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Osszefoglalas

Kisérleteink célja az volt, hogy a savanyu tejtermékek eldallitdisdhoz legaltalanosabban
alkalmazott probiotikus valamint nem probiotikus tejsavbaktérium- és bifidobaktérium-fajok
(torzsek) tenyésztésére javasolt eljarasokat dsszehasonlitsuk szelektivitas szempontjabol, és
megallapitsuk, hogy a kiilonféle kultirakombinaciokkal késziild termékek esetében miként
valésithatd meg a termékazonos mikroorganizmusok egymastol torténd elkiilonitése ¢€s
¢l6sejt-szamuk meghatarozasa. A vizsgalatokat 9 fajhoz tartozd 14 torzzsel végeztiik.
Osszesen 8 modszert alkalmaztunk: mindegyikkel teszteltik a 14 tejsavbaktérium-, illetve
bifidobaktérium-térzs szaporodasi és telepképzési tulajdonsagait. Eredményeink azt mutattak,
hogy a tenyésztési kortiilmények (tdpkozeg Osszetétele, inkubacios hémérséklet, inkubacios
id6tartam, aerob/anaerob tenyésztés) célszerli megvalasztdsdval a vizsgélt baktériumtorzsek
elkiilonithetové €s megszamolhatova valtak.

Comparative evaluation of conventional plating methods for enumeration of viable
lactic acid bacteria and bifidobacteria cells

Summary

The objectives of this research were (1) to compare the selectivity of microbiological plating
methods suitable for enumeration of probiotic and non-probiotic strains of lactic acid bacteria
(LAB) and bifidobacteria species widely used in the production of cultured milks and (2) to
determine how the essential microbiota in fermented dairy foods manufactured with various
culture combinations can be identified and enumerated. Fourteen LAB and bifidobacteria
strains belonging to nine species were tested for growth and colony formation using a total of
eight methods. The results showed that the proper choice of growth conditions in terms of
composition of culture media, incubation time and temperature, aerobic/anaerobic conditions,
etc. enabled selective enumeration of the bacterial species (strains) tested.

* <
A kutatas a “Talentum — Hallgatéi tehetséggondozas feltételrendszerének fejlesztése a Nyugat-magyarorszagi Egyetemen” c. TAMOP 4.2.2.B-
10/1-2010-0018 szamu projekt keretében, az Eurdpai Unié timogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valdsult meg.
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Bevezetés

A probiotikum elnevezés a pro bios kifejezésbol ered, melynek jelentése: “az életért”.
A probiotikumok jotékony hatdsukat egyebek mellett a bélflora kialakitasa, az immunsejtek
aktivalasa, a vér lipidprofiljanak javitasa €s a tumorsejtek szaporodasanak gatlasa terén fejtik
ki. A legismertebb probiotikus torzsek a tejsavbaktériumok és a bifidobaktériumok koziil
keriilnek ki. E mikroorganizmusok elényos tulajdonsagainak ¢és termékbeli jelenlétének
igazolasa kiemelked6 jelentdséggel bir gyartd és fogyaszté szdmara egyarant. Manapsag mar
csak az a cég képes piaci elényre szert tenni, amely termékeivel valamiféle pluszt tud nyujtani
a fogyasztonak, vagyis az €lelmiszer a garancialis mindségén til funkciondlis mindséggel is
rendelkezik. A probiotikus — és még inkabb a prebiotikumokat is tartalmazo, an. szinbiotikus
— tejtermékek vilagszerte vezetd gyartmanyok az élelmiszer-iparban (Szakaly, 2004).

Mivel a szakirodalomban gyakorta ellentmondasos kozlések talalhatdak az egyes
probiotikus mikroorganizmusok (torzsek) szaporoddsdhoz, illetve szelektiv elkiilonitésé¢hez
sziikséges feltételekre vonatkozoan (pl. tapkozeg Osszetétele, inkubdcidos hdmérséklet,
inkubacids idGtartam, aerob/anaerob tenyésztés stb.), jelen munkankban ezeknek a
kérdéseknek a tisztazasara vallalkoztunk.

Vizsgalati anyagok és modszerek

A vizsgalatokat Mosonmagyardvaron, a Magyar Tejgazdasagi Kisérleti Intézet Kft.-ben
végeztilk az alabbi 14 torzzsel: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus YC-X11 (FD-
DVS YC-X11 Yo-Flex® joghurtkultirabol kitenyésztett torzs) és CH-2, Streptococcus
thermophilus TH-4 és DSM 20479, Lactobacillus acidophilus LA-5 és NCAIM B.02085,
Bifidobacterium breve M-16 V, Bifidibacterium animalis subsp. lactis BB-12, Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis VK-256, Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum ATCC 19255, Lactobacillus casei MTKI-R és NCAIM B.01137, Lactococcus
lactis subsp. lactis MTKI-13 és ATCC 19435. A tejsavbaktériumok és a bifidobaktériumok
¢ldsejt-szamanak meghatdrozasara szolgald tapkozegek megnevezése és az inkubacids
koriilmények részletei az 1. tablazatban lathatok.

