average effect on it are highlighted.

3. Microbiological production control
3.1. Microbiological stability of beer

The biological stability of beer is compromised by any microorganism that is able to multiply in beer, cause
turbidity or form bottom sediments, and damage the beer through its metabolites. The number of these
microorganisms is small, as only lactic acid bacteria and yeasts are able to grow under the given anaerobic
conditions due to the alcohol content, carbon dioxide content, bitterness and low pH of beer. There is a certain
period of time between the infection and turbidity caused by these microorganisms and the appearance of
the bottom sediment, the length of which depends on the degree of infection, the virulence of the organisms,
the quality of the beer, the access of oxygen and the storage temperature.

Microbiological stability can be ensured by the use of biologically sound adjusting yeasts with high
fermentation potential, the concentrated culture of which and the thorough washing, cleaning and disinfection
of the tanks, lines and equipment have been checked.

Automatic cleaning equipment deserves special attention. Sharp filtration, together with pumping with the
exclusion of ambient air and the use of containers cleaned with sufficient thoroughness, allows the beer
to be dispensed without pasteurization. Close microbiological control is required at each stage, such as
fermentation, maturation, filtration and pumping [4].

3.2. Factors influencing the microbiological stability of beer

From a microbiological point of view, beer is a relatively stable beverage. The beer parameters that contribute
to this stability are as follows:

e Ethanol content (up to 10%, sometimes even higher): exposure to 5% ethanol has been shown to increase
the permeability of the cell membrane and thus to interfere with the proton-driving force across the
membrane (which is important for energy production). This means that most microbes do not survive or
multiply in beer at this alcohol level.

¢ Carbon dioxide content (~0.5% v/v): dissolved CO, creates an anaerobic environment, preventing the
growth of microorganisms that cause aerobic deterioration.

e Low pH (pH 3.8-4.7): many microorganisms are unable to grow at low pH (pH<5) because they cannot
maintain intracellular pH homeostasis at these low pH values.

e |so-alpha acids (15-100 pg/L, the concentration may be different from this): iso-alpha acids exert an
antimicrobial effect by increasing the permeability of bacterial cell membranes.

e Decreased nutrient availability (most fermentable sugars are metabolized by yeast): many important
nutrients, such as carbohydrates, amino acids and some vitamins B are present in very low concentrations
in beer as they are consumed by the yeast during fermentation. Any increased nutrient levels (e.g.,
carbohydrates in low-alcohol beers) pose a risk of proliferation of microorganisms that cause spoilage.

e Low oxygen content (preferably below 0.1 pg/L): anaerobic conditions reduce the risk of potential growth
of microorganisms that cause aerobic spoilage.

In modern brewing, a number of techniques are used to prevent the entry of microbiological contaminants
or their survival during the brewing process, as well as during filling/packaging, in order to increase
microbiological stability. Some examples:

¢ Boiling the mash, pasteurization, or sterile filtration before packaging.

e Well-designed brewing equipment that resists aggressive hygiene practices, such as CIP (Clean-In-
Place) cleaning.

e Elimination of many traditional (and microbiologically risky) production processes (e.g., spontaneous
fermentation or open fermentation vessels).

3.3. Causes of infection

Pediococcus cerevisiae in the form of mono- and diplococci, or tetracocci, clouds the beer and gives it an
acidic, diacetyl taste reminiscent of butter.

Lactic acid bacteria produce lactic acid, formic acid and acetic acid. They also cause turbidity and, in part,
form bottom sediment.
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Wild yeasts are rare. They make the beer cloudy, form a juicy bottom sediment and also impart a mostly
aromatic, distinct, partly coarsely bitter taste.

Cultured yeasts cause turbidity, bottom sediment, or only separate yeast colonies in the pumped off beer.
Even if they remain only imperfectly in the beer after filtration, they can multiply after the rich oxygen uptake
during pumping, especially if there is a large difference between the final degree of fermentation of the beer
and the dispensed degree of fermentation [4].

3.4. Spoilage microorganisms
3.4.1. Microorganisms most often associated with brewing and beer

Each raw material (e.g., malt, hops, water or additives) carries its own specific microorganisms. The
proliferation of these microorganisms during one of the brewing steps results in the formation of metabolites
that cause aftertastes. In the event that these microorganisms survive all steps of the brewing process,
including pasteurization, if used, they may be present in the bottled beer as potential spoilage agents. Yeast
used for the fermentation can also be a source of contamination.

It has been observed that during yeasting, the yeast can be contaminated with small amounts of bacteria
and wild yeast. To avoid this, proper treatment of brewer’s yeast is required.

Additional sources of contamination can be the brewing equipment (vessels, lines) if they are not properly
cleaned and maintained. Until packaging is completed, the final steps in the manufacturing process (after
fermentation) may also be prone to contamination by microorganisms that are airborne or present in the
filling apparatus (e.g., due to high humidity).

Spoilage microorganisms most often found in breweries and in beer are listed in Figure 1.

efusarium )
eAspergillus
ePediococcus
*Bacillus )
~
eBacillus
ey *Hahnella
of brewing J
~
eWild yeast
ePediococcus
Fermenting eSelenomonas
tank J
~
o Wild yeast
SIIEV Pectinatus
and J
o Wild yeast )
o[ actobacillus
o ePediococcus
Finished eMegasphaera )
product

Figure 1. Most common beer spoilage microorganisms during the various steps of the brewing process and in the
finished product. Orange arrows indicate the steps of the manufacturing process where the microbial load is reduced
by heat treatment (wort boiling and pasteurization). [2]
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Contaminating bacteria in beer are mostly lactic acid bacteria belonging to the genera Lactobacillus and
Pediococcus (accounting for more than 80% of the bacterial infections in beer), but other anaerobic bacteria
such as Pectinatus and Megasphaera are sometimes also found in spoiled beer [2].

3.4.1.1. Lactic acid bacteria [6]

Lactic acid bacteria are strictly fermentative, facultative anaerobic Gram-positive, non-spore-forming rods
or cocci that belong to the order Lactobacillales. Most Gram-positive bacteria are inhibited by iso-alpha
acids however some are resistant to these antibacterial compounds. The two most common lactic acid
bacteria in beer are Lactobacillus brevis and Pediococcus damnosus. These bacteria produce acetic acid
and lactic acid, and also compounds responsible for various aftertastes, such as diacetyl (“buttery” flavor).
Pediococcus in particular is known to produce large amounts of vicinal diketones. Pediococcus also has
a relatively high alcohol tolerance: it can proliferate even at ethanol concentrations above 10%. In addition,
lactic acid bacteria also produce exopolysaccharides (EPS), which cause so-called silky turbidity in beer due
to the increased viscosity and mucous appearance.

The most important Lactobacillus species are L. brevis and L. lindneri; less common are L. rossiae,
L. buchneri, L. coryniformis, L. casei and L. backii. L. brevis often develops longer, parallel-walled, single
or double rods with a round end (0.7 x 4 um), with the double rods often being bent. It does not form cell
chains, but extremely long rods (up to 50 pm) can sometimes be found in beer. Common characteristics of
L. brevis are (hetero-fermentative) gas formation, fermentation of pentoses and melibioses, as well as the
ability to cleave arginine. This is the most common beer spoilage bacterium, causing turbidity and sediment,
while also lowering the pH perceptibly, which in turn gives beer an acidic taste. However, it does not produce
diacetyl. It often appears as a secondary contaminant.

L. bucherni is able to ferment melisitose, unlike L. brevis. L. lindneri forms short, slightly irregular or coccoid
cells that are arranged in longer chains. Sometimes long rods are formed. Heterofermentative species mainly
ferment glucose and maltose and do not cleave arginine. Mild sedimentation and turbidity may be observed
in the beer however taste defects do not usually occur. This is a typical primary contaminant that is often
found in yeast factories or in the fermentation area, but can also pass through the filters, being very small
cells.

L. rossiae has similar properties and is mucus-forming. Facultative heterofermentative species, such as
L. casei, L. coryniformis and L. plantarum form shorter rods that are often arranged in chains. They are mostly
found in weaker hop beers (e.g., wheat beer) and cause obvious taste defects due to diacetyl formation.
They often appear only as secondary contaminants. The obligate homofermentative beer spoilage L. backii
ferments mannose, mannitol and sorbitol. It also differentiated from the other species by the absence of
fermentation of maltose and gluconate.

P. damnosus is characterized by the formation of tetrads. It is typically a primary contamination that often
occurs in cultured yeast and unfiltered beer. The cells can also be transferred to the bottled beer through the
filter. Contamination results in strong diacetyl formation (buttery taste) and a decrease in pH, and beers are
often slightly turbid and exhibit noticeable sedimentation. Two other Pediococcus species that cause beer
spoilage, P. inopinatus and P. claussenii, behave similarly, although both species are less common. The latter
causes mucus formation in the beer.

3.4.1.2. Enterobacteriaceae [6]

Enterobacteriaceae is a facultative anaerobic Gram-negative bacterial family. The two genera commonly
associated with brewing are Citrobacter and Rahnella (most likely to be introduced with the water used for
brewing). These bacteria are responsible for the production of a number of compounds causing aftertastes,
such as VDKs (e.g., diacetyl), 2,3-butanediol, DMS, acetaldehyde and lactic acid. These compounds are
produced at the beginning of the fermentation.

3.4.1.3. Bacillus [6]

Gram-positive, facultative anaerobic, spore-forming bacteria. Due to spore formation, they survive heat
treatment, including pasteurization. Bacillus also poses a risk because it can reduce nitrate to nitrite,
which can lead to the formation of N-nitrosamines (classified as carcinogenic, teratogenic and mutagenic
substances). Since certain Bacillus species are able to produce large amounts of lactic acid, they can also
cause acidification. Most Bacillus species (but not their spores) are susceptible to the iso-alpha acids from
hops.

& CONTENT Journal of Food Investigation — Vol. 68, 2022 No. 2

3881



3.4.1.4. Pectinatus [6]

These Gram-negative, strictly anaerobic bacteria can produce large amounts of acetic acid and acetoin, and
hydrogen sulfide production (rotten egg aroma) has also been reported.

Pectinatus cerevisiiphilus and P. frisingensis are also strictly anaerobic, catalase-negative, Gram-negative
bacteria, and have similar negative effects as the species listed so far. The cells are slender (0.8 x 4 pm),
parallel-walled with a pointed end, slightly bent or serpentine or corkscrew-like, and serially flagellated on
one side. Similarly to M. cerevisiae, they grow in the range of 15 to 40 °C (with the optimum being between
28 and 32 °C). They ferment various sugars, sugar alcohols and organic acids (mainly pyruvate and lactate).
The primary metabolites are propionic acid, acetic acid, pyruvic acid, acetoin and CO,. Beers contaminated
with them (pH above 4.3, alcohol content below 5% vol.) exhibit not only serious sedimentation and turbidity
problems, but also unpleasant odor and taste defects (sewage odor). Similarly to M. cerevisiae, these are
typically secondary contaminants that occur primarily in the bottling area.

3.4.1.5. Megasphaera

Megasphaera species can appear as Gram-negative, strictly anaerobic contaminants in both wort and
finished beer. They cause turbidity in beer and produce large amounts of hydrogen sulfide and a number of
short-chain fatty acids (“cheesy” aroma) [2].

Catalase-negative, strictly anaerobic, Gram-negative Megasphaera cerevisiae forms large oval or round cells
(1.2 — 1.6 ym) that exist in the form of diplococci and short chains. They ferment fructose, pyruvic acid and
lactic acid, in particular [6].

The primary metabolites are butyric acid, acetic acid, propionic acid, valeric acid, as well as CO, and hydrogen
gas. Only a slight turbidity is exhibited by the beer; however, due to the above-mentioned metabolites, there
can be significant odor and taste defects (sewage odor). The species is sensitive to alcohol (below 5% vol.)
and prefers a higher pH value (above 4.4). The secondary contaminant that is present primarily in the vicinity
of the bottling equipment are typically favorable to these bacterial species [6].

3.4.1.6. Wild yeast

Any strain of yeast, except the selected Saccharomyces yeast, is a contaminant. These yeast contaminants are
usually referred to by brewers as wild yeast, which may be Saccharomyces cerevisiae or non-Saccharomyces
strains, such as Brettanomyces bruxellensis, Candida or Pichia. Proliferation of wild yeast can carry a safety
risk: the alcohol content can increase due to the metabolism of the infecting yeast. These wild yeasts are
sometimes able to ferment dextrins and starch into ethanol (so-called superattenuation). Along with the
production of ethanol, the CO,-content, and thus the bottle pressure increases, which can pose a safety risk
due to the bursting of the bottles. In addition, wild yeast can ruin the beer through the production of ester or
phenolic aftertaste (e.g., 4-vinylguaiacol), as well as turbidity or sediment formation. It is important to note
that acid washing of the yeast cells does not remove these wild yeast contaminants [5].

3.4.1.7. Fungi

Field infestation by Fusarium fungi poses a serious food safety risk to cereals. Almost all parts of the
plant (germ, root, stalk, stem, leaf pod, leaf, ear and grain) can become affected. Severely infected plants
produce less and lower quality crops, toxins are produced in the diseased grains, their germination vigor is
reduced. The pathogens that cause the disease are different Fusarium species with various infectivity and
toxin production, which can be greatly related to environmental factors, such as temperature and humidity.
The toxins can be present throughout the entire brewing process, up to the bottled finished product.
Certain Aspergillus species can also produce mycotoxins. Both Fusarium and Aspergillus species produce
hydrophobic compounds, which are small surfactant proteins that cause foaming [6].

4, Cleaning, disinfection

Cleaning and disinfection of the lines, tanks and equipment is key in a brewery. All surfaces and equipment
must be clean, the presence of contaminating bacteria, yeasts and fungi must be eliminated.

Examples of possible contaminants in a brewery:

e Beer left over from previous brewing

e Microbiological contaminants (yeasts, bacteria, fungi)

e Hop residues

e (Calcium oxalate (beer stone that can be removed with acids)

e Lipids, proteins (removal with bases)

e Mineral deposits in the water circuit
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In this regard, it is important to distinguish between cleaning agents and disinfectants.

Cleaning agents remove product residues and deposits, such as lipids and proteins. Depending on their
pH value, these cleaning agents can be classified as alkaline, acidic or neutral cleaning agents. In order to
further increase the cleaning capacity, additives, e.g., surfactants can be added. These are water-soluble
molecules that reduce the surface tension of water, making it easier to remove contaminants.

Disinfectants are used to destroy most microbial contaminants. Here again, it is important to point out that
bacterial spores are very difficult to destroy, which is why this process is called disinfection, not sterilization.
Examples of disinfectants:

e Halogenated disinfectants, for example NaOCI (sodium hypochlorite). NaOCIl is a commonly used
product, but unstable above 40 °C (with increased risk of corrosion).

e Oxidizing agents, such as H,O,,.
e Quaternary ammonium compounds (often called quats). Quats are cationic surfactants. Despite their

good properties, quats are not used in breweries very often because they typically from foams and
difficult to rinse, which endangers the quality of the beer, e.g., may impair the stability of the foam.

e Steam disinfection.

e (Critical points include the so-called dead spaces (pipe ends, branches in the lines, sampling points, poor
welding, etc.). Lines and tanks are best cleaned with an integrated CIP system.

5. Laboratory tests
5.1. General experience

During the microbiological testing of the sour cherry beer samples and the sour cherry concentrates, we
found the following:

e Filtering of the sour cherry beer samples was not possible due to the high fiber content.

e Also, when testing the beers, in the case of the plate casting process, when covering 10 ml of the sample
with a suitable layer thickness of 3 to 5 mm of PCA (for microbial count test) or DRBC (for yeast count
test) culture medium in a large Petri dish (140 x 14.8 mm), the agar did not gel because of the low pH of
the sample. Therefore, in these tests, the test volume was first reduced from 10 ml to 1 ml.

e Then the microbiological study of the sour cherry concentrates was started, due to the expected sterility
of the raw material, using our own method for the detection of presence/absence.

e This method was further modified to include the testing of beers. As the issue was not the sterility of
the beer but its practical shelf life, as a final, modified solution, the presence/absence of reproducible
microorganisms was tested by an enrichment method in both cases, with the same amount of inhibitor
as prescribed in the recipe of the finished beer (0.02 g/L potassium sorbate). In this way, it was practically
modelled whether the microorganisms that may be present in the beer can reproduce at a high nutrient
content.

5.2. Description of the test methods of sour cherry beers
5.2.1. Microbial count, plate casting, colony counting (MSZ EN ISO 4833-1:2014, accredited method)

The stock suspension and the decimal dilutions are prepared from the sample according to the international
standard MSZ EN ISO 6887. Using a sterile pipette, 1 ml of the sample (for liquid samples) or stock suspension
is added to two Petri dishes. The procedure is repeated with additional dilutions, if necessary. 12 to 15 ml of
44 to 47 °C PCA agar is added to each Petri dish. The Petri dishes are inverted and incubated in a thermostat
at 30 °C for 72+3 hours.

5.2.2. Yeast count, surface spreading, colony counting, water activity >0.95 (MSZ EN ISO 21527-1:2013,
accredited method)

The stock suspension and the decimal dilutions are prepared from the sample according to the international
standard MSZ EN ISO 6887. 1 ml of the sample (for liquid samples) or stock suspension is added evenly in
3 portions to the surface of the DRBC agar filled in Petri dishes, and the sample portions are spread on the
surface of the agar. The procedure is repeated with an additional degree of dilution and, if necessary, with
additional dilutions. The dishes are inverted after 15 minutes and incubated in a thermostat at 25 °C for 3 to
5 days.

5.2.3. Presence/absence detection of reproducible microbes, enrichment technique (own method)

In the case of a 0.33-liter bottle of beer, the sample is divided into 3 equal portions and the sample portions
are incubated for 72 hours at 30 C° in 3 x 100 ml stock broth containing 0.02 g/liter of potassium sorbate.
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At the end of the culture period, 1 pl of each enriched sample portion is applied to a PCA plate, and the
plates are incubated for 72 hours at 30 °C. If no increase in the colonies is observed on the plate, the result
is reported as ‘negative/100 ml’, while if colonies do form, the result is reported as ‘positive/100 ml’.
Composition of the PCA (Plate Count Agar) culture medium for microbial count determination:

e tryptone 5 g/l

e yeast extract 2.5 g/I

e glucose 1 g/l

e agar9g/

e pH:7.0£0.2 (25 °C)

5.2.4. Presence/absence detection of reproducible yeast, enrichment technique (own method)

In the case of a 0.33-liter bottle of beer, the sample is divided into 3 equal portions and the sample portions
are incubated for 72 hours at 25 °C in 3 x 100 ml of malt broth containing 0.02 g/liter of potassium sorbate. At
the end of the culture period, 1 pl of each enriched sample portion is applied to a DRBC agar plate, and the
plates are incubated for 72 hours at 25 °C. If no increase in the colonies is observed on the plate, the result
is reported as ‘negative/100 ml’, while if colonies do form, the result is reported as ‘positive/100 m/'.
Composition of the DRBC (Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol) agar:

e enzymatically digested animal and plant tissues 5 g/I

e glucose 10 g/l

e potassium dihydrogen phosphate 1 g/I

¢ magnesium sulfate 0.5 g/I

e dichloran (2,6-dichloro-4-nitroaniline) 0.002 g/I

e Rose Bengal 0.025 g/I

e agar 15.0 g/l

e pH: 75.6+0.2 (25 °C)

Composition of the Takacs stock broth (MSZ 3640/13-76):
e tryptone 4 g/

e meat extract 4 g/l

e yeast extract 2 g/l

e sodium chloride 2 g/I

e disodium hydrogen phosphate 2 g/I

e pH72-74 25 °C)

Laboratory tests were carried out by the laboratory of EUROFINS Food Analytica Kft.

6. Relationships between the microbiological state of the finished product and the bottling
machine

In all cases, the control tests applied during product development and subsequent production were extended
to the examination of the microbiological condition of the technological equipment. At the same time, the
possible effects of the microbiological condition of the equipment on product quality were explored.

In the course of the project, by examining the bottling machine, manufacturing defects of the machine were
brought to light, which were later acknowledged and eliminated by the manufacturer based on the results of
our tests.

e The manufacturer’s CIP (Cleaning-In-Place) cleaning and disinfection program was set on the pneumatic
branch lines of the taps with insufficient exposure time

¢ The foaming water supply was not connected to the CIP system

e The beer druck tank could not be cleaned adequately due to the dead spaces it contained

e The CO, inlet branch line of the beer druck tank was not connected to the CIP system

The results of the comprehensive microbiological testing of the bottling machine used in our project before
conversion are summarized in Table 1, while the results of the microbiological testing of the beer bottled
using this machine are summarized in Table 2. The microbiological tests were performed by the laboratory

of EUROFINS Food Analytica Kft., a testing laboratory accredited by NAH (National Accreditation Authority)
under reg. no. NAH-1-1582/2021. Objectionable results are highlighted in the table in red.
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Table 1. Comprehensive microbiological testing of the bottling machine before conversion

Sa:‘rl:l)ple Sample type Tested subunit Tested parameter Result Unit
Yeast count 15 cell/10 ml
2 Water sample Foaming water
Microbial count >300 pc/10 mi
Yeast count 7 cell/10 mi
5 Water sample Bee_r tanl§ Ieachate after
rinsing with mains water Microbial count 1.9°10° pc/10 ml
2
6 Hygienic surface | Beer tank lid inside + pressure Yeast count 12 cell/100 cm
b I I
swab sample gauge nozzle Microbial count 42 pc/100 cm?
2
; Hygienic surface Beer tank sid ! Yeast count 10 cell/100 cm
swab sample eertank side wa . .
Microbial count >300 pc/100 cm?
Hygienic surface Yeast count 5 cell/100 cm?
8 Pressure gauge foot
swab sample Microbial count 26 pc/100 cm?
Pneumatic branch line Yeast count 4 cell/10 ml
9 Water sample leachate
Microbial count 270 pc/10 ml

Test method - yeast count: MSZ ISO 21527-1:2013 [9]
Test method — microbial count: MSZ EN ISO 4833-1:2014 [10]

Table 2. Microbiological testing of small-scale fruit beer before conversion

Sample Type Sample ID Tested parameter Result Unit
Yeast count 4.6*10* cell/1 ml
Bottled beer Fruit beer - lot 28.09.19.
Microbial count 4*10* pc/10 mi

Test method - yeast count: MSZ ISO 21527-1:2013 [9]
Test method — microbial count: MSZ EN ISO 4833-1:2014 [10]

Prior to the conversion, the quality defects of bottled fruit beer that could be attributed to its microbiological
condition were: taste defects (ester aftertaste), increase in CO, content and thus in bottle pressure, gushing
(foaming beer squirting when the bottle is opened).

At our suggestion, the following modifications were made to the bottling machine by the manufacturer:

¢ Increased operating time of the CIP program on the pneumatic branch lines of the taps

e Connection of the foaming water supply to the CIP system

e Elimination of the dead spaces of the beer druck tank

e Connection of the CO, inlet line of the beer druck tank to the CIP system

The results of the comprehensive microbiological testing of the bottling machine used in our project after

conversion are summarized in Table 3, while the results of the microbiological testing of the beer bottled
using this machine are summarized in Table 4.
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Table 3. Comprehensive microbiological testing of the bottling machine after conversion

Sa:‘gple Sample type Tested subunit Tested parameter Result Unit
Yeast count - cell/10 ml
2 Water sample Foaming water
Microbial count 2 pc/10 mi
o Yeast count - cell/10 ml
5 Water sample Beer tanl§ Ieachate after rinsing
with mains water Microbial count 0 pc/10 mi
- 2
6 Hygienic surface Beer tank lid inside + pressure Yeast count cell/100 cm
b | I
swab sampie gauge hozzle Microbial count 0 pc/100 cm?
Hvaienic surface Yeast count - cell/100 cm?
7 )slgvab sample Beer tank side wall
P Microbial count 0 pc/100 cm?
Hygienic surface Yeast count - cell/100 cm?
8 Pressure gauge foot
swab sample Microbial count 0 pc/100 cm?
Yeast count - cell/10 ml
9 Water sample Pneumatic branch line leachate
Microbial count 0 pc/10 mi
Test method - yeast count: MSZ ISO 21527-1:2013 [9]
Test method — microbial count: MSZ EN ISO 4833-1:2014 [10]
Table 4. Microbiological testing of small-scale fruit beer after conversion
Sample type Sample ID Tested parameter Result Unit
Yeast count - cell/1 ml
Bottled beer Fruit beer - lot 29.10.20.
Microbial count 0 pc/10 mi

Test method - yeast count: MSZ ISO 21527-1:2013 [9]
Test method — microbial count: MSZ EN ISO 4833-1:2014 [10]

Following the conversion, the hygienic condition of the bottling machine became satisfactory (Table 3),
and the previously observed quality defects of the bottled fruit beer related to its microbiological condition
were eliminated, as shown by the test results in Table 4. Due to the achieved microbiological stability, the

preservation of the quality of the product could be ensured.
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1. OSSZEFOGLALAS

Hatterinformacio: A fermentacio egyfajta biotechnolégia, amely mikroorganizmusok
kémiai folyamatait hasznal allati taplalék eldallitasara. A régi idokben a hulladékokat
vegyszerekkel kezelték, napjainkban viszont a vallalkozasok a hulladékokat értékes
élelmiszerekké, élelmiszer-osszetevokké vagy takarmanytermékekké példaul
egysejt-olajokka, vagy egysejtfehérjékké alakitjak at. A leggyakrabban hasznalt
szubsztratum a melasz és a kukoricaaztato lug, amelyek a fermentaciéos folyamat
részei.

Cél: Kéziratunk megirasanak célja az, hogy attekintést adjon az egysejt-fehérjék
(single cell proteins — SCP) fermentaciods eljarassal torténd eldallitasahoz felhasznalt
éleszt6torzsekrol és élelmiszer-melléktermékekrol. Ezen tulmendéen a dolgozat
osszefoglalja az egysejt-fehérjék szerepét az allati takarmanyban.

Modszerek: A cikk anyagahoz a Google Scholar Medline és PubMed adatbazisaban
elektronikus keresést végeztiink. Tovabbi keresést végeztiink az Elelmiszer- és
Mez6gazdasagi Vilagszervezet, a FAO kutatasi cikkadatbazisaban.

Eredmények: A fentebb emlitett szubsztratok és a kilénb6z6é mikroorganizmusok
(algak, éleszt6, baktériumok) altal termelt egysejt-fehérjék fontos szerepet jatszanak
az allati takarmanyozasban. Ezenkiviil az SCP-k kivalé minéségii fehérje-, telitetlen
zsirsav-, vitamin- és asvanyianyag-forrasok az allatok szamara.

