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A projekt tartalma és célja

A biolégiai kontroll, mint egy alternativ, a nyersanyag romlasit okoz6
mikroorganizmusok tevékenységét hattérbe szoritd, igy a romldst megel6z0 technoldgia, a
kémiai tartositoszereket alkalmazé modszerek egy lehetséges kivaltgja lehet. A
mezOgazdasagi terményekre -, amelyek az élelmiszereldallitds alapjat képezik, - jellemzo a
természetes €s nagyszamu mikroorganizmus jelenléte, amely el6idézheti a betakaritott
novényi rész gyors romlésat, ezaltal befolydsolja annak felhasznalhatésagét, tarolhatosagat és
biztonsdgat. A betakaritdst kovetd Un. postharvest romlds egyrészt jelentds (gazdasagi)
karokat okoz, amelynek csokkentése egyértelmiien fontos feladat, mdasrészt
élelmiszerbiztonsigi kockdzatot jelenthet az esetlegesen feldolgozott, de mér fert6zott
nyersanyag tekintetében.

A mezdgazdasdgi termények koziil a zoldségek és gyiimolcsok, azok magas
viztartalma miatt, kiilonosen ki vannak téve a betakaritds utdni gyors romlési folyamatoknak.
Ezen romldsban nagy szerepet jatszanak a kiilonb6z6 penészgombdk, foként a Penicillium,
Botrytis, Colletotrichum, Geotrichum, Fusarium és Rhizopus fajok.

Ezen romlasi folyamatok megakadalyozdsara a vegyszeres kezelés egyik alternativdja
olyan bioldgiai tartositdsi modszer alkalmazédsa, ahol olyan mikroorganizmusokat
alkalmaznak, amelyek kifejezetten ezen romladst okoz6 penészek ellen hatékonyak, mikdzben
a nyersanyag tulajdonsigait nem befolyésolja, arra nincs negativ hatassal.



A tejsavbaktériumok természetesen el6fordulnak a ndvényi részeken, anélkiil, hogy annak
romldsat okozndk, mikozben kdros egészségi hatdsaik sincsenek. Ismert, hogy szdmos
baktérium termelhet olyan antifungdlis anyagot (tobbek kozott kitindzokat), amely
visszaszoritja a penészek szaporodasat.

Célunk olyan mikroorganizmusok (tejsavbaktériumok, élesztok), illetve azok

keverékének tudomdnyos alapon torténd szelektalasa, amelyek j6l alkalmazhaték novényi
nyersanyagok postharvest romlasanak megakadalyozasara.
Ezen hasznos mikroorganizmusok alkalmazasaval csokkenthetd a kémiai kezelés, a
vegyszerek haszndlata a tarolds sordn, illetve kisebb mértékii romlds kovetkezik be egy nem
kezelt nyersanyaghoz képest, igy a bioldgiai tartdsitds dltal egy természetesebb, kezelésektdl
mentes tartdsitds valdsithaté meg, csokkentve a gazdasdgi veszteséget és az
élelmiszerbiztonsdgi kockdzatot. A kordbbi biotartsitdsi moddszerekhez képest jelen
fejlesztésiink nem csak a gyakorlati hatékonysdgot tartja szem elott, hanem a kifejtett hatds
okait, hatterét, hatdismaddjat is vizsgalja tudomédnyos mdédszerekkel, hogy a kdrnyezetben, ill. a
tartositd hatdsban bekovetkezd esetleges véltozasok esetén, ismerve a tartdsitd hatds mogotti
hatdsmechanizmusokat, konnyen lehessen reagdlni és fenntartani a kedvezd 4llapotot. A
mikroorganizmusok biotartdsitdsban torténd alkalmazhatésdgat maghatdrozé tulajdonsdgai
akdr torzsenként is nagymértékii eltérést mutathatnak, ezért szelekci6jukhoz koriiltekintd
kutatds sziikséges. Ugyanakkor az eltérd kornyezeti feltételek, foldrajzi koriilmények kozott
kiilénb6z6 mikroorganizmus fajok/torzsek fordulnak eld, amelyeknek a megszokottdl eltérd
koriilmények kozotti vizsgalataval, alkalmazasaval plusz informdcidkat €s hatékonysagukban
fokozott mikroorganizmusokat szelektdlhatunk, amely vizsgédlatokhoz a kinai és magyar fél
eltérd kornyezeti feltételei idedlisak.

