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(54) Természetes kompozicié gombak lekiizdésére

KIVONAT

A talalminy a gombdk lekiizdésére alkalmas készit-
ményre vonatkozik, amely legalabb egy sejtfalbont6 en-
zimet és legalabb egy természetes eredetdi, mikroba sejt-

zint, metél6hagymat, fokhagymat és/vagy kurkumat tar-
talmaz hatasos koncentracioban. A készitmény el6nyo-
sen élelmiszer-ipari termék.

membréant befolyasolé anyagot (MMAS), éspedig ni-

A leirds terjedelme 8 oldal (ezen beliil 3 lap dbra)

HU 219315B
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A taldlmany a gombadk elleni kiizdelemre vonatkozik,
kiilonos tekintettel az élelmiszerek gombandvekedés
okozta romlas elleni tartositasara. Evente tobb millio
tonna élelmiszer vész kirba mikrobidlis romlas kovet-
keztében. Az emberiség torténetében igen hamar felfe-
dezték, hogy a jotékony mikroorganizmusokkal torténd
fermentacioval az élelmiszerek tartosithatok.

Modern fagyasztoberendezések hidnyaban a tropusi
és szubtropusi régiok lakoéi még mindig nagyrészt a fer-
mentaciora mint élelmiszereik tartositasanak €s védel-
mének eszkozére tdmaszkodnak.

Az élelmiszerek romlasét okoz6 mikroorganizmu-
sok baktériumok, illetve gombak. A gombdk romlasi
kockazatot jelentenek az élelmiszergyartisban. Az ala-
csony zsirtartalmi kenheté készitmények, sajtok, tea-
alapu italok, gyiimolcs- és paradicsomalapu termékek
érzékeny élelmiszerek. Az inaktivdld hokezelés nem
mindig kivanatos vagy lehetséges. A gyarak csamokai-
ban jelen 1év3 gombasporak tovabbi problémékat okoz-
hatnak a csomagolési szakaszban. A baktériumok elle-
ni kiizdelem viszonylag konny{i. A gombak ezzel szem-
ben olyan organizmusok, melyek igen kedvezStlen ko-
rillmények kozt is képesek a talélésre. A gombak elleni
hatékony kiizdelem nehéz a csirdzds vagy novekedés
gatlasaval, kiilonosen ha csak természetes tartositdanya-
gokat kivanunk hasznédlni. A gombak gatlasa magaban
foglalja mind a gombak elpusztitisat, mind pedig ndve-
kedésiik megakadalyozasat tulajdonképpeni elpusztita-
suk nélkiil.

Jbllehet az élelmiszer-technologia kifejlesztett mes-
terséges, vegyi tartositoanyagokat a gombdék elleni kiiz-
delemre, egyre tobb fogyaszté részesiti elényben az
olyan készitményeket, melyeknek 6sszetevéi nem ve-
gyi, hanem természetes eredetiiek. Ezért novekvd fi-
gyelmet forditottak arra, hogy olyan tartdsitoanyagokat
taldljanak, melyek fermentdciés folyamatokkal allitha-
tok elb, és igy természetes eredetnek tekinthetSk.
Ilyen hatéanyagok a mikrobilis sejtfalat oldé enzimek,
melyeket példaul a ,Biological preservation of foods
with reference to protective cultures, bacteriocins and
foodgrade enzymes” [Int. Journal of Food Microbio-
logy, 24, 343-362. (1995)] cim{ &sszefoglalo tanul-
many ismertet. A WO 90/03732 szdmon kdzrebocsatott
nemzetkozi szabadalmi bejelentés szerint novények
megvédhetSk gombak ellen gombasejtfaloldé enzimek-
kel, kozelebbrdl kitindzzal és glukanizzal, még ponto-
sabban B-1,3-glukanazzal, B-1,6-glukanazzal és kitindz-
zal torténd kezeléssel. Az enzimek elénydsen egyiitt ke-
riilnek felhasznaldsra egy keverékben, mivel a gomba-
sejtek falai rendes koriilmények kozott kitint és glukant
egyarant tartalmaznak, valtozo6 aranyban.

Jollehet ezen sejtfalbontd enzimek keverékei haté-
konynak bizonyultak a gombék ellen, fogyasztasi cik-
kek tartOsitasira torténd tomeges felhasznalasuk még
korlatozott magas aruk és viszonylag alacsony aktivita-
suk kovetkeztében. Szélesebb kord felhasznaldssal le-
hetne szamolni, amennyiben csokkenteni lehetne a haté-
kony dozist és ennek kovetkeztében a koltségeket.

