A penésztartalom meghatarozasara alkalmas
modszerek 1. Tenyésztéses mikrobiologiai és
mikroszkopos modszerek
Kiské Gabriella

Kertészeti és Elelmiszeripari Egyetem, Mikrobiolégia és

Biotechnoldgia Tanszék, Budapest
Erkezett: 1998. oktéber 11.

Az €16 penészek detektdlasdra €s szdmoldsdra a lemezontéses szdmolési
technikdt haszndaljék penész szelektiv vagy nem szelektiv agaron. Egyes
termékekben penészek jelenlétét mikroszkdp segitségével hatdarozzak meg,
lathat6 fényt vagy fluoreszcens modszert alkalmazva. Béar ezeket a
modszereket sikeresen hasznaltdk évekig, sziikség van az élelmiszerek
penésztartalmanak detektaldsara alkalmas 1jabb gyors moddszerek
fejlesztésére. Ennek szdmos oka van, mivel

e a rendelkezésre all6 modszerek nem teszik lehet6vé a nyersanyagok
mindsitése és a gydartdskozi ellen6rzés sordn vett mintak
penésztartalmdnak gyors meghatarozasat,

e nem adaptdlhaték az ,,on-line" detektdldshoz, ami pedig kivdnatos az
élelmiszerek feldolgozds sorén,

e az ¢élelmiszerek biztonsdgdhoz elengedhetetlen az élelmiszerek
feldolgozds eldtti vizsgdlata mikrobioldgiai szempontbdl,

e a fermentdci6 és mds biotechnoldgiai alkalmazds esetén is kivadnatos
lehet az €16 penész gombdk szdménak dllando ellendrzése a gyartasi
folyamat sordn,

e a penészek gyors kimutatdsara alkalmas modszerekkel sok 1id6, munka,
anyag €s pénz takarithatdo meg.

A penészek kimutatdsara tobbféle modszer is alkalmas (1. dbra). Ezek
kozé sorolhatok a lemezOntéses moddszerek, a hdstabil enzimek vagy mas
hdstabil penészkomponensek, mint pl. a kitin detektdldsa, kiilonbozd
mikroszkopos mddszerek stb.

Mas megkozelitésbdl a modszereket két nagy csoportba oszthatjuk, az
€16 penész szam meghatdrozasra alkalmas (pl. lemezdntés, mikrokoldnias
mikroszkopia, impedimetria) és a teljes penészbiomassza detektdldsara
alkalmas (pl. Howard moddszer, kémiai, immunoldgiai és fizikai
vizsgdlatok) modszerekre.
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Az élelmiszerekbdl penészgombdk kimutatdsdra szolgdlé gyors
modszerek a kovetkezdk:

e specifikus penész-sejtfal- vagy mds gomba-komponensek kémiai
analizise;

e penészek altal képzett anyagcseretermékek detektdlésa;

e mikroszkdopos vizsgalatok, felhaszndlva mind a l4thaté, mind az
ultraibolya fényt;

e a lemezontéses modszer tokéletesitése: spirdl-lemez mobdszer és a
hidroféob racs-membran rendszer;

e impedancia-mérés;
e sejtfal-komponensek, extracelluldris termékek vagy mds, penészek
altal képzett metabolitok immunoldgiai meghatarozésa,

e DNS és RNS analizis a penészek nemzetség, faj vagy torzs-szerinti
meghatdrozdsahoz.

Ezen modszerek koziil a penész kolonia szdm és a Howard penész szam
haszndlatosak szdmos orszdgban, mint a mindségellendrzés szabvanyositott
moddszerei. A legtobb elterjedt mddszernek vannak azonban hatrdnyai.

