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Monitoring changes in microbial counts of a third generation biological preservative
during storage

Abstract

The objectives of this research were to develop a novel third generation biological
preservative by determining the optimum growth parameters of lactic acid bacteria and to
monitor the changes in viable cell counts of this product during an 8-week storage period. The
optimum mixture contained Lactobacillus plantarum and L. buchneri at percentages of 47 and
53, respectively. Samples were taken after 0, 1, 2, 4, 6, and 8 weeks of storage from the
products stored at either room temperature or 4+2°C. In conclusion, the lyophilized culture of
L. plantarum and L. buchneri supplemented with hydrolyzed corn grits has a shelf life of at
least 8 weeks if a gas-tight packaging material is used. Added at a rate of 1% to the raw
material to be preserved, this product ensures a level of 10° cfu/g of acid-producing
microorganisms at the start of fermentation.

1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Az erjesztéses tartositas az elmult évtizedekben jelentdsen elterjedt a mezdgazdasagi
tizemekben. Hazai éghajlati adottsagaink kozepette a zdldtakarmanyok jelentds részét nem
eredeti allapotban, hanem tartdsitott takarmanyként (széna, silézott takarmany) vagyunk
kénytelenek felhasznalni. Ezek a takarmanyok fontos szerepet tdltenek be a szarvasmarhak
fehérje-és energiaellatdsaban. Sajnos hazdnkban a konnyen erjeszthetd silokukorica esetében
is nagyobb a konzervalasi veszteség a biologiailag indokoltnal. A silokukoricat kifogastalan
feltételek esetén 8-10 % szarazanyag-veszteséggel is lehet konzervalni. Ezzel szemben hazai
lizemeink tObbségében a szirazanyag-veszteség 13-15 % kozott van, ami elsdsorban a
technikai feltételek hidnyossagaira vezethetd vissza. A kozepesen és nehezen erjeszthetd
zoldtakarmanyoknak nem kielégité az erjeddképessége, mert a fiifélék és a pillangdsok
takarmanyok nem tartalmaznak a jo szilazs eldallitdshoz elegendd erjeszthetd szénhidratot €s
nagy pufferkapacitassal rendelkeznek. Ezekbdl a takarmanyokbol csak ugy lehet j6 mindségi
silozott takarmanyt késziteni, ha természetes erjeddképességiiket valamilyen moddon
fokozzuk.(URL?Y)

Munkénk célja egy 1) harmadik generacids bioldgiai tartdsitoszerben alkalmazhato
tejsavbaktérium fajok szaporoddsi mutatdinak vizsgalata volt.

A tartositoszerben a tejsavtermeld baktériumkultura mellett szénhidrat-kiegészités is
szlikséges (pl. hidrolizalt kukoricadara), amellyel az alapanyagul szolgal6é zoldtakarmany
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erjedOképessége fokozhatd. A biologiai tartositoszerrel, mind a kézepesen, mind a nehezen
erjeszthetd zoldtakarmanyokbdl nagy biztonsaggal és kevés veszteséggel kivantunk jo
minéségii szilazst eldallitani, amely igy els6sorban pillangds zoldtakarmanyok valamint
fufélek tartositdsara hasznalhato.

Kisérleteink elsd részében az alkalmazand6 tejsavbaktérium kultira optimalis és
modell kornyezetben mérheté szaporodasi paramétereit hatdroztuk meg. Az igy kapott
adatokbol az erjeszt6 kulttra idealis Osszetétele megadhato, a tartositasi kisérletek eredményei
alapjan pedig a végso keverék Osszetétel kialakithato.

Megvizsgaltuk a hidrolizalt, szaritott kukoricadaraval kiegészitett keverékkulturdban a
tarolasa alatti sejtszam valtozast, illetve ennek fliggvényében megallapitottuk annak
szavatossagi idejét. Javaslatot tettliink a hidrolizalt szénhidrat-kiegészit6, valamint a
baktériumkultara keverék formajaban torténd csomagolasi modjara is.

2. ANYAG ES MODSZER

A kifejlesztendd biologiai tartositoszer liofilkezett baktériumkulturat alkalmaztunk, amelynek
tagjai a Lacobacillus plantarum, illetve a Lactobacillus buchneri fajok voltak.

Eldkisérleteink sordn a keverék kialakitdsandl még tovabbi két baktériumfaj is
szerepelt kisérleteinkben. Enterococcus faecium, illetve Propionibacterium freudenreichii
subsp. shermanii is helyet kapott a kultraban. Mindkét faj szerepeltetésének a célja az volt, a
szilazs aerob stabilitdsdnak novelése és az utderjedést mértékének csokkentése volt.

Mivel a tejsavbaktériumok eredményes miikddésének eldfeltétele a kielégitd
mennyiségli erjeszthetd szénhidrat jelenléte, igy a mikrobdk szaporodasanak eldsegitése
céljabol szénhidrat kiegészitést is alkalmaztunk, amely egy enzimesen hidrolizalt majd
szaritott kukorica volt.