Kovetkeztetés: Az egysejt-fehérje fermentacioval torténé elballitasa szamos
jelentés elénnyel jar, beleértve a fenntarthatésagot, az egészséget és a termelési
hatékonysagot.
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2. Bevezetés

A régebbi évtizedekben a kilénb6z6 élelmiszeripari hulladékokat kilénféle vegyszerekkel kezelték, amely
nem volt a legjobbnak tekintheté hulladékkezelési megoldas. Ahogy a vilag népessége névekszik, az elmult
évtizedekben az dllat- és tejtermelés is folyamatosan névekszik. A vilag jelenleg tébb mint 350 millié tonna allati
eredetl fehérjét termel, és ez az érték 2050-re varhatéan 1250 millié tonnara fog emelkedni, hogy kielégitse
az allati eredetl fehérje iranti globalis keresletet [1]. Manapsag sok cég alakit at a kilonféle hulladékokat
hasznos élelmiszerekké, élelmiszer-Osszetevékké vagy takarmanytermékekké emberi taplalkozasra és az
allatok takarmanyozasa céljabdl. Ezek a termékek kornyezetbaratnak és egészségligyi szempontbdl is
kedvezBknek tekintheték, mint példaul a biogaz, a biolizemanyagok és az egyéb bioenergiak. A rendelkezésre
allb modszerek és technikak lehetéséget adnak arra, hogy ezeket a termékeket egysejt-olajokként, egyseijt-
fehérjékként, vegyi anyagokként, enzimekként és sok mas hasznos anyagga alakitsuk at.

A szénhidratok és a zsirok utan a fehérjék a legfontosabb makrotapanyagok, amelyekre a szervezetnek nagy
mennyiségben sziiksége van. Fogyasztasuk elengedhetetlen tényez8 a névekedéshez, a test helyreallitdsahoz
és az egészség megbrzéséhez. Valamennyi fehérje 20 aminosavbdl all, és ezek hatarozzak meg a fehérje
tapértékét. Az aminosavak egy részét az ember nem tudja szintetizalni, de mégis esszencialisak (valin, leucin,
izoleucin, fenilalanin, triptofan, lizin, hisztidin, metionin és treonin), és ezeket étrendlnkbdl kell bevinni. Az
aminosavak altalanos szerkezetét az 1. abra mutatja be.

A fehériék emésztése a gyomorban kezdddik és a bél lumenében folytatédik, ahol a fehériék mono- és
diaminosavakka bomlanak le. Ezeket az aminosavakat a belekben specifikus transzporterek kotik meg,
majd a vérbe juttatjak, hogy a szervezet egyéb szdveteinek nitrogénalapu vazat képezhessék. Ezek kozott
neurotranszmitterek, enzimek és hormonok is vannak [2, 3]. Bar mind a névényi, mind az allati fehérjék
OsszetevGikben hasonldak, mindketté fehérjecsoport kézel ugyanazokat az aminosavakat tartalmazza, de
az 6sszes esszencialis aminosavat az allati fehérjék tartalmazzak [4].

Altalanossagban elmondhaté, hogy az emberi szervezetnek testtémeg-kilogrammonként 1,0-1,5 g fehérjére
van szlksége ugy a feln6ttek, mint a gyermekek esetében [5]. Ha az étrend hosszu ideig fehérjehianyos,
a kwashiorkor nevl betegséget okozhatja, amely az alultaplaltsag sulyos formaja [6].

T

O

1. abra. Az aminosavak dltalanos szerkezeti képlete:
aminocsoport (-NH,), karboxilcsoport (-COOH) és cserélhetd csoport (-R) [7]

Az egysejt-fehérje (SCP) a hulladékokbodl szarmazé egyik kivald mindségl és értékes diétas termék [8, 9,
10, 11, 12]. Az SCP egy biomassza, amelyet kiildnb6z8é mikroorganizmusok allitanak eld, igy bioproteinnek,
mikrobialis fehériének vagy biomasszanak is nevezhetjik. Ezek a mikroorganizmusok fehérjében gazdag
Osszetevéként emberi taplalékban és allati takarmanyban is felhasznalhatok [8]. Ezen tulmenden az
SCP-k ndvényi fehérjeforrasok hasznos alternativaja lehet, egész évben elballithatok és nem bocsatanak
ki Uveghdazhatasu gazokat. A fehérje eléallitasahoz legfontosabb az olcsé és megfelel6 szubsztratok
vagy agraripari melléktermékek és értékes mikroorganizmusok kivalasztédsa az egysejt-fehérjék elballitasi
koltségének csokkentéséhez [8, 13, 14, 15, 16, 17]. Ennek elérése érdekében kilonféle szubsztratumokat
hasznaltak, mint példaul almatorkoly, jamsz-héj (Dioscorea sp. Szerk), citruspép, burgonya héja,
ananaszhulladék, papayahulladék [8]. A leggyakrabban hasznalt melléktermékek azonban a melasz és a
kukoricaaztato Ié. A mikroorganizmusok kutatasi és ipari célokra valé helyes kivalasztasa is fontos.

Dolgozatunk a mikroorganizmusok (algak, élesztd, baktériumok) altal termelt egysejt-fehérjékre, mint
alternativ fehérjeforrasokra dsszpontosit. Az erjesztéssel eldallitott egysejt-fehérje kedvezd beltartalmi
értékeinek kdszonhetéen (fehérjék, vitaminok, asvanyi anyagok) j6l emészthetd formaban felhasznalhatd
emberi taplalkozasra, mint élelmiszer. Vitamin-kiegészitéssel kildndsen, mint funkcionalis élelmiszer-
Osszetevd, hozzajarul az alultaplaltsag megel6zéséhez, kezeléséhez is [10].
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3. Anyag és moédszer

Az attekint6 dolgozat elkészitéséhez elektronikus kereséseket végeztiink a Google Scholar adatbazison, a
Medline-on és a PubMed-en. Tovabbi keresést végeztiink az interneten is. A keresési elemek a kévetkezdk
voltak: taplalkozas, étrend, fehérje, egysejt-fehérje, immunrendszer. Ezt az attekintést a legujabb irodalom
elemzésére végeztiik, abbdl a célbdl, hogy bemutassuk a taplalkozasi szokasok és az egysejt-fehérjék
étrendi hatasat.

4. Eredmények

4.1. Egysejt-fehérjék eléallitasa fermentacioval

Az egysejt-fehérje (SCP) egy, termesztett mikrobidlis biomasszabdl szarmazé fehérje, amely az étrendben
fehérje-kiegészitésre hasznalhato. Az SCP fermentacios folyamata a 2. abran lathaté. Az SCP-k el6allitasahoz
mezd8gazdasagi és ipari hulladékok szolgalnak szubsztratként. Az algak, gombak és baktériumok a
mikrobialis fehérje f6 forrasai, amelyek SCP-ként hasznosithatok (1. tablazat) [18]. A fajok élelmiszerként valo
felhasznalhatosaga fligg a ndvekedési sebességtdl, a felhasznalt szubsztrattdl, annak szennyezddéseitdl,
toxintartalmatél. Az eléallitott biomassza fehérjében, aminosavakban, példaul lizinben és metioninban,
telitetlen zsirsavakban, vitaminokban és asvanyi anyagokban gazdag. Az ilyen biomasszat élelmiszerként,
étrend-kiegészitéként [18] és takarmanyként vilagszerte hasznaljak.

Az SCP-termelés lépései

Tapanyagok hozzaadasa

Szénalapu szubsztrat

pl. l
v v v v

Hulladékok Mezdgazdasagi Nagy energiat Szén-dioxid
eredetii forrasok hordozo forrasok
> Blza > Lignin > Metanol
> Melasz > Celluléz > Etanol
> Kipréselt > Hemicelluldz > Gazolaj
cukornad l

'{:5"(‘«);\ Erjesztotartaly (Egysejt-fehérjét
\ %

termeld mikroorganizmusok)

A

G

A Sziirés és tisztitas 43
N 4 £ :
Gombak l Baktériumok
NT A
Szaritas
; : SCP
Algak L L) Eleszto
Folyadékfazisu erjesztés 4 T ) Felig szilard

" halmazallapotu erjesztés

2. abra. Egysejt-fehérje eldallitasa fermentacios eljdrassal (Modositott vaziat [8])
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1. tabldzat. Kil6nbo6z4 taptalajok és mikroorganizmusok egysejt-fehérje (biomassza) termelésére

Irodalmi

Mikroorganizmusok Szubsztrat hivatkozisok

Trichosporon cutaneum LOCK 0254
Candida tropicalis LOCK 0007
Pichia stipitis LOCK 0047 Cukorrépa pép [19]
Candida guilliermondii ATCC 6260
Saccharomyces cerevisiae LOCK 0132

Candida utilis Melsz [20]
Kluyveromyces fragilis Fruktoz taptalaj [21]
Spirulina platensis Répa vinasz [22]
L Melasz,

Saccharomyces cerevisiae KV-25 Kukorica f62616 [23]
Aphanothece microscopica Néageli Forrazott rizs [24]
Candida utilis Rizs [25]
Kluyveromyces marxianus .

Candida crusei Biza [26]
Aspergillus niger .

Trichoderma viride Citrom pulp [27]
Saccharomyces cerevisiae Szliz sz616térkdly [28]
Phaffia rhodozyma Nyers cukorrépa juice, [29]

Hidrolizalt préselt cukornad

4.2. Elelmiszer melléktermékek, féként melasz és kukoricadztaté Ié felhasznalasa biomassza
eléallitasara

A termelési koltségek csOkkentésének, az élelmiszerrendszer kapacitdsanak novelése és a kdrnyezeti
fenntarthatésagi kampanyhoz valé csatlakozas fontos feltétele az élelmiszer-veszteség és -pazarlas
csOkkentése. Az élelmiszer-hulladék szamos biologiailag lebomlé komponenst tartalmaz a koérokozo
mikroorganizmusok szdmdara, amelyek fert6z6 betegségeket okozhatnak. igy az élelmiszer-veszteség és a
hulladékcsdkkentés szintén kedvezé hatassal van a fogyasztok egészségeére és jolétére.

Az Eurdpai Unié ennek szellemében is tamogatja az élelmiszer-pazarldas cstkkentését, amelyek
z6ldségekbdl, gyimdlcsdkbdl, italokbdl, cukorbdl, huasbdl, akvakultirabdl és tenger gylimolcseibdl
szarmazé élelmiszer-melléktermékek funkcionalis vagy bioaktiv 6sszetevéit is tartalmazzak. Az élelmiszer-
melléktermékek felhasznalhatok a taplalék- vagy gydgyszeriparban. Ezek fermentacios biotechnoldgiaval
allati takarmanytermékekké alakithatdk [30]. Az egyik leggyakrabban hasznalt élelmiszer-melléktermék a
melasz és a kukoricapehely. A melasz (M) a cukornad mellékterméke, és szamos fermentacids vegyuletet
tartalmaz, példaul vitaminokat, asvanyi anyagokat, szacharézt és szerves vegyuleteket. Ezenkivil a kukorica
aztatolug (CSL) a kukorica nedves 6rlési iparanak mellékterméke, és szamos dsszetevében gazdag, példaul
vitaminokban, asvanyi anyagokban, aminosavakban és fehérjékben. Ezenkivill a CSL fontos nitrogénforras
is [381]. A fermentacios folyamatban szubsztratként hasznalt melasszal és kukoricaaztaté Iével kapcsolatos
irodalmi adatokat a 2. tablazatban foglaltuk dssze.

2. tablazat. A melasz és a kukorica dztatolé kedvezd hatasait ésszefoglalo irodalmi hivatkozasok

Szubsztrat A kézlemény témaja Hivatkozasi szam
Melasz A melasz kémiai Osszetételének jellemzése [32]
Melasz A melasz hatasa a vegyes szildzs fermentacios jellemzdire [33]
Melasz Melasz, mint melléktermék és alapanyag [34]

A melaszbdl torténd etanoltermelés

Melasz vizlabnyomanak felmérése [35]
A melasz termékek hatdsa a tehenek termelékenységére és

Melasz tejzsirsavprofiljara [36]

Kukorica aztatolé A kukorica aztatészesz antidiabetikus hatasa [37]

Kukorica aztatdlé Friss rizsszalma-szilazs kukoricadztaté |é hatasa [38]

A tablazat a kévetkezd oldalon folytatodik.
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Szubsztrat A kézlemény témaja Hivatkozasi szam
Kukorica aztatolé Bepearolt kukorica aztatélug koncentratum vizsgalata [39]
Kukorica aztatdlé A CSL tanulmanyozasa a tejsavbaktériumok taplalkozasaban [40]
Kukorica aztatole A kukoricaaztato lug mikrobioldgiai vizsgalata [41]

4.3. A fermentacioval elballitott egysejt-fehérje szerepe az allati takarmanyozasban

A j6 mindségl és magas fehériében gazdag emberi élelmiszerek és allati takarmanyok, amelyeket fontos
ndvelni a globalis népesség ndvekedésével. A mikrobidlis biomasszan alapuld, egysejtd fehérje (SCP)
termékek potencidlis dsszetevSje ennek az igénynek [42]. Az SCP kivalé minéségli omega-3 zsirsavakat,
vitaminokat, mikrotdpanyagokat, fehérjét és egyéb, az allati szervezet szamara hasznos Osszetevéket

tartalmaz. Ezeket az értékes 6sszetevlket a 3. tablazatban foglaltuk dssze.

3. tablazat. Klilbnb6z6 mikroorganizmusokbdl szarmazo egysejt-fehérjék kiilbnbéz4, értékes komponensei [42]

. - Kiilénleges A termelé
0,
SCP forrasok Fehérjetartalom (%) tulajdonsagok mikroorganizmusok példai
: . Omega-3 zsirsavak .
- 0,
Mikroalgak 60-70 % termelése Chlorella vulgaris
] Vitaminok és
Eleszt6 30-50 % mikrotapanyagok Saccharomyces cerevisiae
termelése
Bacteriumok 50-80 % Nagy fehérjetartalom Methylococcus capsulatus
Protisztak
(&tmenet az éllati és o o Omega-3 zsirsavak . L
néveényi organizmusok 10-20 % termelése Schizochytrium limacinum
kozott A Szerk.)

Az egysejt-fehérjék az allati takarmanyban kedvez&en egészitik ki a fehérjesziikségletet a hagyomanyos
takarmanyok mellett. Ez az allati eredetl termékek minéségét is befolyasolhatja. Az egysejt-fehérjék allati
takarmanyban betoltott szerepét szamos kézirat igazolja, melyeket a 4. tablazat mutat be.

4. tablazat. Az egysejt-fehérjék szerepe a takarmanyban

Vizsgélt dllatfaj Az egysejt-fehérjck kedvezé hatésa a taplalt allatra | " °da";.z hivatkozas
{I)\/Ils;éf’ga;tgefggi; Imoides) Az atlanti lazac intenziv sulygyarapodasa [43]
Szarvasharha Szarvasmarhaknal a szoptatas alatti kedvezé hatas [44]

teljesen vegyes takarmanyadag részeként érvényesll
Broiler csirke A takarmanyfelvétel és a sulygyarapodas javitasa [45]
o A mikrobioldgiai eredet( fehérjeforrasok (C. utilis)
Norvég voros szarvasmarha kedvezden hatnak a sajt minéségére [46]
Abalon tengeri kagylok
(Haliotidae csaladba tartozo kis s ‘s . .
és nagyon nagy tengeri haslabu /rﬂ]\(zjveeglj(yesdee!tsuél‘eherje fokozza a tengeri kagylok [47]
puhatestliek csoportjanak altalanos
neve. A Szerk.)
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1. SUMMARY

Background: Fermentation is a sort of biotechnology that uses microorganisms to
produce animal food through chemical process. In ancient times, wastes were treated
with chemicals, but now companies convert wastes to valuable food, food ingredients
or feed products such as single cell oils or single cell protein. The most used substrate
is molasses and corn steep liquor which is a part of the fermentation process.

Aim: The aims of the manuscript is to provide an overview of the yeast strains and
food by-products used in production of single cell proteins by fermentation process.
Furthermore, the manuscript summarizes the role of single cell protein in animal feed.

Methods: Electronic searches were conducted on Google Scholar database Medline
and PubMed. A further search was conducted on the Food and agricultural organisation
FAO research article database.

Results: Single cell protein produced by these substrates and different microorganisms
(algae, yeast, bacteria) play an important role in animal feeding. Furthermore, SCP is a
high-quality protein, unsaturated fatty acids, vitamins and minerals sources for animals.

Conclusion: Production of single cell of protein through the fermentation has several
significant benefits including sustainability, health and production efficacy.

' Széchenyi Istvan University, Faculty of Agricultural and Food Sciences, Department of Water and Environmental Sciences

2 SISAF Nanotechnology Drug Delivery, Ulster University

*  Corresponding Author: Judit Molnar: Széchenyi Istvan University, Faculty of Agricultural and Food Sciences, Department
of Water and Environmental Sciences

Judit MOLNAR jmolnar1222@gmail.com https://orcid.org/0000-0001-7439-1153
David VASAS vasas.david@sze.hu https://orcid.org/0000-0002-9251-8493
Renaté KALOCSAI kalocsai.renato@sze.hu https://orcid.org/0000-0002-5971-9939
Tamas SZAKAL szakal.tamas@sze.hu https://orcid.org/0000-0002-7319-1018
Mukhtar H. AHMED ahmed-m@email.ulster.ac.uk https://orcid.org/0000-0003-0976-3007

& CONTENT Journal of Food Investigation - Vol. 68, 2022 No. 2 3896


https://doi.org/10.52091/EVIK-2022/2-3-ENG
https://orcid.org/0000-0001-7439-1153

2. Introduction

In ancient times, wastes were treated by various chemicals, but this method wasn’t the best. As the worldwide
population grows, over recent decades, both animal and dairy production have been increasing steadily.
The world now produces more than 350 million tonnes of animal-derived protein, and this value will rise
up to around 1250 million tonnes by 2050, to meet global demand for animal-based protein [1]. Now, a lot
of company convert various wastes into useful food, food ingredients or feed products for human nutrition
and animal feeding. These products are also environment friendly and healthy such as biogas, biofuels,
bioenergy. Therefore, different methods and techniques are providing opportunity to develop these products
as single cell oils, single cell protein, chemicals, enzymes and many others.

Following the carbohydrate and fat, protein is the major macronutrient, which the body requires in large
amount. It is an essential factor for growth, repair of the body and maintenance of health. All of the proteins
are made up of the 20 amino acids, and they determine the nutrition values of protein. Some of amino
acids cannot be synthesized by humans but are still essential (valine, leucine, isoleucine, phenylalanine,
tryptophan, lysine, histidine, methionine and threonine) and must be obtained from our diet. The general
structure of amino acids is shown in the Figure 1.

Protein digestion begins in the stomach and continues in the lumen of the intestine and so the proteins are
degraded into mono and di amino acids. Those amino acids are absorbed by specific transporters in the
intestines, and then released into the blood for use by other tissues, that are considered as the fundamental
building blocks of proteins in the body, and they serve as the nitrogenous backbones for compounds like
neurotransmitters, enzymes and hormones [2, 3]. Although, both the plant and animal proteins are similar in
components, both contain the nearly the same amino acids, but the animal protein contains all the essential
amino acids [4].

In general, the human body needs between 1.0 g to 1.5g of protein for each kilogram of weigh in children and
adults respectively [5]. If there is insufficient protein in diet chronically that could cause kwashiorkor disease,
which is a severe form of malnutrition [6].

T

W

Figure 1. General formula for an amino acid:
amino group (-NH,), carboxyl group (-COOH) and replaceable group (-R) [7]

Single cell protein (SCP) is one of the high qualities and valuable dietary products from wastes [8, 9, 10,
11, 12]. SCP is a biomass which is produced by different microorganisms and it can also be termed as
bio-protein, microbial protein or biomass. These microorganisms can be used as protein-rich ingredients
in human and animal diet as well [8]. Furthermore, the SCP can be a good alternative to plant protein
sources, and it can be produced throughout the year. In addition, they don’t emit greenhouse gases. The
most important thing is the selection of cheap and suitable substrates or agro-industrial by-products and
valuable microorganisms to produce protein and reduce the production cost of single cell proteins [8, 13, 14,
15, 16, 17]. In order to achieve this, different substrates were used as apple pomace, yam peels, citrus pulp,
potato peels, pineapple waste, papaya waste [8]. However, the most used by-products are molasses and
corn steep liquor. It is also important to choose microorganisms for research and industrial purpose as well.

This manuscript focuses on single cell proteins produced by microorganisms (algae, yeast, bacteria) as
an alternative protein source. Due to the favorable content values of the single cell protein produced by
fermentation (protein, vitamin, mineral), it can be used in digestible form for human nutrition, especially with
vitamin supplementation and this contributes to the protection and treatment of malnutrition as a functional
food and functional food ingredient [10].

& CONTENT Journal of Food Investigation — Vol. 68, 2022 No. 2

3897



3. Material and method

Electronic searches were conducted on Google Scholar database, Medline and PubMed. A further search
was conducted on internet. The search items included, nutrition, dietary, protein, single cell protein, immune
system. This review was conducted to analyse the recent literature to show the impact of nutrition, and single
cell protein on the dietary system.

4. Result
4.1. Single cell protein produced by fermentation

Single cell protein (SCP) is a protein from cultivated microbial biomass and it can be used for protein
supplementation. The SCP fermentation process can be seen in Figure 2. Agricultural and industrial wastes
used as substrate to yield SCP. Algae, fungi and bacteria are all the main sources of microbial protein that
can be utilized as SCP (Table 1) [18]. In addition, the acceptability of species as food depends on the growth
rate, substrate used, contamination, associated toxins. The produced biomass is rich in proteins, amino
acids as lysine and methionine, unsaturated fatty acids, vitamins and minerals. Therefore, these are used as
food, food supplements [18] and animal feed in the world.

Steps of SCP production

Nutritient supplement

Carbon substrate

e.g. l
v v v v

Waste products Agricultural High energy Carbon dioxide
sources sources
» Whey > Lignin > Methanol
> Molasses > Cellulose > Ethanol
» Bagasse » Hemicellulose > Gas oil

|

Fermenter
(SCP producing microbes)

SEED
a‘\‘f??#/i Filtration and purification
Fungi l

Drying
4 : SCP
Algae
Submerged fermentation < T » Semi-solid fermentation

Figure 2. Producing single cell protein by fermentation technology (Modified scheme [8])
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Table 1. Single cell protein (biomass) production from microorganisms and different substrates

Microorganisms Substrate References
Trichosporon cutaneum LOCK 0254
Candida tropicalis LOCK 0007
Pichia stipitis LOCK 0047 Sugar beet pulp [19]
Candida guilliermondii ATCC 6260
Saccharomyces cerevisiae LOCK 0132
Candida utilis Molasses [20]
Kluyveromyces fragilis Fructose medium [21]
Spirulina platensis Beet vinasse [22]
. Molasses
Saccharomyces cerevisiae KV-25 Corn steep liquor [23]
Aphanothece microscopica Néageli Parboiled rice [24]
Candida utilis Rice [25]
Kluyveromyces marxianus
Candida crusei Whey [26]
Aspergillus niger
Trichoderma viride Lemon pulps [27]
Saccharomyces cerevisiae Virgin grape marc [28]
) Raw sugarcane juice
Phaffia rhodozyma Depolymerized bagasse [29]

4.2. Use of food by-products for the production of biomass, in particular molasses and corn steep
liquor

Food loss and waste reduction is an important way to reduce costs of production, increase the food system
capacity and is also a way to join the environmental sustainability campaign. Food waste also contains several
biodegradable components for pathogenic microorganisms that can cause communicable diseases. Thus,
food loss and waste reductions also have a positive effect on the well-being and health of the consumers.
Therefore, the European Union (EU) is promoting the reduction of food wastes and these food by-products
from vegetables, fruits, beverages, sugar, meat, aquaculture and seafood also contain functional or bioactive
components. The food by-products can be used in nutraceutical or pharmaceutical industries. These can
be transformed by fermentation biotechnology into animal feed products [30]. One of the most used food
by-products are molasses and corn steep liquor. Molasses (M) is a by-product of sugar cane and it contains
several compounds for fermentation for example vitamins, minerals, sucrose and organic compounds. In
addition, corn steep liquor (CSL) is a by-product of the corn wet milling industry and it is rich in several
components such as vitamins, minerals, amino acids and proteins. Furthermore, the CSL is also an important
source of nitrogen [31]. The used molasses and corn steep liquor as a substrate in the fermentation process
can be seen in Table 2

Table 2. Summary of literature references of the beneficial effects of molasses and corn steep liquor

Substrate The topic of the publications References
Molasses Characterization of molasses chemical composition [32]
Molasses Ef_fect of molasses on the fermentation characteristics of [33]
mixed silage
Molasses Molasses as by-product and raw material [34]
Molasses ;Il"g?nwr::)elgsfgg;print assessment of ethanol production [35]
Molasses fEafIg/c; c(;)|fd rr;)(:(l)e]lcﬁ,(sae(;s;c Fc;roc:/(vj;CtS on productivity and milk [36]
Corn steep liquor Antidiabetic activity of corn steep liquor [37]
Corn steep liquor Effect of corn steep liquor of fresh rice straw silage [38]
Corn steep liquor Examination of corn dried steep liquor concentrate [39]
Corn steep liquor Studies of CSL in nutrition of lactic acid bacteria [40]
Corn steep liquor Microbiological assay of corn steep liquor [41]
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4.3. Role of single cell protein produced by fermentation in animal feeding

The high quality and high protein rich human food and animal feed important to increase with the global
population grows. Single cell protein (SCP) products based on microbial biomass, have a potential ingredient
to this need [42]. The SCP contains high quality omega-3 fatty acids, vitamins, micronutrients, protein and
other useful component for animal body. These valuable components can be seen in Table 3.

Table 3. Valuable components in single cell protein from different microorganisms [42]

Example of specific

SCP sources Protein content range Special characteristics .
organisms

Production of omega-3

fatty acids Chlorella vulgaris

Microalgae 60-70 %

Production of vitamins

£ -
Yeasts 30-50 % and micronutrients Saccharomyces cerevisiae
Bacteria 50-80 % High protein content Methylococcus capsulatus
Protists 10-20 % Production of omega-3 | g piz6chytrium limacinum

fatty acids

Single cell proteins in animal feed supplement protein requirements well in addition to conventional feeds.
This can also affect the quality of products of animal origin. The role of single cell proteins in animal feed is
confirmed by several manuscripts, which are shown in Table 4.

