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MIKROBIOLOGIAI TESZTEK




Partnertol kapott kisérleti fermentaciok parameéterei

Buza . ) Kukorica Arpa , i
Széjadara | Dextroz . i Eleszto NaCl
orlemény dara orlemény
Taptalaj 1 60 18 2 0 20 0 0
Taptalaj 2 20 27 3 50 0 0 0
Taptalaj 3 10 20 0 0 50 19,5 0,5
Taptalaj 4 0 50 2 10 0 37,5 0,5




Fermentacio Fermentacioé i . Taptalaj Lactobacillus ,

Jel hémérséklete ideje T?iptalaj mennyiség kultara \ilz

°C (6ra) PHs (%) (%) (%)
L 32 24 1 0,5 0,25 99,25
M 35 72 2 0,5 0,25 99,25
N 37 96 3 0,5 0,5 99,0
(0 35 96 4 1,0 0,5 98,5
P 30 96 4 1,0 1,0 98,0
Q 35 72 4 10,0 1,0 89,0
R 35 96 4 20,0 1,0 79,0




Mikrobiologiai tesztek

A tesztek soran vizsgalt mikrobioldgiai paraméterek
* Osszes gombaszam (CFU/ml)

kéliformok (CFU/ml)

szulfatredukalé Clostridium (CFU/ml)

Salmonella

mezofil aerob dsszes élécsira (CFU/ml)

12. melléklet a 65/2012. (VII. 4.) VM rendelethez

Takarmanyok mikrobiolégiai hatarértékei

M = tolerancia hatarérték
(az .M" értéket meghaladé csiramennyiség nem elfogadhatd!)
1. Koérokozé mikroorganizmusok

(csak hokezelt takarmanyok esetében)

*: a szabvény legujabb kiadasa

Referenciamoédszer M
Salmonella spp. MSZ EN 1SO 6579* 0/25¢g
2. Technoldgiai higiéniai korilményeket jellemzé mikroorganizmusok
Referenciamodszer M
E. coli MSZ ISO 16649-2* lozlg
(kivéve a hékezelt takarmanyokat)
Clostridium perfingens MSZ EN ISO 7937* lo2 19
(csak hokezelt takarmanyokban)
3. Kornyezeti eredeti szennyezodést jelzé mikroorganizmusok
Referenciamédszer M
Mezofil aerob mikrobaszam MSZ EN ISO 4833* 106 I
csak granulalt takarmanyokban
(a probiotikumot tartalmazoé készitmények
és takarmanyok nem vizsgalandok)
Enterobacteriaceae sp. MSZ ISO 21528-2* 1 03 I




Fermentalo baktériumok izolalasa és molekularis azonositasa

« A tenyésztési és izolalasi korulményeket ugy alakitottuk ki, hogy elbényben részesitsék azokat a
baktériumokat, amelyek feltehetéen szerepet jatszottak a fermentacids folyamatokban.

» A kivalasztott izolatumokbdl tisztatenyészeteket allitottunk el6, amelyekb6l DNS-izolalas tortént tovabbi
molekularis vizsgalatokhoz..

» A fajszintll azonositast a 16S rRNS gén PCR-alapu amplifikacidjaval végeztuk, specifikus primerek
alkalmazasaval. Az amplifikalt szakaszok szekvenciait 0sszevetettiuk a GenBank adatbazisaban szerepl6
referencia-szekvenciakkal, szekvenciahomologia-elemzés réven.

Harom dominans baktériumot izolaltunk és azonositottunk:
» Leuconostoc lactis

» Lacticaseibacillus (Lactobacillus) rhamnosus

» Lacticaseibacillus (Lactobacillus) paracasei

« Ezek a fajok jol ismert fermentacids aktivitassal rendelkeznek, és fontos szerepl6i lehetnek a célzott
mikrobialis kozosségek kialakitasanak.



Leuconostoc lactis — Jellemzés és jelentoség

Morfolégiai és fiziolégiai jellemzdk:
Gram-pozitiv, fakultativ anaerob, nem sporaképzé, kokkoid vagy rovid palcika alaku baktérium.
Optimalis ndvekedési hémérséklet: 20-30 °C.

Anyagcseretipus:
Heterofermentativ tejsavbaktérium — a glukozt tejsavva, etanolla/acetatta és CO,-vé fermentalja.

