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A projekt tartalma és célja 

 
A biológiai kontroll, mint egy alternatív, a nyersanyag romlását okozó 

mikroorganizmusok tevékenységét háttérbe szorító, így a romlást megelőző technológia, a 
kémiai tartósítószereket alkalmazó módszerek egy lehetséges kiváltója lehet.  A 
mezőgazdasági terményekre -, amelyek az élelmiszerelőállítás alapját képezik, - jellemző a 
természetes és nagyszámú mikroorganizmus jelenléte, amely előidézheti a betakarított 
növényi rész gyors romlását, ezáltal befolyásolja annak felhasználhatóságát, tárolhatóságát és 
biztonságát. A betakarítást követő ún. postharvest romlás egyrészt jelentős (gazdasági) 
károkat okoz, amelynek csökkentése egyértelműen fontos feladat, másrészt 
élelmiszerbiztonsági kockázatot jelenthet az esetlegesen feldolgozott, de már fertőzött 
nyersanyag tekintetében. 

A mezőgazdasági termények közül a zöldségek és gyümölcsök, azok magas 
víztartalma miatt, különösen ki vannak téve a betakarítás utáni gyors romlási folyamatoknak. 
Ezen romlásban nagy szerepet játszanak a különböző penészgombák, főként a Penicillium, 

Botrytis, Colletotrichum, Geotrichum, Fusarium és Rhizopus fajok. 
Ezen romlási folyamatok megakadályozására a vegyszeres kezelés egyik alternatívája 

olyan biológiai tartósítási módszer alkalmazása, ahol olyan mikroorganizmusokat 
alkalmaznak, amelyek kifejezetten ezen romlást okozó penészek ellen hatékonyak, miközben 
a nyersanyag tulajdonságait nem befolyásolja, arra nincs negatív hatással. 



A tejsavbaktériumok természetesen előfordulnak a növényi részeken, anélkül, hogy annak 
romlását okoznák, miközben káros egészségi hatásaik sincsenek. Ismert, hogy számos 
baktérium termelhet olyan antifungális anyagot (többek között kitinázokat), amely 
visszaszorítja a penészek szaporodását. 
 

Célunk olyan mikroorganizmusok (tejsavbaktériumok, élesztők), illetve azok 
keverékének tudományos alapon történő szelektálása, amelyek jól alkalmazhatók növényi 
nyersanyagok postharvest romlásának megakadályozására. 
Ezen hasznos mikroorganizmusok alkalmazásával csökkenthető a kémiai kezelés, a 
vegyszerek használata a tárolás során, illetve kisebb mértékű romlás következik be egy nem 
kezelt nyersanyaghoz képest, így a biológiai tartósítás által egy természetesebb, kezelésektől 
mentes tartósítás valósítható meg, csökkentve a gazdasági veszteséget és az 
élelmiszerbiztonsági kockázatot. A korábbi biotartósítási módszerekhez képest jelen 
fejlesztésünk nem csak a gyakorlati hatékonyságot tartja szem előtt, hanem a kifejtett hatás 
okait, hátterét, hatásmódját is vizsgálja tudományos módszerekkel, hogy a környezetben, ill. a 
tartósító hatásban bekövetkező esetleges változások esetén, ismerve a tartósító hatás mögötti 
hatásmechanizmusokat, könnyen lehessen reagálni és fenntartani a kedvező állapotot. A 
mikroorganizmusok biotartósításban történő alkalmazhatóságát maghatározó tulajdonságai 
akár törzsenként is nagymértékű eltérést mutathatnak, ezért szelekciójukhoz körültekintő 
kutatás szükséges. Ugyanakkor az eltérő környezeti feltételek, földrajzi körülmények között 
különböző mikroorganizmus fajok/törzsek fordulnak elő, amelyeknek a megszokottól eltérő 
körülmények közötti vizsgálatával, alkalmazásával plusz információkat és hatékonyságukban 
fokozott mikroorganizmusokat szelektálhatunk, amely vizsgálatokhoz a kínai és magyar fél 
eltérő környezeti feltételei ideálisak. 
 
A célok eléréséhez  
- Molekuláris biológiai módszerekkel vizsgáljuk kínai és magyar forrásból, környezetből 
származó tejsavbaktérium és élesztő törzsek kitináz-kódoló génjének jelenlétét. 
- Meghatározzuk azokat a környezeti körülményeket, amelyek elősegítik, növelik a kitináz 
gén kifejeződését és a kitináz aktivitását. 
- Kitin-kötő fehérjék (CBP) vizsgálata a szelektált mikróbáknál, azok hatása a kitináz 
aktivitásra, a CBP aktivitásának növelése. 
- Az esetlegesen különböző penészekre ható törzsekből kevert tenyészetek kialakítása a 
hatékonyság növelése érdekében. 
- A szelektált törzsek alkalmazhatóságának vizsgálata különböző, a projektben résztvevő 
partnereknek, a különböző földrajzi és kultúrális viszonyoknak megfelelő mezőgazdasági 
terményen, illetve élelmiszeren. 
- A szelektált törzsek vizsgálata in vitro emésztési modellben az alkalmazhatóság igazolására. 
 