Table 4. The role of single cell proteins in animal feed

The tested animal Positive effect of single cell protein on the animal References
Largemouth bass . . .
(Micropterus salmoides) Improved weight gain of Atlantic salmon [43]
The positive effect during lactation is acceptable
Cows as part of a completely mixed ration [44]
Broiler chicks Improving feed consumption and weight gains [45]

The microbial protein sources (C. utilis) has a positive [46]

Norwegian Red cows effect of good quality of cheese

Abalone The single cell protein increases the growth of abalone [47]

& CONTENT Journal of Food Investigation — Vol. 68, 2022 No. 2

3900



5. References

[1]1 Ritala A., Hakkinen Suvi T., Toivari M., Wiebe Marilyn G. (2017) Single Cell Protein State
of the Art, Industrial Landscape and Patents 2001-2016. Frontiers in Microbiology. 8:1-18.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.02009

[2] Dallas D. C., Sanctuary M. R., Qu Y., Khajavi S. H., Van Zandt A. E., Dyandra M., Frese S. A., Barile
D., Germal J. B. (2017): Personalizing protein nourishment. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition. 57(15):3313-3331. https://doi.org/10.1080/10408398.2015.1117412

[81 Berg J. M., Tymoczko J. L., Stryer L. (2002): Biochemistry. 5" edition. New York: W H Freeman
Section 23.1, Proteins Are Degraded to Amino Acids. Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
books/NBK22600/

[4] Lopez M. J, Mohiuddin S. S. (2021): Biochemistry, Essential Amino Acids. [Updated 2021 Mar 26].
In: StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL): https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK557845/

[5] Delimaris I. (2013): Adverse Effects Associated with Protein Intake above the Recommended Dietary
Allowance for Adults. ISRN Nutrition. 2013:1-6. https://doi.org/10.5402/2013/126929

[6] Benjamin O, Lappin S. L. (2021): Kwashiorkor. Treasure Island (FL): Stat Pearls Publishing, 2021 Jan-.
Available from: https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK507876/

[7] Ahmed M., Ahmed W., Byrne J. (2013): Adsorption of Amino Acids Onto Diamond for Biomedical
Applications: Deposition, Characterization and the Adsorption Behaviour of Amino Acids on Doped
Diamond. KS Omniscriptum Publishing.296. ISBN: 365947360X, 9783659473609

[8] Sharif M., Zafar M. H., Agid A. I, Saeed M., Farag M. R., Alagawany M. (2021): Single cell protein:
Sources, mechanism of production, nutritional value and its uses in aquaculture nutrition.
Aquaculture.531:1-8. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2020.735885

[9]1 Spalvins K., Zihare L., Blumberga D. (2018): Single cell protein production from waste biomass:
comparison of various industrial by-products. Energy Procedia. 147:409-418.
https://doi.org/10.1016/j.egypro.2018.07.111

[10] Reihani S. F. S., Khosravi-Darani K. (2019): Influencing factors on single-cell protein production by
submerged fermentation: A review. Electronic Journal of Biotechnology. 37:34-40.
https://doi.org/10.1016/j.ejbt.2018.11.005

[11] Baidhe E., Kigozi J., Mukisa I., Muyanja C., Namubiru L., Kitarikawe B. (2021): Unearthing the potential
of solid waste generated along the pineapple drying process line in Uganda: A review. Environmental
Challenges. 2:1-11. https://doi.org/10.1016/j.envc.2020.100012

[12] Allegue L. D., Puyol D., Melero J. A. (2020): Novel approach for the treatment of the organic fraction of
municipal solid waste: Coupling thermal hydrolysis with anaerobic digestion and photo-fermentation.
Science of the Total Environment. 714. pp. 1-10. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.136845

[13] Buitrago Mora H. M., Pineros M. A., Espinosa Moreno D., Restrepo Restrepo S., Jaramillo Cardona
J. E. C,, Alvarez Salano O. A., Fernandez-Nino M., Gonzalez Barrios A. F. (2019): Multiscale design of
a dairy beverage model composed of Candida utilis single cell protein supplemented with oleic acid.
Journal of Dairy Science. 102. pp. 9749-9762. https://doi.org/10.3168/jds.2019-16729

[14] Lo C.-A., Chen B. E. (2019): Parental allele-specific protein expression in single cells In vivo.
Developmental Biology. 454:66-73. https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2019.06.004

[15] Mahmoud M. M., Kosikowski F. V. (1982): Alcohol and single Cell Protein Production by Kluyveromyces
in Concentrated Whey Permeates with Reduced Ash. Journal of Dairy Science. 65. pp. 2082-2087.
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(82)82465-X

[16] DaghirN. J., Sell J. L. (1981): Amino Acid Limitations of Yeast Single-Cell Protein for Growing Chickens.
Poultry Science. 61. pp. 337-344. DOI: https://doi.org/10.3382/ps.0610337

[17] El-Samragy Y. A., Zall R. R. (1987): The Influence of Sodium Chloride on the Activity of Yeast in the
Production of Single Cell Protein in Whey Permeate. Journal of Dairy Science. 71. pp. 1135-1140.
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(88)79666-6

[18] Anupama, Ravindra P. (2000): Value-added food: Single cell protein. Biotechnology Advances.18. pp.
459-479. https://doi.org/10.1016/S0734-9750(00)00045-8

[19] Patelski P., Berlowska J., Dziugan P., Pielechprzybylska K., Balcerek M., Dziekonska U., Kalinowska
H. (2015): Utilisation of sugar beet bagasse for the biosynthesis of yeast SCP. Journal of Food
Engineering. 167. pp. 32-37. https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2015.03.031

[20] Lee B., Kim J. K. (2001): Production of Candida utilis biomass on molasses in different culture types.
Aquacultural Engineering. 25. pp. 111-124. https://doi.org/10.1016/S0144-8609(01)00075-9

& CONTENT Journal of Food Investigation - Vol. 68, 2022 No. 2

3901


https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.02009
https://doi.org/10.1080/10408398.2015.1117412
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22600/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22600/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK557845/
https://doi.org/10.5402/2013/126929
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK507876/
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2020.735885
https://doi.org/10.1016/j.ejbt.2018.11.005
https://doi.org/10.1016/j.envc.2020.100012
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.136845
https://doi.org/10.3168/jds.2019-16729
https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2019.06.004
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(82)82465-X
https://doi.org/10.3382/ps.0610337
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(88)79666-6
https://doi.org/10.1016/S0734-9750(00)00045-8
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2015.03.031
https://doi.org/10.1016/S0144-8609(01)00075-9

[21] Kim J. K., Tak K., Moon J. (1998): A continuous fermentation of Kluyveromyces fragilis for the
production of a highly nutritious protein diet. Aquacultural Engineering. 18. pp. 41-49. https://doi.
org/10.1016/S0144-8609(98)00021-1

[22] Coca M., Barrocal V. M., Lucas S., Gonzalezbenito G., Garcia-Cubero M. T. (2015): Protein production
in Spirulina platensis biomass using beet vinasse-supplemented culture media. Food and Bioproducts
Processing. 94. pp. 306-312. https://doi.org/10.1016/j.fbp.2014.03.012

[23] Hanh V., Kim K. (2009): High-Cell-Density Fed-Batch Culture of Saccharomyces cerevisiae KV-25
Using Molasses and Corn Steep Liquor. Journal of Microbiology and biotechnology.19. pp. 1603-
1611. DOI: 10.4014/jmb.0907.07027

[24] Zepka L. Q., Jacob-Lopes E., Goldbeck R., Souzasoares L. A., Queiroz M. I|. (2010): Nutritional
evaluation of single-cell protein produced by Aphanothece microscopica Né&geli. Bioresource
Technology. 101. pp. 7107-7111. DOI: 10.1016/j.biortech.2010.04.001

[25] Rajoka M. I., Khan S. H., Jabbar M. A., Awan M. S., Hashmi A. S. (2006): Kinetics of batch single cell
protein production from rice polishings with Candida utilis in continuously aerated tank reactors.
Bioresource Technology. 97. pp. 1934-1941. DOI: 10.1016/j.biortech.2005.08.019

[26] Yadav J. S. S., Bezawada J., Ajila C. M., Yan S., Tyagi R. D., Surampalli R. Y. (2014): Mixed culture
of Kluyveromyces marxianus and Candida krusei for single-cell protein production and organic
load removal from whey. Bioresource Technology. 164. pp. 119-127. https://doi.org/10.1016/j.
biortech.2014.04.069

[27] De Gregorio, A., Mandalari, G., Arena, N., Nucita, F., Tripodo, M. M., Lo Curto, R. B. (2002): SCP and
crude pectinase production by slurry-state fermentation of lemon pulps. Bioresource Technology.
83. pp. 89-94. https://doi.org/10.1016/S0960-8524(01)00209-7

[28] Lo Curto, R. B., Tripodo M. M. (2001): Yeast production from virgin grape marc. Bioresource
Technology. 78. pp. 5-9. DOI:10.1016/s0960-8524(00)00175-9

[29] Fontana J. D., Czeczuga B., Bonfim T. M. B., Chociai M. B., Oliveira B. H., Guimaraes M. F., Baron M.
(1996): Bioproduction of carotenoids: the comparative use of raw sugarcane juice and depolymerized
bagasse by Phaffia Rhodozyma. Bioresource Technology. 58. pp. 121-125. https://doi.org/10.1016/
S0960-8524(96)00092-2

[30] Socas-Rodriguez B., Alvarez-Rivera G., Valdés A., Ibanez E. (2021): Food by-products and food
wastes: are they safe enough for their valorization? Trends in Food Science & Technology. 114. pp.
133-147. https://doi.org/10.1016/j.tifs.2021.05.002

[31] Amado I. R., Vazquez J. A., Pastrana L., Teixeira J. A. (2017): Microbial production of hyaluronic acid
from agro-industrial by-products: Molasses and corn steep liquor. Biochemical Engineering Journal.
117. pp. 181-187. https://doi.org/10.1016/j.bej.2016.09.017

[32] PalmonariA., Cavallini D., Sniffen C. J., Fernandes L., Holder P, Fagioli L., Fusaro |., Biagi G., Formigoni
A., Mammi L. (2020): Short communication: Characterization of molasses chemical composition.
Journal of Dairy Science. 103. pp. 6244-6249. DOI: 10.3168/jds.2019-17644

[33] Wang J., Chen L., Yuan X.-J., Guo G., Li J.-F., Bai Y.-F., Shao T. (2017): Effects of molasses on the
fermentation characteristics of mixed silage prepared with rice straw, local vegetable by-products and
alfalfa in Southeast China. Journal of Integrative Agriculture. 16. pp. 664-670. https://doi.org/10.1016/
S2095-3119(16)61473-9

[34] Sarka E., Bubnik Z., Hinkova A., Gebler J., Kadlec P. (2012): Molasses as a by-product of sugar
crystallization and a perspective raw material. Procedia Engineering. 42. pp. 1219-1228. DOI: https:/
doi.org/10.1016/j.proeng.2012.07.514

[35] Chooyok P., Pumijumnog N., Ussawarujikulchai A. (2013): The Water Footprint Assessment of Ethanol
Production from Molasses in Kanchanaburi and Supanburi Province of Thailand. APCBEE Procedia.
5. pp. 283-287. DOI: 10.1016/j.apcbee.2013.05.049

[36] Siverson A., Vargas-Rodriguez C. F., Bradford B. J. (2014): Short communication: Effects of molasses
products on productivity and milk fatty acid profile of cows fed diets high in dried distillers grains with
solubles. Journal of dairy Science. 97. pp. 3860-3865. DOI: https://doi.org/10.3168/jds.2014-7902

[37] Karigidi K. O., Olaiya C. O. (2020): Antidiabetic activity of corn steep liquor extract of Curculigo
pilosa and its solvent fractions in streptozotocin-induced diabetic rats. Journal of Traditional and
Complementery Medicine. 10. pp. 555-564. https://doi.org/10.1016/j.jtcme.2019.06.005

[38] Li X., Xu W., Yang J., Zhao H., Xin H., Zhang Y. (2016): Effect of different levels of corn steep liquor
addition on fermentation characteristics and aerobic stability of fresh rice straw silage. Animal
Nutrition. 2. pp. 345-350. DOI: https://doi.org/10.1016/j.aninu.2016.09.003

& CONTENT Journal of Food Investigation - Vol. 68, 2022 No. 2

3902


https://doi.org/10.1016/S0144-8609(98)00021-1
https://doi.org/10.1016/S0144-8609(98)00021-1
https://doi.org/10.1016/j.fbp.2014.03.012
https://doi.org/10.4014/jmb.0907.07027
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2005.08.019
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.04.069
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.04.069
https://doi.org/10.1016/S0960-8524(01)00209-7
https://doi.org/10.1016/S0960-8524(96)00092-2
https://doi.org/10.1016/S0960-8524(96)00092-2
https://doi.org/10.1016/j.tifs.2021.05.002
https://doi.org/10.1016/j.bej.2016.09.017
https://doi.org/10.1016/j.proeng.2012.07.514
https://doi.org/10.1016/j.proeng.2012.07.514
https://doi.org/10.3168/jds.2014-7902
https://doi.org/10.1016/j.jtcme.2019.06.005
https://doi.org/10.1016/j.aninu.2016.09.003

[39] Waldroup P. W., Hazen K. R. (1979): Examination of Corn Dried Steep Liquor Concentrate and Various
Feed Additives as Potential Sources of a Haugh Unit Improvement Factor for Laying Hens. Poultry
Science. 58. pp. 580-586. https://doi.org/10.3382/ps.0580580

[40] Kennedy H. E., Speck M. L. (1955): Studies on Corn Steep Liquor in the Nutrition of Certain Lactic
Acid Bacteria. Journal of Dairy Science. 38. https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(55)94960-2

[41] Cardinal B.E. V., Hedrick L. R. (1948): Microbiological assay of corn steep liquor for amino acid content.
Journal of Biological Chemistry. pp. 609-612. (https://www.jbc.org/article/S0021-9258(19)52747-8/
pdf)

[42] Jones S. W., Karpol A., Friedman S., Maru B. T., Tracy B. P. (2020): Recent advances in single cell
protein use as a feed ingredient in aquaculture. Current opinion in Biotechnology. 61. pp. 189-197.
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2019.12.026

[43] Yang P, Li X., Song B., He M., Wu C., Leng X. (2021): The potential of Clostridium autoethanogenum,
a new single cell protein, in substituting fish meal in the diet of largemouth bass (Micropterus
salmoides): Growth, feed utilization and intestinal histology. Aquaculture and Fisheries. pp. 1-9.
https://doi.org/10.1016/j.aaf.2021.03.003

[44] Claypool D. W., Church D. C. (1984): Single Cell Protein from Wood Pulp Waste as a Feed Supplement
for Lactating Cows. Journal of Dairy Science. 67:216-218. https://doi.org/10.3168/jds.S0022-
0302(84)81287-4

[45] Waldroup P. W., Payne J. R. (1974): Feeding Value of Methanol-Derived Single Cell Protein for Broiler
Chicks. Poultry Science. 53:1039-1042. DOI: 10.3382/ps.0531039

[46] Olsen M. A., Vhile S. G., Porcellato D., Kidane A., Skeie S. B. (2021): Feeding concentrates with
different protein sources to high-yielding, mid-lactation Norwegian Red cows: Effect on cheese
ripening. Journal of Dairy Science. 104: 4062-4073. https://doi.org/10.3168/jds.2020-19226

[47] Jin S.-E., Lee S. J., Kim Y., Park C.-Y. (2020): Spirulina powder as a feed supplement to enhance
abalone growth. Aquaculture Reports. 17:1-8. https://doi.org/10.1016/j.aqrep.2020.100318

& CONTENT Journal of Food Investigation — Vol. 68, 2022 No. 2 3903


https://doi.org/10.3382/ps.0580580
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(55)94960-2
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2019.12.026
https://doi.org/10.1016/j.aaf.2021.03.003
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(84)81287-4
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(84)81287-4
https://doi.org/10.3168/jds.2020-19226
https://doi.org/10.1016/j.aqrep.2020.100318

SULE Judit', VARGA Laszl623, HATVAN Zoltan?, KERENYI Zoltan'

DOI: https://doi.org/10.52091/EVIK-2022/2-4-HUN
Erkezett: 2022. marcius — Elfogadva: 2022. majus

In vitro tesztrendszer alkalmazasa
probiotikus bakteriumtorzsek
szelektalasara

Kulcsszavak: probiotikum, Lactobacillus, epesav, gyomorsav, RAPD-PCR, autoaggregacio

1. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalataink célja olyan in vitro médszerek értékelése volt, amelyekkel egyszeriien és
hatékonyan lehet feltételezetten probiotikus baktériumtérzseket szelektalni. A széba
joheto eljarasok koziil a kovetkezoket teszteltiik: szelektiv taptalajon valé tenyésztés,
Gram-festés, katalaz-préba, hemolizis-, klonalitas-, aggregacios képesség-,
gyomorsavtlirés- és epesavtlirés-vizsgalat. Kisérleteinkbe Erdélyben eléallitott nyers
juhtej-, aludttej- és juhsajt-mintakbdl izolalt, 6sszesen 217 db baktériumtorzset
vontunk be. A hemolizalé és a probiotikumokra nem jellemzé Gram-negativ, valamint
katalaz-pozitiv fenotipust mutaté izolatumokat kizartuk a vizsgalatokbol. Az egyed
szintlii polimorfizmusok feltarasara alkalmas RAPD-PCR vizsgalatok eredményei
alapjan oOsszesen 34 klénosztalyt és 57 egyedi RAPD mintazattal rendelkez6
torzset kiilonboztettliink meg. Az igy lesziikitett 34 klonosztalybdl egy-egy torzset
kivalasztottunk, majd teszteltilk azok aggregaciéos képességét, tovabba sav-, és
epesav-tirését. Osszesen hat izolatumnal mértiik a probiotikus térzsekre jellemzéen
magas, 70% feletti aggregacios értéket. A savval vagy epesavval kiegészitett szilard
taptalaj feliiletén végzett jelenlét-hiany vizsgalatok soran sikeriilt tébb, kimondottan
sav- és epesav-tiiré torzset is szelektalnunk. Eredményeink alapjan kivalasztottuk
a tovabbi tesztekbe - pl. antibiotikum-rezisztencia és antimikrobialis aktivitas
vizsgalatokba - bevonandé izolatumokat.
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2. Bevezetés

A probiotikumok él6 mikroorganizmusok, amelyek megfelel6 mennyiségben alkalmazva jotékonyan
befolyasoljak a gazdaszervezet egészségét [1, 2]. Szamos feltételnek kell eleget tennilk ahhoz, hogy a
probiotikus jelzét viselhessék. Egyebek mellett fokozott tlir6képességgel sziikséges rendelkeznilik a kiilénféle
testfolyadékokkal (gyomorsav, epesavak, emésztéenzimek) szemben és adhézidés képességik révén, a
bélhamszoévet sejtjeihez kétddve stabilizalniuk kell a bélmikrobiotat [3].

Az egészségre jotékony hatast kifejtd probiotikus termékek irant vilagszerte névekvd igény mutatkozik, legyen
sz6 akar human taplalkozasrol akar haszonallatok takarmanyozasarol. Az Eurdpai Unio 2006-t4! betiltotta az
antibiotikumok hozamfokozé célbdl t6rténd alkalmazasat [4], ezt kdvetben kerliltek még inkabb a figyelem
kézéppontjaba a probiotikumok.

Evrél-évre nagyszamu baktériumtérzset izolalnak azzal a céllal, hogy egészségre gyakorolt elényds hatasaikat
kiaknazzak. A komplex és kdltséges allatkisérleteket meg kell eléznie egy in vitro vizsgalatokbdl all6 szelekcids
rendszernek, amellyel egyszerlien, gyorsan és koltséghatékonyan kivalaszthatdék azok a térzsek — a tébb
szaz vagy akar tobb ezer izolatum kozil —, amelyek remélhetdleg probiotikusnak bizonyulnak majd az in vivo
kisérletek soran [5, 6, 7].

Az elmondottak alapjan, munkank célja olyan in vitro mérési modszerek kidolgozasa és értékelése volt,
amelyekkel gyorsan és hatékonyan lehet baktériumtdrzsek klasszikus mikrobioldgiai jellemzéit, klonalitasat,
aggregacios képességét, valamint gyomorsavval és epesavval szembeni ellendllésagat vizsgalni. Arra a
kérdésre kerestik a valaszt, hogy az altalunk vizsgalt nagyszamu izolatum kozoétt talalhatok-e kidénok és
potencidlisan elényds (akar probiotikus) tulajdonsagokkal rendelkezd t6rzsek, melyeket érdemes tovabbi
in vitro vizsgalatokba bevonni. Azt is vizsgaltuk, hogy a tesztrendszer j6l m(ikédik-e, avagy az egyes
Iépéseket esetleg szlikséges optimalizalni, tovabba, hogy milyen sav- és epesav-koncentraciokat képesek
az egyes torzsek toleralni, ill. az aggregacio-vizsgalat, a sav- és epesav-tlrés eredményei kdz6tt van-e
barmiféle 6sszefiiggés. Ennek megfelel6en, az in vitro tesztek kdzil az alabbi vizsgalati médszerekkel kapott
eredményeket mutatjuk be kézleményiinkben:

o Klasszikus mikrobiolégiai vizsgalatok (szelektiv taptalajon torténé tenyésztés és telepmorfoldgia
megallapitasa, Gram-festés és azt kdveté mikroszkdpos vizsgalat, kataldaz-préba, hemolizis-vizsgalat)

o Kilonalitédsvizsgalat RAPD-PCR modszerrel

e Autoaggregacio-vizsgalat

e Savval vagy epesavval kiegészitett szilard taptalaj fellletén végzett jelenlét-hiany vizsgalat
3. Anyagok és médszerek

3.1. Bakteriumtorzsek izolalasa, tenyésztése, tartositasa és tarolasa

Vizsgalatainkat Erdélyben eléallitott nyers juhtej-, aludttej- és juhsajt-mintakbdl izolalt baktériumtdrzsekkel
végeztlik. A termékek természetes mikrobiotaval rendelkeztek, gyartasukhoz nem hasznaltak fel kereskedelmi
forgalombol szarmazd starterkulturakat. A sajtok eléallitdsahoz borjugyomorbdl készitettek oltét a juhaszok.
A cél olyan, nagyhatékonysagu probiotikus torzsek izolalasa volt, amelyek késébb felhasznalhatok lesznek
probiotikus termékek fejlesztéséhez. A 217 db izolatum és a kontroll torzsek felélesztése, ill. tenyésztése az
1. tablazatban kdzolt paraméterek szerint tortént.

1. tablazat. A kisérletekbe bevont sajat izolalasu és kontroll baktériumtérzsek felélesztésének
és tenyésztésének korilményei

Torzs Tapleves Taptalaj k!i?l'(urrgzlna;;k

Lactobacillus acidophilus ATCC _ _ 37 °C, 72 ¢ra,
4356 MRS leves (pH = 6,2) MRS agar (pH = 6,2) anaerob
Lactobacillus acidophilus o .

MRS leves (pH = 6,2) MRS agar (pH = 6,2) 2;83’0;2 ora,
LA-5
Staphylococcus aureus subsp. o .
aureus ATCC 49775 CASO leves CASO agar 37 °C, 24 6ra, aerob
E1-E92 izolatumok MRS leves (pH = 6,2) MRS—CC agar 37°C, [20ra,
E93-E217 izolatumok MRS leves (pH = 5,4) MRS agar (pH = 5,4) 2Z aecrbf ora,

“Clindamycinnel és ciprofloxacinnal kiegészitett De Man-Rogosa-Sharpe agar
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Az izolatumok tartdsitasa és tarolasa glicerines térzsoldatban tértént. 3 ml taplevesbe belemostunk egy
oltokaccsal, MRS-CC agar, ill. MRS pH 5,4 agar felliletérdl levett torzset, majd inkubaltuk a torzs igényeinek
megfeleléen. A felszaporitott tenyészetbdl krio (fagyasztd) csébe adagoltunk 300 pl-t, 900 pl 60%-o0s
glicerinoldatot adtunk hozza, vortexeltiik és cseppfolyds nitrogénben fagyasztottuk kb. 30 mp-ig. A tarolas
-80 °C-on tortént, ultramély-fagyasztdban.

3.2. A szelektiv tenyésztés koriilményei, tapkdzegei és elkészitésiik
3.2.1. Fiziologias sdoldat

A decimalis higitasi sor elééllitdsahoz hasznalt higitéfolyadékhoz 8,5 g NaCl-ot és 1 g triptont mértiink
be, majd 1 L desztillalt vizben feloldottuk. A kémcsdvekbe 9,3 ml-t adagoltunk, majd 121 °C-on 15 percig
autoklavban sterileztik.

3.2.2. Foszfat-puffer (PBS) oldat

Egy liter desztillalt vizhez analitikai mérlegen mértiik be az alabbi anyagokat: 80 g natrium-kloridot, 2 g kalium-
kloridot, 14,4 g dinatrium-hidrogén-foszfat-12-hidratot és 2,4 g kalium-dihidrogén-foszfatot. Magneses
keverdvel segitettiik az olddédast, majd, amikor az oldat szemcsementessé valt, 121 °C-on, 15 percen at
autoklavban sterileztik. Az igy elkészilt oldat tizszeres téménységl PBS-nek felelt meg, vagyis a tovabbi
felhasznalashoz higitani kellett az aldbbiak szerint: 900 ml desztillalt vizhez adunk 100 ml 10 x PBS oldatot.
Megfelel6 elegyitést kdvetéen hasznalatra kész volt az 1 x PBS oldat.

3.2.3. De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar és leves (pH = 6,2)

Kereskedelmi forgalomban kaphaté MRS levesbdl (VWR, Radnor, PA, USA), ill. MRS agarbdl (VWR) a gyarté
altal ajanlott mennyiséget analitikai pontossaggal bemértiik, majd desztillalt vizben feloldottuk, magneses
keverével oldédasig kevertettiik. A kivant pH-értéket (6,2 + 0,2) 1 M HCl-oldattal allitottuk be. Ezt kovetéen a
tapkozegeket autoklavban, 121°C-on, 15 percig sterileztik.

3.2.4. MRS agar (pH = 5,4)

Az MRS agart (VWR) a gyart6 utasitasait kdvetve el6készitettik, majd a pH-értékét 1 M HCl-oldattal beallitottuk
5,4-re, végul autoklavban sterileztiik standard paraméterek mellett (121 °C, 15 perc).

3.2.5. Clindamycinnel és ciprofloxacinnal kiegészitett MRS agar (MRS—-CC)

Az MRS-CC agar az alap MRS agaron kivil két, autoklavban nem sterilezhetd antibiotikum-torzsoldatot is
tartalmazott. Az egyik torzsoldat elkészitéséhez 10 ml desztillalt vizben 2,0 mg clindamycin-hydrocloridot
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), a masikhoz pedig 10 ml mennyiségl desztillalt vizben 20,0 mg
ciprofloxacin-hydrocloridot (Sigma Aldrich) oldottunk fel. Ezutan 0,22 pm pérusatmérdjli membranszirén
(Millipore, Burlington, MA, USA) atszlrtik az antibiotikum-térzsoldatokat steril, csavaros kupakkal ellatott
Erlenmeyer lombikokba. A 45 °C-ra leh(it6tt MRS agarhoz aszeptikus kortlmények kdz6tt 0,1 ml clindamycin-
és 1,0 ml ciprofloxacin-térzsoldatot adtunk steril, egyszer hasznalatos pipettaval (Greiner Bio-One Hungary,
Mosonmagyarévar, Magyarorszag). Igy a clindamycin végleges koncentracidja az alap MRS agarban
0,1 mg/l, a ciprofloxaciné pedig 10,0 mg/I lett.

