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A globalis szallitasi lancok napjainkra a vildg minden pontjara
eljuttatjadk a palackozott asvanyvizet, igy azok mar nem csak a
palackozas kozvetlen kornyezetében keriilnek értékesitésre. A razkodas
szamos fiziko-kémiai valtozast indukdl a kilonbozé élelmiszerekben, de
mindezidaig szallitas alatti razkodasnak az élelmiszerek mikrobiologiai
mindségére gyakorolt hatdsat nem vizsgaltak.
valos idejli vizsgalatokkal modelleztem. Az elvégzett vizsgalatok soran
frissen palackozott természetes asvanyvizet, a vizsgalt vizbol izolalt
mikrobaval beoltott vizet ¢és kereskedelmi forgalomban kaphato, eltérd
palackozasi helyt és idejii asvanyvizet az ASTM D4169-es szabvany
vibracios protokollja szerinti mindharom intenzitason véletlenszeri
rezgésnek tettem Ki, modellezve a nyergesvontato-félpotkocsi
szerelvényeken vald kozuti szallitast. Vizsgaltam a mikrobiom fajlagos
szaporodasi sebességét, a generacids id6t, valamint az elért maximalis
sejtszamot. A sejtszam meghatarozasahoz hagyomanyos tenyésztéses
modszert és qPCR technikat alkalmaztam.

Az idGgyorsitott mechanikus razkodas gyorsitia mind az
autochton, mind az allochton mikrobak fajlagos szaporodasi sebességét, a
hatas pedig fiigg az agitacio intenzitasatol. Az allochton fajok szamanak
novekedése a palackozott asvanyvizben egyértelmiien karos a fogyasztok
egészségére. Kiilonbséget tapasztaltam a természetes asvanyvizben,
illetve az inokulalt vizben 1évé mikrobak szaporodasaban és az elért

sejtszamokban, amire a mikroorganizmusok kozotti kdlcsonhatas adhat
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magyarazatot. Kiilonboz6 palackozasi helyli és idejii vizek esetén a
fajlagos szaporodasi sebesség vizenként és intenzitasonként IS
szignifikdnsan valtozott, ami igazolja, hogy az adott viznyerdhely
mikrobiomjanak Osszetétele, illetve a mikrobak kozotti kolcsonhatas
befolyasolja a mechanikai behatasra adott valaszokat.

A dinamikus mechanikai razkodas hatdssal van az 4svanyviz
mikrobiomjara, befolyasolva annak szaporodasi sebességét, illetve
generacios idejét. Az altalam alkalmazott vizsgalati protokoll lehet6vé
teszi a sejtszamban bekovetkezd valtozasok qPCR-rel valo
nyomonkovetését. Az ASTM D-4169-16 szabvany szerint végzett,
idoégyorsitott modszer mindharom intenzitasa alkalmas a valdés idében
végbemend mechanikai agitacio mikrobiomra gyakorolt hatasanak

modellezésére.
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ABSTRACT

The effect of physical demands of supply chains on the
microbiological quality of bottled natural mineral waters

Microbiological status and stability are important to mineral
waters due to increased global demand. An increase in distribution and
supply chains has led to prolonged periods of transportation causing
microbiological changes. Different types of mineral water were tested.
The water samples were exposed to random vibration using ASTM
(D4169) Truck Level I, 1l and 111 standard vibration protocol for truck
transportation with time-accelerated and real-time tests. After agitation,
their microbiological status was determined with traditional culturing and
gPCR techniques.

Time-accelerated mechanical shaking increased the specific
growth rate of both autochthonous and allochthonous microbes, and the
effect depended on the intensity of agitation. The increase in cell number
of allochthonous species in bottled mineral waters was potentially
harmful to the health of consumers. In the case of waters with different
bottling locations and times, the specific growth rate varied significantly
for each water and for each intensity, indicating that the microbial
composition of the given water source and the interaction between
microbes influenced the responses to mechanical impact.

Dynamic mechanical vibration affected the microbiome of
mineral waters, influencing reproduction rates and generation times. The
applied test protocol enabled the monitoring of changes in cell numbers

by gPCR. All three intensities of the time-accelerated method performed
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according to the ASTM D-4169-16 standard were suitable for modeling
the effects of real-time mechanical agitation on microbiome.
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1 BEVEZETES

A globalis szallitasi lancok napjainkra a vilag minden pontjara eljuttatjak
a palackozott asvanyvizet, igy azok mar nem csak a palackozas kdzvetlen
kornyezetében keriilnek  értékesitésre. Az elmult évtizedekben
szignifikans novekedés volt megfigyelheté az asvanyvizfogyasztas
teriiletén nem csak Magyarorszagon (Varga, 2011; Sipos, 2008), hanem
az egész vildgon (URLY, URL?, URL?®). 2014 és 2017 kozott a
palackozott viz globalis piaca évi 9%-os ndvekedést kovetden tobb mint
200 milliard dollarra nétt - deriil ki a The Business Research Company
palackozott viz piacardl szol6 jelentésébol. (URL®) Mennyiségét tekintve
a piac 100 milliard literrel nott. A palackozott viz piacara vonatkozo
elorejelzések az eladasok értékét tekintve a piac 2021-re mintegy 350
milliard dollart fog elérni, 10%-o0s éves novekedést kovetéen. A
mennyiség novekedése valamivel alacsonyabb, de nem jelentds
mértékben, 9,3 % lesz. Ez a ndvekvd piac valdszinileg tikrozi a
lakossagnak a csapviz mindségével kapcsolatos szkepticizmusat (Venieri
et al., 2006), mely visszavezethetd a varosi vizellatas gyakori
szennyezOdésére (bar ez hazankban nem relevans), a csapviz kellemetlen
izére és szagara, valamint a viz fluorid- és klor-tartalmara (Bharath et al.,
2003). Ugyanakkor meg kell azt is jegyezniink, hogy sok esetben az
egészségligyl dolgozok javaslatara fogyasztanak csapviz helyett

asvanyvizet az emberek.

Viz nélkiil nincs élet és csak az édesviz alkalmas emberi fogyasztasra.

Elelem nélkiil hetekig is életben maradhat az ember, de a szervezet 15%-

10
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0S Vizvesztesége néhany napon beliil halalt okoz. Ebbdl is kovetkezik,
hogy a viz 1étfontossagl az ember szamara. A feln6tt emberek testének
atlagosan 60-70%-a viz (csecseméknél kb. 80% koriili, idés korban mar
csak koriilbeliil 50%). Egy ember évente tobb, mint 1000 liter folyadékot
megiszik, a veséken pedig naponta mintegy 2000 liter testnedv folyik at.
Mindennapi koriilmények kozott naponta atlagosan 2,4 liter folyadék
tavozik a felndttek szervezetébdl a verejtékezés, 1€gzés, kivalasztas és
emésztés soran. A folyadékhaztartas egyensulyanak fenntartasahoz
sziikséges viz mennyisége egyénenként valtozo, és a testmozgas, a
szervezet miikddése, a kornyezeti feltételek (hdmérséklet, paratartalom)

fiiggvénye. (Maton et al., 1993)

1.1 CELKITUZES

Kutatasom célja a szallitas kdzben fellépd mechanikai igénybevételek
asvanyvizre gyakorolt hatasanak vizsgalata. Mar eddig is tapasztaltak,
hogy a razkodas sok esetben negativan befolyasolja az élelmiszerek
fiziko-kémiai tulajdonsagait, amelyek az alacsony viszkozitasu matrixok
esetében (mint amilyen a viz is) fizikailag nem lathato elvaltozasokban
nyilvanulnak meg. Ezért egy észak-nyugat magyarorszagi természetes
asvanyvizet palackozd iizem gyartosorarol lekeriilt termékek szallitasi
igénybevételektdl fiiggd mikrobiologiai statuszat vizsgaltam. Célom az,
hogy az asvanyvizb6él kimutathato mikrobaszam és a mechanikai
agitacio, illetve annak intenzitasa kozott 6sszefiiggést keressek.