El6fordulas:
Szamos fermentalt éleimiszerbdl (pl. savanyitott zoldségek, tejtermékek) izolalhatd; a természetes
fermentacidk gyakori és jelentds szerepldje.

Biotechnoldgiai jelentéség:

Savanyitasi folyamatokban iz- és aromaanyagokat (pl. diacetilt) termel.

Antimikrobialis anyagokat (pl. bakteriocineket) is képes el6allitani.

Fontos szerepe van mikrobialis konzorciumok tagjaként a fermentacios dinamika iranyitasaban.



Lacticaseibacillus (Lactobacillus) rhamnosus — Jellemzés és jelentoséqg

Morfolégiai és fiziolégiai jellemzok:
Gram-pozitiv, nem spéraképzd, fakultativ anaerob palcika. Optimalis novekedési hémeérseéklet: 37 °C
korul. Kivalo sav- és epeso-tir6képesség jellemzi.

Anyagcsere:
Homofermentativ tejsavtermeld: a glukoz féként L(+)-tejsavva alakul. Stabil fermentacios kornyezetet
biztosit.

El6fordulas:
Az emberi bél mikrobiom természetes tagja. Gyakori a fermentalt élelmiszerekben és probiotikus
készitményekben.

Biotechnoldgiai jelentéség:

Kiemelkedd probiotikus torzsei (pl. L. rhamnosus GG) bizonyitottan jétékony hatasuak az
emésztérendszer egészsegere.

Gatolja a patogének megtelepedését, tamogatja a nyalkahartya immunitast.
Elelmiszeripari fermentaciékban stabilizalja a mikrobialis kozésségeket.



Lacticaseibacillus (Lactobacillus) paracasei — Jellemzés és jelentoséq

Morfolégiai és fiziolégiai jellemzdk:
Gram-pozitiv, nem spéras, palcika alaku, fakultativ anaerob baktérium. Optimalis novekedési
hédmeérséklet: 30—40 °C..

Anyagcseretipus:
Homofermentativ (fakultativ heterofermentativ — szénhidratokat f6ként tejsavva alakit, de képes kisebb
mennyiségben ecetsavat, etanolt és CO,-t is termelni).

El6fordulas:
Fermentalt tej- és novényi eredetl élelmiszerekben gyakori.
El6fordul a human béltraktusban is, bizonyos torzsei probiotikusak.

Biotechnoldgiai jelentéség:

Hasznaljak fermentalt tejtermékek és savanyitott zoldségek elballitasanal.

Stabilizalja a fermentacios folyamatokat, javitja az izprofilt.

Probiotikus torzsei hozzajarulhatnak a bélfléra egyensulyahoz, immunmodulalé hatassal birhatnak.



Fermentumokbodl izolalt dominans fajok élettani jelentésége

Leuconostoc lactis

A L. lactis termelte glukozil-transzferaz enzim lehetbévé teszi kulonféle oligoszacharidok és gluko-
oligoszacharidok bioszintézisét. Az igy képzddott oligoszacharidokrol kimutattak, hogy erételjes
immunstimulans hatasuak: novelik tobb jelentés immunvalasz faktor — példaul a foszforilalt P38,
ERK1/2 és JNK — szintjét.

Lacticaseibacillus rhamnosus

A L. rhamnosus kivalé nyalkahartyahoz kot6d6 képessége révéen hatékonyan képes gatolni kulonféle
patogének, példaul Salmonella és Shigella fajok megtelepedését. Klinikai vizsgalatok szerint
alkalmazasa gyermekeknél csokkenti a hasmenés idétartamat és a kérhazi eredetll fertb6zések
kockazatat. Tovabba eredményesen alkalmazhato irritabilisbél szindromaban szenvedd betegeknél,
valamint Clostridium difficile okozta visszatérd colitis kezelésében is

Lacticaseibacillus paracasei

A L. paracasei t0bb tOorzse enyhiti az allergias Iéguti megbetegedések tlneteit, csokkentve az IL-5
szintet. Immunmodulalé hatasuk révén el6segitik az IFN-y és IL-10 termel6dését, valamint csokkentik
a PM2.5 altal kivaltott leguti allergias reakciokat. Emellett hatékonynak bizonyultak atopias
dermatitisz, hasmenés, Helicobacter pylori fertézés és irritabilisbél szindréma esetén is.




Fermentumok antimikrobialis hatasa

Vizsgalt mintak: partnertél kapott fermentumok.