3.2.6. CASO agar

A CASO-agart (VWR) és CASO-levest (VWR) a gyarto utasitasait kdvetve készitettik el. A sterilezés standard
paraméterek mellett, 121 °C-on 15 percig, autoklavban tortént.

3.2.7. Anaerob tenyésztés

Az anaerob koérllményeket a kdvetkez8képpen biztositottuk a vizsgalatok soran: AnaeroPack Rectangular
tégelyben (Merck, Darmstadt, Németorszag), GENbox anaer anaerob sé (bioMériux, Marcy-I'Etoile,
Franciaorszag) hozzaadasaval inkubaltuk az agarlemezeket. Az anaerob korllmények fennallasardl a
Microbiologic Aerotest indikator (Merck) fehérrél kék szinre vald valtozasa adott tajékoztatast.

3.3. Klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok
3.3.1. Telepmorfoldgia vizsgalata

A felélesztett torzsek makromorfoldgiai jellemzéit feliegyeztiik. Megfigyeltiik tdbbek kozott a telepek méretét,
szinét, fellleti tulajdonsagait (fényes, matt) és a telepek szélének kialakitasat (szabalyos, szabdlytalan,
csipkézett).
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3.3.2. Gram-festés

Zsirtalanitott targylemezre egy csepp desztillalt vizet cseppentettiink, amiben egy szoliter telepet
elszuszpendaltunk. A megszaradt kenetet 2 percig kristalyibolya oldattal festettlik, majd 1 percig lugol-
oldattal kezeltlik. Ezt kdvetdéen desztillalt vizzel dblitettiik, majd fél percig dekolorizalé oldattal kezeltlk a
mintat, amely a Gram-negativ sejtekbdl kivonta a festéket a Gram-pozitivokbdl viszont nem. Ismét desztillalt
vizes Oblités kévetkezett, majd szafraninnal kontrasztfestést végeztliink 1 percen keresztiil. Azutan desztillalt
vizes Oblités kovetkezett és hagytuk megszaradni a keneteket, melyeket fénymikroszképpal (Axio Scope,
Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag), kiilénbdzé nagyitasokban vizsgaltunk meg. A Gram-festés elvégzése
azért fontos, mert a potencialis probiotikus tulajdonsagokkal bird tejsavbaktérium térzsek a Gram-pozitiv
mikrobak kozé tartoznak.

3.3.3. Katalaz-proba

Vannak kataladz enzimet termelé mikroorganizmusok, amelyek a mérgez6 hatasu hidrogén-peroxidot vizre és
oxigénre képesek bontani (2 H,0,=2 H,0 + O,). Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk izolatumaink
katalaz-termelésérdl, a targylemezekre egy kacsnyit tettiink az egy telepre szélesztett friss tenyészetekbdl,
és ezekre 3%-os H,0,-t cseppentettlnk. Pozitiv esetben a telepek elkezdtek jol lathatéan pezsegni. Pozitiv
kontrolinak S. aureus ATCC 49775 t6rzset hasznaltunk, amely er8s pezsgéssel jelezte a katalaz mikodését.
A katalaz-pozitiv térzsek biztosan nem alkalmas probiotikumnak.

3.3.4. Hemolizis-vizsgalat

A hemolizis-vizsgalatok soran a frissen felélesztett térzsekbdl egy-egy telepet vittlink tovabb Columbia véres
agarra (Biolab Zrt., Budapest, Magyarorszag). 37 °C-on végzett 24 éras anaerob inkubacié utan értékeltiik az
eredmeényeket. Pozitiv kontrolinak ebben az esetben is S. aureus-t hasznaltunk, amely 5% juhvéres taptalajon
B-hemolizist mutat.

3.4. Klonalitasvizsgalat

A baktériumtorzsekbdél Chelex 100 Resin (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) felhasznalasaval bakterialis DNS-t
izolaltunk, a gyarté altal megadott protokoll alapjan. A polimeraz-lancreakciohoz 1,5 ml-es Eppendorf-csébe
6sszemertik a reakcioelegyet, amely tartalmazta a Red Tag 2 mM MgCl, Master Mixet (VWR), az altalunk
valasztott, 1254 nevl primert (Bio-Science, Budapest, Magyarorszag), a molekularis bioldgiai tisztasagu
AccuGENE vizet (Lonza, Basel, Svajc) és a mintat (baktériumtdrzsek DNS templatja). A mintak vizsgalatat
RAPD-PCR moddszerrel végeztik, Mastercycler PCR (Eppendorf, Hamburg, Németorszag) berendezés
RAPD_03 programjaval, melynek paraméterei a 2. tablazatban lathatok.

2. tabldzat. A RAPD-PCR mddszer paraméterei

Lépés Hoémérséklet (°C) Id6
1. 95 2min 4~
2. 94 20sec
3. 38 20 sec ) x40
4. 72 1 min
5. 72 5 min
6. 10 o0

A2.ésad.lépés kdzbtti folyamat 40 alkalommal jatszédott le. A program lefutasat kdvetden, a felsokszorozott
DNS-molekuldkat gélelektroforézissel tettlik lathatova és értékelhetévé. A gélelektroforézishez 1%-os
agarozgélt készitettiink. Bemértiink 0,6 g agarézt (VWR) és 60 ml 1xTBE TRIS-bdrecetsav-oldatban
feloldottuk. Az oldatot a teljes elegyedésig forraltuk. Kézmelegre hitéttik és hozzaadtunk 6 pl DNS ECO
Safe festékoldatot (Pacific Image Electronics, Torrance, CA, USA). Kézben magneses keverdn kevertettik,
majd gélt ontdttiink. A visszahllt és festékkel ellatott gélt a talcaba o6ntoéttik. Megszilardulas utan a
talcat belehelyeztik az elektroforézis tankba, amelyet el6zéleg feltoltdttiink gélelektroforézis pufferrel
(1xTBE-oldat), majd eltavolitottuk a gélfés(t. Az egyes zsebekbe vittik fel a RAPD-PCR reakciétermékeket.

3.5. Autoaggregacio vizsgalata

Az alkalmazott vizsgalati médszer DeL Re és mtsai [8] kutatasain alapult, kisebb modositasokkal. A sajat
izolatumokat és a kontroll térzseket 37 °C-on, 18 6raig, anaerob koérilmények kodzoétt inkubaltuk, 6,2 pH-
értékld MRS levesben. Ezutan a mintakat centrifugaltuk (Eppendorf Centrifuge 5804 R) 2426 x g-n, 6 percig.
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A fellluszoét ledntottik, 1xPBS-oldatbol 50 mi-t mértiink a baktériumpelletekre, majd vortexeltiik 6ket (10 sec).
Ismét centrifugalas, a felliliszo ledntése és a pellet visszavétele kdvetkezett 1xPBS-oldatba. Vortexelés utan
sz(ikitett (semi-micro) kiivettakba (Greiner Bio-One Hungary) mértiink 900 pl 1xPBS-t és 100 pl sejtszuszpenziot.
Az optikai denzitast 600 nm-es hullamhosszon mértik, BioMate 160 UV-Vis spektrofotométerrel (Thermo
Fisher Scientific; Waltham, MA, USA), majd az OD, értékeket standardizaltuk, 0,2-re allitottuk minden egyes
mintanal, hogy a mérési eredmeények 6sszehasonlithatéak legyenek. A beallitott értékeket OD,,, méréssel
visszaellendriztik. Megfelel6 értékek esetén 4—-4 ml baktériumszuszpenziét adagoltunk ki steril Wassermann-
csovekbe, melyeket mintanként A, B és C jellel lattunk el annak érdekében, hogy a harom technikai ismétlés
biztositva legyen. Az igy elkészitett mintakat Wassermann-csévekben, szobahémérsékleten, aerob médon
inkubaltuk a vizsgalat ideje alatt. Az optikai denzitds méréseket a 0., az 5. és a 24. 6raban végeztik. Az
egyes mérési idépontokban 200-200 pl-t vettlink ki a baktériumszuszpenzio fels§ részébdl széles végu
pipettaheggyel (Axygen, Union City, CA, USA), majd 800 pl 1xPBS-oldattal higitottuk, szlkitett kiivettaban.
Mindharom mérési idépontban mindegyik bet(ijellel ellatott minta OD,, értékét haromszor mértiik, majd
ezekbdl szamoltunk aggregacids szazalékot, a Garcia-Cayuela és mtsai [9] altal megadott képlet alapjan:

- (A /A) x 100],

mérési idépont

//////

ahol: A .. .
X mérési |dopo’nt . S L,
sejtszuszpenzid abszorbancia-értéke 0 h idépontban.

Az autoaggregacio értékelésére jelenleg nincs egységesen kialakitott rendszer. Del Re és mtsai [8] vizsgalataik
soran a >80% aggregacios értékkel rendelkezé torzseket j0l aggregalodo izolatumoknak mindsitették, mig a
<10% értéket mutatd térzseket nem aggregalddonak tekintették.

3.6. Sav- és epesav-tiirés vizsgalata
3.6.1. A vizsgdlathoz sziikséges savas és epés taptalajok

A savtlirés vizsgalatahoz az MRS taptalajt (VWR) el8iras szerint el6készitettik, majd 121 °C-on, 15 percig,
autoklavban sterileztik. Ezt kdvetben, aszeptikus kérilmények kozott, 1 M HCI-oldattal a kévetkezé értékekre
allitottuk be a pH-t: 6,0; 5,5; 5,0; 4,0; 3,0. A 45 °C-ra visszah(tott steril taptalajokkal négyzet alaku Petri-
csészékbe (Greiner Bio-One Hungary) lemezeket 6ntéttink. A 6,0-os pH-értékl MRS taptalaj toltotte be a
kezelés nélkiili tapkdzeg szerepét.

Az epesavtlirés teszteléséhez az MRS taptalajt (VWR) a gyarté utasitasai alapjan készitettiik eld. A sterilezés
(121 °C-on, 15 perc) utan 45 °C-ra visszah(tott alap agarokhoz a sertésepét (Sigma Aldrich) 0,45 pm
porusatmérdji membranszirével (Thermo Fisher Scientific) sterilre szlirve adagoltuk. A kiegészitést ugy
hajtottuk végre, hogy a taptalajban az epe végleges koncentracidja 0%, 0,1%; 0,2% és 0,5% legyen. Az epét
nem tartalmazé MRS agar t6ltotte be a negativ kontroll szerepét.

3.6.2. Torzsélesztés és optikai denzitas (OD) mérés

A baktériumtorzseket 6,2-es pH-érték(i MRS levesben élesztettiik fel, 37 °C-os, 18 6ras, anaerob inkubacio
eredményeként. A felszaporodott tenyészetek a Falcon csé aljan tobb-kevesebb pelletet képeztek, mindezt
értékeltik. A tenyészeteket centrifugdltuk (2426 x g, 6 perc, szobahémérséklet) (Eppendorf Centrifuge 5804 R).
A fellluszét ledntottiik és 1xPBS-oldatba vettiik vissza a mintdkat. Rovid (10 sec) vortexelés utan Ujra
centrifugalas és a fellluszé ismételt ledntése kovetkezett. Az 1xPBS oldatba valo visszavétel utan 10 sec
vortexelés kdvetkezett, majd a szuszpenzié tizszeres higitdsanak optikai denzitas értékét mértiik meg BioMate
160 UV-Vis spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific), 600 nm-en. A mérést kdvetéen egységesen 0,5-
es OD,, értékli szuszpenziokat készitettiink. A pontossag érdekében visszamértik a beallitott sejtstirliségu
szuszpenziok OD értekeit.

3.6.3. Jelenlét-hidny vizsgalat

Az OD,,, = 0,5 értékl sejtszuszpenziokbol 18 (9 technikai x 2 bioldgiai ismétlés) x 10 pl-t cseppentettliink
az eltéré pH-értékli és epesav-tartalmu taptalajok felliletére, majd a 3.2.7. alfejezetben ismertetettek szerint
37°C-on, 48 o6raig inkubaltuk a lemezeket.

3.6.4. Epesav- és sOsavkezelés folyamata

A vizsgalt baktériumtorzseket a taptalajhoz hozzaadott agensek alapjan epesav- és sdsav-kezelésnek vetettiik
ala. Negativ kontrollként epét és sdsavat sem tartalmazo, 6,0-os pH-értékli MRS taptalajok szolgaltak.
A vizsgalatok menetét az 1. abra szemlélteti.
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1. abra. Epesav- és sOsavkezelés folyamatabraja

3.6.5. Leoltds és élésejtszam-meghatarozas

A sajat izolatumok és a kontroll baktériumtdrzsek tenyészeteibdl is decimalis higitasi sort készitettiink, majd
az egyes higitasi tagokbol 100-100 pl-t szélesztettiink el 6,0-os pH-értékld MRS agarlemezek fellletén. Az igy
elkészitett lemezeket 37 °C-on, 72 6raig, anaerob koérlilmények kdzott inkubaltuk. Az inkubacids idd letelte
utan telepszamlalast végeztink.

4. Eredmények és értékelésiik
4.1. Klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok

A klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok célja az volt, hogy a Gram-negativ, a katalaz-pozitiv és a hemolizalé
torzseket kiszelektaljuk. E modszerek alkalmazasaval a 217 db izolatumbdl ki tudtunk szlrni olyanokat,
amelyek nem feleltek meg a probiotikumok kritériumainak. A teljesség igénye nélkil, a 3. tablazatban lathato
a klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok eredményei alapjan megfeleld jellemzdkkel rendelkezé néhany torzs,
melyeket a késébbi vizsgalatokba (aggregacio, savtlirés és epesavtlirés vizsgalata) is bevontunk.

3. tablazat. Térzsek f6bb jellemzdi, klasszikus mikrobioldgiai vizsgdlatok eredményei alapjan

Torzs Telepmorfolégia* Gram-festés Ks:gfaz' Hv?gggf;?'
E10 Apro, fehér, krémes fellilet(, szabalytalan telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E15 Nagy, fehér, hdpehelyszerd telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E66 Nagy, fehér, csipkés széll, szabalytalan, matt telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E92 Nagy, fehér, szabalyos, matt telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E173 | Nagy, fehér, csipkés széll, szabalytalan, matt telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E198 |Nagy, fehér, vajszerd, szabalytalan, matt telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E216 | Apro, fehér, krémes fellletd, vajszer(, szabalytalan telep Gram+ palcak Negativ Negativ
LA-5 Nagy, fehér, szabalyos, krémes fellletl telep Gram+ palcak Negativ Negativ

*A telepmorfoldgia vizsgalata 6,2-es pH-értékre beallitott MRS agaron kifejlédott térzsekkel tortént.
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A 217 db izolatum kozll 25 db katalaz-pozitiv és 29 db Gram-negativ torzset azonositottunk. Ezeket a
klonalitasvizsgalat utan a klénosztalyokbdl és a klonosztalyba nemill6 egyedi tdrzsek kdzil is kizartuk. Egyetlen
t6rzs sem hemolizalt véresagaron, igy jollehet ez a vizsgalat nem segitett szlkiteni a nagy mintaszamot, a
probiotikus t6rzsek biztonsagossaganak megitéléshez feltétlenll sziikséges volt elvégezni.

Sedlackova és mtsai [10] a mi munkacsoportunk gyakorlata szerint szintén csak a Gram-pozitiv, pélcika
alaku és katalaz-negativ izoldtumokat vontak be tovabbi in vitro vizsgalataikba. Tanulmanyukban &sszesen
59 db Gram-pozitiv és kataldaz-negativ torzset kildnitettek el, melyek kozil 7 db-ot nyerstejbdl, 12 db-ot
pedig nyers tehéntejbdl készitett sajtbdl izolaltak. A telepmorfolégia hasonlénak bizonyult a L. acidophilus
LA-5 alkotta telepekéhez.

4.2. Klonalitasvizsgalat

A RAPD-PCR vizsgalatok parhuzamosan zajlottak a klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatokkal. Az egyedi RAPD
mintazatok alapjan a 217 db torzset 34 kldnosztalyba soroltuk, ezek kozll a 34. klonosztaly gélfotdja lathatd
a 2. abran; a 3. abran pedig t6bb klonosztalyt és egyedi torzseket is bemutatunk.

2. dbra. A 34. kidnosztaly tagjainak klonalitasvizsgalata
(mintak: E211-E217, pozitiv kontroll: Lactobacillus acidophilus LA-5, negativ kontroll: desztillalt viz, molekuldris marker:
WM; Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder)

Ml ECERERERERERFRES EEEEEEE KHKM
Wi a1 S aan adeniendng w
4 5 5 51 55 SENE i SEREENORIORNONE 00
9 0 1 2" 34N 5ENE BREROBNORT1T 12 3 4
- (-
- id  —
- -y
2000 bp -
o - ' LT TR
2" afta i 2828 EZem j =8 ' BE- -
woob,._- i 4 : kil k.4 5 ik . - .
7Mbp.u--..-' . - . " - ePonen
RN g & 'y BREE o
.)00 ""‘ . e 4 ‘.ﬁ & ' - -
\/ \W EYJ- .-Y-“LYJLHEH_YJ\_Y_}
Kidnosztalyba nem tartozo, 25. klonosztaly 28. kldnosztaly  28. kldnosztaly  29. kidnosztadly 31. klénosztaly 31. kidnosztaly

egyedi térzsek

3. abra. Tébb klonosztaly és egyedi térzsek gélfotdja
(mintak: E149-E194, pozitiv kontroll: E31, negativ kontroll: desztillalt viz, molekuldris marker: WM;
Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder)
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A vizsgalatok soran 57 db egyedi térzset talaltunk, amelyek nem voltak klénosztalyokba sorolhatok, igy az
izolatumok kore 91 db-ra szUkult a klonalitdsvizsgalatok eredményei alapjan. A klasszikus mikrobioldgiai
vizsgdlati modszerekkel kizartuk a Gram-negativ és a kataldz-pozitiv izolatumokat, igy 6sszesen 34 db
klénosztaly és 37 db klonosztalyba nem sorolhatd, egyedi térzs maradt, dsszesen 71 db izolatumra sz(kitve a
kiindulasi elemszamot. Eznagyban segitette a preszelekciot, hiszen atdrzseknek csak kevesebb mintaharmada
(82,7%) maradt fenn a szlrén. Mivel a RAPD-PCR vizsgalatok eredményei erésen fliggenek a laboratériumi
korilményektél, a mddszer preciz kivitelezése kiemelt fontossagu az eredmények reprodukalhatosaga
szempontjabdl [11]. Az alkalmazott 1254-es primer lehetévé tette a RAPD-PCR vizsgalatok soran a hasonlé
mintazatu izolatumok &sszehasonlitasat. Ez egybecseng Torriani és mtsai [12] allitdsaval, miszerint az
1254-es primer kivaléan alkalmazhato L. delbrueckii térzsek kdz6tti polimorfizmusok felderitésére.

4.3. Autoaggregacio vizsgalata

A tovabbi vizsgalatok soran a klénosztalyba nem sorolhaté egyedi térzsekkel (37 db) nem foglalkoztunk,
ezért az aggregacio-vizsgalathoz a 34 db klonosztaly mindegyikébdl egy-egy baktériumtdrzset kivalasztva
folytattuk az in vitro tesztsorozatot. Célunk az volt, hogy jol aggregalédod (5 6ras inkubacio utan: >70%, ill.
24 ¢6ras inkubaciot kdvetden: >80%) és nem aggregalddd (<25%) torzseket taldljunk, melyeket a tovabbi

valoszinlséggel lehetnek probiotikusak, igy esetlegesen a sav- és epesav-kezelést is jobban toleraljak.

Az aggregacios vizsgalat méréseit 0, 5 és 24 6éra elteltével végeztik. Az 5. éra utani vizsgalat mellett Kos
és mtsainak [13] eredményei alapjan dontéttink, akik azt tapasztaltdk, hogy mar 5 6ra elteltével erésen
autoaggregalddott a L. acidophilus M92. A szerz8k MRS-levesben tenyésztették teszttdrzsiket, mert igy
megmaradtak az aggregaciot lehetéveé tevé egyes sejtfelszini fehérjék [13].

A 34 db torzset két bioldgiai ismétléssel vizsgaltuk. Taldltunk a kezelés 5. 6rajaban 70% feletti aggregacios
értéket mutato izolatumokat, szam szerint 6 db-ot (E15, E66, E92, E173, E198, E216). A pozitiv kontrollként
alkalmazott L. acidophilus LA-5 és ATCC 4356 torzsek szintén jol aggregalédtak (rendre 78,2%, ill. 72,1%)
4. abra).

Emlitést érdemel, hogy a jol aggregalddd térzsek szabad szemmel is tisztan lathatd pelletet képeztek a
Wassermann-csdvek aljan, a szuszpenzié felsé része pedig kitisztult. Ugyanerre a megallapitasra jutottak
Garcia-Cayuela és mtsai [9], akik 126 db L. plantarum tbrzset izolaltak nyerstejbdl készitett sajtmintakbdl, és
MRS levesben el6zetesen szabad szemmel értékelték a tdrzsek aggregacids (szedimentacios) képességét,
melynek alapjan hépehelyszer(i aggregatumok megjelenésérdl szamoltak be. Az autoaggregacios vizsgalatba
14 db tbrzset vontak be, az optikai denzitas méréseket 2, 6, 20 és 24 d6ra utan végezték. A legnagyobb
autoaggregacios értékeket (28,5-59,5%) 1 nap elteltével észlelték. Az értékek az id6 elérehaladtaval
ndvekedtek, azonban térzsenként eltéréd mddon. Az altaluk kozdlt aggregacidés szazalékokhoz képest mi
nagyobb értékéket (>75%) mértiink 5 dras inkubalas utan.

Xu és mtsai [14] probiotikus és patogén térzsek dnaggregacids képességét tesztelték. A 2 6ras inkubacio
utan kapott eredmények arrdl tanuskodtak, hogy harom térzs (Bifidobacterium longum B6, L. rhamnosus
GG és L. brevis KACC 10553) teljesitett jol, 40-50% kdzotti aggregacids szazalékokkal. Tuo és mtsai [15]
22 db Lactobacillus térzs aggregaciés képességét vizsgaltak 5 oras, 37 °C-os inkubaciot kovetéen, és
24,2-41,4%-0s értékeket kaptak. Pozitiv kontrollként L. rhamnosus GG-t hasznaltak, amely 41,4%-0s
aggregacios értékével a legjobban teljesitd torzs volt.

Az erdélyi és a kontroll tdrzsek autoaggregacios vizsgalatanak Osszesitett (5 és 24 6ras inkubalas utani)
eredményeit a 5. dbra szemlélteti. Megallapitottuk, hogy 24 éras inkubalas utan minden egyes térzs nagyobb
értéket ért el az 5 6ras eredményéhez képest. A kontrollként hasznalt probiotikus L. acidophilus LA-5 és
a jol aggregalodo fenotipussal rendelkezd L. acidophilus ATCC 4356, szakirodalmi adatokkal egyezden,
24 6ra utan is kivaléan teljesitett (94,1% ill. 93,5%). A 34 db klénosztalyba tartozé térzsek kézil 19 db 80%
felett aggregaldodott. A beadllitott mdédszerink tehat alkalmasnak bizonyult a jol és a nem jél aggregalédé
izolatumok elkllonitésére. Prabhurajeshwar és Chandrakanth [16] joghurtokbdl izolalt laktobacillusz torzsek
24 ¢6ras autoaggregacios vizsgdlata soran a mi eredményeinknél kisebb értékeket (39,4-52,0%) mértek.
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4. abra. A sajat izolatumok és a kontroll térzsek autoaggregacio-vizsgalatanak eredménye, 5 oras inkubalads utan
[Az adatok 2 bioldgiai x 3 technikai ismétlés atlag + szdras értékeit jeldlik; a vizszintes piros vonal a jol aggregalddo
(>70%) térzsek kiszlirését teszi lehetbve]
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5. dbra. A sajat izoldtumok és a kontroll térzsek autoaggregacio-vizsgadlatanak eredmeénye, 5 oras és 24 dras inkubalas utan
[Az adatok 2 bioldgiai x 3 technikai ismétlés atlagértékeit jeldlik; a vizszintes piros vonal a jol aggregalodo (>80%) térzsek
kiszlirését teszi lehetéveé]

4.4. Sav- és epesav-tiirés vizsgalata

A sav- és epesav-tlirés vizsgalatahoz az 5 6ra inkubacio utan jél aggregalodé 6 db torzset (E15, E66, E92,
E173, E198, E216) hasznaltuk, pozitiv kontrollként pedig a L. acidophilus LA-5 szolgalt, mely utébbi térzs
probiotikus, megfeleléek az aggregacidés mutatéi és korabban hasonlo vizsgalatokban mar j6l szerepelt [17].
Ezen kivil, a sajat izolatumok kozlil az E10-es, kevésbé j6 aggregacios képességgel (22,7%) rendelkezd
torzset is bevontunk vizsgdlatainkba, hogy megallapithassuk, van-e dsszefliggés a j6 aggregalédas, ill. a
sav- és epesav-tlirés kozott.

Az eredményeket 48 6ras inkubalast kévetéen olvastuk le. A taptalaj felUletére inokulalt 10 pL térfogatu
baktériumszuszpenzié-cseppek helyén telepek ndvekedését vagy a szaporodas hianyat észleltik. Azt biraltuk
el szabad szemmel, hogy a térzsek képesek voltak-e a savval, ill. epével kiegészitett és a kontroll taptalajok
fellletén jOl lathaté mértékben elszaporodni (jelenlét-hiany vizsgalat). Arra kerestik a valaszt, hogy egyrészt
mekkora sav- €s epesav-koncentraciot képesek toleralni az egyes tdrzsek, masrészt van-e 6sszefliggés
az aggregalodo képesség és a sav-, ill. epesav-tlirés kozott. Eredményeinket a 4. és az 5. tablazatban
szemléltetjik.
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4. tablazat. Savval kiegészitett szilard tapkdzeg felliletén végzett jelenlét-hiany vizsgdlat eredményei*

MRS agar pH-értéke
Toérzs
6,0 5,5 5,0 4,0 3,0
E10 izolatum +++ ++ ++ ++ 0
E15 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
E66 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
E92 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
E173 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
E198 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
E216 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
Lactobacillus acidophilus LA-5 +++ +++ +++ ++ 0

*n =18 (9 parhuzamos x 2 ismétlés).
0: nincs szaporodas, +: gyenge szaporodas, ++: kbzepes mértékd szaporodas, +++: jol lathatd, erbteljes szaporodas.