Célul tlztem Ki kiilonbdz6 palackozasi helyti és idejii, kereskedelmi
forgalomban kaphato asvanyvizeknek a mechanikai igénybevételtol

fliggd Osszehasonlitod vizsgalatat.

11
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Kutatdsom tovabbi célja annak feltarasa volt, hogy a logisztikaban
altalanosan elterjedt csomagolasvizsgalati szabvanyt alkalmazhatjuk-e az
¢lelmiszerek mikrobioldgiai tulajdonsagaiban bekovetkezd valtozasok
vizsgéalatdhoz. Ehhez a valés idejii és az iddgyorsitott vizsgalatok

Osszehasonlitasat végeztem el.

12
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1  CSOMAGOLAS
2.1.1 A csomagolas fogalma és alapveté funkcioi

A csomagolas mindig is az életlink része volt, egészen a legegyszertibb
Id6szamitas el6tti vadaszat soran alkalmazott eszk6zoktdl (példaul a hus
védelmére alkalmazott novényi eredetii takaro-csomagolo levelektol), a
mai specialis célokkal ellatott csomagolasokig. (Hook és Heimlich, 2005)
A csomagolds magaba foglalja a csomagold anyagot, a csomagolas
folyamatat és az elkésziilt struktarat. A csomagolast a kovetkezok szerint
lehet meghatarozni: ,a csomagolas azoknak a miveleteknek az
Osszessége, amelyeknek alapveté célja a termékek védelme ill.
széllitasra, tarolasra alkalmassd tétele, egységbe fogasa. Masik
értelmezése szerint a csomagolas a termék ¢és az egységbe fogd
elemcsoport, ill. ideiglenes védéburkolat komplex egysége.” (Rockstroh,
1979) A csomagolas vagy a termelési folyamat befejezé része (pl. vaj
csomagoléasa), vagy a termelési folyamattol el nem hatarolhaté miivelet
(pl. dobozos tditék, sor, asvanyviz). A csomagolasnak elsédleges
feladata a termék befogadasa, illetve a fogyasztohoz valo eljuttatasa ugy,
hogy az kiilsé vagy belsé karosodast ne szenvedjen és mindezt a lehetd
leggazdasagosabb modon. Fontos még, hogy azonosithatova tegye a
terméket és megkonnyitse a szallitast, illetve a tarolast. Paine (1981) a
hangsulyt az alapvetd funkciok esetében a védelemre, tarolasra,
allagmegorzésre és a termékkel kapcsolatos kommunikaciora helyezi. A
csomagolas azonban nem csak a terméket védi a kornyezeti hatasoktol,

hanem a kornyezetet is a terméktol.

13
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A csomagolas tovabbi fontos funkcioja lehet az egységképzés és a
termékek kivanatos mennyiségekre vald felosztdsa. (Hellstrom and
Saghir, 2007)

A csomagolas a kereskedelem Iényeges eleme, amely szoros egységet
képez az aruval. A j6 csomagolas jo mindségii és mindségvédo, megfelel
az egészségvédelmi szempontoknak, alkalmas az elosztasra, a gépi
arumozgatasra, megfelel az 6kologiai profilnak, tarsadalmilag elfogadott
moédon  Ujrahasznosithatd  vagy  elhelyezhetd, kdrnyezetkiméld,
gazdasagos, a vasarlok szamara biztositia a termékazonositast,
megteremti a piacon az aru imazsat, problémamentesen kezelhetd,
vevobarat. (Zsombik, 2011; Soroka, 2009)

A csomagolas a logisztikai rendszer jelentés eleme (Stock and Lambert,
2001), hatassal van a logisztikai koltségre és teljesitményre is, kiilondsen
a szallitmanyozas vagy a raktarozas teriiletén. (Twede, 1992; Bowersox
etal., 2012)

2.1.2 Miianyag csomagolészerek

A csomagoldsi céli anyagokon belil a miianyagok jelentik a
leggyorsabban fejlédé csoportot, felhasznalasuk a fejlett orszagokban
folyamatosan nd. Széles korti csomagolastechnikai felhasznalasuk tobb
kedvezé tulajdonsagukkal indokolhatd: kis tomegli, valtozatos
jellemzokkel 4allithatd elé6 és mindenféle formdju ¢és funkcidja
csomagoldeszkoz készithetd beldle. A mlianyagok az 1800-as évek végén
jelentek meg el6szor, alapvetéen két nagy csoportra oszthatok:
e természetes alapti mlianyagok ¢€s

e szintetikus milanyagok.

14
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A természetes milanyagok eldallitdsdhoz a természetben el6forduld, nagy
molekuldji (példaul szénhidrat, fehérje) anyagokat alakitjak at kémiai
eljarassal. A Kismolekulaji  vegyiiletekb6l, a  molekulak
Osszekapcsolasaval létrehozott 1j anyagok a szintetikus miianyagok.
Napjainkban a természetes alapu milanyagok a kedvezodtlen feldolgozési
jellemzdik és viszonylag magas eléallitasi koltségiik miatt folyamatosan
veszitenek jelentdségiikbol.

A szintetikus csomagolasi célil miianyagok az alabbiak:

e poliolefin e polisztirol

e polietilén e poliamid

e polipropilén e polivinil-alkohol

e Kklortartalma polimerek ¢ polietilén-vinil-alkohol
e poliészter e poliuretan

Dolgozatom szempontjabdl a poliészternek és a poliolefinnek, ezen beliil
a kis stiriségii polietilénnek (LDPE) van jelent6sége.

A polietilén-tereftalat (PET) egy széles korben hasznalt palackcsomagold
polimer. A legtobb PET-palackot vizhez és italokhoz hasznaljak, de
egy¢b felhasznalési teriiletek koz¢ tartoznak az olajok, ecet, mososzerek
¢s haztartasi vegyszerek. A PET-palackok népszeriisége optikai
atlatszosaguknak, mérsékelt vizgdzateresztd képességiiknek, valamint
alacsony oxigén- és szén-dioxid-gazatereszt6 képességiiknek koszonheto.
(Chacon et al., 2020) Foliaként 6nmagaban vagy polietilénnel tarsitva
példaul sajtok, husok, készételek esetében hasznaljak. Az egyik
legh6allobb miianyag, -50 °C és +160 °C kozotti hotiroképességgel. A
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,visszavalthatd vagy eldobhat6é” kérdés egyidés a PET palackok
megjelenésével. A tobbutas palackok magasabb kovetelményeket
tdmasztanak mind a technologidval, mind az alapanyaggal szemben,
mivel a visszavalthatdo palackok mechanikai jellemz6i meg kell, hogy
kozelitsék az iivegpalackokét. Ez utobbiak esetében a csomagoloeszkoz
¢lettartama legalabb 15-20 tjratoltésig tart, ehhez pedig megfeleld
falvastagsagra és rendkiviili kopasallésagra van sziikség. A technoldgiai
fejlesztések lehetdvé tették a tobbszori hasznalathoz sziikséges szilardsag
elérését, azonban a felileten idovel megjelend karcolasok
bizonytalansagot kelthetnek a fogyasztokban. Ezen kiviil a szabad
szemmel nem lathat6 sériilések miatt az Gjratoltés elotti ellendrzés soran
a palackok jelent6s hanyada selejtezésre keriil, mivel nem felel meg a
mindségi  kovetelményeknek. Tovabbi  problémat okoz annak
megallapitasa, hogy a visszavaltast megel6z6en esetleg volt-e olyan
anyag a palackban, ami az emberi egészségre artalmas lehet (példaul
vegyszerek, benzin, olaj, alkohol, stb.). A PET palackok rossz hatasfoku
Ujratdltése mara oda vezetett, hogy a cégek tobbsége megsziintette a
visszavalthatd palackos termékek forgalmazasat. A fejlesztés mar
elsGsorban a csomagoloeszkoz tomegének csokkentésére iranyul. Ez nem
csupan anyagmegtakaritdst eredményez, hanem a szallitasi koltség
mérséklését is. A poliolefienek a legjelentésebb és legnagyobb
mennyiségben gyartott a hore lagyuld milanyagok. Két csoportja van: a
polietilén és a polipropilén. Kis stiriségti polietilénbél (LDPE) hajlékony
falu csomagoloszereket, példaul tasakokat, zsakokat, zsugor- és nyujthato
foliat, valamint tubusokat és merev falu flakonokat készitenek. A

legdinamikusabban fejlodé felhasznalési tertilete a zsugorfolia, amelynek
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legnagyobb felhasznaloi az italgyartok. Ezért a PET-palackok, fém
dobozok és a karton tartalmu italos dobozok gytijtdcsomagolasara jelent

egyszerl és gazdasagos megoldast. (Tiefbrunner, 2010)