Penésztartalom meghatarozasi médszerek

Direkt mikroszkopia Indirekt médszerek Hagyomanyos lemezontés
(pl. Howard médszer,
fluoreszcens mikroszkdpia)

Kémiali Immunoldgiai Fizikai Metabolikus
modszerek modszerek maodszerek maodszerek
(pl. kitin, ergoszterin  (pl. ELISA, latex (pl. kozeli infra-  (pl. impedimetria)
meghatarozas) agglutinacios teszt) vOros technika)

1. abra: A penészgombak vizsgalatara alkalmas médszerek

1. Hagyomanyos mikrobioldgiai médszerek és ezek tovabbfejlesztése

A hagyomdnyos lemezontéses moddszer az ¢él6 penész szdm
meghatdrozasdra alkalmas. Az él6 penész szdm kiilondsen fontos szdraz
élelmiszer-adalékok, mint pl. a flszerek mindségvizsgdlata esetén, mivel
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ezek jelentik a legf6bb szennyezd forrdst a tovdabbiakban nem hdékezelt
termékeknél. Amellett, hogy a mddszer tdpanyag- €s idéigényes (4-5 nap,
pszichrofil gombédknal az alacsony inkubdlasi hdmérséklet miatt ennél is
hosszabb, néhdny hét), mds kifogdsok is felmeriiltek ellene. Ha aktiv
penésznovekedés figyelhetd meg egy élelmiszeren, a magas €16 penész
szamot nem csak a magas spora szdm, hanem a micéliumok széttoredezése
1s okozza. A széttoredezés mértéke fligg a homogenizdlds tipusatol és
koriilményeitdl. Ezen tdl a kiilonboz6 penészfajok spdérdzédsa is kiilonbozd
foku, ami szintén neheziti a meghatdrozast. Gyakran figyelhet6 meg az is,
hogy a penésztartalmu élelmiszer higitdsi tagjai nem kovetik a decimdlis
higitast (pl. a penészszdm 90/g a 10 higitdsi tagndl és 20/g a 1073-nél).
Ennek lehetséges magyardzata lehet a micéliumok daraboldédédsa és az
Osszetapadt spordk csomoéinak szétesése a higitds alatt, valamint a
homogenizélas utdn is 0sszetapadt spordk. A felhaszndlt tdpkdozeg mindsége
1s befolyasolja az él6 penész szdmot. Tovdbba nem utolsdé sorban a
csiraszegényitett termékek esetén irredlis képet mutat a termék
mikrobioldgiai mindségérdl, mivel nem képes az elpusztult sejtek
kimutatéasara.

Az €16 penész szam meghatdrozdsdra mas modszerek is ismeretesek,
melyek megprobéljak kikiiszobodlni a hagyomdnyos mikrobioldgiai médszer
hibait. Ilyenek a spirdl-lemez mddszer, a tdpkdézegben végbemend
kapacitds-valtozds mérésén alapulé meghatarozdsok (Watson-Craik et al.,
1990) és a hidrofob racs-membran rendszer (HGMF), amely 48 o6ran beliil
lehetévé teszi az élelmiszer-minta €16 penész szdmédnak meghatdrozdasat
(Brodsky et al., 1982; Hart et al., 1991). A rendszer hidroféb racsokkal
részekre osztott membrdn alkalmazdsdn alapszik, ahol a HGMF szamot
MPN mddszerrel hatarozzdk meg. A szamolédst automata szamolo egység
segiti. A HGMF rendszerrel meghatarozott penész szdmok egyenléek vagy
magasabbak voltak, mint a lemezontéssel kapottak. A Petrifilm mddszer
(Beuchat et al., 1991) bizonyos élelmiszerekre megbizhatobb eredményt
szolgéltat, mint a hagyomdnyos moddszer, mig méas élelmiszereknél
kolcsonhatds 1éphet fel az élelmiszer-részek és a tédptalaj komponensei
kodzott, ami neheziti a meghatdrozast.

2. Mikroszkopos meghatarozasi modszerek

A mikroszkopos vizsgalatok az élelmiszer penésztartalmdnak gyors
becslését teszik lehet6vé. Magas propagula szdm 4dltaldban az analizist

megel6z8 jelentSs penész-novekedésre utal. A mikroszképos vizsgdlat
kiilonosen alkalmas a dekontamindciés hatasnak kitett, valamint
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fungicideket tartalmaz6 élelmiszerek vizsgdlatdra, de csak relative magas
szennyezOdési szintek detektdldsdra hasznélhato.