A célok eléréséhez

- Molekularis bioldgiai mddszerekkel vizsgaljuk kinai és magyar forrasbol, kdrnyezetbdl
szarmazd tejsavbaktérium és éleszto torzsek kitindz-kddold génjének jelenlétét.

- Meghatarozzuk azokat a kornyezeti koriilményeket, amelyek eldsegitik, novelik a kitinaz
gén kifejez0dését €s a kitindz aktivitasat.

- Kitin-kotd fehérjék (CBP) vizsgalata a szelektdlt mikrobdkndl, azok hatdsa a Kkitindz
aktivitasra, a CBP aktivitasanak novelése.

- Az esetlegesen kiillonboz0 penészekre haté torzsekbdl kevert tenyészetek kialakitasa a
hatékonysag novelése érdekében.

- A szelektdlt torzsek alkalmazhatdsagénak vizsgélata kiillonbozd, a projektben résztvevd
partnereknek, a kiilonboz6 foldrajzi és kultirélis viszonyoknak megfeleld mezdgazdasagi
terményen, illetve élelmiszeren.

- A szelektalt torzsek vizsgélata in vitro emésztési modellben az alkalmazhatésag igazoldsara.

A projekt elérehaladasa, jelenlegi allasa
2017-2018.

Az elsé részfeladatban molekuldris biol6giai mddszerekkel vizsgaltuk a kisérletbe
vont, torzsgyljteménybdl, illetve élelmiszerekbdl izoldlt baktériumok esetén a Kkitindz
termelést kodol6 gének jelenlétét a mikroorganizmusokban. A kisérletekben és a biokontroll
organizmusként foként tejsavbaktériumokat, azon is belill a széles korben el6forduld,
konnyen és 4ltaldnosan alkalmazhaté Lactobacillus nemzetség tagjait alkalmaztuk. Hogy
igazoljuk a kisérletbe vont baktériumok Lactobacillus nemzetségbe tartozéasat, Lactobacillus



specifikus primert alkalmaztunk. A kitindzt kédol6 gének jelenlétére, azaz, hogy az adott
baktériumban megvan-e a képesség a kitindz termelésére, irodalmi adatok alapjan kétféle
primert hasznaltunk. Ot Lactobacillus esetén taldltunk az egyik primerre (chiA) adott jelek
alapjan kitindz kédol6 gén jelenlétét. Megvizsgéltuk a kisérletbe vont baktériumok, - mind
tejsavbaktériumok, mind a nemtejsavbaktériumok - és élesztOk esetén, kiillonbodzd Kkitin-
tartalmu taptalajon maganak a kitindz enzim termelését, aktivitasat, a kitin bontdsa altal.

A Kisérleteink alapjan sikeriilt szelektalnunk olyan Lactobacillus torzseket,
amelyek a genetikai informaciok alapjan képesek lehetnek Kitinaz termelésre, ezaltal
jelentés penészgatlasra. Ezen eredmény tudomanyos jelentosége, hogy az altalunk
ismert irodalmi adatok alapjan a Lactobacillus torzsek nem, illetve nagyon Kis
szazalékban rendelkeznek Kitinaz génnel, kitinbont6é aktivitassal rendelkezo torzseik
nem nagyon fordulnak elé. Ugyanakkor a Kitinbonté aktivitasukat normal koriilmények
kozott nem tudtuk igazolni.

A masodik részfeladatban a kitinbonté aktivitdsuk indukdldsa, a gén kifejezddésének
kornyezeti paramétereinek meghatdrozdsa, illetve a tényleges penészgatld aktivitds és az
esetleges kitindz aktivitds kozotti kapcsolat feltardsa volt a célunk. Ehhez kolloidalis kitin
eldallitasat végeztiik, a kitinbontd aktivitds jobb megfigyelhetdsége érdekében; adapticids
kisérletet a torzsek kitinhez torténd alkalmazkoddsa céljabol; moédositott tdpkozegben
vizsgdltuk a kitindz aktivitds kifejez0dését; statisztikai kisérlettervezéssel vizsgéltuk a
tapkozeg Osszetétel €s a kornyezeti paraméterek hatdsit a kitinbontd képességre. A pozitiv
kontrollként alkalmazott Serratia torzsek esetén megéllapitottuk a kitindz aktivitdsra
legnagyobb hatdssal biré paramétereket.