2.1.3 A palackozas technolégiaja egy északnyugat-magyarorszagi

palackozonal

A palackozas folyamatat a 1. dbra mutatja be, melynek elsé 1épése a
palackfujas. A folyamat soran az el6formakat szallitdszalag, valamint
rendezd eszkoz segitségével juttatjdk a berendezésbe. A fuvogép nagy
nyomassal a szerszam faldhoz préseli az el6format, kialakitva a kivant
format. A fijas 36 bar nyomason, 120 °C-on torténik, amely paraméterek
egyben biztositjak a palack belsé feliiletének mikrobioldgiai, higiéniai
megfeleldségét. Ezutan a kifujt palackok légpalyan jutnak a palacktoltd
berendezésig. A légpalyan érkezd iires palackok elsd 1épcsdben egy
oblitd gépbe keriilnek, amely termékvizzel obliti ki Oket az esetleges
szilard szennyezddések eltavolitasara. A masodik szakaszban a palackok
nyilassal lefele helyezkednek el, igy kicsepeghet beldliik az Osszes
oblitoviz. Az 0blitdgép utan a szallitopalya az ellennyomasos tolto-
zarogéphez szallitja a palackokat, ahol 4 bar nyomassal megtorténik azok
toltése. A szallitopalya rendszer automatikus, PLC (programmable logic
controller — programozhato logikai vezérlés) vezérlésii. A beallitott
térfogatnak megfeleld nivo elérésekor a szelep elzar.

Az ellennyomasos toltdgép utols6d gépeleme a zardgép, amely megteleld
nyitasi nyomaték(i zarast biztositd fertdtlenitett (perecetsavas mosas és
UV fény) miianyag kupakkal (HDPE — high density polyethylene) zarja

le a palackokat.
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1. abra: A természetes, szénsavmentes asvanyviz palackozasanak
lehetséges technoldgiai megoldasa
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A t61tés utan a szallitopalyan elhelyezett késztermék vizsgalo ellendrzi a
megfeleld térfogat meglétét a palackban. A selejt termékeket egy kiloko a
gyljto asztalra tovabbitja.

A megtoltott palackok szaraz kenést szallitoszalagokon jut el a cimkézd
berendezésig. Itt magas homérsékletii gézzel zsugoritjak a palackokra a
cimkét. A cimkézd gép kimeneti oldala utan a palackpalyan sugaras
feliratozo berendezés az aktualis gyartasi datumot rogziti a palackokon.
A felcimkézett palackokat ezutdn az egységrakomany-képzd
zsugorfoliazohoz szallitjak. A zsugorfoliazo berendezés eldszor kialakitja
a megfeleld palackszdmu egységcsomagot, majd egy hore zsugorodd
mianyag foliat teker a csomag koré. A korbefdlidzott csomag egy
hdalagtiton athaladva nyeri el végsé formajat. A gépegység utin egy
hordfiilez6be, majd egy csomagszallité palyan a rakatok a palettdkhoz
jutnak. Raklapszallito palyak szallitjdk a targonca leszedé helyre a
rakomanyt. Miel6tt a végsé asztalhoz érne, egy sztreccs f6lidzo
berendezés nyujthatd foliaval tobbszorosen Korbecsévéli a palettat, igy
biztositva az aru szallitds kozbeni stabilitasat és az esetleges aprobb
sériilések elkertilését.

Egy palack gyartasi idejét tekintve mintegy 6 perc telik el az eléforma

feladasatol a késztermék palettdzasaig.

2.2 A CSOMAGOLT ARUKAT A LOGISZTIKABAN ERO HATASOK

A csomagolas a logisztikai rendszerek részeként folyamatosan végig
koveti, segiti és kiegésziti a térben és idoben lezajlo folyamatokat.
A csomagolasi rendszerek megtervezése - a bonyolultsagara vald

tekintettel - ,hagyomanyos mérnoki” eljarasokkal csak igen durva
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kozelitéssel lehetséges. Emiatt sokkal pontosabb eredményt ad a
logisztikaban fellépd hatasok reprodukélhatd szimulalasa kiilonbozo
laboratoriumokban. Az integralt csomagolasi rendszer az alabbi
feladatokat és célokat foglalja magaba a logisztikaban (2. abra):
e termékvédelem  (karosodas-, dézsmalas elleni  védelem,
biztonsag),
o termékmindség megorzése,
o Kezelhet6ség (megfeleld térfogat/méret, gépesithet6ség),
e logisztikai termékinformacio, informacidéaramlas,
e atarolas ésszerusitése,
e marketing feladatok (kiilalak, formatervezés),
e kornyezetvédelem (konnyti eltavolithatosag és
megsemmisithetdség).

(Boroez, 2010)
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Miiszaki jellemzok & &

jellemzok

2. abra: A logisztikai csomagolasi rendszer elvi sémaja (Forras: Borocz,
2010 alapjan sajat szerkesztés)

A masodik vilaghdborut kdvetd tomegtermelés €s vilagpiaci értékesitési
halozatok megjelenése soran egyre fontosabb szerepet kapott a
disztribucios folyamatok mérndki szempontu vizsgalata is. A 1960-as
évektdl egyre tobb adat allt rendelkezésre a logisztikai szakemberek
csomagolastervezési folyamatihoz, amely addig tisztan empirikusnak volt
tekinthetd. A valtozas oka az volt, hogy ha nem is termékenként, de ipari
agazatonként egyre tobb Szakteriilet definialta, hogy a szallitott arukat
milyen fizikai (mechanikai), kémiai és biologiai kdrnyezeti hatasok
érhetik. Késobb ezek szamos iparagi (pl. IEC - International Electrical
Commission) ¢és nemzetkdzi szabvanyban (ISO - International
Organization for Standardization, ASTM - American Society for Testing
and Materials) keriiltek meghatarozasra. Ezek a szabvanyok els6sorban

abbdl indultak ki, hogy a felmeriilé hatasok matematikai, mechanikai és

21



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2023.005
IRODALMI ATTEKINTES

fizikai paraméterekkel csak nagyon nehezen irhatok le, ezért a szallitott
arukhoz laboratoriumi teszteket definialtak, megadva az igénybevételek
nagysagrendjének lehetséges spektrumat.

A becsomagolt terméket a logisztikai folyamatok soran érd kiilsé
hatasokat igénybevételeknek neveziink. A kiilonb6z6 igénybevételek
kiilonféle formaban, intenzitassal és kombinaltan érvényesiilnek. Ezek a
hatasok a termék mennyiségi ¢és/vagy mindségi karosodasahoz
vezethetnek. Elelmiszerek esetén a mindségesokkenésnek — Orisi
jelentdsége van, hiszen a termék érzékszervi, taplalkozasbiologiai
tulajdonsagain tal, akar annak biztonsagossagat is érintheti. A
csomagolast éré igénybevételek cSoportositasat az 1. tablazat
tartalmazza.