1. tablazat: Tejsavbaktériumok és bifidobaktériumok éldsejt-szamanak meghatarozasara
alkalmazott modszerek

Sorszam Tapkozeg Inkubacios
homérséklet (°C) ido (h) koriilmények

1. TSZK agar 37 72 Anaerob

2. MRS pH 5,4 agar 45 48 Anaerob

3. MRS pH 5,4 agar 37 72 Anaerob

4. MRS pH 6,2 agar 37 72 Anaerob

5. M17 agar 45 24 Aerob

6. M17 agar 37 48 Aerob

7. MRS-CC agar’ 37 72 Anaerob

8 TOS-MUP agar® 37 72 Anaerob

I Tejporos szoja-kazein agar; ° Clindamycinnel és ciprofloxacinnal kiegészitett De Man—

Rogosa—Sharpe (MRS) agar; * Litium-mupirocinnal (MUP) kiegészitett transzgalaktozilalt
oligoszacharid (TOS) agar.
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Eredmények és értékelésiik

A Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YC-X11 torzse csak a 4. szamu vizsgalati modszer
paraméterei mellett (6,2-es pH-ja MRS agar, anaerob tenyésztés 37°C-on 72 O6raig)
szaporodott megfeleléen. Ezzel szemben a masik torzs (CH-2) jol novekedett az 1., a 3. és a
4. médszer vizsgalati koriilményei kozott is. A legnagyobb ¢éldsejt-szamot ez utdbbi esetben is
a 4. modszer alkalmazasaval kaptuk. Garcia-Cayuela és mtsai (2009) a Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus tenyésztéséhez MRS-fruktoz agart javasolnak 45°C-os inkubacios homérsékleten,
a mi kisérleti eredményeink szerint viszont a 37°C-os hdmérséklet bizonyult optimalisnak.
Némiképpen meglep6 modon, a termofil Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 45°C-o0s
hémérsékleten nem szaporodott elfogadhatd mértékben. Garcia-Cayuela és mtsai (2009)
eredményeihez hasonléan Tabasco és mtsai (2007) is az MRS-fruktoz agart talaltak
megfelelonek Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus tenyésztéséhez. Az irodalmi forrasok
tobbsége 72 6ras, anaerob inkubacidt javasol, és ez egybecseng a mi eredményeinkkel, eltérés
csupan az inkubacids hémérséklet tekintetében van.

A S. thermophilus TH-4 jeli torzse az 1., az 5. és a 6., a DSM 20479 torzs pedig az 1.
és a 6. sorszamu moddszer alkalmazasakor szaporodott jol. Megallapithaté tehat, hogy a S.
thermophilus tenyésztéséhez a TSZKA (tejporos szoja-kazein agar) tapkozeg (37°C-on 72
oraig tartd anaerob inkubalassal) vagy az M17 agar (37°C-on 48 oraig végzett aerob
inkubacioval) a legmegfelelébb. Tabasco ¢és mtsai (2007), illetve Garcia-Cayuela és mtsai
(2009) is ugyanezt a taptalajt és ugyanezeket az inkubécios koriilményeket ajanljak.
Megjegyzendd, hogy egyik taptalaj sem tartalmaz litium-kloridot vagy natrium-propionatot,
mert ezek gatoljak a S. thermophilus szaporodasat (Lima és mtsai, 2009).

A Lb. acidophilus LA-5 és NCAIM B.02085 jelti torzse szinte valamennyi
megvizsgalt taptalajon jol szaporodott, kivételt csak a 45°C-on inkubalt M17 agar és a TOS-
MUP agar jelentett. Vinderola és Reinheimer (2000) a Lb. acidophilus szelektiv
tenyésztéséhez littum-kloridot és natrium-propionatot tartalmazé LP-MRS agart ajanl. Noha a
TOS-MUP agar tartalmaz natrium-propionatot €s osszetevoi kozott megtalalhaté — jollehet
nem litium-klorid forméjdban — a litium és a klorid is, mégsem fejlodott rajta jol egyik
torzstlink sem.

A B. breve M-16 V egyediil a 37°C-on 48 6ran at aerob koriilmények kozott inkubalt
M17 agaron szaporodott megfelelden, ami a szakirodalmi kozlések tiikrében meglepdnek
mondhat6. Ugyanezt tapasztaltuk a probiotikus tulajdonsagair6l jol ismert B. animalis subsp.
lactis BB-12 esetében, viszont ez utdbbi torzs szintén jol ndvekedett 37°C-on 72 oraig
anaerob modon inkubalt TSZK agaron és Li-mupirocinnal kiegészitett TOS-MUP agaron is.
Ez wutobbi tapkozeg bifidobaktériumok szelektiv tenyésztésére vald alkalmassagat
alatamasztjak Rada és Koc (2000) valamint Kim és mtsai (2010) vizsgalati eredményei is.