 
A projekt előrehaladása, jelenlegi állása 
 
2017-2018. 
 

Az első részfeladatban molekuláris biológiai módszerekkel vizsgáltuk a kísérletbe 
vont, törzsgyűjteményből, illetve élelmiszerekből izolált baktériumok esetén a kitináz 
termelést kódoló gének jelenlétét a mikroorganizmusokban. A kísérletekben és a biokontroll 
organizmusként főként tejsavbaktériumokat, azon is belül a széles körben előforduló, 
könnyen és általánosan alkalmazható Lactobacillus nemzetség tagjait alkalmaztuk. Hogy 
igazoljuk a kísérletbe vont baktériumok Lactobacillus nemzetségbe tartozását, Lactobacillus 



specifikus primert alkalmaztunk. A kitinázt kódoló gének jelenlétére, azaz, hogy az adott 
baktériumban megvan-e a képesség a kitináz termelésére, irodalmi adatok alapján kétféle 
primert használtunk. Öt Lactobacillus esetén találtunk az egyik primerre (chiA) adott jelek 
alapján kitináz kódoló gén jelenlétét. Megvizsgáltuk a kísérletbe vont baktériumok, - mind 
tejsavbaktériumok, mind a nemtejsavbaktériumok - és élesztők esetén, különböző kitin-
tartalmú táptalajon magának a kitináz enzim termelését, aktivitását, a kitin bontása által. 
 

                 
 

A kísérleteink alapján sikerült szelektálnunk olyan Lactobacillus törzseket, 

amelyek a genetikai információk alapján képesek lehetnek kitináz termelésre, ezáltal 

jelentős penészgátlásra. Ezen eredmény tudományos jelentősége, hogy az általunk 

ismert irodalmi adatok alapján a Lactobacillus törzsek nem, illetve nagyon kis 

százalékban rendelkeznek kitináz génnel, kitinbontó aktivitással rendelkező törzseik 

nem nagyon fordulnak elő. Ugyanakkor a kitinbontó aktivitásukat normál körülmények 

között nem tudtuk igazolni. 

 
A második részfeladatban a kitinbontó aktivitásuk indukálása, a gén kifejeződésének 

környezeti paramétereinek meghatározása, illetve a tényleges penészgátló aktivitás és az 
esetleges kitináz aktivitás közötti kapcsolat feltárása volt a célunk. Ehhez kolloidális kitin 
előállítását végeztük, a kitinbontó aktivitás jobb megfigyelhetősége érdekében; adaptációs 
kísérletet a törzsek kitinhez történő alkalmazkodása céljából; módosított tápközegben 
vizsgáltuk a kitináz aktivitás kifejeződését; statisztikai kísérlettervezéssel vizsgáltuk a 
tápközeg összetétel és a környezeti paraméterek hatását a kitinbontó képességre. A pozitív 
kontrollként alkalmazott Serratia törzsek esetén megállapítottuk a kitináz aktivitásra 
legnagyobb hatással bíró paramétereket. 
A valódi penészgátlás meghatározása érdekében romlást okozó penészeket izoláltunk termelői 
piacról, kiskertből, illetve zöldségkutató intézetből származó zöldség-, és gyümölcs mintákról. 
Összesen 11 különböző penészt izoláltunk sárgarépáról, paradicsomról, málnáról, 
őszibarackról, szederről, kopaszbarackról (nektarin) és mandarinról, amelyekkel szemben 
kétféle módszerrel megvizsgáltuk a kísérletbe bevont baktériumok és élesztők gátló hatását. A 
gátlás mértéke nagymértékben függött az adott, gátolandó penész fajtájától, mindazonáltal 
mind a tejsavbaktériumok, mind a nem-tejsavbaktériumok és az élesztők esetén is találtunk a 
többi vizsgált törzshöz képest statisztikailag is kimutatható, jelentős gátló hatással rendelkező 
törzset. A kitináz-aktivitással rendelkező, pozitív kontrollként alkalmazott Serratia törzsek 
gátló hatásában egyértelműen megmutatkozott a kitináz termelés és a penészgátlás közötti 
összefüggés, azonban Lactobacillus-ok és azok penészgátló hatása és a kitináz kódoló gén 
jelenléte között nem volt összefüggés.  
A gyakorlati alkalmazhatóság érdekében előkísérletben megvizsgáltunk szelektált 
Lactobacillus-ok gátló aktivitását penészekkel fertőzött zöldségen és gyümölcsön. A penészek 



számára ideális magas hőmérséklet és páratartalom ellenére egyes tejsavbaktérium törzsek 
jelenlétében kisebb mértékű penésznövekedést figyeltünk meg. 
 