5. tabldzat. Epesavval kiegészitett szildrd tapkézeg felliletén végzett jelenlét—hiany vizsgalat eredményei*

MRS agar
Torzs 0% 0,1% 0,2% 0,5%
sertésepével kiegészitve

E10 izolatum +++ + 0 0
E15 izolatum +++ +++ +++ +++
E66 izolatum +++ +++ +++ +++
E92 izolatum +++ +++ +++ +++
E173 izolatum +++ +++ +++ +++
E198 izolatum +++ +++ +++ +++
E216 izolatum +++ ++ ++ T+
Lactobacillus acidophilus LA-5 +++ +++ ++ +

*n =18 (9 parhuzamos x 2 ismétlés).
0: nincs szaporodas, +: gyenge szaporodas, ++: kbzepes mértékl szaporodas, +++: jol lathatd, erbteljes szaporodas.

Lathato, hogy a L. acidophilus LA-5 a 6,0-0s, 5,5-es, 5,0-0s és 4,0-es pH-értékd MRS taptalajokon és a 0,1%,
valamint 0,2% epesav-tartalmu MRS taptalajokon megfeleléen szaporodott, tehat j6 sav- és kbzepes epesav-
tdrének bizonyult. A 0,5% epét tartalmazé taptalajon mar gyenge ndvekedést mutatott a kontrolltdrzs. A
legsavasabb (pH = 3,0) MRS tapkdzegen se a kontroll, se a vizsgalt erdélyi térzsek nem képeztek telepeket,
elészelekciora tehat a 4,0-es és a 3,0-as pH-értékd szilard tdpkdzegek bizonyultak megfelelének.

Pan és mtsai [18] csecsemdk székletébdl izolalt L. acidophilus NIT torzset tartottak glicin-sdsav pufferben
(PH: 2,0; 3,0; 4,0) 1, 2, ill. 3 6ran keresztil. A kezelés utan a baktériumpelletet reszuszpendaltak és a megfelel6
higitasi tagokbdl MRS agarlemezek fellletén 20 pL szuszpenzidt szélesztettek el. Azt tapasztaltak, hogy 3
ora kezelés utan a L. acidophilus-sejteknek minddssze 10%-a maradt életben. Jdllehet a mi vizsgdlataink
nem ugyanebben a kisérleti elrendezésben zajlottak, az eredmények magyarazatul szolgalhatnak arra, hogy
a L. acidophilus a 3,0-as pH-értékl taptalajunkon miért nem képzett telepeket. Vargas és mtsai [19] 3%
savofehérje-izolatum adagolasaval érték el, hogy a Streptococcus thermophilus ST-M5 és a L. delbrueckii
subsp. bulgaricus LB-12 maximalis szamban élje tul a savkezelést. Valente és mtsai [20] célja az volt, hogy
felmérjék tradicionadlis brazil sajtokbdl izoldlt tejsavbaktérium-térzsek (L. plantarum B7 és L. rhamnosus
D1) in vitro és in vivo probiotikus potencidljat. Mindkét torzs kézepes mértékben tolerdlta a 0,3% Okorepét
12 6ra inkubacid elteltével. A mesterséges emészténedvekkel (pH: 2,0 és 3 g/L pepszin) szemben a B7 és a
D1 izolatum is ellenallénak bizonyult [20].

Az epesavas sok fizioldgias koncentracioja 0,3% és 0,5% kozoétt valtozik az emésztbtraktusban [21], ezért
valasztottuk legnagyobb epekoncentracidnak a 0,5%-ot. A nevezett szerz8 szintén hozzaadott taptalajahoz
0,3, 0,5, 1,0, ill. 2,0% epesavas so6t, majd a torzskultira 10 pL-ét juttatta a tapkodzeg felliletére. Ugyan
nem Lactobacillus, hanem nyers tehén- és kecsketejbdl, valamint tradicionalis kefirbdl izolalt Lactococcus
toérzsekkel dolgozott, vizsgalati rendszere mégis hasonlitott a miénkhez. A Lactococcus lactis torzsek nem
toleraltak az alkalmazott epesav-koncentraciok egyikét sem.

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2022. LXVIII. évf. 2. szam

3913



Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a kivalasztott izolatumok tdbbnyire jol toleraltak a 0,5%-o0s
epesav-jelenlétet, ami viszont nem volt igaz az E10 jelli térzsre, amely még a legkisebb (0,1%) epekoncentracié
mellett is csak alig szaporodott. Az E10 izolatum gyenge aggregacios képessége jo savtlréssel és gyenge
epesavtlréssel tarsult. A L. acidophilus LA-5 kontrolltérzs gyengén ugyan, de még a 0,5% epét tartalmazo
taptalajon is szaporodott. Az alkalmazott eljaras soran a térzsek nemcsak par 6rdig voltak kitéve a pusztitd
hatasu 6sszetevéknek, hanem 48 6ran keresztll érintkeztek azokkal. Emlitést érdemel, hogy a destruktiv
agensek negativ hatasait a tapkdzeghez adagolt savéfehérjeporral lehet mérsékelni [19]. A savval és
epesavval kiegészitett szilard taptalaj fellletén végzett jelenlét-hiany vizsgalat viszonylag gyors modszernek
tekinthetd, mert a sziikséges taptalajok kdénnyen elkészithetdk, a taptalaj felliletére t6rténé cseppentés
gyorsan kivitelezhetd, igy az eredmények rovid idén beliil rendelkezésre allnak.

5. Kovetkeztetések

A probiotikus baktériumtdrzsek szelektalasara alkalmas in vitro tesztrendszer néhany elemének kidolgozasara
iranyuld toérekvésink sikeresnek bizonyult. Az itt bemutatott Iépéseket nem feltétlenll sziikséges tovabb
finomitani, mert jelenleg is képesek nagy elemszamu izoldtumhalmazok el8szelektalasara. Noha az 1254-es
primer jo valasztasnak bizonyult, a kés6bbi klonalitasvizsgalatok soran érdemes lesz mas primerekkel
is elvégezni a RAPD-PCR reakciot. Az aggregacios vizsgalatok, valamint a sav- és epesav-tlrés tesztek
eredményei kozott pozitiv Osszefliggés mutatkozott, mindazondltal az izolalt tdrzsek probiotikus
tulajdonsagainak tényszer(i megallapitasahoz tovabbi in vitro vizsgdlatokra és in vivo allatkisérletekre van
szlkség. A jelenleginél is nagyobb szelekcié érdekében érdemesnek tlinik a tesztrendszert egyéb elemekkel
kiegésziteni, pl. antibiotikumrezisztencia- vagy antimikrobidlis aktivitas-vizsgalatokkal.

6. K6sz6netnyilvanitas

A szerz8k koszonik az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00008 azonositészamu, ,lnnovativ tudomanyos
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7. Irodalom

[11 Hill, C., Guarner, F., Reid, G., Gibson, G.R., Merenstein, D.J., Pot, B., Morelli, L., Canani, R.B.,
Flint, H.J., Salminen, S., Calder, P.C., Sanders, M.E. (2014): The International Scientific Association
for Probiotics and Prebiotics consensus statement on the scope and appropriate use of the term
probiotic. Nature Reviews Gastroenterology and Hepatology 11 pp. 506-514. https://doi.org/10.1038/
nrgastro.2014.66

[2] Fijan, S., Frauwallner, A., Varga, L., Langerholc, T., Rogelj, |., Lorber, M., Lewis, P., Povalej-Brzan, P.
(2019): Health professionals’ knowledge of probiotics: an international survey. International Journal of
Environmental Research and Public Health 16 pp. 3128. https://doi.org/10.3390/ijerph16173128

[3] Szakaly, S. (2004): Probiotikumok és Humanegészség. Vissza a Természethez! Magyar Tejgazdasagi
Kisérleti Intézet, Mosonmagyarovar.

[4] European Parliament, Council of the European Union (2003): Regulation (EC) no. 1831/2003 of the
European Parliament and of the Council of 22 September 2003 on additives for use in animal nutrition.
Official Journal of the European Union L268 pp. 29-43.

[6] Papadimitriou, K., Zoumpopoulou, G., Foligné, B., Alexandraki, V., Kazou, M., Pot, B., Tsakalidou,
E. (2015): Discovering probiotic microorganisms: in vitro, in vivo, genetic and omics approaches.
Frontiers in Microbiology 6 pp. 58. https://doi.org/10.3389/fmicb.2015.00058

[6] Williams, C.F., Walton, G.E., Jiang, L., Plummer, S., Garaiova, ., Gibson, G.R. (2015): Comparative
analysis of intestinal tract models. Annual Review of Food Science and Technology 6 pp. 329-350.
https://doi.org/10.1146/annurev-food-022814-015429

[7]1 Antal, O., Némethné Szerdahelyi, E., Takacs, K. (2020): In vitro human emésztési modellek alkalmazasa
a ta’plélkozléstudomény terlletén (Application of in vitro human digestion models in the field of nutrition
science). Elelmiszervizsgalati Kozlemények - Journal of Food Investigation 66 pp. 3141-3157.

[8] Del Re, B., Sgorbati, B., Miglioli M., Palenzona, D. (2000): Adhesion, autoaggregation and
hydrophobicity of 13 strains of Bifidobacterium longum. Letters in Applied Microbiology 31 pp. 438-442.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2000.00845.x

[9] Garcia-Cayuela, T., Korany, A.M., Bustos, ., de Cadifanos, L.P.G., Requena, T., Pelaez, C., Martinez-
Cuesta, M.C. (2014): Adhesion abilities of dairy Lactobacillus plantarum strains showing an aggregation
phenotype. Food Research International 57 pp. 44-50. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2014.01.010

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2022. LXVIII. évf. 2. szam

3914


https://doi.org/10.1038/nrgastro.2014.66
https://doi.org/10.1038/nrgastro.2014.66
https://doi.org/10.3390/ijerph16173128
https://doi.org/10.3389/fmicb.2015.00058
https://doi.org/10.1146/annurev-food-022814-015429
https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2000.00845.x
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2014.01.010

[10] Sedlagkova, P., Horagkova, S., Shi, T., Kosova, M., Plockova, M. (2015): Two different methods for
screening of bile salt hydrolase activity in Lactobacillus strains. Czech Journal of Food Sciences 33
pp. 13-18. https://doi.org/10.17221/299/2014-CJFS

[11] Pereszlényi, K. (2019): Tejsavbaktériumok genetikai azonossaganak vizsgalata molekularis
markerekkel. Szakdolgozat. Széchenyi Istvan Egyetem, Mosonmagyarovar.

[12] Torriani, S., Zapparoli, G., Dellaglio, F. (1999): Use of PCR-based methods for rapid differentiation of
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and L. delbrueckii subsp. lactis. Applied and Environmental
Microbiology 65 pp. 4351-4356. https://doi.org/10.1128/AEM.65.10.4351-4356.1999

[13] Kos, B., Suskovié, J., Vukovié, S., éimpraga, M., Frece, J., Matosi¢, S. (2003): Adhesion and
aggregation ability of probiotic strain Lactobacillus acidophilus M92. Journal of Applied Microbiology
94 pp. 981-987. https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2003.01915.x

[14] Xu, H., Jeong, H.S., Lee, H.Y., Ahn, J. (2009): Assessment of cell surface properties and adhesion
potential of selected probiotic strains. Letters in Applied Microbiology 49 pp. 434-442. https://doi.
org/10.1111/j.1472-765X.2009.02684.x

[15] Tuo, Y.F.,, Yu, H.L. Ai, LZ., Wu, ZJ., Guo, B.H., Chen, W. (2013): Aggregation and
adhesion properties of 22 Lactobacillus strains. Journal of Dairy Science 96 pp. 4252-4257.
https://doi.org/10.3168/jds.2013-6547

[16] Prabhurajeshwar, C., Chandrakanth, K. (2019): Evaluation of antimicrobial properties and their
substances against pathogenic bacteriain vitro by probiotic lactobacilli strains isolated from commercial
yoghurt. Clinical Nutrition Experimental 23 pp. 97-115. https://doi.org/10.1016/j.yclnex.2018.10.001

[17] Sdle, J., Varga, L., Varga, K., Hatvan, Z., Kerényi, Z. (2022) Probiotikus baktériumtorzsek
szelektalasara alkalmas kisérleti rendszer egyes elemeinek kidolgozasa (Developing basic elements
of an experimental system for selection of probiotic bacterial strains). Magyar Allatorvosok Lapja 144
(k6zlésre benyuijtva).

[18] Pan, X.D., Chen, F.Q., Wu, T.X., Tang, H.G., Zhao, Z.Y. (2009): The acid, bile tolerance
and antimicrobial property of Lactobacillus acidophilus NIT. Food Control 20 pp. 598-602.
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2008.08.019

[19] Vargas, L.A., Olson, D.W., Aryana, K.J. (2015): Whey protein isolate improves
acid and bile tolerances of Streptococcus thermophilus ST-M5 and Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus LB-12. Journal of Dairy Science 98 pp. 2215-2221.
https://doi.org/10.3168/jds.2014-8869

[20] Valente,G.L.C.,Acurcio,L.B.,Freitas,L.P.V.,Nicoli,J.R.,Silva,A.M.,Souza,M.R.,Penna,C.F.A.M.(2019):
Shortcommunication:Invitroandinvivoprobiotic potentialof LactobacillusplantarumB7 andLactobacillus
rhamnosus D1 isolated from Minas artisanal cheese. Journal of Dairy Science 102 pp. 5957-5961.
https://doi.org/10.3168/jds.2018-15938

[21] Yerlikaya, O. (2019): Probiotic potential and biochemical and technological properties of Lactococcus
lactis ssp. lactis strains isolated from raw milk and kefir grains. Journal of Dairy Science 102 124-134.
https://doi.org/10.3168/jds.2018-14983

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2022. LXVIII. évf. 2. szam 3915


https://doi.org/10.17221/299/2014-CJFS
https://doi.org/10.1128/AEM.65.10.4351-4356.1999
https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2003.01915.x
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2009.02684.x
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2009.02684.x
https://doi.org/10.3168/jds.2013-6547
https://doi.org/10.1016/j.yclnex.2018.10.001
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2008.08.019
https://doi.org/10.3168/jds.2014-8869
https://doi.org/10.3168/jds.2018-15938
https://doi.org/10.3168/jds.2018-14983

Judit SULE', Laszl6 VARGA?23, Zoltan HATVAN?, Zoltan KERENYI'

DOI: https://doi.org/10.52091/EVIK-2022/2-4-ENG
Received: March 2022 — Accepted: May 2022

Application of an in vitro test system
for the selection of probiotic bacterial
strains

Keywords: probiotic, Lactobacillus, bile acid, gastric acid, RAPD-PCR, autoaggregation

1. SUMMARY

The aim of our studies was to evaluate in vitro methods for the simple and efficient
selection of putative probiotic bacterial strains. Of the possible methods, the following
were tested: culturing on selective media, Gram staining, catalase assay, hemolytic,
clonality and aggregation ability, gastric acid tolerance and bile acid tolerance. A
total of 217 bacterial strains isolated from raw sheep’s milk, curdled milk and sheep’s
cheese samples produced in Transylvania were included in our experiments. Isolates
with hemolytic activity, as well as those exhibiting Gram-negative or catalase-positive
phenotypes not characteristic of probiotics were excluded from our studies. Based
on the results of RAPD-PCR studies suitable for the detection of individual-level
polymorphisms, a total of 34 clone classes and 57 strains with unique RAPD patterns
were identified. From each of the 34 clone classes thus narrowed, one strain was
selected and tested for its aggregation ability, as well as its gastric acid and bile
acid tolerance. High aggregation values above 70%, typical of probiotic strains, were
measured in the case of a total of six isolates. In the course of the presence-absence
studies conducted on the surface of solid media supplemented with acid or bile acid,
it was possible to select several strains specifically tolerant to acid or bile acid. Based
on our results, isolates to be included in further tests, e.g., in antibiotic resistance and
antimicrobial activity assays, were selected.
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2. Introduction

Probiotics are living organisms that, when used in appropriate amounts, have a beneficial effect on the health
of the host organism [1, 2]. They must meet a number of conditions in order to be allowed to display the
probiotic designation. Among other things, they need to have an increased tolerance to various body fluids
(gastric acid, bile acids, digestive enzymes) and they must stabilize the intestinal microbiota by binding to
intestinal epithelial cells through their ability to adhere [3].

There is a growing worldwide demand for probiotic products that have a beneficial effect on health, both in
terms of human consumption and the feeding of farm animals. The use of antibiotics for yield enhancement
has been banned in the European Union since 2006 [4], and the focus has been even more on probiotics
since that date.

Year after year, a large number of bacterial strains are isolated in order to exploit their beneficial effects on
health. Complex and costly animal studies must be preceded by a selection system of in vitro experiments
that allows the simple, rapid and cost-effective selection of strains, from hundreds or even thousands of
isolates, that will hopefully prove probiotic in in vivo studies [5, 6, 7].

Based on the above, the aim of our work was to develop and evaluate in vitro measurement methods that
can be used to quickly and efficiently investigate the classical microbiological characteristics, clonality,
aggregation ability, as well as the resistance to gastric acid and bile acid of bacterial strains. We sought to
answer the question whether the large number of isolates studied by us included clones and strains with
potentially beneficial (even probiotic) properties that should be included in further in vitro studies. It was also
examined whether the test system was working well or whether it was necessary to optimize the individual
steps, as well as what acid and bile acid concentrations the different strains were able to tolerate, and
whether there was any correlation between the results of the aggregation test and the acid and bile acid
tolerance. Accordingly, of the in vitro tests, the results obtained by the following test methods are presented
in our publication:

e Classical microbiological tests (culturing on selective media and determination of colony morphology,
Gram staining and subsequent microscopic examination, catalase test, hemolysis test)

e Clonality assay by RAPD-PCR method

e Autoaggregation test

e Presence-absence studies conducted on the surface of solid media supplemented with acid or bile acid
3. Materials and methods

3.1. Isolation, culturing, preservation and storage of bacterial strains

Our studies were conducted with bacterial strains isolated from raw sheep’s milk, curdled milk and sheep’s
cheese samples produced in Transylvania. The products had a natural microbiota and no commercially avai-
lable starter cultures were used for their production. For the preparation of the cheeses, rennet was made by
the shepherds from veal stomachs. The goal was to isolate highly efficient probiotic strains that would be later
used in the development of probiotic products. Restoration and culturing of the 217 isolates and the control
strains were performed under the conditions listed in Table 1.

Table 1. Restoration and culturing conditions of the isolated and control bacterial strains included in the experiments

Strain Broth Culture medium ::n:r:lc:)itaig?\:
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 | MRS broth (pH = 6.2) MRS agar (pH = 6.2) iﬁ ae(ib;?chours’
Lactobacillus acidophilus o

MRS broth (pH = 6.2) MRS agar (pH = 6.2) 37 °C, 72 hours,
anaerobic

LA-5
Staphylococcus aureus subsp. 37 °C, 24 hours,
aureus ATCC 49775 CASOQ broth CASO agar aerobic
E1-E92 isolates MRS broth (pH = 6.2) MRS-CC agar’ z ae%g?ch"“rs’
E93-E217 isolates MRS broth (oH = 5.4) MRS agar (pH = 5.4) gzggbéihours’

"De Man-Rogosa-Sharpe agar supplemented with clindamycin and ciprofloxacin
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Isolates were preserved and stored in glycerol stock solutions. A strain taken from the surface of MRS-CC
agar or MRS pH 5.4 agar was washed into 3 ml of broth with an inoculating loop, and then it was incubated
according to the needs of the strain. 300 pl of the grown culture was added to a cryo (freezer) tube, 900 pl of
a 60% glycerol solution was added, it was vortexed and frozen in liquid nitrogen for ca. 30 seconds. Storage
was conducted at -80 °C in an ultra-freezer.

3.2. Selective culture conditions, its media and their preparation
3.2.1. Physiological saline solution

For the preparation of the diluent used to prepare the decimal dilution series, 8.5 g of NaCl and 1 g of
tryptone were weighed and dissolved in 1 L of distilled water. 9.3 ml was added to the test tubes, and they
were sterilized in an autoclave at 121 °C for 15 minutes.

3.2.2. Phosphate buffer solution (PBS)

For one liter of distilled water, the following substances were weighed on an analytical balance: 80 g of
sodium chloride, 2 g of potassium chloride, 14.4 g of disodium hydrogen phosphate dodecahydrate and
2.4 g of potassium dihydrogen phosphate. Dissolution was aided by a magnetic stirrer and when the solution
became particle-free, it was sterilized in an autoclave at, 121 °C for 15 minutes. The solution thus prepared
corresponds to PBS with a tenfold concentration, i.e., for further use it has to be diluted as follows: 100 ml
of 10x PBS solution is added to 900 ml of distilled water. After proper mixing, the 1x PBS solution is ready
for use.

3.2.3. De Man-Rogosa—Sharpe (MRS) agar and broth (pH = 6.2)

Of commercially available MRS broth (VWR, Radnor, PA, USA) or MRS agar (VWR), the quantity recommended
by the manufacturer was weighed to analytical accuracy and ten dissolved in distilled water, using a magnetic
stirred until dissolved. The pH was adjusted to the desired value (6.2 + 0.2) with 1 M HCI. Following this, the
culture media were sterilized in an autoclave at 121 °C for 15 minutes.

3.2.4. MRS agar (pH = 5.4)

MRS agar (VWR) was prepared according to the manufacturer’s instructions, its pH value was adjusted to
5.4 with 1 M HCI, and then it was sterilized in an autoclave under standard conditions (121 °C, 15 minutes).

3.2.5. MRS agar supplemented with clindamycin and ciprofloxacin (MRS—-CC)

In addition to the basic MRS agar, MRS-CC agar also contained two antibiotic stock solutions that could
not be sterilized in an autoclave. For the preparation of one of the stock solutions, 2.0 mg of clindamycin
hydrochloride (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) was dissolved in 10 ml of distilled water, while for the other,
20.0 mg of ciprofloxacin hydrochloride (Sigma Aldrich) was dissolved in 10 ml of distilled water. The antibiotic
stock solutions were then filtered through a 0.22 pm pore size membrane filter (Millipore, Burlington, MA, USA)
into sterile screw-capped Erlenmeyer flasks. 0.1 ml of clindamycin and 1.0 ml of ciprofloxacin stock solutions
were added to the MRS agar cooled to 45 °C under aseptic conditions, using sterile, disposable pipettes
(Greiner Bio-One Hungary, Mosonmagyardévar, Hungary). Thus, the final concentration of clindamycin in the
basic MRS agar was 0.1 mg/l, while that of ciprofloxacin was 10.0 mg/I.

3.2.6. CASO agar

CASO agar (VWR) and CASO broth (VWR) were prepared according to the manufacturer’s instructions.
Sterilization was performed in an autoclave under standard conditions, at 121 °C for 15 minutes.

3.2.7. Anaerobic culturing

Anaerobic conditions in the course of our studies were ensured as follows: agar plates were incubated in an
AnaeroPack Rectangular jar (Merck, Darmstadt, Germany), with the addition of GENbox anaer anaerobic salt
(bioMériux, Marcy-I’Etoile, France). Information on the existence of anaerobic conditions was provided by the
color change of the Microbiologic Aerotest indicator (Merck) from white to blue.

3.3. Classical microbiological tests
3.3.1. Examination of colony morphology

Macromorphological characteristics of the restored strains were recorded. Among other things, the size,
color, surface properties (glossy, matte) of the colonies, as well as the design of the edges of the colonies
(regular, irregular, jagged) were observed.
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3.3.2. Gram staining

One drop of distilled water, in which a solitary colony was suspended, was added to a degreased slide. The
dried smear was stained with crystal violet solution for 2 minutes, then it was treated with lugol solution for
1 minute. Following this, the sample was rinsed with distilled water, then treated with a decolorizing solution
for half a minute, which extracted the dye from the Gram-negative cells but not the Gram-positive ones. After
another rinsing with distilled water, contrast staining was carried out with safranin for 1 minute. This was
followed by rinsing with distilled water, the smears were allowed to dry, and then they were examined under
a light microscope (Axio Scope, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) at various magnifications. Performing
Gram staining is important because lactic acid bacterial strains with potential probiotic properties are among
Gram-positive microbes.

3.3.3. Catalase test

There are microorganisms that produce catalase enzymes that can break down toxic hydrogen peroxide into
water and oxygen (2 H,0,=2 H,0+ O,). In order to confirm the catalase production of our isolates, colonies
of fresh cultures were placed on slides using an inoculation loop, and a drop of 3% H,O, was added. In
positive cases, colonies began to visibly bubble. S. aureus strain ATCC 49775 was used as a positive control,
which indicated catalase activity with strong effervescence. Catalase-positive strains are not suitable as
probiotics for sure.

3.3.4. Hemolysis test

In the coarse of our hemolysis studies, one colony of each freshly restored strain was transferred to Columbia
blood agar (Biolab Zrt., Budapest, Hungary). Results were evaluated after 24 hours of anaerobic incubation
at 37 °C. S. aureus, which exhibits B-hemolysis on 5% sheep blood culture medium, was again used as a
positive control.

3.4. Clonality test

Bacterial DNA was isolated from the bacterial strains using Chelex 100 Resin (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
according to the protocol provided by the manufacturer. For the polymerase chain reaction, the reaction
mixture containing the Red Tag 2 mM MgCI, Master Mixet (VWR), the primer named 1254 chosen by us
(Bio-Science, Budapest, Hungary), molecular biology grade AccuGENE water (Lonza, Basel, Switzerland) and
the sample (DNA template of the bacterial strains) were measured into a 1.5 ml Eppendorf tube. The samples
were analyzed by RAPD-PCR, using the RAPD_03 program of a Mastercycler PCR (Eppendorf, Hamburg,
Germany) instrument, the parameters of which are shown in Table 2.

Table 2. Parameters of the RAPD-PCR method

Step Temperature (°C) Time
1. 95 2min €~
2. 94 20 sec
3. 38 20 sec | x40
4. 72 1 min
5. 72 5 min
6. 10 o

Steps 2 through 4 were carried out 40 times. Following the completion of the program, the amplified DNA
molecules were made visible and evaluated by gel electrophoresis. A 1% agarose gel was prepared for the gel
electrophoresis. 0.6 g of agarose (VWR) was weighed and dissolved in 60 ml of 1xTBE TRIS-boroacetic acid
solution. The solution was boiled until completely homogenized. It was cooled to lukewarm temperature and
6 pl of DNS ECO Safe dye solution (Pacific Image Electronics, Torrance, CA, USA) was added. Meanwhile, it
was agitated on a magnetic stirrer, and then the gel was poured. The cooled gel with the dye was poured into
the tray. After setting, the tray was placed in the electrophoresis tank, previously filled with gel electrophoresis
buffer (1XTBE solution), then the gel comb was removed. The RAPD-PCR reaction products were then added
to the individual pockets.