A mezofil vajkultira sav- ¢és aromatermeld komponenseinek tenyésztésére
vonatkozoan elvégzett vizsgalatok eredményei arrdl tanuskodtak, hogy a Lc. lactis subsp.
lactis MTKI-13 Gsszességében nagyon hasonloan viselkedett, mint a Lb. acidophilus LA-5 és
a Lb. acidophilus NCAIM B.02085. Ugyanez viszont mar csak korlatozottan volt elmondhato
a Lc. lactis subsp. lactis masik tesztelt torzsérél (ATCC 19435). A Ln. mesenteroides subsp.
dextranicum ATCC 19255 csak a tejporos szoja-kazein agaron szaporodott megfeleléen, a Lc.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis VK-256 viszont emellett még az aerob koriilmények
kozott, 37°C-on, 48 oran keresztiil inkubalt M17 agaron is. Antunes €s mtsai (2007) CHN-22
azonosito jell vajkulturaval végeztek kisérleteket, amely Lc. lactis subsp. lactis-t, Lc. lactis
subsp. cremoris-t, Lc. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis-t és Ln. mesenteroides subsp.
cremoris-t tartalmazott. A vajkultarat eltéré dicloxacillin-tartalmi MRS agarokra helyezték és
vizsgaltak a telepképzddést. A kulturakeverék komponensei a taptalajok nagy részén képesek
voltak telepeket 1étrehozni.
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A Lb. casei MTKI-R ¢és NCAIM B.01137 jeli torzsének eredményei nagyrészt
hasonléan alakultak ahhoz, mint amit a Lb. acidophilus két torzsével kapcsolatban az
el6zéekben elmondtunk. Kiilonbség, hogy a Lb. casei térzsek nem szaporodtak megfeleléen
5,4-es pH-ju, 45°C-on, 48 6raig, anaerob koriilmények kozott inkubalt MRS agaron. Meglep6
viszont a NCAIM B.01137 torzs nagymértékii telepképzése M17 agaron. Ilyen értelmi
kozlést az attekintett szakirodalmi forrasokban nem taldltunk. Mortazavian és mtsai (2007)
MRS-epe agart, Lima és mtsai (2009) pedig LC (Lb. casei) agart javasolnak Lb. casei
szelektiv tenyésztéséhez.

Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan az alabbi fébb megallapitasok tehetok:

e Tejporos szoja-kazein agaron az 0Osszes megvizsgalt faj legalabb egyik torzse
kivaldéan szaporodott, ezért ez a tapkozeg, 37°C-on 72 o6ran keresztiil anaerob
korilmények  kozott  inkubalva, alkalmas a  tejsavbaktériumok ¢és a
bifidobaktériumok 6sszes €l0sejt-szdmanak meghatarozasara.

o A tesztelt MRS tapkozegek alkalmasnak bizonyultak a probiotikus laktobacilluszok
savanyl tejtermékekbdl  torténd  szelektiv  elkiilonitésére €és  szambeli
meghatarozasara, amennyiben a kultirakomponensek kozott nem volt jelen a Lc.
lactis subsp. lactis.

e A B. animalis subsp. lactis BB-12 szelektiv tenyésztésére kivaldan alkalmas a 37°C-
on 72 o6raig anaerob modon inkubalt, littum-mupirocinnal kiegészitett TOS-MUP
agar.

e Joghurt esetében a termékazonos mikroorganizmusok szelektiv elkiilonitése ugy
valdsithatd meg leghatékonyabban, ha a mintdkat M17 agaron, 37°C-on, 48 o6raig,
aerob modon (S. thermophilus), illetve 6,2-es pH-ji MRS agaron, 37°C-on, 72 6raig
anaerob koriilmények kozott (Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus) inkubaljuk.

e Un. ABT-tipusti probiotikus savanyu tejtermékek kultira eredetii komponenseinek
szelektiv elkiilonitését 45°C-on, 24 o6ran keresztiil, aerob koriilmények kozott
inkubalt M 17 agaron (S. thermophilus), 37°C-on 72 6ran at anaerob modon inkubalt,
litium-mupirocinnal kiegészitett TOS-MUP agaron (B. animalis subsp. lactis) és
barmelyik, altalunk tesztelt MRS agaron (Lb. acidophilus) célszeri végezni.

e A Lb. casei a Lb. acidophilus-éhoz és a Lc. lactis subsp. lactis-éhoz hasonlo
tenyesztési  koriilményeket  igényel, a  joghurtbaktériumoktél ¢és a
bifidobaktériumoktol viszont konnyen elkiilonithetd.
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