1. tablazat: A logisztikaban a csomagolt terméket ér6 hatasok

Igénybevétel
Mechanikus Klimatikus Biologiai
Statikus Dinamikus | hoémérséklet kartevok jelenléte és
nyomas razas csapadék tevékenység
ejtés légnyomas mikroorganizmusok
lités légmozgas szaporodasa
litk6zés napsugarzas
légnedvesség

(Forras: Tiefbrunner, 2010 alapjan sajat szerk.)

A csomagolasnak jo mindségiinek és elég erdsnek kell lennie ahhoz,
hogy ellenalljon azoknak az igénybevételeknek, iitdédéseknek,

amelyeknek rendes koriilmények kozott a szallitds soran, az aruszallito
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egységek kozotti atrakas, az aruszallitd egységekbdl a raktarba valod
berakodas soran Ki van téve, illetve amelyek akkor 1éphetnek fel, amikor
tovabbi kézi vagy gépi arukezelés céljabol a rakodolaprol, vagy az

egyesitd csomagolasbol eltavolitjak.

2.2.1 A disztribucié soran fellépé fébb dinamikus hatasok

Az aruk disztribucioja soran szamos mechanikai igénybevétel éri a
szallitott termékeket. Ezek a mechanikai feltételek az 2. tablazat szerint
osztalyozhatok. Az értekezésemhez kotddo kutatdsaim és mérésem soran
az egyes vizsgalatsorozatokban a véletlenszeri. mechanikai razkodast
(Stacionarius rezgés, random) szimulaltam laboratoriumi koriillmények
kozott a kivalasztott termékeken.

2. tablazat: Mechanikus igénybevételek osztalyozasa

Kornyezeti jellemzé Mértékegység
Stacionarius rezgés, Kitérés és gyorsulasi amplitad6 (mm,
Szinuszos m/s?)

Stacionarius rezgés, Spektralis gyorsuldssiirliség

random frekvenciasav (m?/s*/Hz v. g’/Hz)
Nem’ stacionarius Csiicsgyorsulds (m/s?)

rezgés

Leesés, felborulas Esési magassag (m)

Ringas, bukdacsolas Szog (fok), periodus (S)

Allandé gyorsulas m/s?

Az 3. ébran egy palya-jarmi-rakomany razkodasanak leirasahoz
sziikséges rendszer elvi elemei és sémaja lathato. Az értekezésemben a
kutatashoz kozati szallitasi lancokat feltételeztem, mivel a valasztott
mintatermékeim  elsésorban  kozaton, tehergépjarmiivel keriilnek

tovabbitasra.
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3. abra: A palya-jarmi-rakomany rendszer sematikus rendszermodellje

2.2.1.1 A palya, mint a razoigénybevételt befolyasolo tényezé

A kozati kozlekedés soran kiilonféle tuttipusokkal és burkolatokkal
talalkozunk, melyek jellemz6i és allapota alapvetéen befolyasolja a
futasbiztonsagot.

Az utburkolat egyenetlenségeit a 4. abran lathat6é profilograf miiszerrel
folyamatosan mérik (McMahon, 2022). Ezen mérések eredményei
alapjan intézkednek a sziikséges javitasok iigyében. (Fi és Szentpéteri,
2014; Barbosa, 2012; Adorjani, 2010; Maser, 2010; Bornemissza és
mtsai, 2008)

4, abra: Profilograf (URL®)

Az utfeliilet egyenetlenségeit ugy irhatjuk le, hogy a szabalyos sik
feliilettl milyen jellemz6 mértékkel tér el (Karoliny és Gaspar, 2015),
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amelyek befolyasoljak a jarmiidinamikat, a kozlekedés min6ségét és a
vizelvezetést. (Soos és mtsai, 2017; Toth és Toth, 2017; Palfay, 2004) A
jellemz6 paraméterek: a hossziranyu profil, a keresztiranyu profil és a
keresztirany esés. A hossziranyG profilban fontos a hossziranya
eltérések hullamhossza (vizszintes tavolsag az eltérések kozott) és az
eltérések fliggdleges magassdga. Az egyenetlenség az Tutfeliilet
elhasznalodéasa soran folyamatosan né. Ezek a faradas miatti repedések
hossz- és keresztiranyban, a bordazodas és feltorlodas. A profilografos
mérésekkel az utfeliilet elhasznalodasa, annak idébeli iiteme nyomon
kovethetd. (Fi és Szentpéteri, 2014; Horak, 1987; Bruscella et al., 1999)
A jellemzé uthibak az alabbiak lehetnek (Kamaran, 2008):

e katyq, pontatlan katyuzas,

e alakvaltozas (deformacio, torzulas),

e egyenetlen palyafeliilet (hullamossag, egyenetlenség, amorf

deformacio keréknyomokban) (Primusz, Téth, 2009),
e ker¢knyom (valyuképzdédés, nyomvalyu, kis sugara keréknyom,
nagy sugaru keréknyom),

e gyiirédés (hullamosodas),

e apalyaszerkezet siillyedése,

e repedés (torés),

e hajszalrepedés (hosszanti faradasos repedés)

e mozaikos repedés,

e burkolat szélének letorése,

e keresztirdnyu repedés (reflexiods repedés),

e szabalytalan iranyu repedés (atrepedés, vonalrepedés),

e (sszedolgozasi hiba,
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e bomlas,

e hamlas (tdnyérosodas),

e Jevalas,

o az érdesség lecsokkenése (kisimulas),
o <¢rdesitd kipergése,

e nyitott feliilet (szivacsos feliilet),

e belteriileti utakon szinthibasan kiképzett kozmiicsatorna fedelek.

2.2.1.2 A gépjarmii, mint a razoigénybevételt befolydsolo tényezd

Az ceurdpai tavolsagi szallitasokra (fuvarozasokra) tilnyomorészt
nyergesvontato-félpotkocsi szerelvényeket hasznalnak (Robisch, 2015),
melyek jellemz6en kéttengelyes vontatobol és a haromtengelyes
utanfutobol (5. abra) allnak.

Fontos tényez6 mind a vontato, mind a vontatott jarmii esetén
alkalmazott légrugd tipusa. A légrugéd karakterisztikaja (a nyomoerd €s
az elmozdulas figgvénye) eltér a hagyomanyos rugoktol és a benne 1évo
nyomas valtoztatasaval akar menet kdzben is lehet a jellemzéit (pl. adott
terheléshez tartozo kiemelést) valtoztatni. (Ko6falusi, 2014) A rezgést a
jarmi kapcsan a kovetkez6 valtozok befolyasoljak: a jarmi felépitése és
tomege, a lengéscsillapitok tipusa, a rakomdany tomege ¢és a jarmi

menetsebessége.
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]

5. abra: Eurdpai kamion: nyergesvontaté és félpotkocsi (Forras: URL')

2.2.1.3 A rakomdny, mint a razoigénybevételt befolydasolo tényezd

A széllitasra elOkészitett rakomanyok részben egyedi 4arudarabok,
részben egységrakomanyképzd eszk6zon mozgathatd
rakomanyegységek. A rakomanyok menet kozbeni elmozdulasat
lekotéssel vagy alakzarassal lehet megelézni.

A lekotéssel valo rogzités esetén a rakomany egyiitt mozog a félpotkocsi
rakfeliiletével. Rezgésvizsgalati szempontbol feltételezhetd, hogy az igy
rogzitett rakomany koveti a rakfeliilet rezgési viszonyait, az utanfutd
felépitményével egy egységet képez. Elvileg a rakfelillet rezgései
megegyeznek a rakomanyegység rezgésével. A rakomanyegységen beliil,
a termékek fajtajuk és parnazasuk fiiggvényében reagalnak erre az input
gerjesztésre. Fontos megjegyezni, hogy ebben az esetben a
rakomanyegység nem valik el a félpotkocsi rakfeliiletér6l, azaz a
rakomany nem tud ,,ugralni”.