Agrokémiai készitményekhez ismeretesek az enzi-
mek szinergisztikus keverékei nem élelmiszer-minGsé-
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g gombaéld szerekkel [WO 90/03732 szdmon kozre-
bocsatott nemzetkézi szabadalmi bejelentés; Microbio-
logy, 140, 623-629. (1994)]. Nagy sziikség lenne egy
teljesen természetes eredetil sejtfalbontd, enzimalapi
gombanovekedést gatld készitményre.

Ismeretesek természetes eredet(i mikroba sejtmemb-
rant befolyasol6 anyagok (MMAS) gombanovekedés gat-
lasara szinergetikus keverékben, melyben legalabb egy,
a gombasejtfalat bontd enzim van. A talilmény olyan,
gombak elleni kiizdelemre alkalmas készitményekre vo-
natkozik, amelyek jellemz6 tulajdonsiga, hogy hatékony
koncentracioban tartalmaznak legalabb egy gombasejtfal-
bontd enzimet és legaldbb egy természetes mikroba sejt-
membrant befolyasol6 anyagot (MMAS). Ilyen anyagok
eldnyosen a nizin, valamint az élelmiszer-készitmények-
ben el6fordulé gombainhibitorok.

Abrajegyzék

1. dbra: Az Aspergilius niger gomba elszaporodasa-
nak gatlasa a nizinkoncentraci6 flggvényé-
ben sejtfalbontd enzimmel és anélkiil.

A Penicillium roqueforti elszaporodasanak

gatlasa friss sajton egy sejtfalbont6é enzim

fliggvényében, hozzakevert filiszerekkel, il-

letve azok néikiil.

A feldolgozott sajtba oltott Penicillium ro-

queforti elszaporodisa 16 napon 4t, csak

nizin, csak sejtfalbonté enzimek, sejtfalbon--
to enzimek és nizin egyiittes jelenlétében, il-
letve mindkettejiik hidnyaban.

A sejtfalbontd enzim elénydsen kitindz vagy gluka-
néz, vagy — még elényosebben — ezek keveréke. A leg-
elényosebb glukanaz a B-1,3-glukanaz, adott esetben
B-1,6-glukanéazzal keverve. Az enzimek a talalmény ér-
telmében felhasznalhatok elkiilonitett, to6bbé-kevésbé
tiszta enzimizolatumként is, de elénydsen az enzimek
kombinacidit alkalmazzuk. Az enzimeket tartalmazo,
természetes eredetii, finomitatlan készitmények a keres-
kedelemben hozzéaférhetdk, és felhasznalhatok a tiszti-
tott enzimek helyett. Az egyik ilyen kereskedelmi en-
zimkészitmény a NovoZyme™ 234 (NOVO NOR-
DISK, Dania), mely bontéenzimek keveréke, és egye-
bek kozott tartalmaz kitindzt és B-1,3-glukanazt, va-
lamint kis mennyiségii B-1,6-glukanazt. Ilyen készit-
ményt a Trichoderma harzianum gomba fermentacidja-
val allitanak el6 az US 4 353 891 szami szabadalmi le-
irds szerint, melynek hasznalatat a WO 90/03732 sza-
mon kozrebocsatott nemzetkozi szabadalmi bejelentés
ismerteti. A kitindz és az emlitett glukandzok mas ter-
mészetes keverékei kivonhatok zoldségekbdl, kozelebb-
rél olyan novényekbdl, melyek képesek glukanazt és
kitinazt termelni, amint az a szakirodalomban megtalal-
hato [példaul Plant Physiology, 101, 857-863].

A kitiniz és a glutanaz felhasznédlasa egyarant
0,001-2%-o0s koncentricidban torténik a készitmény
teljes tomegére szamitva. A MMAS mennyisége célsze-
riden 0,00001-0,1%, kivénatosan 0,0001-0,02% a ké-
szitmény teljes tomegére szamitva. A kitinaz és -1,3-
glukanéz tomegaranya elénydsen (1:9)-(9:1).

A koncentraciok és az aranyok konnyen optimalizal-
hatok a készitmény aktualis dsszetevGitdl fiiggben. A ter-

2. 4bra:

3. 4bra:
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mékekhez keverendd gombaellenes készitmények emelt
koncentracioban tartalmazzak az aktiv 6sszetevoket, sza-
mitasba véve a keverésbdl eredd higulast.

A ,természetes” kifejezés az anyag eredetére vonat-
kozik. Azt jelenti, hogy az anyag természetes forrasbol
nyerhet6, még ha a MMAS szintetikusan is el6allithato
lenne. Ezért a taldlminy gombaellenes készitménye
MMAS-t tartalmaz, tekintet nélkiil annak készitési mod-
jéra.