3.5. Investigation of autoaggregation

The test method used was based on the research of DeL Re et al. [8], with minor modifications. Our own
isolates and control strains were incubated at 37 °C for 18 hours under anaerobic conditions in MRS broth
at pH 6.2. The samples were then centrifuged (Eppendorf Centrifuge 5804 R) at 2426 x g for 6 minutes.
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The supernatant was discarded, 50 ml of 1xPBS solution was measured onto the bacterial pellets, and
they were vortexed (10 sec). They were centrifuged again the supernatant was discarded and the pellet was
redissolved in 1xPBS solution. After vortexing, 900 pl of 1xPBS and 100 pl of cell suspension were measured
into semi-micro cuvettes (Greiner Bio-One Hungary). Optical density was measured at a wavelength of 600
nm with a BioMate 160 UV-VIS spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA), and the
OD,,, values were standardized to 0.2 for each sample for the measurement results to be comparable. The
set values were checked by OD, , measurements. In the case of appropriate values, 4 ml each of bacterial
suspension was dispensed into sterile Wassermann tubes, labeled A, B and C for each sample, to ensure
three technical replicates. The samples thus prepared were aerobically incubated in Wassermann tubes at
room temperature during the assay. Optical density measurements were performed at 0, 5 and 24 hours. At
each measurement time point, 200 pl was removed from the top of the bacterial suspension with a wide-tip
pipette tip (Axygen, Union City, CA, USA), and it was diluted with 800 pl of 1xPBS solution in a semi-micro
cuvette. At each of the three measurement times, the OD_, value of each lettered sample was measured
three times and the percentage of aggregation was calculated according to the formula given by Garcia-
CavuELA et al. [9]

[1- (A /A x 100],

measurement time

where: A : the absorbance value of the cell suspension at the given measurement time (5 h, 24 h);

measurement time”

A,: the absorbance value of the cell suspension at time 0 h.

Currently, there is no uniform system for the assessment of autoaggregation. In the course of their studies,
DeL REe et al. [8] rated strains with an aggregation value of >80% as well aggregating isolates, while strains
with a value of <10% were considered non-aggregating.

3.6. Analysis of acid and bile acid tolerance
3.6.1. Acid and bile acid culture media required for the test

To test for acid tolerance, MRS culture medium (VWR) was prepared as described, and it was sterilized in
an autoclave at 121 °C for 15 minutes. Next, the pH was adjusted with 1 M HCI under aseptic conditions to
the following values: 6.0; 5.5; 5.0; 4.0; 3.0. The sterile culture media were cooled back to 45 °C, and plates
were poured into square Petri dishes (Greiner Bio-One Hungary). The MRS culture medium with a pH of 6.0
served as the untreated medium.

Too test for bile acid tolerance, the MRS culture medium (VWR) was prepared according to the manufacturer’s
instructions. After sterilization (at 121 °C, 15 min), sterile-filtered porcine bile (Sigma Aldrich) was added to
the basic agar cooled back to 45 °C, using a 0.45 ym pore size membrane filter (Thermo Fisher Scientific).
Supplementation was performed to achieve final bile concentrations of 0%, 0.1%, 0.2% and 0.5% in the
culture medium. MRS agar containing no bile served as a negative control.

3.6.2. Strain restoration and optical density (OD) measurement

Bacterial strains were restored in a pH 6.2 MRS broth as a result of anaerobic incubation at 37 °C for
18 hours. The multiplied cultures formed more or less pellets at the bottom of the Falcon tube, which was
evaluated. The cultures were centrifuged (2426 x g, 6 min, room temperature) (Eppendorf Centrifuge 5804 R).
The supernatant was discarded, and the samples were redissolved in 1xPBS solution. After a short
(10 sec) vortexing, centrifugation was repeated, and the supernatant was discarded again. After redissolution
in 1xPBS solution, vortexing was performed for 10 sec, and the optical density of a 10-fold dilution of the
suspension was measured with a BioMate 160 UV-VIS spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) at
600 nm. Following the measurement, suspensions with a uniform OD,, value of 0.5 were prepared. For
accuracy, the OD, , values of the suspensions with adjusted cell densities were remeasured.

3.6.3. Presence-absence test

Of the cell suspensions with an OD,, = 0.5, 18 (9 technical x 2 biological replicates) x 10 pl were applied
to the surface of culture media with different pH values and bile acid contents, and then the plates were
incubated at 37 °C for 48 hours, as described in Section 3.2.7.

3.6.4. Process of bile acid and hydrochloric acid treatment

The tested bacterial strains were treated with bile acid and hydrochloric acid, according to the agents added
to the culture media. MRS culture media with a pH of 6.0 with no bile or hydrochloric acid served as negative
controls. The procedure of the tests is illustrated in Figure 1.
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Figure 1. Flow chart of bile acid and hydrochloric acid treatment

3.6.5. Inoculation and viable cell count determination

Decimal dilution series were prepared from the cultures of both our own isolates and the control bacterial
strains, and then 100 pl of each dilution member was spread on the surface of MRS agar plates with a pH
value of 6.0. The plates thus prepared were incubated at 37 °C for 72 hours under anaerobic conditions. At

the end of the incubation period, the colonies were counted.

4. Results and evaluation

4.1. Classical microbiological tests

The aim of classical microbiological tests was to select Gram-negative, catalase-positive and hemolyzing
strains. Using these methods, we were able to eliminate out of the 217 isolates those that did not meet the
criteria for probiotics. Table 3 shows a non-exhaustive list of strains with appropriate characteristics based
on the results of classical microbiological tests, which were included in subsequent studies (aggregation, acid
tolerance and bile acid tolerance studies).

Table 3. Main characteristics of strains based on the results of classical microbiological tests

Strain Colony morphology* Gram staining Catt:L?se HeTeOS?SiS
E10 Tiny, white, irregular colony with creamy surface Gram+ rods Negative Negative
E15 Large, white, snowflake-like colony Gram+ rods Negative Negative
EG6 Large, white, irregular, matte colony with jagged edge Gram+ rods Negative Negative
E92 Large, white, regular, matte colony Gram+ rods Negative Negative
E173 |Large, white, irregular, matte colony with jagged edge Gram+ rods Negative Negative
E198 |Large, white, buttery, irregular, matte colony Gram+ rods Negative Negative
E216 | Tiny, white, buttery, irregular colony with creamy surface Gram+ rods Negative Negative
LA-5 Large, white, regular colony with creamy surface Gram+ rods Negative Negative

*Colony morphology was examined with strains developed on MRS agar adjusted to a pH value of 6.2.

& CONTENT

Journal of Food Investigation — Vol. 68, 2022 No. 2

3921



Of the 217 isolates, 25 catalase-positive and 29 Gram-negative strains were identified. These were also
excluded from the clone classes and from individual strains that did not fit into the clone classes after the
clonality test. None of the strains hemolyzed on blood agar, so although this test did not help to narrow down
the large sample number, it was absolutely necessary to perform it to assess the safety of the probiotic
strains.

According to the practice of our group, Sedlackova et al. Also included only Gram-positive, rod-shaped and
catalase-negative isolates in their further in vitro studies [10]. In their study, a total of 59 Gram-positive and
catalase-negative strains were isolated, of which 7 were isolated from raw milk and 12 from cheese prepared
from raw cow’s milk. The colony morphology was found to be similar to that of the colonies of L. acidophilus
LA-5.

4.2. Clonality test
RAPD-PCR assays were carried out in parallel with classical microbiological tests. Based on the unique

RAPD patterns, the 217 strains were classified into 34 clone classes, of which a gel photograph of clone class
34 is shown in Figure 2; Figure 3 shows several clone classes and individual strains.

Figure 2. Clonality test of members of clone class 34 (samples: E211-E217, positive control: Lactobacillus acidophilus
LA-5, negative control: distilled water, molecular marker: WM, Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder)
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Figure 3. Gel photograph of several clone classes and individual strains

(samples: E149-E194, positive control: E31, negative control: distilled water, molecular marker: WM; Gene Ruler 1 kb
Plus DNA Ladder)
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In the course of our studies, 57 individual strains were found, which could not be classified into clone classes,
so the range of isolates was narrowed down to 91 based on the results of the clonality tests. Gram-negative
and catalase-positive isolates were excluded by classical microbiological methods, leaving a total of 34 clone
classes and 37 individual strains that could not be classified into clone classes, reducing the starting number
to 71 isolates. This greatly aided preselection, as less than one third (32.7%) of the strains remained. As the
results of the RAPD-PCR assays are highly dependent on laboratory conditions, precise execution of the
method is of paramount importance for the reproducibility of the results [11]. The 1254 primer used allowed
the comparison of isolates with similar patterns in the course of the RAPD-PCR assays. This is consistent
with the statement of Torriani et al. [12] that primer 1254 is eminently suitable for detecting polymorphisms
among L. delbrueckii strains.

4.3. Examination of autoaggregation

In our further studies, the 37 individual strains that could not be classified into clone classes were not
included, so the in vitro test series were continued by selecting one bacterial strain from each of the 34 clone
classes for the examination of autoaggregation. Our goal was to find well-aggregating (>70% after 5 hours
of incubation, >80% after 24 hours of incubation) and non-aggregating (<25%) strains, which then could
be included in further acid and bile acid tolerance experiments. It was hypothesized that well-aggregating
strains would be more likely to be probiotic, and thus they may also be able to better tolerate acid and bile
acid treatment.

Aggregation assay measurements were carried out after 0, 5 and 24 hours. It was decided to perform
measurements after 5 hours on the basis of the results of Kos et al. [13], who found that L. acidophilus M92
was already highly autoaggregated after 5 hours. The authors cultured their test strains in MRS broth to
preserve some of the cell surface proteins that allow aggregation [13].

The 34 strains were tested in two biological duplicates. Isolates with an aggregation value over 70% were
found after 5 hours of treatment, namely the following six E15, E66, E92, E173, E198 and E216. L. acidophilus
LA-5 and ATCC 4356 strains used as positive controls also aggregated well (78.2% and 72.1%, respectively)
(Figure 4).

It should be mentioned that the well-aggregating strains formed pellets visible to the naked eye at the bottom
of the Wassermann tubes, and the upper part of the suspension became clear. The same finding was made
by Garcia-Cayuela et al. [9], who isolated 126 L. plantarum strains from cheese samples made from raw milk
and carried out preliminary evaluation of the aggregation (sedimentation) ability of the strains in MRS broth
with the naked eye, on the basis of which the appearance of snowflake-like aggregates has been reported.
Fourteen strains were included in the autoaggregation study, and optical density measurements were
performed after 2, 6, 20 and 24 hours. The highest autoaggregation values (28.5-59.5%) were observed after
1 day. Values increased over time, however, they varied from strain to strain. Compared to the aggregation
percentages reported by them, we measured higher values (>75%) after 5 hours of incubation.

Xu et al. [14] tested the ability of probiotic and pathogenic strains to self-aggregate. The results obtained
after 2 hours of incubation showed that three strains (Bifidobacterium longum B6, L. rhamnosus GG and
L. brevis KACC 10553) performed well, with aggregation percentages between 40 and 50%. Tuo et al. [15]
examined the aggregation ability of 22 Lactobacillus strains after 5 hours of incubation at 37 °C, and values
of 24.2 to 41.4% were obtained. They used L. rhamnosus GG as a positive control, which proved to be the
best performing strain with an aggregation value of 41.4%.

Cumulative results of the autoaggregation study of Transylvanian and control strains (after 5 and 24 hours
of incubation) are shown in Figure 5. It can be stated that each strain achieved a higher value after
24 hours compared to its result after 5 hours. The probiotic L. acidophilus LA-5 used as a control and
L. acidophilus ATCC 4356, which has a well-aggregating phenotype, performed excellently after 24 hours, as
reported in the literature (94.1% and 93.5%, respectively). Of the strains belonging to the 34 clone classes,
19 aggregated above 80%. This means that the method developed by us proved to be suitable to distinguish
between well and poorly aggregating isolates. In a 24-hour autoaggregation study of Lactobacillus strains
isolated from yogurts, Prabhurajeshwar and Chandrakanth [16] measured values that were lower than our
results (39.4-52.0%)).
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4.4. Examination of acid and bile acid tolerance

Acid and bile acid tolerance was studied using 6 strains (E15, E66, E92, E173, E198, E216) that aggregated
well after 5 hours of incubation, and L. acidophilus LA-5 was used as a positive control, the latter strain
being probiotic, having adequate aggregation indices and having displayed excellent properties in similar
studies in the past [17]. In addition, from our own isolates, strain E10 with less favorable aggregation ability
(22.7%) was also included in our studies in order to determine whether there is a correlation between good
aggregation and between acid and bile acid tolerance.

Results were recorded after 48 hours of incubation. At the site of the bacterial suspension droplets with
a volume of 10 pL inoculated onto the surface of the culture medium, colony growth or the absence of
proliferation was observed. It was judged with the naked eye whether the strains were able to visibly proliferate
on the surface of the culture media supplemented with acid or bile acid, as well as on the surface of the
control culture media (presence-absence test). On the one hand, we were looking to answer the question
what acid and bile acid concentrations the individual strains were able to tolerate and, on the other hand,
whether there is a correlation between the aggregating ability and the acid or bile acid tolerance. Our results
are shown in Tables 4 and 5.
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Table 4. Results of the presence-absence test performed on the surface of solid culture medium
supplemented with acid*

Strain PH value of MRS agar
6.0 5.5 5.0 4.0 3.0
E10 isolate +++ ++ ++ ++ 0
E15 isolate +++ +++ +++ +++ 0
E66 isolate +++ +++ +++ +++ 0
E92 isolate +++ +++ +++ +++ 0
E173 isolate 4+ +++ +++ +++ 0
E198 isolate +++ +++ +++ +++ 0
E216 isolate +++ +++ +++ +++ 0
Lactobacillus acidophilus LA-5 +++ +++ +++ ++ 0

*n =18 (9 parallels x 2 replicates).
0: no proliferation, +: poor proliferation, ++: moderate proliferation, +++: clearly visible, strong proliferation.

Table 5. Results of the presence-absence test performed on the surface of solid culture medium
supplemented with bile acid*

MRS agar supplemented with
Strain 0% 0.1% 0.2% 0.5%
porcine bile

E10 isolate +++ + 0 0
E15 isolate +++ +++ +++ +++
E66 isolate +++ +++ +++ +++
E92 isolate +++ +++ +++ +++
E173 isolate +++ +++ +++ +++
E198 isolate +++ +++ +++ +++
E216 isolate +++ ++ ++ ++
Lactobacillus acidophilus LA-5 +++ +++ ++ +

*n =18 (9 parallels x 2 replicates).
0: no proliferation, +: poor proliferation, ++: moderate proliferation, +++: clearly visible, strong proliferation.

It can be seen that L. acidophilus LA-5 grew well on MRS culture media with pH values of 6.0, 5.5, 5.0 and
4.0, as well as on MRS culture media containing 0.1% and 0.2% bile acid, thus it proved to be well tolerant
of acid and moderately tolerant of bile acid. The control strain showed only a week growth on culture media
containing 0.5% bile acid. Neither the control, nor the Transylvanian strains formed colonies on the most
acidic (pH = 3.0) MRS culture medium, so solid culture media with pH values of 4.0 and 3.0 proved to be
suitable for pre-selection.

Pan et al. [18] maintained a L. acidophilus NIT strain isolated from infant feces in a glycine-hydrochloric
acid buffer (pH: 2.0; 3.0; 4.0) for 1, 2 or 3 hours. After the treatment, the bacterial pellet was resuspended,
and 20 pL of the suspension of the appropriate dilution members was spread on the surface of MRS agar
plates. It was found that after 3 hours of treatment, only 10% of L. acidophilus cells survived. Although our
studies were not performed in the same experimental setup, the results may explain why L. acidophilus did
not form colonies on a culture medium with a pH value of 3.0. By the addition of 3% whey protein isolate,
Vargas et al. [19] achieved that Streptococcus thermophilus ST-M5 and L. delbrueckii subsp. bulgaricus
LB-12 survived acid treatment in maximum numbers. The aim of Valente et al. [20] was to assess the in vitro
and in vivo probiotic potential of lactic acid bacterial strains (L. plantarum B7 and L. rhamnosus D1) isolated
from traditional Brazilian cheeses. Both strains were moderately tolerant of 0.3% of ox bile after 12 hours of
incubation. Both isolates B7 and D1 have been shown to be resistant to artificial digestive juices (pH: 2.0 and
3 g/L pepsin) [20].

The physiological concentration of bile acid salts varies between 0.3% and 0.5% in the gastrointestinal tract
[21], this is why 0.5% was chosen as the highest bile concentration.
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The author mentioned also added to his culture medium 0.3, 0.5, 1.0 or 2.0% bile acid salt, and then
10 pL of the stock culture was applied to the surface of the culture medium. Although he worked not with
Lactobacillus, but with Lactococcus strains isolated from raw cow’s and goat’s milk and from traditional kefir,
his experimental system was similar to ours. Lactococcus lactis strains did not tolerate any of the bile acid
concentrations used.

Based on our results, it was found that the selected isolates generally well tolerated the presence of 0.5%
bile acid, which in turn was not true for strain E10, which barely proliferated even at the lowest (0.1%) bile
concentration. The poor aggregation ability of isolate E10 was accompanied by good acid tolerance and
poor bile acid tolerance. The control strain L. acidophilus LA-5, although poorly, but still proliferated on the
culture medium containing 0.5% bile. During the procedure used, the strains were exposed to the destructive
ingredients not only for a few hours, but they were in contact with them for 48 hours. It is worth mentioning
that the negative effects of the destructive agents can be mitigated by the addition of whey protein powder to
the culture medium [19]. Presence-absence testing on the surface of the solid culture medium supplemented
with acid or bile acid can be considered a relatively fast method, because the required culture media can be
prepared easily, dropping onto the surface of the culture medium can be performed quickly, so the results
are available in a short time.

5. Conclusions

Our efforts to develop some elements of an in vitro test system for the selection of probiotic bacterial strains
have proven to be successful. The steps presented here do not necessarily need to be further refined,
because they are already capable of the pre-selection of large sets of isolates. Although primer 1254 has
been shown to be a good choice, it will be worth performing the RAPD-PCR reaction with other primers in
subsequent clonality assays. There was a positive correlation between the results of the aggregation studies
and those of the acid and bile acid tolerance tests, however, to factually establish the probiotic properties of
the isolated strains, further in vitro studies and in vivo animal experiments are needed. In order to have an
even more efficient selection than at present, it seems worthwhile to supplement the test system with other
elements, e.g., antibiotic resistance or antimicrobial activity assays.
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1. OSSZEFOGLALAS

Cikkluink egy 6sszetett tartositoszer hatasanak vizsgalataval foglalkozik friss sertés-
hus termékek mikrobioldgiai mutatdira és eltarthatésagara. Vizsgaltuk a kiilonb6z6
tartositoszerek hatasat az 6sszcsiraszamra és az élesztészamra friss husban tarolas
soran. Kisérleti tanulmanyok azt mutattak, hogy az 6sszetett tartésitoszer keveréek*
aktivan gatolja a mikroorganizmusok névekedését a friss sertéskaraj tarolasa
soran. A kontrollmintaban a mikroorganizmusok szama a tarolas hetedik napjan
12*104 CFU/g volt, mig a hozzaadott 6sszetett tartositészer keveréket tartalmazo
mintaban 0,1*104 CFU/g volt. A felhasznalasra kész tartositoszer keverék alkalmazasa
lehetévé teszi a durvara vagott friss sertéshustermékek hosszu tavu (hét napos)
tarolasa soran az éleszt6é szaporodasanak aktiv visszaszoritasat (250 CFU/g).
Meghataroztuk a tartdsitoszer alkalmazasanak optimalis maodjat friss sertéskaraj
esetén. A tartdsitoszer alkalmazasanak legkézenfekvébb maddja ennek a minta-
tipusnak az esetén a durvara vagott friss hussal torténé egyszerili 6sszekeverése
és masszirozasa (fliszerekkel vagy pacokkal egyiitt). Kisérleteink soran figyelembe
vettiikk az elsédleges és masodlagos lipid bomlastermékeket, valamint meghata-
roztuk a friss huskészitmények peroxid- és savszamat a 30 napos tarolas soran.

A 30 napos tarolas utan a kontrollmintaban az oxidacios folyamatok érzékelhetd
novekedése volt megfigyelhetd, aminek alapjan meghataroztuk a durvara vagott friss
sertéshustermékek eltarthatésagi idejét.

*A rekldmokra vonatkozd térvény értelmében a tartdsitoszer keverék nevét nem kézblhetjiik (A szerk.)
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2. Bevezetés

Az élelmiszerek és nyersanyagok hatékony tartésitasanak problémaja elallitasuk, tarolasuk, szallitasuk és
kereskedelmik minden szakaszaban, beleértve az otthoni élelmiszer-tartdsitast is, napjainkban aktualis
kérdés. Egyes becslések szerint a vilagon megtermelt élelmiszer akar 25%-a is érzékeny lehet csak a penész
karositd hatasaira [1].

Az élelmiszerek tartésitasanak és mikrobioldgiai romlasuk megelézésének jelenlegi mddszerei harom csoportra
oszthatodk: fizikai, kémiai és biologiai modszerek. A fizikai mdédszerek kozé tartozik a hdmérsékleti expozicid
(melegités és hités), a szaritas, a vdkuumozas stb. A kémiai mddszerek kozé tartozik a sozas, a fustolés, a
sOs vizes kezelés, a tartdsitdszerek hasznalata stb. A bioldgiai mddszerek a starter és bioprotektiv kultdrakkal
torténd kezelésbdl, baktericidek és enzimkészitmények alkalmazasabdl allnak [2, 3]. Ezen mddszerek
mindegyikének vannak bizonyos korlatai egy adott termék eléallitasa soran az érzékszervi tulajdonsagokra és
tapértékre gyakorolt hatasuk, valamint miiszaki megvaldsithatosaguk miatt (példaul a szikséges felszerelés
igénye, vagy a felhasznalt anyagok és készitmények szlkdssége). A mikrobioldgiai romlas megelézésének
Osszes ismert modszere kozil a kémiai tartdsitoszereket tartjdk a legkdnnyebben alkalmazhaténak,
gyorsan megvalosithatonak, amelyek nem igényelnek specialis felszerelést és/vagy gyartasi médot [4, 5].
A husipar azonban meglehetésen konzervativ az élelmiszer-adalékanyagok felhasznalasat illetéen, mivel a
kémiai tartositészerek csak korlatozottan engedélyezettek a huskészitmények gyartasa soran, elssorban
a kocsonyds termékek gyartasaban és a felliletkezelésben [6]. Emellett a fogyasztdk tulnyomd tébbsége
elutasitéan viszonyul a tartdsitdszert tartalmazd cimkézett hushoz. E tekintetben a kémiai tartdsitoszerek
felhasznalasa a huskészitmeények eléallitdsa soran jelentésen korlatozott, és nem tekinthetd a mikrobioldgiai
romlas megel6ézése univerzalis eszkdzének.

Oroszorszagban a sertéshus fogyasztasi szintje és termelése az utdbbi id6ben gyorsan ndvekedett.
Elmondhatd, hogy a sertéshis manapséag uralja a husipart. 2020-ban a sertéshustermelés 23%-kal nétt.

A sertéshus teljes értéku allati fehérje forrdsa is, és magas tapértékkel rendelkezik. Ezenkivil a sertéshus az
emberi szervezet atfogo fejlédéséhez sziikséges vitaminokat, makro- és mikroelemeket tartalmaz [7].

Ahhoz, hogy az egészségre gyakorolt kedvezd tulajdonsagokat egészében megdrizzik, be kell tartani a
hus feldolgozasi, szallitasi és tarolasi szabalyait. A Sanitary Rules and Norms SanPiN 2.3.2.1078-01 és a
Technical Regulations of the Customs Union TRCU 034/2013 ,,On the safety of meat and meat products”
szerint a sertéshus a romlando aruk kategdriajaba tartozik.

A tarolasi korliiményeket és feltételek megsértése esetén jelentdsen felgyorsul a mikroorganizmusok névekedése
és szaporodasa a friss sertéshusban, ami a bakteridlis szennyez8dés fokozédasahoz vezet. Kedvezd kdrilmények
kdzott a mikroorganizmusok a fellleten felhalmozddnak és fokozatosan behatolnak a hus mélyére, ami a termék
megromlasat okozza. Tarolas soran a hus elveszti értékes tulajdonsagait, érzékszervi, fizikai és kémiai paraméterei
jelentésen romlanak, és a patogén mikrobidlis flora élettevékenysége miatt megnd az emberi egészség
karosodasanak kockazata. A husromlasnak tobbféle tipusa van: rothadas, nyalkaképzddés, penészképz&dés,
savas erjedés (hussavanyodas) stb. Ezeknek a folyamatoknak az intenzitdsa a hémérséklettdl, a relativ
paratartalomtdl, a mikroorganizmus tipusatol és a hus kezdeti szennyezettségének mértékétdl figg [8].

Rothadasos romlas leggyakrabban a helyes tarolasi feltételek sériilése esetén fordul el6. A rothaszté mikroflora
a hus romlasat okozza. A rothaszté mikroorganizmusok lehetnek akar aerobok, akar anaerobok. Képesek
olyan proteaz enzimeket kivalasztani, amelyek lebontjak a fehérjéket. Ezen mikroorganizmusok kdz6tt vannak
aerob bacillusok (B. pyocyaneum, B. mesentericus, B. subtilis, B. megatherium), anaerob clostridiumok (CI.
putrificus, ClI. histolyticus, Cl. perfringens, Cl. sporogenes) és fakultativ anaerob coccusok. Az aerob rothadas
végtermékei az ammonia, a szén-dioxid, a kén-hidrogén és a merkaptanok. Ezen vegylletek mindegyike
karosithatja az emberi szervezetet, ami sulyos mérgezésben nyilvanulhat meg [9].

A sertéshus anaerob rothaddasa oxigén nélkil kdvetkezik be. Emiatt még a vakuumcsomagolas sem védi meg
a hust a romlastdl, ha a tarolasi hémérsékletre vonatkozd kévetelményeket megsértik. Az anaerob rothadas
végtermékei az aminosavak dekarboxilezésének termékei, amelyek kellemetlen szagu anyagok képz&dését
okozzak, mint példaul az indol, a szkatol, a fenol, a krezol és a diaminok. Szarmazékaik hullamérgek (kadaverin,
putreszcin stb.); mérgezéek az emberre, és halalt is okozhatnak [10].