A modell szilazsok készitésekor kiilonbozé mértéki (0,1 — 1,5%) szénhidrat
kiegészitéseket alkalmaztunk. A silok a 7., 15., 30., 60., és 120. napokon lettek bontva a
mintdkbol pedig meghataroztuk a savtermelé-nem savtermeld mikrdbaszamot, valamint az
¢éleszté- és penész szamot China-blue (Merck KGat Darmstadt, Germany) Lactose agar,
illetve Elesztékivonat-dextroz-kloramfenikol agarok (YGC) segitségével. Az eredmények
alapjan kialakitottuk a baktériumkultira végsd dsszetételét.

A csomagolasi forméak koziil eldnydsnek tartottuk a szildzs tartdsitdsdhoz hasznalt
szénhidratadalék és a liofilezett baktériumkultira egylittes kiszerelését, mivel igy a gyartas
soran folyamatos éldsejtszam-ellendrzés mellett pontosan beéllithaté ezek aranya és az igy
elokészitet bioldgiai tartositoszer alkalmazasakor tovabbi technologiai miiveletek nélkiil
kozvetleniil a silozando6 alapanyaghoz adagolhatd. Ennek modellezése céljabol az erjeszthetd
szénhidratokat tartalmazo enzimesen bontott kukorica-hidrolizatumot 500 cm®-es zarhato
tetejii steril liveglombikokba helyeztik majd az eldkisérletek alkalmaval kialakitott
keverékkultaraban szerepl6 Lactobacillus plantarum, illetve Lactobacillus buchneri liofilezett
tenyészetébdl a kialakitott inokulum keverési aranyok figyelembevételével a hidrolizdtumhoz
kevertiink. A bekeverést laboratériumi keverdvel végeztiikk, iligyelve a liofilezett
baktériumkultara egyenletes eloszlatdsara, mivel a szénhidratforras (hidrolizalt kukoricadara)
enzimes feltardsa sordn alkalmazott homérsékletek hatdsira az anyagban kisebb rogok
alakulhatnak ki, amelyeknek az dssztomeghez viszonyitott egyenlétlen feliilet/térfogat aranya
intenziv keverés nélkiil mikrobak inhomogén eloszlasat okozna.

Tarolasi kisérleteink sordn minden kezelés esetében 3 fiiggetlen parhuzamossal
dolgoztunk. Az eltéré6 koriilmények kozott tarolt (szobahdmérsékleten, ill. 4+2°C-on)
kezelésekbdl mintavétel a 0., 1., 2., 4., 6., 8. héten tortént. A mintdkbdol meghatarozasra kertilt
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a savtermeld-nem savtermeld mikrobak szdma, valamint az élesztd- és penész szdm China-
blue (Merck KGat Darmstadt, Germany) Lactose agar, illetve Elesztékivonat-dextroz-
kloramfenikol agarok (YGC) segitségével.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az eldkisérleteink alkalmaval a négy vizsgalt baktérium fajbol (Lacobacillus plantarum,
Lactobacillus buchneri, Enterococcus faecium, illetve Propionibacterium freudenreichii
subsp. shermani) kialakitott keveréket fonnyasztott alapanyag (elsGsorban fiifélék)
tartositasara kivantuk alkalmazni, amelynek szarazanyag-tartalma befolyasolja a mikrobak
szamdra rendelkezésére 4llo szabad viz mennyiséget, ezért csokkentett vizaktivitdsu modell
kornyezetben is megvizsgaltuk a térzsek szaporodasi erélyét.

A magas ammonia termelés miatt célszerlinek tartottuk kialakitott baktérium kultura
Osszetételének modositasat. Mivel az alkalmazott mikrobédk kéziil potencialisan a legnagyobb
ammoniatermeld képességgel az Enterococcus faecium rendelkezik, ezért melldztik e faj
alkalmazasat. A modositas utan nem alkalmaztuk a Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii fajt sem, mivel szaporodasi mutatoi elmaradtak a varakozéasoktol. Az ij modositott
keverékben a Lactobacillus plantrum 47%, a Lactobacillus buchneri pedig 53%-ban volt jelen
(1. tablazat), amelyek koziil az eldbbi fajt sikeresen alkalmaztdk mar szemes kukorica
tartositasaban (Driehuis et al. 1999)

1. tablazat A modositott baktérium kultira 6sszetétele fonnyasztott lucerna tartdsitdsdhoz