A valddi penészgatlds meghatarozdsa érdekében romlast okoz6 penészeket izoldltunk termeldi
piacrol, kiskertbdl, illetve zoldségkutatd intézetbdl szarmazd zoldség-, és gyiimoles mintdkrol.
Osszesen 11 kiilonbozd penészt izoldltunk sargarépardl, paradicsomrdl, malndrdl,
Oszibarackrol, szederrdl, kopaszbarackrdl (nektarin) és mandarinrdl, amelyekkel szemben
kétféle modszerrel megvizsgaltuk a kisérletbe bevont baktériumok és élesztok gatlé hatdsat. A
gatlas mértéke nagymértékben fliggott az adott, gatolandé penész fajtajatdl, mindazonaltal
mind a tejsavbaktériumok, mind a nem-tejsavbaktériumok és az élesztok esetén is talaltunk a
tobbi vizsgalt torzshoz képest statisztikailag is kimutathatd, jelentds gatlé hatdssal rendelkezd
torzset. A kitindz-aktivitassal rendelkezd, pozitiv kontrollként alkalmazott Serratia torzsek
gatlé hatdsaban egyértelmiien megmutatkozott a kitindz termelés és a penészgatlds kozotti
Osszefiiggés, azonban Lactobacillus-ok és azok penészgitld hatdsa és a kitindz kédold gén
jelenléte kozott nem volt Osszefiiggés.

A gyakorlati alkalmazhat6sdg érdekében eldkisérletben megvizsgaltunk szelektalt
Lactobacillus-ok gatld aktivitasat penészekkel fert6zott zoldségen és gyiimolcson. A penészek



szdmadra idedlis magas homérséklet és paratartalom ellenére egyes tejsavbaktérium torzsek
jelenlétében kisebb mértékii penésznovekedést figyeltiink meg.
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Megyvizsgaltunk szamos paramétert, amely az irodalmi adatok alapjan
befolyasolhatja a Kitinaz termelését, elésegitheti, novelheti a Kitinaz gén Kifejezodését.
Noha a tejsavbaktériumok esetén ezen paraméterek nem voltak hatassal a kitinaz gént
tartalmazo torzsekre, igy a kitinaz aktivitasuk nem jelent meg, az adott médszerekkel
detektalhaté modon, a pozitiv kontrollként alkalmazott Serratia torzsek esetén
meghataroztuk a Kitinaz aktivitast leginkabb befolyasol6o kornyezeti paramétereket. A
kisérleteink alapjan sikeriilt meghataroznunk a kisérletekbe vont mikroorganizmusok
penészgatlo aktivitasat zoldségekrdl és gyiimolcsokrol izolalt, valédi romlast okozé
penészekkel szemben, szelektialva jelentos gatlo hatassal rendelkezo, a tovabbi
Kkisérletekben alkalmazhat6é mikroorganizmusokat.

2018-2019.

A harmadik részfeladatban kisérleteinket a molekuldris biologiai vizsgdlatok alapjan
kivélasztott kitindz gént tartalmazd Lactobacillus torzsekkel végeztiik: a kitinaz-aktivitast
Zimmogram moddszerrel; a kitindz és kitindzzal homolég fehérjék kimutatdsat pedig
immunblot technikdval tanulmanyoztuk. Minden esetben pozitiv kontrollként a Serratia
marcescens torzset hasznéltuk. Feltérképeztik a szelektdlt baktérium torzsek fehérje-
eloszlasat, majd az extracelluldrisan képzddd kitindzok kimutatdsdhoz a feliilluszok
elektroforetikus mintazatat is elemeztiik, redukdl6 és nem redukdlé koriilmények kozott. Az
enzim aktivitds akrilamid gélben torténd meghatarozdsahoz a precipitalt mintdkndl 2 mddszert
adaptéltunk, de a vizsgélt Lactobacillus és Serratia torzsek fehérjéi az alkalmazott médszerek
egyikével sem mutattak kitindz aktivitast.