2.1. Howard modszer

Az élelmiszerek penész-szennyezettségének ellendrzésére leggyakrabban
haszndlt direkt mikroszképos moddszert Howard dolgozta ki (1911),
eredetileg paradicsom készitmények nyersanyag mindségének és a gyartas
higiéniai szintjének utdlagos ellenOrzése céljabol. A moddszer egy
standardizalt mikroszképmezd vizsgdlatin alapszik, mely a penész-
szennyezO6dés mértékének becslésére szolgdl. Pozitiv a 1dtdmezd, ha 3-ndl
nem tobb penészfonal darab egyesitett hossza a latétér atmérdjének 1/6
részét meghaladja. A termék osztdlyozédsdra a pozitiv mezOk ardnyéit
haszndljdk. A nemzetkdzi druforgalomban jelenleg is ez a mddszer képezi a
készaru penész-szennyezettség szerinti atvételének alapjiat. A vizsgdlati
modszer leirasdt paradicsomkészitményekre az MSZ 3643-87 szamu
szabvany tartalmazza, amely alapvetGen megegyezik az AOAC (1984)
44.194 pontjédban a Howard mdédszer kivitelezésére megadott irdnyelvekkel.
Az AOAC kiadviany (1984) 44.213 pontjaban 6rolt fldszerek Howard
szamanak meghatdrozasat is rogzitik, melyhez hasonl6t a magyar
szabvanyban nem taldlunk. A Howard mddszer nagy gyakorlattal
rendelkezd, morfoldgidban jartas szakembert igényel. A vizsgdlat a szemet
erGsen igénybe veszi, és a vizsgdld faraddsa a kimutatds bizonytalansdgat
1dézheti el6. A moédszer varidcids koefficiense 15% vagy anndl is nagyobb
(Jarvis, 1977). Ha a meghatarozast homogenizalt termékekhez hasznaljuk, a
pontossdg még kisebb. Tovdbb4d a kiilonb6z4 feldolgozdsi folyamatok (pl.
homogenizdcié, koncentrdcié) is hatdssal vannak a Howard szamra,
melynek kovetkeztében a mdédszer nem alkalmazhatd ziuzott, tort gylimolcs
termékeknél. Mindezen hibdk mellett, alkalmazasa kétségtelen javulast
okozott a paradicsom és kiilonb6z4 gyiimolcsfélék mindségében.

2.2. DEFT

A Howard moédszer jelentds szubjektiv hibaval terhelt. Az utébbi idGben
egyre tobb kritika éri, megkérddjelezik objektivitdsat. Hibdainak
kikiiszobolésére egyre tobb nem-mikroszképos mddszert dolgoztak ki.
Mindezek mellett a mikroszképos vizsgdlatok teriiletén is probélkozédsok
folynak a Howard szdam felvaltdsdra irdnyulé —moddszerfejlesztd
tevékenységben. Ilyen torekvés a szlréssel 0Osszekotott epifluoreszcens
mikroszképos technika (direct epiflourescent filter technique, DEFT)
alkalmazdsa a penész-tartalom kimutatdsdra, valamint a mikroszkdpizalést
segitd uj festési technikdk kialakitdsa. Ezen technikédk célja a preparatumok
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atlatszosdganak novelése, valamint a penészfonalaknak a névényi részektdl
valo jobb megkiilonboztetése.

A szlréssel 0Osszekotott epifluoreszcens mikroszkopos technikat
eredetileg a nyers tej mikroorganizmusainak gyors szadmldldsdra
fejlesztették ki Pettipher és munkatarsai (1980). A moddszer a minta
el6kezelését kovetd membranszirésen alapszik, amely felfogja a
mikroorganizmusokat. A szlrést a membran festése koveti fluoreszkalo
festékkel (pl. akridin narancs), majd az ©Oblitést kdvetéen - a membrin
mikroszkop targylemezre helyezése utdn - fluoreszcens mikroszkdpizalést
végeznek. Ultraibolyafény fényhatdsdra bizonyos festékek fluoreszkélnak,
ami mikroszkop segitségével megfigyelhet6. Az acridin orange (AO)
nukleinsavhoz (RNS, DNS) ko6t6dik a mikroba sejten beliil, igy a mikrobdk
a membran-felszinen jol  lathatéva valnak és {igy konnyen
megszamlalhatdok. Az el6kezelés és a szdmldlas egyiittesen 30 percet vesz
igénybe.