Az alakzarassal torténd rogzitést olyan esetben alkalmazzak, amikor a
rakomanyegység nem tudja elviselni a fliggdleges lekotd erdt. Ilyen
esetekben keresztrudakkal, felfiizhet6 koztes tavtartokkal, potfalakkal

torténhet az elvalasztds. Rezgéstani szempontbol ilyenkor szabadon
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allnak a rakomanyok, tehat nem képeznek egy lengbrendszert a
félpotkocsi felépitményével (Wang and Wang, 2017; Wang et al., 2014;
Wang et al., 2012b; Wang et al., 2011; Wang and Wang, 2011)

2.2.2 A valés razkédasok laboratériumi szimulaciéja

A kozuati jarmivek rezgéseinek vizsgalata tobb évtizedes multra tekint
vissza, és bar a kezdeti szimulacios moddszereket jelentOsen
tovabbfejlesztették, a jelenlegi modszerek is jelent6s korlatokkal
rendelkeznek. E hatrany ellenére a Gauss-i PSD -alapti (PSD: power
spectral density) modszer széles korben alkalmazott maradt napjainkban
a kozuti kozlekedési rezgések szimulalasara, féleg azért, mert a legtobb

nemzetk6zi szabvany ezt javasolja.

2.2.2.1 Szabvanyositott modszerek

Az elsé tesztberendezés tgy miikodott, hogy a tesztasztal alatt excenteres
biitykot helyeztek el, amelyet kiilonbozé fordulatszammal forgattak és
ezzel allitottak el a kiilonbozd frekvencidkat. Az asztal a négy sarkan
vezetve volt, hogy csak fiiggéleges mozgast tudjon végezni. Az eszkoz
egyszerii volt. Ha a bilitykok elég gyorsan forogtak, az asztal elvalt a
biityokt6l minden fordulatnal, mellyel ismétlédd iitéseket hozott 1étre,
amint azt leirjdk az ASTM D999-08-as szabvanyban. A moddszert
napjainkban is hasznaljak, annak ellenére, hogy ismétl6do iitéseket hoz
l1étre valodi vibraciok helyett. Ezért Kipp (2000a) oOvatossagra int a
vizsgalatbol torténd kovetkeztetésekkel kapcsolatban.

A mérési modszerek fejlédésének természetes tutja volt, hogy egy

frekvenciaju vibraciot alkalmazzanak, hogy az iités jellegi eseményeket
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elkeriiljék, amint kiilonboz6 szabvanyokban (ASTM, BSI, ISO IEC,
MIL-STD) is leirtak. A gerjesztd jel ennél a modszernél a sinusos
gerjesztési frekvencia pasztazasaval torténik. Ez a modszer nem
reprodukalja a kozati gerjesztés véletlenszertiségét (Mahajerin  és
Burgess, 2010), czért ezeket a szabvanyokat inkabb vizsgalati vagy
tervezési eszkdznek javasoljak. (Kipp, 2008; Kipp, 2000a; Kipp, 2000b;
Kipp, 2001)

Ezen modszerek Kkorlatjai  vezettek a  véletlenszeri  vibraciod
alkalmazasahoz, mint a szabvanyos kozuati vibraciot tesztelé modszer, az
1980-as évek elején. Ezek az eljarasok véletlenszerii Gauss vibraciot
alkalmaznak kiilonb6z6é  teljesitmény-striség spektrummal (PSD),
amelyek a kiilonb6z6 jarmiitipusokat reprezentaljak. (Charles, 1993)
Ezek a PSD-k megszerezhetdk a jarmiivek mérésével, az Gt vizsgalataval,
¢és dinamikus jarmtimodellekkel. Rouillard és Sek (2013, 2002) azonban
megallapitja, hogy a jarmii mérésén alapuld6 PSD-k jobb eredményt
adnak, mivel nincs sziikség hozza modell-approximaciora. A modszer
elénye a vizsgalati id0 lerdviditése a szimulacid intenzitdsanak
novelésével. A kapcsolat az aktualis és a tesztbeni hossz kozott

megadhat6 a Basquin modellel (1)-es képlet (Basquin, 1910):

t; | a ‘
E_(ai} @

tj: az adott ut hossza,

ahol

t:; a teszt hossza,

at. a teszt intenzitas,

aj: az adott it intenzitasa,
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k: a vizsgalt anyagtol/terméktdl fiiggé konstans, altaldban k=2
vagy k=5-6t hasznalnak (Braumiller et al., 1999).

A szimulacionak reprodukalni kell a kozati jarmi altal okozott
kiilonboz6 iitéseket és razasokat. Ilyenek tobbek kozott a vibraciok az ut
egyenetlensége miatt, az utfeliilet hibai miatt (repedések, katyuk, stb.) és
a jarmii meghajtasa miatt (kerekek, motor, hajtas, stb.). (Root, 1997)

Az elmult 50 évben a jarmivek rezgésének laboratoriumi szimulacidja
rohamosan fejlodott az egyszeri mechanikai berendezésektél a
szamitogép altal vezérelt razoasztalokig. (Harris and Piersol, 2001)
Ugyanakkor még a legkorszertibb modellezésre is jellemz6, hogy a jarmi
rakfeliiletét merev testnek tekintik, holott a tartés rezgések hatasara a
rakfeliiletek kisebb—nagyobb mértékben csavard és hajlito alakvaltozast
Is elszenved, azaz rugalmas testként viselkedik. (Kéfalusi, 2014; Lu et
al., 2010) Ehhez adodnak hozza a kiilonb6z6 tartds és nagyon alacsony
frekvenciaji mozgasok, melyek az ivben haladasbol, a bolintasbol,
fékezésbol, gyorsitasbol, valamint a lejté-emelkedd atmenetekbol
keletkeznek (Kéfalvi, 2010), melyek szinte modellezhetetlenek. Az
elméleti szdmitasok, kiillondsen azok, amelyeket ,,papiron” szdmitogep
segitsége nélkiil végziink, altalaban a két szabadsagfoku rezgérendszerig
terjed ki, holott a jarmii rakfeliilete egy hat szabadsagi fokkal rendelkezo
rezgérendszer. Eppen ezért az elméleti szamitisok mellett (ami jelentds
egyszerusitésekre kényszeriil, a valos rendszerhez képest) laboratoriumi
szimulaciot is alkalmaznak a rakomanyok tervezésekor. (Borocz et al.,
2015) A dinamikai igénybevételek szimulacidja azonban szamos

problémat felvet. Amellett, hogy merev testként kezeli a jarmu
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rakfeliiletét, a térbeli mozgasrendszert sem tudja egyidejlleg eldallitani.
A szuperpozicio elvét alkalmazva a fliggéleges-, a hossz- ¢és
keresztiranyl rezgésekre viszont nem teljesen a valés mozgast kapjuk
vissza. (Charles, 1993)

A disztribacié soran a szallitasi folyamatok kozben a tartdos razasi
igénybevételek elkeriilhetetlenek, melynek szintjeit vilagszerte tobb
publikaci6 tanulmanyozta. (Paternoster et al., 2018a) A termck-
csomagolas rendszerekre haté rdzasi igénybevétel a  palya
egyenetlenségeibdl, a jarmiivekben 1évd, forgdbmozgast végzod
kiegyenlitetlen tomegekbdl, a jarmii rugdzasi rendszerébdl, és a
palyantartas tulajdonsagaibol egyiittesen adodnak. (Jarimopas et al.,
2005; Lu et al., 2008; Panczél, 2009) A rakfelilleten mérheté mozgasok
véletlenszertiek, ami azt jelenti, hogy idében mind a rezgés frekvencia-,
mind az amplitado-Gsszetétele erésen valtozik. A rezgések nyilvanvaldan
a tér harom iranyaban (hossz, oldal és fliiggéleges iranyokban) fellépnek,
de ki kell emelni, hogy ezek a koziil a palyaegyenetlenség altal
gerjesztett figgdleges iranyi mozgas a legintenzivebb. (Brandenburg,
Lee, 1985)