A nyalkaképzddés nyalkaképz& mikroorganizmusok (tejsavbaktériumok, élesztégombak és mikrococcusok)
elszaporodasanak és részleges elhalasanak eredménye a sertéshus fellletén. A hus 18-25 °C-on
toérténd taroldsa és a magas paratartalom hozzajarul a nydlkaképz8déshez. Azonban egyes nyalkaképzé
mikroorganizmusok akar fagypont alatti hdmérsékleteken is kifejlédhetnek. A nyalkaképzddeés soran a hus
felllete ragacsossa valik, sziirkés-zold arnyalatot és visszataszité szagot kap, a hus fellileti rétegeinek pH-ja
5,2-5,3 lesz. Fontos kiildnbséget tenni a nyalkaképz&dés és a rothadas kezdeti szakasza kdzott, mivel ezeket
teljesen mas mikrofléra okozza [11].
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A husromlas egy masik, hasonléan veszélyes tipusa a penészképzddés, amely akkor kovetkezik be,
amikor a termék hosszan tarté tarolasa soran mikroszkopikus gombak fejlédnek ki annak fellletén. A
penészesedés soran a hus mindsége a fehérjék hidrolizise és az aminosavak dezaminacidja miatt romlik.
A husfellileteken leggyakrabban eléfordulé gombak, a Mucor, a Penicillium, az Aspergillus és a Cladosporium,
alacsony hémérsékleten (h(litészekrényben) is képesek ndvekedni. Ezek a gombak mikotoxinokat termelnek,
élelmiszerromlast, allergias reakciokat és kildnféle betegségeket okoznak az emberi szervezetben [12, 13].

Dolgozatunk célja a tartositdszer keverékben 1évé élelmiszer adalékanyagok vegylletei hatasanak vizsgalata
(részletesebben lasd a 3.1. szakaszt) a friss sertéshus tarolas kdzbeni mikrobioldgiai romlassal szembeni
ellendlld képességére.

3. Anyagok és médszerek

3.1. A kutatas targyai

A cikkben szerepl6 kutatasi targyak a kévetkez6k:

e Durvara vagott friss sertéshur (legfeljebb 15 tdmegszazalék zsirtartalommal)

e Egy tartdsitdszerként alkalmazott élelmiszer-adalékanyag vegylletei. A felhasznalasra kész keverék
a kovetkezéket tartalmazza: kalium-szorbat (E202), natrium-acetat (E262), natrium-benzoat (E211),
glicerin (E422), karboximetil-cellul6z (E466) és egy antioxidans (dihidrokvercetin). Az adalékanyagot egy
oroszorszagi kutatd és gyarto tarsulas allitja eld.

e Tejsav

o Ecetsav

e Natrium-acetat (E262)
3.2. Kutatasi modszertan

Az Osszcsiraszamot és az élesztd mennyiségét Uugy hataroztuk meg, hogy a terméket taptalajt tartalmazé
agarlemezekre szélesztettik, hagytuk a mikroorganizmusokat kinéni, majd megszamoltuk az 6sszes kilonallé
telepet.

A peroxid- és savszamot standard médszerekkel hataroztuk meg [14, 15]. A peroxidszam meghatarozasanak
madszere az allati zsirok oxidacids termékeinek (peroxidok és hidroperoxidok) kalium-jodiddal valé reakcidjan
alapul ecetsav és izooktan vagy kloroform oldataban, amit a felszabaduld jéd mennyiségi meghatarozasa
kbévet natrium-tioszulfat-oldattal titrimetrias modszerrel. A savszam meghatarozasanak médszere a minta
olddszerkeverékben t6rténd feloldasan, és a szabad zsirsavak kalium-hidroxid-oldattal t6rténd titralasan
alapul.

Minden vizsgalatot harom parhuzamosban végeztink el, hacsak masképp nem jelezzik, és kiszamoltuk az
atlagértékeket. Az eredményeket atlagérték + széras formaban fejeztik ki. Az atlagértékek kozti szignifikans
kilénbségeket p < 0,05 szignifikanciaszinten egytényezds varianciaanalizis és Student-teszt segitségével
azonositottuk. Statisztikai elemzé szoftverként a Microsoft Excel 2010-es verzidjat alkalmaztuk.

4. Eredmények és diszkusszié

A tartositdoszer keverék funkcionadlis tulajdonsagainak azonositasara h(t6tt sertéshusokon végeztik
vizsgalatokat, 6sszehasonlitva kontrolimintakkal és a leggyakoribb tartésité hatasu anyagokkal (tejsav,
ecetsav és natrium-acetat). Elvégeztik a huskészitmények mikrobioldgiai mutatdinak o6sszehasonlitd
értékelését, melynek soran 7 napon keresztil, 8-10 °C-os hémérsékleten monitoroztuk a mezofil aerob és a
fakultativ anaerob mikroorganizmusok (MAFAM) mennyiségét. A kisérleti eredményeket az 1. abra mutatja.
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1. abra. Kllénféle tartdsitoszerek hatasa friss sertéskaraj 6sszcsiraszamadra tarolds sordn

A husdarabok romlasanak leggyakoribb mutatéja a természetes savas erjedés. A glikogénben gazdag
izomszdvetben rendszerint savas fermentacié alakul ki. A folyamat f6 jelei a savanyu szag, a sziirke vagy
z6ldes arnyalat, a szévetek rugalmassaganak csdkkenése, és ennek kdvetkeztében egy laza konzisztencia.
A hiba okozoi pszichotrof tejsavbaktériumok és élesztégombak, amelyek a szénhidratokat szerves savakka,
valamint gazokka (szén-dioxid és esetenként hidrogén) erjesztik. A hus szénhidratjain kivil az apréra vagott
hastermékek olyan szénhidratokat is tartalmaznak, amelyek hagymabol, pacokbdl és egyéb 6sszetevSkbdl
szarmaznak. Ezek a sertéshusdarabok kdzotti sos Iében taldlhatd szénhidratok kedvezd taptalajt jelentenek
a savas erjedés kérokozoinak névekedéséhez.

Kisérleti vizsgalataink kimutattak, hogy a kivalasztott tartésitdészerek a tarolas soran aktivan gatoljak a
mikrobialis névekedést. igy a hetedik napon a mikrébatartalom a kontrollmintaban 12-10* CFU/g' volt, a
tejsavat tartalmazé mintaban 2-10* CFU/g, az ecetsavat tartalmazé mintaban 1,8-10* CFU/g, a natrium-
acetatot tartalmazé mintaban 0,7-10* CFU/g, a tartdsitdszer keverék vegylleteit tartalmazé mintaban pedig
0,1-10* CFU/g.

Az éleszt6gombak kifejlédésének megakadalyozasa a husdarabokban a nyershustermékek gyartéi sikerének
fontos eleme, mivel ez kozvetlen kapcsolatban van a termék eltarthatésagaval, és garantalja a fogyaszté felé
a termék biztonsagossagat [16].

A huskészitmények szennyez8dése a dolgozdok szennyezett kezétdl, szennyezett taroldedényektdl, nem
sterilizalt flszerektdl és hagymatdl szarmazik. A 2. abra a kilénbdzd tartositdoszerek hatasat mutatja az
élesztd ndvekedésére nyers husokban a tarolas soran.

1 CFU/g = telepképz6 egység grammonként
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2. abra. Klilbnféle tartdsitoszerek hatasa az éleszté névekedésére friss sertéskarajban a tdrolds sordn

Kutatasi eredményeink szerint a klasszikus tartésitészerek (tejsav, ecetsav és natrium-acetat) gyenge
hatassal birnak az éleszt6 ndvekedésére és szaporodasara a nyers sertéshus taroldsa soran. Az éleszté
gyors szaporodasa friss sertéskarajban a 2. napon indul meg, és a 7. napon éri el csucsértékét, 1.600 CFU/
g-ot (kontrollminta). A tartdsitdészer keverék vegyileteinek alkalmazédsa azonban lehetévé teszi az éleszté
szaporodasanak aktiv visszaszoritasat a friss sertéshusbodl készilt termékek hosszu tavu tarolasa soran (250
CFU/qg).

A kapott adatok megerdsitik, hogy a tartositoszer keverék nemcsak hatékonyan gatolja az élesztégombak
szaporodasat, hanem egyértelm( antimikrobialis aktivitast is mutat a mikroorganizmusok széles korével
szemben.

A durvara vagott friss sertéshus mikrobioldgiai mutatéinak tanulmanyozasa soran megallapitottuk, hogy a sos
Iében aztatott husszeletek felliletén az élesztétartalom tébb szazszorosa a belsé szévetekben mért értékeknek.
Ennek ismeretében nyilvanvald, hogy leginkabb a hus fellletét, valamint a sds Iében 1év6 Gsszetevbket kell
kitenni a tartdsitészerek hatasanak. Ennek az allitasnak az igazolasara azonos receptura szerint készitett nyers
sertéshusok mikrobiolégiai mutatéit hasonlitottuk 6ssze, amelyek a tartésitdszer alkalmazasanak maédjaban
kllénboztek. Az egyik mintdban a tartdsitészert oldat formajaban fecskenddével alkalmaztak, egy masikban
pedig folyadék formaban, 6sszekeverve hagymaval és paclével, majd a hisba masszirozva. A kontrollmintat
tartdsitdszer nélkil készitettik el. A kisérleti eredményeket a 3. abra mutatja.
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3. abra. A tartdsitdszer alkalmazasi modjanak hatasa az éleszté névekedésére friss sertéskarajban

A masszirozast ,,Metat master” hispacolé gépben végeztiik, a kivalasztott keveréprogram szerint. A keverési
paraméterek az 1. tablazatban lathatok.

1. tablazat. Keverési paraméterek

Paraméter Erték
Keverés id6tartama 2-3 6ra
Keverési méd (forgds / sziinet) 20/10 perc
A henger forgasi sebessége 8 rpm
Erlelés 10 6ra
A keverd terhelési tényezdje 0,6
Vakuum mélység 80-90%

igy ennél a mintatipusnal a legraciondlisabb mddszer a tartésitészer alkalmazasara a nyers husszeletekkel
torténd Osszekeverés és bemasszirozas (példaul flszerekkel vagy pacokkal egyutt). Ebben az esetben
egyszerre két pozitiv hatds érhetd el: az élesztd altal érintett terlleteken né a tartdsitoszer koncentracidja,
és a tartdsitdszer 6sszmennyisége a termékben csdkken, ami mind a fogyasztdék egészségére vonatkozd
termékbiztonsag, mind gazdasagi szempontbdl elényt jelent.

A tartdsitoszer keverékkel tartdsitott termék eltarthatdésagi ideje ndvekedésének vizsgdlatat kilonbdzé
idépontokban végeztik el (5-30 nap) ugy, hogy 5 naponta megmértiik az elsédleges és masodlagos
lipidbomlasi termékeket, valamint meghataroztuk a peroxid- és savszamot [17].

Az élelmiszer-adalékanyagot kiilénbdzé koncentracidkban alkalmaztuk (0,1%, 0,4%, 0,6% és 1%).

A kapott adatok alapjan meghataroztuk a mintak peroxidszam (PN) értékének fliggését a termék tarolasi
idétartamatol (4. abra).

A tartositoszer keverék dozisatol figgéen a PN értékek valtoznak, de minden esetben az idé mulasaval
noévekvd tendencia figyelhetd meg. A legmagasabb mértéket a kontrollmintaban mutattuk ki. Az oxidacios
folyamatok legalacsonyabb aranyat a 0,6% illetve 1% tartdsitészert tartalmazé mintakban figyeltik meg, és
ezek szignifikans eltérést mutattak a kontrollmintataol.
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A 10. napon minden tartésitoszer keveréket tartalmazé minta PN értéke meredek (atlagosan 1,6-szeres)
emelkedést mutatott, ami a pacban talalhaté ecetsav és az antioxidans (dihidrokvercetin) kélcsénhatasat
idézi el6, ami a savassag eltolédasaval jar egyltt a lugos tartomany felé. A tarolds 15. napjan a PN érték
fokozatosan tovabb ndvekszik, és az élelmiszer-adalékanyag hatéanyaga a teljes tarolasi id6 alatt gatolni
kezdi a lipid peroxidaciét, szignifikans eltéréseket mutatva a kontrollmintatél. 30 nap tarolas utan a
kontrolimintaban az oxidaciés folyamatok észrevehet§ ndvekedése figyelhetd meg, igy ezt valasztottuk a
friss hus eltarthatésaganak végpontjaul. Az antioxidans aktivitas azonban lehetévé teszi a termék tarolasi

4. dbra. Elsédleges oxidacios termékek felhalmozddasa friss sertéskarajban a tarolas soran

stabilitasanak novelését.

Hasonlé dinamika figyelheté meg a savszam valtozasaban (5. abra).
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5. dbra. A savszam valtozdsa a termék teljes eltarthatosdga alatt

A tulzott savassagu oxigéntartalmu termékek a nedvességveszteség miatt rontjdk a hus mindségét. A
huskészitmények mérsékelt savassaga viszont kisebb mértékben rontja a termék mindségét, igy az Iédus
marad. Ezenkivll a tartésitoszer keverékben talalhatd antioxidans lehetévé teszi az eltarthatosag névelését.

5. Kovetkeztetések

Kutatasunk Ujszerlségét elméletileg igazoltuk, és kisérletileg megerdsitettik az élelmiszer-adalékanyag
tartdsitdszer keverék vegylleteinek magas teljesitményét a nyers sertéshis gyartasa soran. Az adalékanyag
alkalmazasa lehetdvé teszi a huskészitmények hdkezelése és tarolasa soran fellépd veszteségek csdkkentését,
a hozam ndvelését és az allag javitasat, valamint az eléallitasi koliségek csokkentését és az eltarthatésagi idé
novelését akar 30 napra. Ezt az eredményt a legujabb, széles spektrumu antimikrobialis tartdsitészer keverék
alkalmazasa biztositja. A készitmény jelentés baktériumdld hatassal rendelkezik, gatolja az élesztégombak
novekedését és fejlédését. A készitmény alkalmazasanak legracionalisabb mddja egy husrendszerben
az, ha dsszekeverjik a termékkel, és belemasszirozzuk abba (példaul fliszerekkel vagy pacokkal). Mivel a
tartésitdszer tartalmazza a természetes antioxidans dihidrokvercetint, a készitmény elényésen alkalmazhaté
magas zsirtartalmu termékek esetén a lipidfrakcidé tarolas kézbeni oxidacidjanak megel6zésére. A készitmény
optimalis koncentracioja a husrendszerben 0,6-1 tdmegszazalék. Magasabb koncentracidk a végtermék
magasabb arahoz vezetnek. Ugyanakkor a bio-tartésitészer 0,6 tdmegszazaléknal kisebb koncentracidja
csoOkkenti a termék tarolasi stabilitasat és ellenallast a mikrobidlis romlassal szemben.

6. Osszeférhetetlenség

Kijelentjik, hogy nincsen olyan pénzligyi és személyes kapcsolatunk mas személyekkel vagy szervezetekkel,
amelyek elfogadhatatlan médon befolyasolhatnak munkankat, és semmilyen termékhez, szolgaltatashoz és/
vagy céghez nem fliz6dik semmilyen szakmai vagy egyéb személyes érdekiink, amely befolyasolhatna ennek
a cikknek a tartalmat.

7. Készonetnyilvanitas

A munkat az Oroszorszagi Foderacido kormanyanak 211. szamu tdrvénye tédmogatta, szerz6désszam:
02.A03.21.0011.
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1. SUMMARY

The article deals with the study of the effect that a compound preservative produces
on microbiological indicators and shelf life of fresh pork products. The effect of various
preservatives on the total viable count and yeast growth in fresh meat during storage
was studied. Experimental studies have shown that the compounds of additive a
preservative mixture* actively inhibits microorganism growth during the fresh pork
chops storage. In the control sample, the number of microorganisms on the seventh
day of storage was 12*104 CFU/g, and, in the sample with the compound additive
preservative mixture added, it amounted to 0.1*104 CFU/g. The usage of the ready
to use preservative mixture allows actively suppressing the yeast reproduction during
long-term storage (seven days) of coarsely chopped fresh pork products (250 CFU/qg).
The optimal method for applying the preservative to fresh pork chops has been
determined. Applying the preservative to coarsely chopped fresh meat by simply mixing
and massaging (for example, together with spices or marinades) is the most rational
method for this product type. Primary and secondary lipid degradation products are
considered, and the peroxide and acid numbers of fresh meat products during 30-day
storage are determined. After 30 days of storage, a noticeable increase in oxidative
processes in the control sample is observed, whereby the end point of the shelf life of
coarsely chopped fresh pork products has been chosen.

*We have to negligate the trade mark name of the preservative mixture by the law of advertisement (The Ed.)
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2. Introduction

The problem of efficient preservation of food and raw materials at all stages of their production, storage,
transportation and trade, including home food preservation, appears highly relevant today. According to
some estimates, up to 25% of the world’s food produced is susceptible to the damaging effects of mold
alone [1].

Current methods for preserving food products and preventing their microbiological spoilage are divided into
three groups: physical, chemical, and biological ones. Physical methods include temperature (thermal and
refrigeration) exposure, drying, vacuuming, etc. Chemical methods comprise salting, smoking, brining, the
use of preservatives, etc. Biological ones consist in the treatment with starter and bioprotective cultures,
the use of bactericides, enzyme preparations, etc [2, 3]. Each of these methods has certain limitations in
the production of a particular product due to their impact on organoleptic properties and nutritional values
as well as technical feasibility (for example, need for the required equipment, scarcity of the substances or
preparations used). Of all the known methods for preventing microbiological spoilage, chemical preservatives
are considered the most easily applicable, quickly feasible, not requiring special equipment and/or changing
the manufacturing method [4, 5]. However, the meat industry is rather conservative in terms of the use of food
additives, due to the fact, that chemical preservatives are allowed in the production of meat products only
in limited quantities, mainly in the manufacture of jellied products and for surface treatment [6]. In addition,
consumers overwhelmingly have a negative attitude to meat, labelled as containing preservatives. In this
regard, the use of chemical preservatives in the production of meat products is significantly limited and
cannot be regarded as universal means to prevent microbiological spoilage.

In Russia, the consumption level and production of pork has been growing rapidly recently. At that, the meat
industry is dominated by pork nowadays. Pork production increased by 23% in 2020.

Pork is also a source of complete animal protein and has a high nutritional value. In addition, pork meat
contains vitamins, macro- and microelements necessary for a comprehensive development of the human
body [7].

For all health benefit properties to be maximally preserved, the rules of processing, transportation and
storage of meat have to be observed. According to the Sanitary Rules and Norms SanPiN 2.3.2.1078-01 and
Technical Regulations of the Customs Union TRCU 034/2013 “On the safety of meat and meat products”,
pork belongs to the category of perishable goods.

If the storage conditions and terms are violated, the growth and reproduction of microorganisms in fresh pork
significantly accelerates, which leads to an increase in bacterial contamination. Under favorable conditions,
microorganisms accumulate on the surface and gradually penetrate deep into the meat, causing the
product spoilage. During storage, meat loses its positive properties, its organoleptic, physical and chemical
parameters deteriorate significantly, and the risk of harm to human health increases due to the vital activity
of pathogenic microbial flora. There are several types of meat spoilage: putrefaction, slime production, mold
formation, acid fermentation (meat souring), etc. The intensity of these processes depends on temperature,
relative humidity, microorganism type, and the degree of initial meat contamination [8].

Putrid spoilage is most often found when storage conditions are violated. Putrefactive microflora causes
meat spoilage. Putrefactive microorganisms can be both aerobic and anaerobic. They are able to secrete
protease enzymes that break down proteins. These microorganisms include aerobic bacilli (B. pyocyaneum, B.
mesentericus, B. subtilis, B. megatherium), anaerobic clostridia (CI. putrificus, Cl. histolyticus, ClI. perfringens,
Cl. sporogenes) and facultative anaerobic cocci. The end products of aerobic putrefaction are ammonia,
carbon dioxide, hydrogen sulfide, and mercaptans. Each of these compounds can cause harm to a human
body, which manifests as a serious intoxication [9].

Anaerobic putrefaction of pork can occur without oxygen. Therefore, even vacuum packing will not protect
the meat from spoilage if storage temperature requirements are violated. The end products of anaerobic
putrefaction are the products of decarboxylation of amino acids causing the formation of off-odour substances,
such as indole, skatol, phenol, cresol, diamines. Their derivatives are cadaveric poisons (cadaverine,
putrescine, etc.); they are toxic to humans and can cause death [10].

Slime production is a result of slime-forming microorganisms (lactic acid bacteria, yeast, and micrococci)
proliferating and partially dying off on the pork meat surface. The meat storage at a temperature of 18 to 25 °C
and high humidity contribute to slime production. However, some microorganisms that cause slime formation
can develop even at sub-zero temperatures. During sliming, the meat surface becomes sticky, acquires
a gray-green hue and a stale off-odour, the pH of the meat surface layers is 5.2 to 5.3. It is important to
distinguish between slime production and the initial stage of putrefaction, as each is caused by a completely
different microflora [11].
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Another equally dangerous type of meat spoilage is mold formation, which occurs when microscopic fungi
develop on the surface during long-term storage of the product. When mold grows, the meat quality decreases
because of protein hydrolysis and deamination of amino acids. The fungi most often found on the meat
surface are Mucor, Penicillium, Aspergillus and Cladosporium. They are able to grow at low temperatures
(in the refrigerators). These fungi produce mycotoxins, cause food spoilage, allergic reactions and various
diseases in humans [12, 13].

The goal of this paper is investigating the effect of the compounds of food additives in the preservative
mixture (detailed in the section 3.1.) on the resistance of fresh pork to microbiological spoilage during storage.

3. Materials and methods

3.1. Research objects

The research objects in this paper are the follow items:

e Coarsely chopped fresh pork (with a fat content of not more than 15% by weight)

e The compounds of food additive preservative mixture. The content of ready to use mixture are potassium
sorbate (E202), sodium acetate (E262), sodium benzoate (E211), glycerin (E422), carboxymethylcellulose
(E466) and an antioxidant (dihydroquercetin). The additive is manufactured by aresearch and manufacturing
association Russia

e Lactic acid

e Acetic acid

e Sodium acetate (E262)
3.2. Research methodology

The total viable count and the amount of yeast were determined by plating the product onto agar plates with
culture media, allowing microorganisms to grow and counting all individual colonies.

The peroxide value and acid value were found using the standard methods [14, 15]. Method for determining
the peroxide value is based on the reaction of the oxidation products of animal fats (peroxides and
hydroperoxides) with potassium iodide in a solution of acetic acid and isooctane or chloroform, followed
by quantitative determination of the released iodine with a solution of sodium thiosulfate using a titrimetric
method. The method for determining the acid value is based on the dissolution of a sample in a mixed
solvent, and titration of free fatty acids with a solution of potassium hydroxide.

All analyses were repeated in triplicate unless otherwise stated and the average values were calculated. The
results are expressed as the mean value + standard deviation. Significant differences between the mean
values at significance level p < 0.05 were identified using the one-way analysis of variance and Student’s test.
Microsoft Excel version 2010 was used as the statistical analysis software.

4. Results and discussion

To identify the functional properties of preservative mixture, tests were carried out on chilled pork in comparison
with control samples and the most common substances having a preservative effect (lactic acid, acetic acid
and sodium acetate). A comparative assessment of microbiological indicators in meat products was carried
out, wherefore the quantities of mesophilic aerobic and facultative anaerobic microorganisms (MAFAM) were
monitored for 7 days at a temperature of 8 to 10 °C. The experimental results are shown in Figure 1.
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Figure 1. Effect of various preservatives on the total viable count of fresh pork chops during storage

The most common indicator of meat chops spoilage is natural acid fermentation. As a rule, acid fermentation
develops in muscle tissue rich in glycogen. The main signs of the process are a sour off odour, gray or greenish
hue, a decrease in the tissue elasticity and, as a result, a loose consistency. The causative agents of the
defect are psychrotrophic lactic acid bacteria and yeast fungi, which ferment carbohydrates to form organic
acids, as well as gases (carbon dioxide and, in some cases, hydrogen). In addition to meat carbohydrates,
chopped meat products also contain carbohydrates that come from onions, marinades and other ingredients.
These carbohydrates located in the brine between pork cuts are a favorable medium for pathogens of acid
fermentation to develop.

Our experimental studies have shown that the selected preservatives actively inhibit microbial growth during
storage. Thus, on day 7, the microbial content in the control sample was 12-10* CFU/g", in the sample with
lactic acid added was 2-10* CFU/g, in the sample with acetic acid added was 1.8:-10* CFU/g, in the sample
with sodium acetate added was 0.7-10* CFU/g, and in the sample with the compounds of preservative mixture
added was 0.1-10* CFU/g.

Preventing the yeast development in meat chops is an important component of raw meat manufacturers’
success, as it directly relates to the shelf life of the product and guarantees its safety for the consumer
[16]. The contamination of meat products results from contaminated workers’ hands, storage containers,
unsterilized spices and onions. Figure 2 shows the effect that various preservatives produce on the yeast
growth in raw meat during storage.

1 CFU/g = a colony-forming unit per gram
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Figure 2. Effect of various preservatives on the yeast growth in fresh pork chops during storage

According to the research results, the classical preservatives (lactic acid, acetic acid and sodium acetate)
have a weak effect on the growth and reproduction of yeast during raw pork storage. The fast growth of
yeast in fresh pork chops starts on day 2 and reaches its peak value of 1600 CFU/g (control sample) on day
7. However, the use of the compounds of the preservative mixture allows actively suppressing the yeast
reproduction during long-term storage of fresh pork products (250 CFU/qg).

The data obtained confirm that the preservative mixture not only effectively inhibits the growth of yeast, but
also exhibits a clear antimicrobial activity against a wide range of microorganisms.

On studying the microbiological indicators of coarsely chopped fresh pork, it was found that the yeast
content on the brined meat cuts surface is hundreds of times higher than in the internal tissue. Given this
fact, it is obviously the meat surface as well as the ingredients in the brine that should mostly be exposed to
preservatives. In order to verify this statement, the microbiological indicators of raw pork prepared according
to the same recipe, but using different methods for applying the preservative, were compared. In one sample,
the preservative was applied with a syringe solution; in another one, it was added in a liquid form, being mixed
with onions and marinade and then massaged. The control sample was prepared without any preservatives.
The experimental results are shown in Figure 3.
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Figure 3. Effect of the method of applying a preservative on the yeast growth in fresh pork chops

Massaging was carried out in a meat tumbler “Metat master” in accordance with the tumbling program
selected. Tumbling parameters are shown in Table 1.