    
 
 

Megvizsgáltunk számos paramétert, amely az irodalmi adatok alapján 

befolyásolhatja a kitináz termelését, elősegítheti, növelheti a kitináz gén kifejeződését. 

Noha a tejsavbaktériumok esetén ezen paraméterek nem voltak hatással a kitináz gént 

tartalmazó törzsekre, így a kitináz aktivitásuk nem jelent meg, az adott módszerekkel 

detektálható módon, a pozitív kontrollként alkalmazott Serratia törzsek esetén 

meghatároztuk a kitináz aktivitást leginkább befolyásoló környezeti paramétereket. A 

kísérleteink alapján sikerült meghatároznunk a kísérletekbe vont mikroorganizmusok 

penészgátló aktivitását zöldségekről és gyümölcsökről izolált, valódi romlást okozó 

penészekkel szemben, szelektálva jelentős gátló hatással rendelkező, a további 

kísérletekben alkalmazható mikroorganizmusokat. 

 

 
2018-2019. 
 

A harmadik részfeladatban kísérleteinket a molekuláris biológiai vizsgálatok alapján 
kiválasztott kitináz gént tartalmazó Lactobacillus törzsekkel végeztük: a kitináz-aktivitást 
Zimmogram módszerrel; a kitináz és kitinázzal homológ fehérjék kimutatását pedig 
immunblot technikával tanulmányoztuk. Minden esetben pozitív kontrollként a Serratia 

marcescens törzset használtuk. Feltérképeztük a szelektált baktérium törzsek fehérje-
eloszlását, majd az extracellulárisan képződő kitinázok kimutatásához a felülúszók 
elektroforetikus mintázatát is elemeztük, redukáló és nem redukáló körülmények között. Az 
enzim aktivitás akrilamid gélben történő meghatározásához a precipitált mintáknál 2 módszert 
adaptáltunk, de a vizsgált Lactobacillus és Serratia törzsek fehérjéi az alkalmazott módszerek 
egyikével sem mutattak kitináz aktivitást. 
Az immunanalitikai vizsgálatokhoz egy kitináz enzimfehérje egyik reprezentatív 
peptidszakaszára előállított poliklonális ellenanyagot használtunk fel a kitináz enzimfehérjék 
azonosítására, illetve velük való keresztaktivitásuk bizonyítására.  
A baktériumokon kívül a tárolási kísérletbe bevont gyümölcsök, zöldségek fehérjéit, különös 
tekintettel a kitinázokra vonatkozóan tanulmányoztuk. Ebben az esetben különböző 
környezeti hatások eredményeként indukáljuk az enzimtermelést.  
A kitináz termelésének meghatározásához, a fehérje tisztításához gardiens elúciós nagy 
hatékonyságú folyadékkromatográfiás (HPLC) módszert adaptáltunk, amely kromatográfiás 
elválasztás során mind a S. marcescens, mind a Lactobacillus törzsek felülúszóinak fehérje-
koncentrátumaiban a bakteriális kitináz kontroll legnagyobb csúcsának retenciós idejénél 
(22,6 perc) kimutattunk fehérje-csúcsot, amely igazolja a kitinázhoz hasonló szerkezeti és 



kémiai tulajdonságú fehérjék jelenlétét. A kitináz enzim aktivitását fotometriás módszerrel 
vizsgáltuk. 
Ebben a munkaszakaszban vizsgáltuk a Lactobacillus törzsek kitin-kötő fehérjéit is. Az 
irodalmi adatok szerinti molekulatartományban mindegyik általunk vizsgált törzs sejtfelszíni 
fehérjéinek mintázatában sikerült kimutatnunk egy intenzív fehérjesávot. A kitin-kötő fehérjét 
a törzsek felülúszójának komponenseinek kolloidális kitinhez való kötödésének vizsgálatával 
próbáltuk azonosítani. A vizsgált módszerrel majd mindegyik törzsnél sikerült fehérjesávot 
kimutatni, ami kitin-kötő fehérje jelenlétére utal. A kitin-kötő fehérjék fehérjék 
termelődésének indukálását is vizsgáltuk, meghatározva azokat a környezeti paramétereket, 
amelyek ezek fehérjék termelését befolyásolják. 
 