Lactobacillus Lactobacillus .
. Osszesen
plantarum buchneri
Sziikséges indulo sejtszam 5 5 5
(TKE/Q) 3,16x10 3,58%10 6,74x10
Arany (%) 47 53 100
” 5 . e
Aran): 1><1(’) TKE/g’ indulo 4,68><104 5,32><1()4
csiraszamra vetitve
DVS kultura csiraszama 8 9
(TKEQ) 1,50x10 3,60x10
Bemérendé mennyiség (g) 1
g fonnyasztott szilazshoz
(1x10° TKE/qg 3,12x10™ 1,48x107 3,27x10™
sejtkoncentracioju
inukulum)
Bemérés (g) 1 kg szilazshoz 0,3123 0,0148 0,327
Bemérés (g) 100 kg 31,2264 1,4767 32,703
szilazshoz
Bemérés (g) 1 t szilazshoz 312,2639 14,7668 327,031
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A liofilezett keverékkulturak ¢éldsejt-szamat elézetesen lemezontéses-telepszamlalasos
modszerrel ellendriztiik (Lactobacillus plantarum: 1,5x10%cm?®, Lactobacillus buchneri:
3,6x10%/cm®). Az inokulum sejtszamanak beallitisakor figyelemmel voltunk az el8irdnyzott
min. 1x10° TKE/g-os indul6d csiraszamra. A baktériumkeverék kialakitasanal figyelembe
vettiik, hogy 100 szoros higitasban is elérjik a grammonkénti 10°-enes nagysagrendii
tejsavtermeld baktériumszamot a szilazsban.

Tarolasi kisérleteink soran a keverékkulturaban szerepld liofilezett Lactobacillus fajok
szamanak valtozasat a szénhidratforrashoz keverve kiilon vizsgaltuk, amelynem soran.

A telepszamlalasok soran kapott eredményeket az id6 fiiggvényében abrazoltuk. Az 1-
2. 4dbran a takarmany tartdsitds szempontjabol legfontosabb savtermeld mikrobdk szamat
lathatjuk szobahOmérsékleten és 4°C-on tarolva liofilezett Lactobacillus plantarum illetve
Lactobacillus buchneri-vel kevert hidrolizalt kukoricadara esetében.
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1. abra A liofilezett Lactobacillus plantarum-mal kevert hidrolizalt kukoricadara
savtermeld mikroorganizmus szamanak alakuldsa a tarolas soran
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2. abra A liofilezett Lactobacillus buchneri-vel kevert hidrolizalt kukoricadara
savtermeld mikroorganizmus szamanak valtozésa a tarolas soran
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Az eredményekbol lathatd, hogy a szobahémérsékleten tarolt Lactobacillus
plantarum-mal kevert hidrolizalt kukoricadara esetében a savtermelé mikroorganizmusok
szama a 8. héten ha kicsivel ugyan, de meghaladta a 1x10” nagysagrendet (1. abra), hiitstt
kezelés esetében azonban ez csak a 6. hétig mondhatd el. Mindez azt jelzi, hogy ez a
tejsavbaktérium érzékenyebb az alacsony tarolasi hdmérsékletre, amely mas kisérletek alapjan
a hiités hatasara a citoplazmaban bekdvetkez6 valtozasokra vezethetd vissza.

A 2. abra alapjan elmondhato, hogy a liofilezett Lactobacillus buchneri-vel kevert
hidrolizalt kukoricadara esetében az elébb emlitett mikroorganizmusok szdma mindkét
tarolasi forma esetében meghaladta a kivanatos nagysagrendet a 8. hét végéig.

A nem savtermeld mikrobaszdm esetében mindkét kezelésnél hasonld tendenciat
figyelhettiink meg: a 2. hétig szamuk folyamatosan csokken, majd a tovabbi mintdkban mar
nem taldltunk kimutathatd mennyiségben ezen mikroorganizmusokbol. Szamuk és igy az
erjedésben jatszott szerepilk a tejsavtermeld baktériumok -elszaporodasaval egyidejiileg
csokkent.

Az éleszték szama mindkét mikroorganizmussal végzett kezelés soran folyamatosan
csokkent egészen a 6. hétig azonban ez a csdkkenés kisebb mértékli volt, mint a nem
savtermel6k esetében, mivel ebben az esetben a kiindulési sejtszdm grammonként 1000-es
nagysagrendi, igy az erjedésben jatszott szerepiik is minimalis.

Penészek esetében forditott tendenciat figyelhettiink meg mindkét kezelés esetében.
Szamuk lassi emelkedést mutatott, amely a 8. hét végére elérte a grammonkénti 10
nagysagrendet, azonban szerepiik még igy 1is elhanyagolhat6. Tarolds alatti lassa
szaporodasuk azzal magyardzhato, hogy jol tlirik a szarazsdgot és alacsony vizaktivitasi
értekek mellett is életképesek

4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az eredmények alapjan elmondhatdo, hogy a Lactobacillus plantarum, ill.
Lactobacillus buchneri liofilizalt formajat és hidrolizalt kukoricadarat tartalmazo6 keverék zart
csomagolasban szobahdmérsékleten 8. hétig eltarthatd ugy, hogy a siléozandé alapanyaghoz
0,5-1,5%-ban adagolva az erjedés kezdetén biztositia a kivanatos 10°/g savtermeld
mikrobaszamot.
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