Jo néhdny MMAS mar ismert lehet mint ilyen a mik-
roorganizmusok sejtmembranjéval valé kolcsonhatdsa
miatt. Ezek hatésa a sejtmembran felbomlasdhoz vagy
perforacidjahoz vezet, ami végzetes kovetkezmények-
kel jar a mikroorganizmusra nézve. Magukban ép gom-
bén alkalmazva a sejtfal olyan géitat képezhet, hogy
gombagatld tulajdonsagaik nem vagy csak alig lenné-
nek észlelhetSk.

Egy jol ismert, a talalmény szerinti megoldasban fel-
hasznalhaté MMAS az élelmiszer-mindségt, 3,5 kD
molekulatémegi peptid, a nizin. A nizin bakteriocin 1é-
vén baktérium6l6 tulajdonsaggal rendelkezik, gomba-
novekedést gatld hatdsa azonban nem ismeretes (lasd
az 1. abrat).

Mas, természetes gombandvekedés-gatloként hatd
MMAS anyagok vannak jelen fiiszerekben, melyek fel-
hasznalhatok élelmiszerek készitésére — pontosabban
sajtkészitésre, mint példdul a metélGhagyma, fokhagy-
ma, valamint a kurkuma. Gyakorlati okokbol a gatlé ve-
gyiletek elényosen nincsenek izolalva a fiszerekbdl,
hanem az Gket tartalmazé fliszer formajaban keriilnek
felhasznalasra. A fiiszerek elonydsen egy kondicionalo
kezelés — mint példaul a szaritds — utan keriilnek fel-
hasznalasra. A fiiszereket elényosen lényegében szaraz
formaban, 0,01-10 témeg%-os koncentracidban alkal-
mazzak.

A talalmany olyan készitményekre is vonatkozik,
melyeknél a MMAS-t mas anyagokbdl allitjuk el6, bele-
értve a szintetikus eljarassal torténd készitést.

A bontbéenzimbdl és MMAS-bol all6 készitmény
szinergisztikus aktivitisa véltozhat, de éltaldban leg-
alabb kétszerese az alkotd OsszetevOk szinergizmusat
nélkiil6z6 azonos keverék aktivitisanak. Ez azt jelenti,
hogy a kivant aktivitas eléréséhez a keverék csupin
50 témeg%-a vagy még kevesebb kell, amennyiben az
nem mutatott szinergisztikus aktivitast. A szinergizmus
vilagosan lathato az 1-3. abrakon.

A gombasejtfalbontd enzimet és MMAS anyagot
tartalmazo6 készitményeknek a szinergizmusbol szarma-
20 elsG el3nye az, hogy a tartositas koltségei mérsékléd-
nek, mivel kevesebb tartdsitéanyagra van sziikség. Tép-
lalkozasi szempontbol még fontosabb azonban, hogy
ilyen esetben a nem természetes élelmiszeradalék-tar-
talom csokkenthet8. A talalmany szerinti tartosito alap-
anyagok természetes eredetiinek tekinthetSk.

A talalmany egyarint vonatkozik olyan tartésito
adalékanyagokat tartalmazé készitményekre, melyek
mind a bontéenzim(ek)et, mind a MMAS-t tartalmaz-
zak, valamint az olyan kész fogyasztasi cikkekre vonat-
kozik, melyekbe megfeleld mennyiségben belekever-
tilk ezeket az Gsszetevdket.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

A levegd 4ltal széllitott gombak elleni védekezés ér-
dekében a talalmany értelmében eljarva alkalmazhatjuk
az enzim(ek)et és a MMAS-t vizes oldatban eloszlatva,
és a termék — amely lehet élelmiszer, kozmetikum vagy
barmely més termék, melyet a gombandvekedés megta-
madhat — feliiletére permetezve.

Az aktiv Osszetevék mellett a talalmany szerinti ké-
szitmény tartalmazhat kiegészitd Osszetevoket, melyek a
gombaellenes készitményekben hasznilatosak, és ame-
lyek lehetnek szilard higitbanyagok, oldoszerek, stabili-
zaloanyagok és pH-szabilyozok. A készitmény lehet
por, kendes vagy folyadék az elGiranyzott felhasznalasi
modtol figgden.