    
 
A harmadik részfeladatban mind zimmogram, elektroforetikus, 

spektrofotometriás, immunoblott, mind nagy hatékonyságú folyadékkromatográfiás 

módszereket adaptáltunk sikeresen a kitináz enzim elválasztására, kimutatására, 

aktivitásának meghatározására, amely fehérje-analitikai vizsgálatok alapján 

megállapítottuk, hogy az első részfeladatban szelektált,  kitináz kódoló génnel 

rendelkező Lactobacillus törzsek termelnek olyan extracelluláris fehérjéket, amelyek 

molekulatömegükben, szerkezetükben hasonlóak a kitináz enzimhez, de sem kitin bontó 

aktivitást, sem kitináz enzimre specifikus ellenanyagra adott immunrekaciót nem 

detektáltunk. A vizsgált, kitináz kódoló génnel rendelkező törzsek esetén sikerült 

elválasztanunk a kitinbontó aktivitást segítő kitin-kötő fehérjéket, kimutatnunk azok 

kitinhez kötődő funkcióját, valamint meghatároztuk egyes környezeti tényezők hatását a 

kitin-kötő fehérjék termelődésére, azonban tényleges kitináz aktivitás nélkül ezek 

szerepének vizsgálata korlátozott volt. 

Kimutattuk, hogy biokontroll mikroorganizmus alkalmazása mellett megváltozik a 

termény saját kitináz enzimaktivitása, amely fontos szerepet játszhat a tartósításban. 
 

A negyedik részfeladat célja volt a korábbi részfeladatokban szelektált 
mikroorganizmusok alkalmazásával kevert tenyészetek kialakításának a lehetőségének 
vizsgálata, hogy az egyes törzsek gátló hatásának ily módon történő additív vagy szinergens 
hatásnövekedése által megnöveljük penészgátló hatékonyságuk. Megvizsgáltuk a korábban 
szelektált törzsek egymásra kifejtett hatását egy esetleges kevert tenyészetben történő 
alkalmazhatóságuk érdekében, majd vizsgáltuk a keverékek penészgátló hatását mind külön 
szaporítást követő együttes alkalmazás, mind együttes szaporítást követő alkalmazás szerint. 
A kevert tenyészet egyes tagjainak sejtkoncentrációja, az össz-sejtszám és a tagok egymáshoz 
viszonyított sejtszám-aránya alapján 7 párosítást választottunk ki a további vizsgálatokhoz.  



A szelektált, együtt szaporított keverékek penészgátló hatását 5 Magyarországon és 
három Kínában izolált romlást okozó penész ellen vizsgáltuk a keverékek gátló hatását 
hasonlítva a kevert tenyészetben szereplő egyes mikrobák adott penésszel szembeni egyedi 
gátló hatásához képest. Fontos volt meghatározni a gátló aktivitás sejtszám, illetve penész-
spóraszámtól való függését. Ehhez központi elrendezésű (central composite design) kísérleti 
tervet alkalmaztunk, amelyből meghatározható az optimális sejtszám-spóra arány, azaz az a 
legkisebb sejtszáma a kevert tenyészetnek, valamint legnagyobb spóraszáma a penésznek, 
amely mellett még megfelelően gátlódik a penész szaporodása. Négy penész esetén is 
találtunk olyan kevert tenyészetet, amely már 103 sejt/ml koncentrációban meggátolja a 104-
105 spóra/ml koncentrációjú penészszuszpenzióból a penésztelepek kialakulását. 

 

    
 
 
A negyedik részfeladatban a nagyobb penészgátló aktivitással rendelkező kevert 

tenyészetek kialakítása érdekében megvizsgáltuk az egyes, korábban szelektált 

mikroorganizmusok egymásra kifejtett hatását és kialakítottunk olyan párosításokat, 

amelyek nem gátolják egymás tevékenységét, majd ezeket az együttszaporíthatóság 

szempontja szerint vizsgáltuk, mivel megállapítottuk, hogy együtt szaporítva jelentősebb 

penészgátló hatás érhető el a kevert tenyészeteknél. Az együtt megfelelő arányban és 

sejtszámban elszaporodó kevert tenyészeteket szelektálva megvizsgáltuk ezek 

penészgátló aktivitását az egyedi mikrobákhoz képest és öt olyan párosítást találtunk, 

amely kevert tenyészet jelentős (egyes esetekben szinergens) penészgátló 

hatásnövekedést mutatott bizonyos penészekre. Sikeresen meghatároztuk a szelektált 

kevert tenyészetek kritikus, sejtszámtól és spóraszámtól függő gátlóhatás-értékeit, ami 

által megállapítottuk, mely kevert tenyészetek azok, amelyeket egy adott penésszel 

szemben a legkisebb koncentrációban szükséges alkalmazni. 
 
2019- 
 
Jelenleg a szelektált kevert és egyedi védő mikroorganizmusok gyakorlati alkalmazhatósági 
vizsgálatait végezzük, többek között a mikroorganizmusok felületre juttatásának lehetőségeit, 
azok közötti eltéréseket; a mikroorganizmusok megtapadását, túlélését a zöldségek, 
gyümölcsök felületén;  tárolási kísérleteket. 
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