Az immunanalitikai vizsgdlatokhoz egy kitindz enzimfehérje egyik reprezentativ
peptidszakaszara eldallitott poliklondlis ellenanyagot hasznéltunk fel a kitindz enzimfehérjék
azonositasdra, illetve veliik val6 keresztaktivitdsuk bizonyitdsara.

A baktériumokon kiviil a tarolasi kisérletbe bevont gylimolcsok, zoldségek fehérjéit, kiilonos
tekintettel a kitindzokra vonatkozdéan tanulmanyoztuk. Ebben az esetben kiilonbozo
kornyezeti hatdsok eredményeként indukaljuk az enzimtermelést.

A kitindz termelésének meghatdrozasdhoz, a fehérje tisztitdsdhoz gardiens elicidés nagy
hatékonysagi folyadékkromatografias (HPLC) moddszert adaptaltunk, amely kromatografis
elvalasztas sordn mind a S. marcescens, mind a Lactobacillus torzsek feliiliszoinak fehérje-
koncentratumaiban a bakteridlis kitindz kontroll legnagyobb csucsdnak retencids idejénél
(22,6 perc) kimutattunk fehérje-csucsot, amely igazolja a kitindzhoz hasonlé szerkezeti és



kémiai tulajdonsigi fehérjék jelenlétét. A kitindz enzim aktivitdsat fotometrids modszerrel
vizsgaltuk.

Ebben a munkaszakaszban vizsgaltuk a Lactobacillus torzsek kitin-koto fehérjéit is. Az
irodalmi adatok szerinti molekulatartomdnyban mindegyik altalunk vizsgalt torzs sejtfelszini
fehérjéinek mintdzatdban sikeriilt kimutatnunk egy intenziv fehérjesdvot. A kitin-kotd fehérjét
a torzsek feliiliszdjanak komponenseinek kolloidélis kitinhez valé kotodésének vizsgélataval
probaltuk azonositani. A vizsgalt mddszerrel majd mindegyik torzsnél sikeriilt fehérjesavot
kimutatni, ami kitin-k6té fehérje jelenlétére utal. A kitin-k6té fehérjék fehérjék
termelddésének indukdldsat is vizsgdltuk, meghatarozva azokat a kornyezeti paramétereket,
amelyek ezek fehérjék termelését befolyasoljak.
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A harmadik részfeladatban mind zimmogram, elektroforetikus,
spektrofotometrias, immunoblott, mind nagy hatékonysagi folyadékkromatografias
modszereket adaptaltunk sikeresen a Kkitindz enzim elvalasztasara, Kimutatasara,
aktivitasanak meghatarozasara, amely fehérje-analitikai vizsgalatok alapjan
megallapitottuk, hogy az els6 részfeladatban szelektalt, Kkitinaz kédolé génnel
rendelkezé Lactobacillus torzsek termelnek olyan extracellularis fehérjéket, amelyek
molekulatomegiikben, szerkezetiikben hasonléak a kitinaz enzimhez, de sem kitin bonté
aktivitast, sem Kkitinaz enzimre specifikus ellenanyagra adott immunrekaciét nem
detektaltunk. A vizsgalt, Kitinadz koédoléo génnel rendelkezé torzsek esetén sikeriilt
elvalasztanunk a Kitinbonté aktivitast segité Kitin-koté fehérjéket, kimutatnunk azok
kitinhez kot6d6 funkcidjat, valamint meghataroztuk egyes kornyezeti tényezok hatasat a
kitin-koté fehérjék termelodésére, azonban tényleges Kitinaz aktivitas nélkiil ezek
szerepének vizsgalata korlatozott volt.

Kimutattuk, hogy biokontroll mikroorganizmus alkalmazisa mellett megvaltozik a
termény sajat Kitinaz enzimaktivitasa, amely fontos szerepet jatszhat a tartésitasban.