Table 1. Tumbling parameters

Parameter Value
Tumbling duration 2-3 hours
Tumbling mode (rotation / pause) 20/10 min
Cylinder rotation rate 8 rpm
Maturation 10 hours
Load factor of the tumbler 0.6
Vacuum depth 80-90%

Thus, applying a preservative to raw meat chops by simply mixing and massaging (for example, together with
spices or marinades) is the most rational method for this product type. In this case, two positive effects are
achieved simultaneously: the preservative concentration in the area affected by yeast increases and the total
amount of the preservative in the product decreases, which provides advantages from the points of view of
both product safety for consumer health and economic benefit.

The study of the increase in the shelf life of the product preserved using the preservative mixture was carried
out at various time periods (from 5 to 30 days), every 5 days the amounts of primary and secondary lipid
degradation products being measured and peroxide and acid numbers being determined [17].

The food additive was applied with different mass concentrations (0.1%, 0.4%, 0.6% and 1%).

Based on the data obtained, the dependence of the peroxide number (PN) values of the samples on the
product storage duration was determined (Figure 4).

Depending on the dosage of the preservative mixture, the PN values vary, but in all options the increasing
dynamics is observed over time. The highest rate is detected in the control sample. The lowest oxidative
processes are observed in the samples containing 0.6% and 1% of the preservative and having significant
differences with the control sample.
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Figure 4. Accumulation of primary oxidation products in fresh pork chops during storage

On day 10, all samples containing preservative mixture exhibit a sharp increase in the PN values (1.6 times
on average), which causes the interaction of acetic acid contained in the marinade with the antioxidant
(dihydroquercetin), accompanied by a shift in acidity towards the alkaline side. On day 15 of storage, the PN
value continues to gradually increase, and the active substance of the food additive begins inhibiting lipid
peroxidation throughout the storage period, demonstrating significant differences with the control sample.
After 30 days of storage, a noticeable increase in oxidative processes in the control sample is observed,
whereby the end point of the shelf life of fresh meat has been chosen. However, the antioxidant activity allows
increasing the product storage stability.

Similar dynamics are observed in the acid number variation (Figure 5).
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Figure 5. Acid number variation over the entire product shelf life

Oxygenated products with excessive acidity reduce meat quality due to moisture loss. In turn, moderate
acidity of meat products reduces the product quality to a lesser degree, so it remains juicy. In addition, the
antioxidant contained in preservative mixture allows increasing the shelf life.

5. Conclusions

The novelty of this research is theoretically justified, and a high performance of the compounds of food
additive preservative mixture in manufacturing raw pork is experimentally confirmed. Applying the additive
allows reducing losses during heat treatment and storage of the meat products, increasing yield and improving
consistency, as well as reducing the cost of production and increasing the shelf life of up to 30 days. This
result is ensured by the use of the latest broad-spectrum antimicrobial preparation of preservative mixture.
The preparation has a significant bactericidal effect and inhibits the growth and development of yeast. The
most rational way to apply the preparation into a meat system is to add it to the product by simply mixing and
then massaging (for example, with spices or marinades). As the preservative contains the natural antioxidant
dihydroquercetin, the preparation can be used to good advantage for products with a high fat content to
prevent the lipid fraction oxidation during storage. The optimal concentrations of the preparation in the meat
system is from 0.6% to 1% by weight. A higher concentration will lead to a higher price of the end product.
Meanwhile, a concentration of the bio-preservative less than 0.6% by weight will reduce the product storage
stability and its resistance to microbial spoilage.
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ulesen elhangzott elbadasok rovid
osszefoglaloi

Tema: Szenhidratanalitika es -mindosites

Gabonak rost és kismolekulaméretii szénhidrat 6sszetételének jellemzése
lehetbéségek és kihivasok az elvalasztastechnika szemszégéeboél

Schall Eszter, Juhdszné Szentmikldssy Marietta Klaudia, Témd&skdzi Sandor
_(Budapesti Mtiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Alkalmazott Biotechnoldgia és
Elelmiszertudomanyi Tanszék, Gabonatudomanyi és Elelmiszermindség Kutatdcsoport)

A ndvényi alapu élelmiszereinkben a szénhidratok nem csak taplalkozasi (energiaforras, élelmiszerbiztonsag),
hanem érzékszervi és technoldgiai (szerkezet, dllag, allomany alakitasa, eléallitas mddja stb.) szempontbdl is
fontos szerepet jatszanak. Kutatécsoportunkban intenziven foglalkozunk a gabonak élelmi rost dsszetételével,
melyek mennyiségi és mindségi jellemzésérdl, valtozékonysagardl, technoldgiai tulajdonsagokban
betdltott szerepérdl jorészt csak a kdzdnséges buza esetében érhetd el részletesebb informacio. Emellett
a rovid szénlancu szénhidratok kozil a FODMAP-ok (fermentalhaté oligo-, di-, monoszacharidok és
cukoralkoholok) jellemzése is egyre nagyobb hangsulyt kap a kutatasokban, méghozza emésztérendszert
érinté rendellenességekben (irritabilis bélszindroma) bedltétt szereplik miatt. Mind a rostok, mind a
kismolekulaméret(i szénhidratok analizise komoly kihivast jelent, részben valtozatos szerkezetlk, részben
kis mennyiséglik miatt. Kutatécsoportunkban az elmult években féként az arabinoxilanok mennyiségi és
mindségi jellemzésével, a B-glikanok mennyiségi meghatarozasaval, a gabonakban jellemzd mennyiségi
Emellett a FODMAP 6sszetev6k mennyiségi jellemzésére adaptaltunk sikeresen kromatografias és enzimes
maodszereket, melyek segitségével a gabonakban jellemzé mennyiségérdl, fajtak, fajok kodzotti, illetve
technoldgiatol figgd valtozékonysagardl és feldolgozas soran térténd esetleges valtozasairdl tudunk
informacidt szerezni. A kdzeljdvében a rostalkotd B-glikan és az arabinogalaktan-peptidek mennyiségi és
mindségi jellemzésére alkalmas kromatografias médszerek adaptalasaval és tovabbfejlesztésével kivanjuk
béviteni eszkdzrendszeriinket.

Szénre szin, szamra szam - Uj lehet6ségek a VIS, NIR és
MIR spektroszkopia szénhidratanalitikai alkalmazasaban

Slezsdk Janos, Salgd Andras, Gergely Szilveszter
(Budapesti Mtiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Alkalmazott Biotechnoldgia és
Elelmiszertudomanyi Tanszék)

Az élelmiszeripari alap- és segédanyagok, illetve kodzti- és végtermékek vizsgdlatara régoéta nyujt gyors,
roncsolasmentes lehet6séget a rezgési spektroszkopia. Az infravords spektroszkdpia analitikai felhasznalasa
a technika létrejottekor elsésorban a kézép infravérds (mid-infrared, MIR) tartomanyon alapult. [1] Az elmult
évtizedekben azonban élelmiszerek vizsgalata esetén (illetve Iényegében a teljes mez6gazdasagi és élelmiszer
vertikumban) a kdzeli infravords (near-infrared, NIR) tartomany volt a dominans, mivel nagyobb energidja Iévén
a MIR-nél jobban alkalmazhaté komplex, biolégiai eredetl matrixok esetén, a lathato (visible, Vis) tartomannyal
szemben pedig jelentds kémiai informacié nyerhet6 ki a NIR spektrumokbdl. Kutatécsoportunk hagyomanyait
[2] kbvetve azelmultid6szakban a szénhidrat-analitikatargykorébenis végeztliink 6sszehasonlité vizsgalatokat
a kulénb6z6 elektromagneses tartomanyok (Vis, NIR, MIR) és optikai konfiguraciok tekintetében. Ennek része
volt a spektrumkonyvtarak épitése, melynek soran szamos tiszta mono-, di- és poliszacharid spektrumat
vettlk fel diszperzios (dispersive, DS), Fourier-transzformacids (Fourier transform, FT), illetve diédasoros
(diode-array, DA) NIR spektrofotométerekkel, hogy a kiilénb6z6 szénhidratok elnyelési karakterisztikajarol
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informacidt kapjunk. Az eredmények alapjan a NIR technikak jé lehet6séget nyuljtanak a tiszta szénhidratok
azonositasara, tobb esetben egymashoz rendkiviil hasonlo vegyliletek megkulénbdztetése is lehetséges (pl.
vizmentes vagy hidratalt szénhidratok azonositasa, botanikai eredet meghatarozasa keményit6 esetén). A
tiszta rendszerek vizsgalatan tulmenden kiilénb6z6 porkeverékek mindsitésére is dolgoztunk ki matematikai
modelleket, tdbbek kdzott kereskedelmi forgalomban kaphaté aromaanyagok hordozéinak (pl. maltodextrin)
mennyiségi meghatarozasara. Kutatasaink egyik rendhagyé szegmense a por allagu (akar egynemd, akar
keverék formaju) mintak mindsitése kilonbdzd csomagoldéanyagokon keresztill, akar azonositas, akar
mennyiségi meghatarozas céljabol. Ezen kisérletek eredményei alapjan tobb esetben kidolgozhatonak
latszanak olyan NIR alapu technikak, melyek a csomagolas megbontasa nélkil teszik lehetévé kilénbozé
szénhidratok mindségi vagy mennyiségi meghatarozasat. [3, 4] A nemzetkdzi trendek alapjan a Vis és MIR
tartomany is egyre komolyabb figyelmet kap, kszénhetéen a spektrumfeldolgozas és -kiértékelés terén elért
fejlédésnek. A szamitastudomany kapcsan elért fejlesztések (mesterséges intelligencia alapu technikak, gépi
tanulds, adatfuzio) implementalasa az analitikai eredmények értékelésébe a kdvetkezé évek fontos feladata
lesz. Célkitlizéseink kozott szerepel ezen tulmenden a manapsag egyre elterjedtebb, am megkérddjelezhetd
reprodukalhatésaggal bird miniatlrizalt infravords készlilékek sszehasonlito vizsgalata is.
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Szénhidratok szerepének azonositasa gabonaalapu élelmiszermatrixok
technofunkcionalis és érzékszervi tulajdonsagainak alakitasaban

Németh Rendta, Jaksics Edina, Farkas Alexandra, Fekete David, Témdskdzi Sandor
(Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Alkalmazott Biotechnologia és
Elelmiszertudomanyi Tanszék, Gabonatudomanyi és Elelmiszerminéség Kutatdcsoport)

Taplalkozasunkban évezredek 6ta kulonféle gabondk szolgdlnak f6 energiaforrasként, készdnhetben
magas szénhidrat tartalmuknak (60-80%). A gabonakban taldlhaté szénhidratok f6 alkotéi poliszacharidok
(70-80%), melyek kdzul kiemelt jelentéségld a keményitd, mint els6dleges tartaléktdpanyag. Emellett
szamottevd mennyiségben fordulnak el6 sejtfal alkotd poliszacharidok, mint arabinoxilanok, béta-glikan,
celluléz stb., melyeket 6sszefoglaldan nem-keményitd poliszacharidoknak is neveziink, és élelmi rostként
funkcionalnak. Technoldgiai szempontbdl a keményité és nem-keményitd poliszacharidok tekinthetdk
a legjelentésebbnek, ugyanis molekulaméretik és szerkezeti felépitésiik nagyban meghatarozza az
oldhatésagukat hidratacidjukat, gélképzé tulajdonsagaikat és ezaltal a kozti- és végtermék tulajdonsagait,
mindségét. A gabonaszemekben kb. 1-2% mennyiségben kisebb méretd szénhidratok, oligo-, di- és
monoszacharidok is jelen vannak, melyek bizonyos mértékben szintén befolyasolhatjak a feldolgozasi
folyamatokat (pl.: fermentéacid). Szamos célmdlszer alkalmazhaté gabonadrlemények, elsésorban a buza,
technoldgiai (pl.: dagasztasi, nyujthatésagi, gélképzd) viselkedésének vizsgdlatara. Példaként emlitendd
a gyors-viszko analizatoros (RVA) és Mixolabos technika, valamint az amilografos vizsgalat és az
esésszammeérés, melyek jol alkalmazhatok szénhidrat 6sszetevék szerepének azonositasara. Az emlitett
mUszerek esetében hig liszt-viz szuszpenzidban vizsgaljuk a csirizesedési és gélképzd tulajdonsagokat.
Kivételt képez a Mixolab, melynél dsszetett tésztamatrixban, egyittesen tanulmanyozhatjuk a dagasztasi
és viszkdzus viselkedést. A keményitStulajdonsagok vizsgalataval foglalkozd kutatasaink is alatdmasztjak,
hogy a keményit§ dsszetétele (pl.: amiléz-amilopektin aranya) alapvetéen befolyasolja a csirizesedési
tulajdonsagokat (csirizesedési hémérséklet, csucsviszkozitas, elfolydsodas mértéke), valamint a gélképzést
(végsd viszkozitas). Az is megallapithatd, hogy az izolalt keményiték némiképp eltéréen viselkednek a
lisztekhez képest, mely arra utalhat, hogy kélcsdnhatés alakulhat ki a lisztalkotok kdzétt. A nem-keményitd
poliszacharidok, els6sorban arabinoxilanok (AX), tulajdonsagait is szamos kutatasi munkankban vizsgaltuk.
Az arabinoxilan molekulak kdzdtt, szerkezetlikbél adéddan, redox kdrilmények kdzott ferulasav csoportokon
keresztll keresztkdtések létesulhetnek vagy bomolhatnak fel. Eredményeink azt mutattdk, hogy megfeleld
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oxidativ enzim alkalmazasaval (pl.: peroxidaz, piranéz-oxidaz) keresztkdtések johetnek Iétre az AX-ok kdzott
megndvelve a matrix (szuszpenzid, tészta) konzisztenciajat és viszkozitasat. Mindez alkalmasnak bizonyult
példaul gluténmentes tésztamatrixok allaganak javitdsara. Ezzel szemben hidroxil-gyokds oxidacié az
AX-ok depolimerizacidjahoz vezetett, rontva arendszer technoldgiai tulajdonsagait. Amélyebb 6sszefliggések
azonositasara lehet6séget nyuijt az egyes alkotok szerepének modell (alkotdira bontott majd Ujra 6sszeallitott)
rendszerben t6rténd vizsgalata. Buza alapu rendszerben végzett kisérleteink azt mutattak, hogy sikérhald
redukalasa majd re-oxidalasa soran feltételezheté a hozzaadott AX beéplilése a sikérvazba, ami fontos
informacid az AX-ok szerkezetépitd szerepének megértése szempontjabdl a tészta és végtermék matrixaban.

Szamos megvalaszolatlan kérdés van még a gabonakban talalhaté szénhidratok 6sszetételi és szerkezeti
valtozékonysagaval és az ezzel szorosan dsszefliggd taplalkozastani és technoldgiai szerepiik megértésével
kapcsolatosan. Mindez tovabbi vizsgalatok elvégzését és mddszertani fejlesztéseket tesz sziikségessé
annak érdekében, hogy el6ésegitsiik a tudatos élelmiszerfejlesztést és a tudomanyosan megalapozott, hiteles
informacidk atadast a fogyasztok szamara.
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Characterization of fiber and small molecule carbohydrate composition of cereals
opportunities and challenges from the perspective of separation techniques

Eszter Schall, Marietta Klaudia Juhdszné Szentmikldssy, Sandor Témdskézi
(Budapest University of Technology and Economics, Department of Applied Biotechnology
and Food Science, Research Group of Cereal Science and Food Quality):

In our plant-based foods, carbohydrates play an important role not only in terms of nutrition (energy source,
food safety), but also in sensory and technological sense (structure, texture, stocking, way of production,
etc.). In our research group we deal intensively with the composition of dietary fibre in cereals. But more
detailed information about its quantitative and qualitative characterization, variability, and role in technological
properties is only available in the case of common wheat. In addition, the characterization of FODMAPs
(fermentable oligo-, di-, monosaccharides and polyols) among short-chain carbohydrates is gaining more
and more attention in research due to their role in gastrointestinal disorders (irritable bowel syndrome).
The analysis of both fibres and small molecular weight carbohydrates is a serious challenge, partly due
to their diverse structure and their small amount. In the recent years, our research group has focused on
the quantitative and qualitative characterization of arabinoxylans, the quantification of p-glucans, their
quantitative and qualitative variability in cereals and understanding of their technological role. In addition,
we have successfully adapted chromatographic and enzymatic methods for the quantitative characterization
of FODMAP components. They can be used to obtain information about the typical amount in cereals,
their variability between varieties and species, and any changes during processing. In the future, we intend
to expand our equipment by adapting and developing chromatographic methods for the quantitative and
qualitative characterization of B-glucans and arabinogalactan peptides.

Recent applications and possibilities of VIS, NIR and MIR spectroscopy
in carbohydrate analysis

Janos Slezsdk, Andras Salgd, Szilveszter Gergely
(Budapest University of Technology and Economics, Department of Applied Biotechnology and Food
Science, Research Group of Cereal Science and Food Quality):

Vibration spectroscopy provides a fast, non-destructive way to study food industrial raw materials, as well
as intermediates and end products. The first analytical applications of infrared spectroscopy were based
primarily on the mid infrared (MIR) range. [1] However in recent decades, the near infrared (NIR) range was
dominant in the study of food analysis (almost the entire agricultural and food vertical), as it has higher energy,
so it can be used better than MIR in case of complex matrices of biological origin, and in contrast to the visible
(Vis) range, significant chemical information can be obtained from the NIR spectra. Following the traditions of
our research group [2], we have recently carried out comparative studies in the field of carbohydrate analysis
with respect to different electromagnetic ranges (Vis, NIR, MIR) and optical configurations. This included
the construction of spectral libraries, in which the spectra of several pure mono-, di- and polysaccharides
were recorded with dispersive (DS), Fourier transform (FT) and diode-array (DA) NIR spectrophotometers
to obtain information on the absorption characteristics of different carbohydrates. Based on the results,
NIR techniques provide a good opportunity to identify pure carbohydrates, in several cases it is possible
to distinguish highly similar compounds (e.g. identification of anhydrous or hydrated carbohydrates,
determination of botanical origin in the case of starch). In addition to the study of pure systems, we have
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developed mathematical models for the qualification of various powder mixtures, including the quantification
of carriers for commercially available flavorings (e.g. maltodextrin). One of the unusual segments of our
research is the qualification of powdered samples (either in homogeneous or mixed form) through different
packaging materials, either for identification or quantification. Based on the results of these experiments, in
several cases it seems possible to develop NIR based techniques that allows the qualitative or quantitative
determination of different carbohydrates without breaking the packaging. [3-4] Based on international trends,
the Vis and MIR ranges are also receiving increasing attention due to advances in spectrum processing and
evaluation. The implementation of advances in computer science (artificial intelligence based techniques,
machine learning, data fusion) in the evaluation of analytical results will be an important task in the coming
years. In addition, our objectives include a comparative study of miniaturized infrared devices, which are
becoming more widespread today but have questionable reproducibility.
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Identification of the role of carbohydrates in the development of techno-functional
and organoleptic properties of cereal-based food matrices

Rendta Németh, Edina Jaksics, Alexandra Farkas, David Fekete, Sandor Témo&skozi
(Budapest University of Technology and Economics, Department of Applied Biotechnology and
Food Science, Research Group of Cereal Science and Food Quality)

Since ancient times, cereal grains have been the main source of energy in our diet, due to their high
carbohydrate content (60-80%). The main constituents of carbohydrates in cereals are polysaccharides
(70-80%), of which starch is of primary importance as a primary nutrient reserve. In addition, cell wall-
forming polysaccharides such as arabinoxylans, beta-glucan, cellulose, etc., which are collectively referred
to as non-starch polysaccharides, are present in significant amounts and function as dietary fibre. From a
technological point of view, starch and non-starch polysaccharides are considered to be the most significant,
as their molecular size and structure largely determine their solubility, hydration, gelling properties and thus
the properties and quality of the intermediate and final products. Cereals also contain 1-2% of smaller
carbohydrates, oligo-, di- and monosaccharides, which can also affect processing to some extent (e.g.,
fermentation). Several specific instruments can be applied to study the technological (e.g. mixing, stretching,
gelling) behavior of grain flours, especially wheat. Examples include the rapid visco analyzer (RVA) and
Mixolab techniques, as well as amylographic analysis and falling number measurement, which can be applied
well to study the role of carbohydrate components. The mentioned instruments test the gelatinisation and
gelling properties in a dilute flour-water suspension. An exception is Mixolab, by which mixing and viscous
behavior together in a complex dough matrix can be investigated.

Our research on starch properties also confirms that the composition of starch (e.g., amylose-amylopectin
ratio) fundamentally influences the gelatinisation properties (gelatinisation temperature, peak viscosity,
degree of liquefaction) and gel formation (final viscosity). It can also be noted that isolated starches behave
slightly different than flours, which may suggest interactions between flour constituents. The properties
of non-starch polysaccharides, primarily arabinoxylans (AX), have also been investigated in our research
works several times. Due to their structure, crosslinks can occur or decompose between arabinoxylan
molecules through ferulic acid groups under redox conditions. Our results showed that using an appropriate
oxidative enzyme (e.g., peroxidase, pyranose oxidase) crosslinks can form between AXs, increasing the
consistency and viscosity of the matrix (suspension, dough). All this has proved to be suitable, for example,
for improving the consistency of gluten-free dough matrices. In contrast, hydroxyl radical oxidation led to
depolymerization of AXs, deteriorating the technological properties of the dough system. The study of the
role of each constituents in a model system (fractioned into constituents and then reconstituted) provides
an opportunity to identify deeper relationships. Our experiments in wheat-based model dough have shown
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that the reduction and re-oxidation of gluten network suggest the incorporation of added AX into the gluten
structure, which is an important information for understanding the structural role of AXs in the dough and
end product matrices.

There are still many unanswered questions about the compositional and structural variability of carbohydrates
in cereals and their understanding of their closely related nutritional and technological role. All this will require
further research and methodological improvements in order to promote conscious food development and
the provision of scientifically sound, credible information to consumers.
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Szalay Anna'

A kovetkez8 felsorolasban szerepl§ szabvanyok megvasarolhatok vagy megrendelhet6k az MSZT
Szabvanyboltban (1082 Budapest VIIl., Horvath Mihaly tér 1., telefon: 456-6893, telefax: 456-6841,
e-mail: kiado@mszt.hu; levélcim: Budapest 9., Pf. 24, 1450), illetve elektronikus formdban beszerezhetdk a
www.mszt.hu/webaruhaz cimen.

A nemzetkoézi/eurdpai szabvanyokat bevezetjik magyar nyelven, valamint magyar nyelvi cimoldallal és angol
nyelvid tartalommal. A magyar nyelven bevezetett nemzetkézi/eurdpai szabvanyok esetén kiilon feltlintetjik
a magyar nyelvl hozzaférést.

2022. marcius - 2022. majus hénapban bevezetett szabvanyok:
13.060 Vizmindség

MSZ EN ISO 20236:2022 Vizmindség. Az 6sszes szerves szén (TOC), az oldott szerves szén (DOC), az 6sszes
kotott nitrogén (TN,) és az oldott kotott nitrogén (DN,) meghatarozasa katalitikus, magas hémeérsekletd,
oxidativ égetés utan (ISO 20236:2018) — Az MSZ EN 12260:2004 helyett —

MSZ EN ISO 16266-2:2022 Vizminéség. A Pseudomonas aeruginosa kimutatasa és megszamlalasa. 2. rész:
A legvalészinliibb szam mddszere (ISO 16266-2:2018)

67 Elelmiszeripar

67.040 Elelmiszertermékek &ltaldban

MSZ ISO/TS 22002-6:2022 Elelmiszer-biztonsagi eléfeltételi programok. 6. rész: Takarmany- és allateledel-
eléallitas

67.050 Elelmiszertermékek vizsgdlatdnak és elemzésének &ltaldnos médszerei

MSZ EN 15662:2018 Novényi eredetl élelmiszerek. Peszticid szermaradékok meghatarozasanak
multimddszere acetonitriles extrakciot/szétvalasztast és diszperzids SPE-tisztitast kdveté GC- és LC-alapu
vizsgalattal. Modularis QUEChERS-md&dszer

67.200 Etolajok és -zsirok. Olajmagvak
MSZ EN I1SO 665:2020 Olajmagvak. A nedvesség- és az illdanyag-tartalom meghatarozasa (ISO 665:2020)
67.220 Fliszerek és izesiték. Elelmiszerek adalékanyagai

MSZ EN ISO 6571:2022 Flszerek, izesitok és gydgynévények. Az illéolaj-tartalom meghatarozasa
(hidrodesztillaciés médszer) (ISO 6571:2008 + Amd 1:2017) EGYESITETT VALTOZAT

2022. marcius - 2022. majus hénapban visszavont szabvanyok:
67.100 Tej és tejtermékek

MSZ 2713-5:1988 A vaj kémiai és fizikai vizsgalata. Vizeloszlas meghatarozasa indikatorpapirral

' Magyar Szabvanyugyi Testllet (MSZT)
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The following Hungarian standards are commercially available at MSZT (Hungarian Standards Institution,
H-1082 Budapest, Horvath Mihaly tér 1., phone: +36 1 456 6893, fax: +36 1 456 6841, e-mail: kiado@mszt.
hu, postal address: H-1450 Budapest 9., Pf. 24) or via website: www.mszt.hu/webaruhaz.

Published national standards from Marc 2022 to May 2022
13.060 Water quality

MSZ EN ISO 20236:2022 Water quality. Determination of total organic carbon (TOC), dissolved organic
carbon (DOC), total bound nitrogen (TN,) and dissolved bound nitrogen (DN,) after high temperature catalytic
oxidative combustion (ISO 20236:2018) — which has withdrawn the MSZ EN 12260:2004 -

MSZ EN ISO 16266-2:2022 Water quality. Detection and enumeration of Pseudomonas aeruginosa. Part 2:
Most probable number method (ISO 16266-2:2018)

67 Food technology

67.040 Food products in general

MSZ ISO/TS 22002-6:2022 Prerequisite programmes on food safety. Part 6: Feed and animal food production
67.050 General methods of tests and analysis for food products

MSZ EN 15662:2018 Foods of plant origin. Multimethod for the determination of pesticide residues using GC-
and LC-based analysis following acetonitrile extraction/partitioning and clean-up by dispersive SPE. Modular
QuEChERS-method

67.200 Edible oils and fats. Oilseeds
MSZ EN ISO 665:2020 Oilseeds. Determination of moisture and volatile matter content (ISO 665:2020)
67.220 Spices and condiments. Food additives

MSZ EN ISO 6571:2022 Spices, condiments and herbs. Determination of volatile oil content (hydrodistillation
method) (ISO 6571:2008 + Amd 1:2017) CONSOLIDATED VERSION

Withdrawn national standards from Marc 2022 to May 2022
67.100 Milk and milk products
MSZ 2713-5:1988 Chemical and physical test for butter. Determination of water dispersion value

For further information please contact Ms Anna Szalay, sector manager on food and agriculture, e-mail:
a.szalay@mszt.hu
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