A sztochasztikus rezgések eldallitasara kiilon kontrollegység szolgal. Egy
ilyen rendszer elvi sémédja lathato a 6. abran, ahol a termék az un.

expander targyasztalon lathato.
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6. abra: Egy szabadsagfoku razovizsgalat elvi sémaja

Ez a razkodas alapvetéen tobb szabadsagfoku (7. abra), melyek koziil a
valdsagban a fiiggbleges iranyu razkodas a legintenzivebb. A 8. abran
egy valos szallitas sordn felmeriild vertikdlis irdnyban rogzitett
gyorsulasértékek sorozata lathato az eltelt id6 fliggvényében. Az abran
jol megfigyelhetd a jelsorozat random jellege és stacionaritasa, amelyet a
kiegyenstlyozatlan (jarmii-rakomany) Ossztomeg eltérd mértékii
csticsgyorsulasai mutatnak a  palyaegyenetlenség  gerjesztésének

valaszaként.

32



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2023.005
IRODALMI ATTEKINTES

vertikalis

A

H
-1 forgas
\;_%_,Y

! girdiilés

linearis

7. abra: A razkodasok hat szabadsagfokanak iranyai kozuti
tehergépkocsin (Forras: Long, 2016. alapjan sajat szerkesztés)

A miszer altal szolgaltatott adatok szamitogéppel kiértékelhetok,
mindemellett tanulmanyozhat6 a rogzitett gyorsulas-idé fiiggvény is. A
gyorsulas-idé  fiiggvénybél FFT (gyors Fourier transzformacio)
analizissel az egyes frekvenciasavokba es6 PSD értékek is
meghatarozhatok. Nyilvan a jarmi kiilonb6z6 tviszonyok kozott halad
ezért a gyorsulas-id6  fliggvényben autdkorrelacios  fliggvény

alkalmazasaval a nem-stacionaritas is meghatarozhato.
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8. abra: Szallitas kozben mért rezgésgyorsulasok a szallitasi id6
fliggvényében

2.2.2.2 Dinamikus mechanikai igénybevételek reprodukadldsa

A laboratériumi vizsgalatok modszere, hogy a valésagban random
modon lezajlé mozgast szélessavli véletlenszerli razovizsgalattal
reprodukaljak a jelentds teljesitménnyel rendelkez6 1-200 Hz
frekvenciatartomanyban  (Borocz, Singh, 2017). A  valasztott
frekvenciatartomany oka, hogy itt talalhatok a jarmi felfiiggesztésének,
kerekeinek és szerkezetének a legintenzivebb valaszrezgései. A
szabvanyos vizsgalatok a véletlenszerli rezgések un. spektralis
teljesitménystriiségét (PSD, power spectral density) adjak meg, amely a
véletlenszeriien és idében nem-Stacionariusan lezajlodd gyorsulasjelek
9) gyors Fourier-transzformacioja (FFT) a vizsgalt
frekvenciatartomanyban. fgy a PSD a mozgas jellemzdjét a mozgas
teljesitményével, g?/Hz-ben kifejezve, a frekvencia (Hz) fiiggvényében
adja meg (Brandenburg, Lee, 1985).

A spektralis siriiségfiiggvények meghatarozasahoz gyors Fourier-
transzformaciot (FFT) alkalmaznak a gyakorlatban, amely azt jelenti,
hogy az éatlagos PD (power densitiy, teljesitménysiiriség) szintet

szamoljak ki, ahol RMS G (root mean square, négyzetes kozépérték) a
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laboratoriumi  Szimulacio soran mért gyorsulas értéke RMS-ben
kifejezve, a BW  (bandwidth, savszéleség) a  vizsgalt
frekvenciatartomany, illetve N a felvett mintdk szama a mintavételezés
soran. Ezt kovetden egy zart hurka vezérléssel a razdberendezés egy
normalis eloszlasbol vett véletlenszeri kovetkezd jelre egy olyan
sorozatjellel valaszol, amely RMS-ben kifejezett teljesitménye az adott
frekvencian a burkologobének megfeleld teljesitménnyel rendelkezik.

A rezgéselemzés esetében a teljesitménysiiriiség (PD) szinteket a
frekvencia fiiggvényében hataroztuk meg a rogzitett véletlenszerii
rezgésgyorsulasi szintek alapjan. Egy adott spektrum keskeny
frekvenciasavjan (BW) beliili atlagos teljesitménystiriség az adott
savszélesség mintdinak szaman alapuld Gms értékekkel hatarozhatd meg.
Ily médon Gms-t @ gyorsulas négyzetes kozépértéke hatarozza meg G-

kben az adott frekvencia-savszélességben, az (n) mintak szama alapjan:

n
1
PD = o Z(RMS G2)/n
i=1 (Yam, 2009)

A rezgési kornyezetet ezutan a teljesitménysiirtiség-spektrum (PSD)
képviseli, amely a teljesitménysiiriségi sSzintek és a frekvencia
abrazolasat mutatta. Egy adott frekvenciatartomanyon beliili energia a
PSD-nek az adott frekvenciatartomanyba torténd integralasaval nyerheto,
¢és altalaban Grms-ben van abrazolva a spektrum egészére, vagy egy
részére vonatkozoan. A PSD szamitasa kozvetleniil a Fourier-

transzformacionak nevezett modszerrel, vagy az autokorrelacios
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fliggvény szadmitasaval, majd transzformalasaval torténik. A 9. abra egy

példat mutat a laprugoés tehergépkocsi PSD-jére.

Felfiiggesztés
3-4Hz
Szerkezet
.01 40 - 55 Hz
PSD (g2/Hz) e =
\ f/ / -‘
.0001 N
/ i
Kerekek /
.000001 15-20Hz
1 2 3 10 20 30 100

Frekvencia (Hz)

9. abra: A nehéz tehergépkocsik rezgésének tipikus PSD-rajza (Singh et
al., 2007 alapjan sajat szerkesztés)

Itt kell megjegyezni, hogy az egyes vizsgalati profilok nem csak a
frekvencia-toréspontok és PD teljesitmény szintek szerint hasonlithatok
Ossze, hiszen nyilvanvaloan egyes kozlekedési modokban hasznalt
jarmivek tipusaitol, vagy palyamindségtdl fliggden ezek jelentdsen
eltérhetnek, hanem a teljes frekvenciatartomanyon kalkuldlhatd
Osszteljesitményértékkel is. Ez utobbi a gorbe alatti teriilet kalkulalasaval

adhato meg. Ezt overall (teljes) GRMS értéknek hivja a szakirodalom.