A negyedik részfeladat célja volt a kordbbi részfeladatokban szelektélt
mikroorganizmusok alkalmazdsidval kevert tenyészetek kialakitdsdnak a lehetdségének
vizsgalata, hogy az egyes torzsek gatlé hatdsanak ily médon torténd additiv vagy szinergens
hatdsnovekedése altal megnoveljiikk penészgatlé hatékonysaguk. Megvizsgéltuk a kordbban
szelektalt torzsek egymadsra Kkifejtett hatdsit egy esetleges kevert tenyészetben torténd
alkalmazhatésaguk érdekében, majd vizsgaltuk a keverékek penészgatlé hatdsdt mind kiilon
szaporitast kovetd egyiittes alkalmazds, mind egyiittes szaporitast kovetd alkalmazds szerint.
A kevert tenyészet egyes tagjainak sejtkoncentracidja, az 0ssz-sejtszdm és a tagok egyméshoz
viszonyitott sejtszam-ardnya alapjan 7 parositast valasztottunk ki a tovabbi vizsgalatokhoz.



A szelektdlt, egyiitt szaporitott keverékek penészgitlé hatasdt 5 Magyarorszagon és
harom Kindban izoldlt romldst okozd penész ellen vizsgiltuk a keverékek gatld hatdsat
hasonlitva a kevert tenyészetben szerepld egyes mikrobdk adott penésszel szembeni egyedi
gatlé hatdsdhoz képest. Fontos volt meghatarozni a gatl aktivitds sejtszam, illetve penész-
sporaszamtol valé fiiggését. Ehhez kozponti elrendezésii (central composite design) kisérleti
tervet alkalmaztunk, amelybdl meghatdrozhat6 az optimélis sejtszdm-spéra ardny, azaz az a
legkisebb sejtszama a kevert tenyészetnek, valamint legnagyobb spéraszdma a penésznek,
amely mellett még megfeleléen gatlédik a penész szaporoddsa. Négy penész esetén is
taldltunk olyan kevert tenyészetet, amely mar 10° sejt/ml koncentraciéban meggitolja a 10%-
10° spéra/ml koncentréci6ji penészszuszpenziébol a penésztelepek kialakuldsét.

BRI

%ﬂ:gagz@.%%‘g‘s@%

A negyedik részfeladatban a nagyobb penészgatlo aktivitassal rendelkezé kevert
tenyészetek Kialakitasa érdekében megvizsgaltuk az egyes, korabban szelektalt
mikroorganizmusok egymasra Kkifejtett hatasat és kialakitottunk olyan parositasokat,
amelyek nem gatoljak egymas tevékenységét, majd ezeket az egyiittszaporithatosag
szempontja szerint vizsgaltuk, mivel megallapitottuk, hogy egyiitt szaporitva jelentosebb
penészgatlo hatas érheté el a kevert tenyészeteknél. Az egyiitt megfelelé aranyban és
sejtszamban elszaporodé Kkevert tenyészeteket szelektalva megvizsgaltuk ezek
penészgatlo aktivitasat az egyedi mikrobakhoz képest és ot olyan parositast talaltunk,
amely kevert tenyészet jelentos (egyes esetekben szinergens) penészgatlo
hatasnovekedést mutatott bizonyos penészekre. Sikeresen meghataroztuk a szelektalt
kevert tenyészetek Kritikus, sejtszamtol és sporaszamtol fiiggo gatlohatas-értékeit, ami
altal megallapitottuk, mely kevert tenyészetek azok, amelyeket egy adott penésszel
szemben a legkisebb koncentracioban sziikséges alkalmazni.

2019-

Jelenleg a szelektalt kevert €s egyedi véd0 mikroorganizmusok gyakorlati alkalmazhatésigi
vizsgalatait végezziik, tobbek kozott a mikroorganizmusok feliiletre juttatdsdnak lehetdségeit,
azok kozotti eltéréseket; a mikroorganizmusok megtapaddsat, tdlélését a zoldségek,
gyiimolcsok feliiletén; tarolasi kisérleteket.

A TET_16_CN-1-2016-0004 szdmi projekt a Nemzeti Kutatisi Fejlesztési és Innovdcids Alapbol
biztositott  tamogatissal, a Magyar- Kinai Ipari Kutatas-fejlesztési Egytttmtkodési Palyazat
(TET_16_CN) pdlyazati program finansirozdsiban valdsul meg.