Jollehet a talalmanyban szerepld készitmény kiil6-
nosen alkalmas gombaellenes élelmiszer-tartdsitasra,
felhasznalhatd nem kivant gombandvekedés megel6zé-
sére vagy lekiizdésére mas termékeken is — ilyenek a pi-
perecikkek, példaul a szappanok. A kozmetikai termék
nemcsak azért tartalmazhat gombagatld szert, hogy
maga gombamentes maradjon, hanem az ilyen termék-
kel kezelt béron jelentkezd eldnyds hatasok kedvéert
is, példiul egy sampon haszndlata gombaval fert6zott
fejbSron.

A kovetkez0 példdk a talalméany jobb megértését se-
gitik eld.

1. példa

Gombandvekedés gatlasa sejtfalbonto enzim és ni-

zin segitségével

0,2 tomeg% NovoZyme™ 234 gombaellenes anya-
got és 0,002 tdmeg% nizint tartalmazo oldatot készitet-
tiink ioncserélt vizzel. Az oldatbol 75 ul-t 20 °C-ra
melegitettiink, és egy mikrotitral6 lemez mélyedésé-
be ontottiikk. Ezt kovetGen 75 pl térfogati, 4 tomeg%
malatakivonat-taptalajt (Oxoid), 0,75 tomeg% agart
(Difco), valamint 103 Aspergillus niger sporat tartalma-
z6 oldatot 25 °C-ra melegitettiink, és a mélyedésében
1év6 tesztoldathoz (pH 5,1) adtuk.

Az eljarast megismételtik 0,004, 0,008, 0,016,
0,032, valamint 0,064 tomeg% nizint tartalmazé olda-
tokkal. A mélyedések tartalmat alaposan megkevertiik,
és 75 tomeg% paraffinolajat toltottiink a keverék tetejé-
re. Végiil a lemezeket oxigénatereszt6 folidval (Merlin)
zértuk le.

360 oran keresztiil szabalyos id6k6zonként megmér-
tilk a minta optikai denzitisat 620 nm hullimhosszon,
MCC 340 Multiscan-késziilék segitségével. A gomba
elszaporodasanak tekintettiik, ha az OD (optikai siird-
ség) legalabb 0,1-es emelkedést mutatott.

Az 1. dbra a gomba spoérainak elszaporodasihoz
sziikséges 1d6t (0rdkban) abrazolja egy 0 tomeg%-t6l
0,032 tomeg%-ig novekedd koncentracioban nizint tar-
talmazd kornyezetben. Barmely enzim (elsé sor) hia-
nyaban a nizin 6nmagaban nincsen lényeges hatassal a
gomba elszaporoddsdnak — egy nizinmentes keverék-
nél megéallapitott — 100 oran tili késleltetésére. A ki-
tinazt és glukanazt tartalmazé NovoZyme™ 234 (0,1 t6-
meg%) enzimkészitmény nizin nélkill alkalmazva alig
mutat barmilyen gombandvekedés-gatlast. Ezzel szem-
ben a nizint és az enzimkészitményt egyarant tartalma-
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z6 (masodik sor) keverékek figyelemremélto aktivitast
mutatnak, ami az elszaporodashoz sziikséges, er8sen
megnévekedett idétartamokbol tinik ki.

2. példa

Gombandvekedés gatlasa sejtfalbontoé enzim és fi-

szerek segitségével

Laminarboxban, aszeptikus korilményeket biztosit-
va, homogén friss-sajt-mintakat készitettlink, melyek 0,
0,5, valamint 2 tomeg% NovoZyme™ 234 port, tovab-
bé egy 2 tomeg% inaktivalt NovoZyme™ 234 port tar-
talmazott. Hasonlo sorozatot készitettiink, mely ezenki-
vil 1,6 tomeg% flszerkeveréket tartalmazott metél6-
hagymabol, fokhagymabol és kurkumab6l. A terméke-
ket egy kis steril fedélbe — melyet beleragasztottunk
egy nagyobba — toltottiik steril késsel oly modon, hogy
sima sajtfeliiletet kapjunk.

Elkészitettiik a Penicillium roqueforti sporainak sza-
raz szuszpenziOjat, és a keverékben talalhatd sporak
szamat gy hatiroztuk meg, hogy 10 edény fedGjében
lév8 10 azonos malatakivonat-agar mintéra permetez-
tiikk. A kiszaraddst megel6zendd a fedéket NaCl-agart
(vizaktivitds=0,99) tartalmazo iivegedényre csavartuk.
Az edényeket 3-5 napig 25 °C hémérsékleten inku-
balwk. Az inkubaciét kdvetGen megszdmoltuk a gom-
batelepeket, és a szamtani kozépértéket vettiik a gomba-
sporék szdmanak meghatarozasahoz.