A DEFT moddszerrel vizsgdlhaté élelmiszerek korét nagy mértékben
kiterjesztették. A vizsgdlt élelmiszerek skdldja a fagyasztott hustdl és
z0ldségféléktdl az alkoholos italokig terjed, és a modszert ma mar higiéniai
vizsgdlatokra is alkalmazzdk. A szdmlalds megkOnnyitésére a manudlis
DEFT moédszer helyett TV kamerdval és képanalizdatorral O6sszekapcsolt
félautomatizalt rendszert alakitottak ki (Pettipher et al., 1982a). Ez kivédi a
mikroszkopizdld személy faraddsat €s ndveli a manudlis modszernél
elérhet6 30-40 minta/nap/operator teljesitményt.

Pettipher és munkatdrsai (1985) paradicsom-készitmények vizsgdlatdhoz
alkalmaztik a DEFT moddszert a Howard mdédszer alternativajaként.

2.3. Mikroszképos festési technikak

Fluoreszkdlo festékek, mint pl. az acridin orange (AO), fluoreszcein-
-diacetat (FDA) stb. nagy mértékben megkonnyitheti a vizsgalo feladatat,
amennyiben lehetdvé teszi a mintdban levé organizmusok szelektiv
festését. Az AO-ot, amely nukleinsavakhoz kapcsolédik (Hobbie et al.,
1977), eredetileg €16 és holt sejtek differencidld festésére javasoltak, de a
technika nem bizonyult mindig megbizhaténak. Tobben tuddsitottak arrdl,
hogy az €16 éleszt6 és baktérium sejtek zolden fluoreszkdlnak AO-al
torténd festés utdn, mig a holt sejtek narancs-vords fluoreszcenciit
mutatnak (Jones, 1974), de masok forditott festési reakciérdl szamoltak be
(Hobbie et al., 1977; Petthipher et al., 1980). Pettipher és munkatarsai
(1985) ugy talaltak, hogy a festék alkalmas penészgombdk festésére is.