Teszt baktériumok:
* Escherichia coli SZMC 0582
* Bacillus subtilis SZMC 0209

* Teszt élesztégomba:
* Saccharomyces cerevisiae SZMC 0644

,R” fermentum hatasa a S. cerevisiae
nbvekedésére

Eredmény: A baktériumok intenzivebb novekedése nem volt tapasztalhatd a leoltott fermentumok
hatasara, tehat alkalmazasuk ilyen kockazatot nem generdl. Az ,R” fermentum enyhe gatld hatast
gyakorolt a S. cerevisiae és a B. subtilis novekedésére.



Fermentalé baktériumok és élesztogombak kolcsonhatasa

Teszt mikroorganizmus: izolalt Leuconostoc lactis torzs.

Szam Elesztgomba torzs Azonosito Szam Elesztogomba torzs Azonosito
1. Zygosaccharomyces bailii CBS 4688 10. Saccharomyces diastaticus SZMC 0643
2. Zygosaccharomyces rouxii CBS 441 11. Saccharomyces cerevisiae SZMC 0644
3. Zygosaccharomyces mellis CBS 684 12. Candida zeylanoides M12 SZMC 26608
4. | Debaryomyces vindobonensis| SZMC 26599 13. Candida zeylanoides M33 SZMC 26629
5. Debaryomyces prosopidis SZMC 26719 14. Candida utilis SZMC 0053
6. Debaryomyces hansenii M8 | SZMC 26004 15. Yarrowia galli 111/2 SZMC 26739
7. | Debaryomyces hansenii Ill/1 | SZMC 26738 16. Yarrowia divulgata SZMC 26729
8. | Debaryomyces hansenii M19 | SZMC 26615 17. Yarrowia alimentaria SZMC 26709
9. Hansenula anomala SZMC 0731 18. Yarrowia galli 11/9 SZMC 26730

A Leuconostoc lactis csak a Hansenula anomala és a Zygosaccharomyces mellis torzsek novekedéseét
gatolta. A tobbi élesztégomba ndovekedésére nem gyakorolt hatast.




Partner altal biztositott fermentlevek prebiotikus hatasa

A prebiotikumok olyan taplalék-Osszetevdk, amelyek szelektiven serkentik a kedvez6 élettani hatasu

mikroorganizmusok — azaz probiotikumok — noOvekedését és aktivitasat a gazdaszervezet
bélrendszerében..

Teszt mikrorganizmusok:
 [Leuconostoc citreum
[ actobacillus curvatus

Modszer: ODg,, mérése mikrotiter lemezen, a 0. és 24 6ras inkubaciot kovetd idopontokban.

Eredmények:

L. citreum: jellemz6en neutralis hatas a novekedés vonatkozasaban.
L. curvatus: kifejezett prebiotikus hatas az ,R” fermentum vonatkozasaban.



Fermentumok eldallitasa laboratériumi korulmények kozott

Fermentumokat laboratoriumi korulmeények kozott djra eldallitottuk — reprodukalhatosag ellendrzése.

A fermentacidhoz a korabban izolalt baktériumtorzseket hasznaltuk fel:
* Leuconostoc lactis

» Lacticaseibacillus rhamnosus

» Lacticaseibacillus paracasei

* 1/3-1/3-1/3 aranyu keverék

A fermentaciokat a partnert6l megkapott paraméterek szerint hajtottuk végre.

Inkubaciot kovetben a fermentleveket sterilre szlrtuk, fagyasztva taroltuk (-20 C)..




Prebiotikus hatas vizsgalata laboratériumi fermentumokkal

Teszt mikroorganizmusok:

» Leuconostoc citreum

» Lactobacillus curvatus
 Mikrotiter lap / ODg,, / O és 24 ora.

PREBIOTIKUS HATAS
Enyhe Van Nincs
L. curvatus
R L,P,M P K
L. citreum
N, Q R, M, L O,P

Eredmények:

+ Az eredmények alapvetben 0sszhangban vannak a partner fermentumainak mérési eredményeivel.

» L. citreum: prebiotikus hatas valamivel er6sebb, mint a kapott fermentumoknal

* L. curvatus: megegyezik a korabbi mérésekkel; kifejezett prebiotikus hatas az ,R” fermentum

vonatkozasaban.



Bioaktiv vegyuletek jelenlétének detektalasa fermentlevekben

A kisérletek soran laboratériumi kortulmények kozott eldallitott fermentleveket alkalmaztunk.