Hasonloképpen a sajtok feliiletét is beoltottuk az
azonos sporaszuszpenzidval. 102—104 sporét tartalma-
z6 oltdéanyagot kaptunk. A mintdkat egy NaCl-agart
(vizaktivitas=0,99) tartalmazo iivegedényre csavartuk,
hogy elkeriiljiik a kiszaradast, €s 20 °C hémérsékleten
inkubaltuk.

A beoltast kovetden tobb héten keresztiil hetente ha-
romszor megvizsgaltuk a beoltott sajtmintidkat gomba
okozta lathat6 romlésra nézve. A B-glukandz aktivita-
sat is mértiik, hogy megallapitsuk a tarolas idGtartama-
nak az enzim aktivitisara gyakorolt hatasat sajtkornye-
zetben. A kisérlet folyaman nem tapasztaltuk a f-gluka-
néz aktivitdsdnak csokkenését.

Az 1. tdblazat a gomba elszaporodasanak késlelteté-
sét mutatja a kiillonb6z6 készitmények esetében.

1 tablazat

Gomba okozta l4thato
romlds n nap utdn

Gombandvekedés a sajt
feliiletén, 20 °C-on

Tartositoanyag nélkiil 5
Csak fliszerek jelenlétében 7-10
(1,6 tomeg%)

NovoZyme™ 234 jelenlétében 7
(2 tomeg%)

Fuszerek (1,6 tomeg%) és
NovoZyme™ 234 (2 témeg%)
jelenlétében
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A 6. dbra — az . tablazatot illusztralva — azt mutat-
ja, hogy a fiiszerek és a NovoZyme™ 234 keverék
egyiittes jelenléte (masodik sor) meglepGen erds sziner-
gisztikus gatlo hatassal bir a Penicillium roqueforti
gomba spéréinak elszaporodasara.

3. példa

Elelmiszerek védelme gombanévekedés ellen

A kezelt sajt feliiletét kdzépen Penicillium roquefor-
ti gombaval oltottuk be. A nizin és a bontéenzimek hoz-
zaadasat laminarboxban, aszeptikus kérillményeket biz-
tositva végeztitkk. A mintdkat 16 napon keresztil vizs-
galtuk (lasd a 7. abrét).

Az a minta, amely tartositoszert egyaltalan nem
vagy csak 0,005 tdmeg% (500 ppm) nizint tartalmazott,
mar 4 nap milva mutatta a gomba elszaporodasat.
A gomba ndvekedését a telepek atmérdjével fejezziik ki.
NovoZyme™ 234 (2 tomeg%) jelenlétében a gomba el-
szaporodasa jelentGsen késett, és csak 12 nap mulva valt
lathatéva. A NovoZyme™ 234-et (2 tdmeg%) €s nizint
(0,05 tomeg%) egyarant tartalmaz6 minta azonban figye-
lemreméltéan csékkent elszaporodast mutatott még
16 nap utén is.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Készitmény gombak lekiizdésére, azzal jellemez-
ve, hogy legalabb egy sejtfalbonté enzimet és legalabb
egy természetes eredetli mikroba sejtmembréant befolya-
so0l6 anyagot (MMAS), éspedig nizint, metélGhagymat,
fokhagymat és/vagy kurkumat tartalmaz hatékony kon-
centracidban.

2. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy sejtfalbonté enzimként kitindzt és B-1,3-
glukanézt, valamint adott esetben B-1,6-glukanazt tar-
talmaz.

3. A 2. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy a kitinaz és glukanaz ardnya 9:1 és 1:9 ké-
Z0otti.

4. A 2. vagy 3. igénypont szerinti készitmény, azzal
Jjellemezve, hogy a kitindz és glukaniz enzimek egy-
arant 0,001-0,02-os koncentracidban vannak jelen a ké-
szitmény teljes tdmegére vonatkoztatva.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti készit-
mény, azzal jellemezve, hogy a MMAS a készitmény
teljes tomegére vonatkoztatva 0,00001-0,1%-os, eld-
nydsen 0,0001-0,02%-o0s koncentracioban van jelen.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti készit-
mény, azzal jellemezve, hogy a készitmény gombandve-
kedést gatlo aktivitassal rendelkezik, ami legalabb kétsze-
rese az azonos keverék olyan aktivitisinak, ami az alko-
t6 komponensek szinergizmusinak hidnyaban mérhetd.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti készit-
mény, azzal jellemezve, hogy a készitmény élelmiszer-
ipari termék vagy kozmetikai készitmény.
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