2.3 A RAZKODAS HATASA AZ ELELMISZEREK MINOSEGERE

A piaci globalizaci6 intenzivebb élelmiszertermelést és fokozott exportot
indukalt. (Paternoster et al., 2017) Ennek kovetkeztében né a szallitasi

igény, annak idGtartama és valtozékonyabbak a tarolasi koriilmények is.
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2.3.1 Arazkédas és a tej feldolgozhatosaganak osszefiiggései

Korabbi tudomanyos vizsgalatok azt bizonyitjak, hogy a razkodas - mint
folyadékokra hato vertikalis iranyu igénybevétel - negativan befolyésolja
egyes ¢lelmiszerek fiziko-kémiai tulajdonsagait. Warmifiska et al. (2006)
vizsgalatai arra mutatnak ra, hogy a razkodas frekvenciaja és ideje
negativan befolyasolja a friss tej felhasznalhatosagat. A tej fiziko-kémiai
tulajdonsagaiban  bekovetkezd negativ  valtozdsok a  razkodas
frekvenciajanak novekedésével fokozodtak. (Czerniewicz et al., 2006,
Warminiska, Kruk, 2001; Warmifiska et al. 2003a, 2003b; Palich, 1993;
Jurczak, 1983) A vibraci6 a savfok és a vezetéképesség enyhe
novekedését, valamint a termikus és etanolos stabilitas csOkkenését
(Warminska et al., 2006) Ezek a valtozasok viszont akadalyozzak a
feldolgozast és ronthatjak a késztermékek mindségét és eltarthatosagat
Megfigyelték, hogy a rezgéseknek kitett tejmintak savfoka novekszik a
rezgésfrekvencia novekedésével és az expozicid elhuzddasaval.
Feltételezhetd, hogy a tej savfokaban bekovetkez6 valtozas oka egyrészt
a fehérjemolekuldk szerkezetének megvaltozasa, masrészt a sok alkotta
kristalyszerkezet rezgések altal befolyasolt valtozdsaibol is ered
(Warmifiska et al., 2001). A tejmindség egyik jellemzdje a technologiai
hasznalhatosag tekintetében annak elektromos vezet6képessége.
(Mabrook, Petty, 2003), melynek értéke - a mechanikai agitacio hatasara
- novekedhet. A vezetéképességben megfigyelt valtozasok a frekvencia
novekedésével fokozodtak. A friss nyerstej ho- és etanolos stabilitasat
szamos tényezd hatarozza meg, tobbek kozott: ionkoncentracidé (H*, Na*,

Ca?" Mg?*, citrat- és foszfationok), a nitrogénvegyiiletek (kazein és
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frakcioi, tejsavofehérjék, nem fehérjetartalmi vegyiiletek) aranya és
tartalma, valamint a so6k mennyisége ¢és Osszetétele. Ezeket a
tulajdonsagokat a tej savfoka nem befolyasolja, azonban értékének
barmilyen valtozasa (kiilonésen annak novekedése) a tej stabilitasanak
jelentds csokkenését eredményezi (Czerniewicz et al., 1999, 2000). A
kutatasok soran megfigyelt etanolos és hdstabilitasi valtozasok
szignifikansan korrelaltak a rezgéseknek kitett tej savfokanak
valtozasaval. Ugy tiint, hogy a tej oltos alvadisanak ideje a gyakoribb és
hosszabb rezgési iddvel lerovidiil. A tej koagulacios folyamatat szamos
tényez0 befolyasolja, foként a kalciumionok jelenléte és koncentracioja,
az aktiv savfok, és a kazein micellak. A tej savfokanak novekedése a
kalcium fokozatos ionizéaciojat eredményezi, és lerdviditi a tej alvadasi

idejét (Korzendorfer et al., 2021)

2.3.2 Alkoholos italokban bekovetkezé mindségi valtozasok

Borok esetében a razas hasznalhatd a bor mesterséges Oregbitésére, de
mivel ez a bor mindségét negativan befolyasolja (a teljes savtartalom nd,
a borkdsav, borostyankdsav, valamint a tanninok mennyisége csokken, a
refraktiv index pedig az elsé 3 honapban nd, majd allandosul), ezért
vorosborok esetében minimalizalni sziikséges. (Chung et al., 2008)

A sor érzékszervi mindségének csokkenését a tarolas soran tobb szerzd is
leirta (Vanderhaegen et al., 2006, 2007) és ezt a szallitis negativ
hatasanak is tulajdonitjak (Janssen et al., 2014). A piac globalizacidja
magasabb  sortermelést és  exportmennyiséget indukalt. Ennek
eredményeként a sor egyre inkabb ki van téve a hosszabb szallitasi

idoknek és a valtozo tarolasi feltételeknek. Ezek a szallitasi és tarolasi
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feltételek olyan kémiai reakciokhoz vezetnek, amelyek valtozasokat
okoznak a sor kémiai 0sszetételében (Vanderhaegen al., 2006). A kémiai
reakciok, amelyeket tobbnyire oxidativ reakciok inditanak el, olyan
kémiai vegyiileteket hoznak Iétre, amelyek megvaltoztatjdk a sor
érzékszervi tulajdonsagait (Jaskula-Goiris et al., 2011; Malfliet et al.,
2008). Mig a borok érését néha kivanatosnak tartjak - mivel bizonyos
izeket és aromakat fokoz - a sor érése nemkivanatos izvaltozasban
(aldehidek mennyisége nd, a keserii anyagok mennyisége csokken),
opalosodasban és szinvaltozasban nyilvanul meg (Paternoster et al.,
2018a, 2018b, 2017) Ennck kovetkeztében a sor izmindsége €s stabilitasa
iddével valtozik. Az érési jellemzok sortipusonként eltérdek, azonban
altaldban az édes aromak ndvekedése és a keserli izek csokkenése
figyelhetd meg (Malfliet et al., 2008; Vanderhaegen et al., 2006). Az izek
instabilitdsa miatti eltarthatosagi problémak fontos kérdéssé valtak a
sorfézdék szamara. Annak érdekében, hogy megfeleljen a fogyaszto
elvarasainak, a sornek allando, egységes izlinek kell lennie. Ha a sor érik,
¢s az ize, valamint aromaja eltér a friss sorétdl, az a sormarka fogyaszto
altali elutasitasait ¢és az eladasok csokkenését eredményezheti

(Vanderhaegen et al., 2006).

2.3.3 A fizikai igénybevétel mikrobiomra gyakorolt hatasa

Az el6z6 fejezetekbdl jol lathatd, hogy a razkodas szamos fiziko-kémiai
valtozast indukal a kiilonb6z6 élelmiszerekben, de mindezidaig szallitas
alatti razkodasnak az élelmiszerek mikrobiologiai mindségére gyakorolt
hatasat nem vizsgaltak. Kiilondsen igaz ez a palackozott vizek esetében,

melyek vizsgalataim alapjaul is szolgaltak és jelentéségiik kiemelkedd,
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hiszen a viz matrix sajatos kémiai szerkezetébdl adodo képlékenysége
miatt a mechanikai igénybevételt az Osszes ¢€lelmiszer koziil ezen
termékcsoport kozvetiti a leg direktebb modon a benne talalhato
mikrobiom felé, amely valtozasa jelentdsen befolyasolhatja (és altalaban
negativan) a végtermék minéségét. Masik sajatossaga, hogy a termékben
talalhatdé mikroorganizmusok ebben a matrixban szaporodnak a
leggyorsabban és a konnyii (a szallitas alatt allandoan hatd) keveredés
révén az egész matrix minéségi romlasahoz vezethet. Mivel a
leggyakrabban fogyasztott alap ¢lelmiszereink egyike, a vasarlok a
legkisebb izvaltozast is konnyen felismerik és innentdl kezdve a
mindségi kérdés konnyen gazdasagiva valhat. A hirtelen mikrobaszam
novekmény pedig az érzékszervi elvaltozdsokon tul a jogi eldirasoknak
(pl. 65/2004. (IV. 27.) FVM-ESzCsM-GKM egyiittes rendelet) valo
nemmegfeleldséghez is vezethet, amely innentdl kezdve mar élelmiszer-

biztonsagi kérdés.