Elelmiszervizsgalati Kozlemények, 45, 1999/1 13



Szamos tanulmdnyban tuddsitottak arrdl, hogy fluoreszcein-diacetdtot
(FDA) élesztdk, gombdk és a legtobb baktérium képes akkumuldlni és azt
belsé enzimeikkel hasitani (Soderstrom, 1977; Bjurman, 1993). Fox (1979)
fluoreszcens technikat fejlesztett ki paradicsompiiré penésztartalmanak
vizsgdlatara fluoreszcein-diacetdtot alkalmazva. A fluoreszcein-diacetdt
polaris, nem fluoreszkdld észter, amely a sejtbe jutva protedzok, €szterdazok
€s lipazok hatdsdra hidrolizdlodik nem polédris fluoreszceinné, amely
visszamarad a sejtben. Igy csak az FDA hidrolizisére képes aktiv
organizmusok fluoreszkdlnak. Fox a Howard mddszert haszndlta
kontrollként. A vizsgdlat a Howard moddszerrel egyenértékd, de anndl
megbizhatobb eredményeket szolgdltatott, s 1déigénye minddssze 5 perc
mintdnként. Soderstrom (1977) G modszert dolgozott ki a talaj
gombabiomassza tartalmdnak mérésére, amely FDA-s festésb6l ¢és
epifluoreszcens mikroszkop hasznalatabol 4ll. A minta homogenizacidja
nagy mértékben befolydsolta az FDA fest6dott hifdk szamdt. A hifak
roncsoldsa ugyanis a citoplazma elvesztéséhez vezethet, amely lehetetlenné
teszi a fest6dést. Ez a roncsold hatds a hifdk valddi szamdnak 20 %-os
aldbecslését is eredményezheti. Ezért meghatdrozta a homogenizdlas
optimalis idejét. Tapasztalatai azt mutatjak, hogy hadatranyai ellenére az
FDA moédszer jo6l reprodukdlhaté eredményeket nyudjt a talajmintdk
kvantitativ vizsgdlata esetén. Olsen és Schmidt (1994) Phanerochaete
chrysosporium micélium tomegének becslését végezte el fafeliileten. Azt
tapasztaltdk, hogy az inokulédlt minta abszorbancidja kisebb volt, mint a
kontrollé, s a Phanerochaete chrysosporium szemmel ldathaté novekedése
negativan befolydsolta az abszorbancidt, melynek eredményeként arra
kovetkeztettek, hogy a moddszer nem megfelel6 a gomba mennyiségi
meghatarozasara fenydfa chipsen. Yang és munkatdrsai (1995) Aspergillus
niger, Rhizopus stolonifer, Fusarium oxysporum és Penicillium citrinum
spordinak életképességi vizsgdlatat végezték el. NaCl-ot, KCl-ot vagy
MgCl,-ot keverve a festék-oldatba nodvelni tudtdk a fluoreszcens
intenzitast. A s6k adagoldsa megkodnnyitette az €16 és az élettelen sejtek
megkiilonboztetését is.

Matsuoka és munkatarsai (1995) a kongdévoros festéket ajanlottdk a hifa
novekedés lehetséges fluoreszcens indikatoraként. A kongdévords a B-poli-
szacharidokkal 1€p kapcsolatba, igy kotddik a kitin-lanchoz is. Vizsgalva a
mintdk fluoreszcens intenzitdsdt a novekedési ratdval 6sszefliggésben, azt
tapasztaltak, hogy a kongdévords alkalmas a nem novekedd és novekedésben
levé hibdk megkiilonboztetésére gyors fluoreszcens mikroszkdpidval.

Blaser (1978) nem fluoreszkalo festési technikakat és direkt mikroszkopi
moddszereket hasonlitott Ossze kiilonb6zé élelmiszermintdk penész
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tartalmdnak kvantitativ meghatdrozdsdra. Az eredmények azt mutattdk,
hogy a csekély fehérjetartalmu termékeknél (pl. flszerek, dio) a Pianese
procedura  (festés  malachitzold, fukszin valamint martius-sarga
keverékével) volt a legkedvezSbb. A kis poliszacharid tartalmu élelmisze-
reknél (pl. tej, hus) a perjodsav Shiff reakcid (festés perjodsavval és
pararozanilinnel) adott j6 eredményeket. A Pianese festésnél a hifdk és
vékonyfalu sporak, a vékonyfalu nem fdsodott novényi sejtek, valamint a
fehérjék vorosek; a fasodott, vastagfali novényi sejtek és a keményitd
szemcsék zoldre szinezddtek.

A ,calcofluor white” (CW) a kongdévoroshoz hasonléan specifikusan
kotddik a B-konfigurdciéju poliszacharidokhoz, igy a gombasejtek faldban
taldlhat6 kitinhez is. Fluoreszcens fényben vizsgdlva a nem kotott dllapotd
festék fluoreszcencidja masodpercek alatt eltinik, a gombasejtek pedig
kékeszolden vilagitanak. A mddszer rendkiviil megbizhatonak bizonyult a
gombas bdrbetegségek diagnosztizalasa teriiletén (Kiss et al., 1995).

Abban az esetben, ha a mikroszképos mddszerek tovabbi fejlesztéssel
alkalmassd tehet6k gydrtdskozi-, illetve végtermék-ellendrzésre, a
vizsgalatok gyorsasdga €s minimdlis anyagigénye miatt a mikrobioldgiai
ellendrzés egyik leghatékonyabb mddszerét jelenthetnék.
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