A bioaktiv vegyuletek jelenlétét és a fermentacid soran bekovetkez6 mennyiségi valtozasukat
biolumineszcencian alapul6 detekciés modszerrel kovettik nyomon.

E célra egy kornyezeti mintak vizsgalatara kifejlesztett rendszert adaptaltunk (7Tox cuvette teszt, LCK
488), amely fagyasztva szaritott lumineszcens baktériumot (Vibrio fischeri NRRL-B-11177) tartalmaz.

A biolumineszcencia gatlasanak mértéke alapjan megallapitottuk, hogy a fermentacié soran képz6dd
bioaktiv anyagok mennyisége jelentés mértékben fuggott a hasznalt fermentacidés rendszert6l.
Tobb jellegzetes tipusu bioaktiv fermentlé is azonositasra kerdult.
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ALLATETETESI KISERLETEK




Allatetetési kisérletek

* A projekt munkatervének része kiilonb6z6 tapok allatkisérletekben torténé tesztelése.
* Metagenomikai vizsgalatokat végeztiink kiilonb6z6 etetési kisérleteket kovet6en a vastagbél mikrobiomra
vonatkozdan — nem tapasztaltunk negativ valtozasokat.

Kontroll Teszt

3 minta Metagenomikai elemzése (Krona abra)



ANALITIKAI VIZSGALATOK




Fermentumok analitikai vizsgalata

« UHPLC-HRMS (ultra-high-performance liquid 50 ©
chromatography-high resolution mass ]
spectrometry) modszerrel vizsgaltuk a w0 ] .8
fermentacios kiindulasi takozegek és a kész - .‘
fermentumok Osszetételét. ! S @
* A fermentacid minden fermentum esetében ] "
hatassal volt az 6sszetételére. g ]
« A fermentum jellegét elsGsorban a kiindulasi ~ 0 ‘_L‘ %
taptalaj szarazanyag tartalma éa a mikrobialis 2 :
inokulum nagysaga befolyasolta. -20 A .s
« A nagy kiinduldsi szarazanyag tartalmu (10% |®
feletti) és megnovelt mikrobidlis inokulummal 40 |
(1%) induld fermentacids kozegek mutattak a lo®
legnagyobb valtozast. e
* Jellemz6en a hidroxi-zsirsavak mennyisége o O OO O O —
mutatott egy nagysagrendnyi noévekedést a 180 100 PC‘?"(SO.Q%) 0 %0
fermentacié eredményeképpen (f6komponens L © K @V ® WK O N © Nk @ ©
analizis). @ Kk @ P @ K O @ @ &K @ R O RK




Hidroxizsirsavak (hidroxilcsoportot tartalmazé zsirsavak — HFA-k)

Kulonféle bioldgiai és kémiai folyamatokban jatszanak fontos szerepet.

Sejtmembran integritasa:
A HFA-k a sejtmembranok alkotoelemei, hozzajarulnak azok szerkezetéhez és mikodéseéhez.

Komplex lipidek épitbkovei:
Szamos komplex lipid alapjat képezik, amelyek tobbek kdzott a bérben és kulonféle szovetekben
talalhatok meg.

Gyulladascsokkentd és neuroprotektiv hatasok:
Egyes HFA-k, mint példaul a lipoxin és resolvinek gyulladascsokkent6 és neuroprotektiv
tulajdonsagokkal rendelkeznek.

Baktericid és daganatellenes hatas:
Bizonyos HFA-k baktericid és daganatellenes aktivitast mutatnak.




Osszefoglalas

Alkalmazott fermentacidés folyamatok értékes biologiai aktivitassal rendelkezé
fermentumokat hoztak létre.

A kiindulasi és fermentacios paramétereikben jelentésen eltér6 Kkisérleti
fermentaciok lehetdve tették az legoptimalisabb adalékok kivalasztasat.

A fermentumok mikrobiol6giai szempontbdl reprodukalhatéan elballithatdk voltak.

A fermentaciok dominans mikroorganizmusai, illetve a komplex fermentumok
kilonb6z6  kisérleti  rendszerekben  igazoltak  kedvezé  mikrobiologiai
sajatossagaikat.

A Kkisérleti anyagokon (alapanyagok, fermentumok) végzett tesztek minden
esetben a takarmanyokra el6irt mikrobioldgiai mindsegnek megfeleld
paramétereket rendelkeztek.
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