24 A VIZ ELETTANI HATASA

Viz nélkiil nincs élet és csak az édesviz alkalmas emberi fogyasztasra.
Elelem nélkiil hetekig is életben maradhat az ember, a szervezet 15%-0s
vizvesztesége néhany napon beliil halalt okoz (3. tablazat). Ebbdl is

kovetkezik, hogy a viz létfontossagu az ember szamara.
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3. tablazat: Az emberi szervezet vizhianyanak tiinetei

Vizveszteség (%) Tiinete
0,5 szomjusagérzet
3 szomjusagérzet novekedés, nydlelvalasztas
csOkkenés
5 szivverés élénkiilés, faradsag, gyengeségérzet
10 testmiik0dés, szellemi tevékenység zavara
15-20 halal

A felndtt emberek testének atlagosan 60-70%-a viz. Sziiletésiinkkor ez az
arany magasabb, a csecsemOknél gy 80% korili. Id6ével csokken
testiinkben a viz ardnya, 1d6s korban mar csak koriilbeliil 50%-0s a
szervezet viztartalma.

Egy ember évente tobb mint 1000 liter folyadékot iszik, a veséken pedig
naponta mintegy 2000 liter testnedv folyik at. Mindennapi koriillmények
kozott naponta atlagosan 2,4 liter folyadék tavozik a felndttek
szervezetébdl a verejtékezés, 1€gzés, kivalasztas és emésztés soran. A
folyadékhaztartas  egyenstlyanak fenntartasahoz  sziikséges viz
mennyisége egyénenként valtozo, €s a testmozgas, a szervezet miikodése,
a kornyezeti feltételek (hémérséklet, paratartalom) fiiggvénye. (Maton,
1993) A 4. tablazat korcsoportonként €s nemenként mutatja be az

ajanlott, napi vizfogyasztasi mennyiséget.
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4. tablazat: A naponta elfogyasztasra ajanlott viz mennyisége Europaban

(ml/nap)

Eletkor N6 Férfi

Elelmiszer | Ital | Ossz. | Elelmiszer | Ital | Ossz.
2-3 év 390 910 | 1300 390 910 | 1300
4-8 év 480 1120 | 1600 480 1120 | 1600
9-13 év 570 1330 | 1900 630 1470 | 2100
14 évt6l 600 1400 | 2000 750 1750 | 2500
terhesség 690 1610 | 2300 - - -
alatt
szoptatas 600 2100 | 2700 - - -
alatt

Forras: European Food Safety Authority / 1 liter = 1000 milliliter

A viznek fontos szerepe van az ¢él6 szervezetben:
e biztositja és fenntartja a vérkeringést,
e aVvér ozmdzisos nyomasanak kulcsszerepldje,
e szabalyozza a vérnyomast,
e mivel a vér tilnyomo része folyadék, fontos a szerepe a taplalék
tdpanyagga bontasaban,
e annak felszivodasaban és a megfelel helyre torténd szallitasaban,
e a belsé homérséklet szabdlyozasiahoz, fenntartdsdhoz szintén
nélkiilozhetetlen.
Az elfogyasztott viz bejarja az egész szervezetiinket. Az
emésztorendszerbdl felszivodik a vérbe, majd onnan az egész
szervezetben szétaramlik és a kiilonb6z6 szervekben és szovetekben
atmenetileg tarolodik, ahol leadja a benne oldott anyagokat, mely
folyamat révén érvényesiil az asvanyvizek oldott anyagainak hatasa is. A

szervezeten beliili korforgasa soran a viz az anyagcsere termékeket is
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felveszi és tovabb viszi, méregtelenitve ezzel a szervezetet. (URL?)
(Csapo ¢s Csapong, 2003)

Mindennapi koriilmények kozott naponta atlagosan 2,4 liter folyadék

tavozik a felnoOttek szervezetébdl a verejtékezés, 1égzes, kivalasztas ¢€s

emésztés soran. A folyadékhaztartds egyensulyanak fenntartasahoz

sziikséges viz mennyisége egyénenként valtozo, és a testmozgds, a

szervezet miikodése, a kornyezeti feltételek (homérseklet, paratartalom)

fliggvénye. (Maton et al., 1993) A folyadéksziikséglet kielégitése

elsésorban folyadékokkal - vizzel, asvanyvizzel, 1édts gylimolcsokkel,

gyumolcslevekkel, iditoitalokkal, tej és tejes italokkal, tedkkal és

levesekkel — torténhet, melyek koziil a viz a legjelentdsebb.

2.4.1 A palackozott vizek csoportositasa

A palackozott viz az alabbiak szerint csoportosithato (Kline, 2008):

asvanyviz

forrasviz

szénsavas viz

desztillalt vagy tisztitott viz

csapviz

A vizado réteg mélysége alapjan megkiilonboztetiink:

sekély: aktiv vizmozgasok jellemzik, azaz a felszini vizek és a
helyi szennyezddések a talajon keresztil gyors beszlir6dést
mutatnak a vizadé rétegbe;

kozepes: a felszini vizektdl és a talajviztdl vizzaro réteg valasztja

el, de a vizado6 réteg mélysége nem haladja meg a 300 m-t;

43



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2023.005

IRODALMI ATTEKINTES

mély: 300 m-nél mélyebben helyezkednek el, a felszini vizek és
szennyezOdések besziirddésének mértéke csekély

(Leclerc, Moreau, 2002)

Az egyes palackozott természetes asvanyvizek kozott asvanyianyag-

tartalmuk, 6sszetételiik és iziik alapjan is kiilonbséget lehet tenni.

Csekély asvanyianyag-tartalmu: asvanyianyag-tartalom,
szarazanyag-tartalom alapjan szamitva, kevesebb mint 500 mg/I
Nagyon csekély asvanyianyag-tartalma: asvanyianyag-tartalom,
szarazanyag-tartalom alapjan szamitva, kevesebb mint 50 mg/l
Asvanyi anyagban gazdag: asvanyianyag-tartalom, szirazanyag-
tartalom alapjan szdmitva, tobb mint 1500 mg/1
Hidrogén-karbonat-tartalma:  hidrogén-karbonat-tartalom  tSbb
mint 600 mg/I

Szulfattartalmu: szulfattartalom tobb mint 200 mg/1
Kloridtartalmu: kloridtartalom t6bb mint 200 mg/1
Kalciumtartalmu: kalciumtartalom tobb mint 150 mg/I
Magnéziumtartalmi: magnéziumtartalom tobb mint 50 mg/I
Fluoridtartalm: fluoridtartalom t6bb mint 1 mg/1

Vastartalmu: kétértekli vastartalom t6bb mint 1 mg/1

Savas: szabad szén-dioxid-tartalom t6bb mint 250 mg/I
Natriumtartalmu: natriumtartalom t6bb mint 200 mg/1.

Alkalmas natriumszegény diétahoz: natriumtartalom kevesebb,

mint 20 mg/l (URL®)
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2.5  ASVANYviz
2.5.1 Az asvanyviz fogalma

A természetes asvanyviz olyan, mikrobioldgiailag kifogéstalan viz,
amely egy foldalatti vizado rétegbdl szarmazik, és egy vagy tobb furt
kuton keresztiil jut a felszinre. A természetes asvanyvizet nem lehet
sterilizalni, pasztérézni, vagy mas mdédon a benne 1évo
mikroorganizmusokat  eltavolitani, = megsemmisiteni.  (European
Commission, 2009)

A palackozott asvanyviz az élelmiszerek egy specialis, eredetében és
mindségében garantalt fajtdja. Csak a szdrmazési orszag illetékes
hatdsdga (Magyarorszagon az Orszagos Tisztiféorvosi Hivatal Orszadgos
Gyogyhelyi és Gyogyfiirdoiigyi Foigazgatosag) altal hivatalosan is
igazolt kémiai Osszetétel, mikrobiologiai tisztasagu és mindségi

4svanyviz palackozhaté. (URL?)

2.5.2 Az asvanyvizek csoportositasa

A 80/777/EGK asvanyviz direktiva és annak utolagos modositasai
(96/70/EK illetve a 2003/40/EK Direktivak), eredetileg harom, majd
utélagos modositasaiban négy alkategoriat kiilonboztet meg. A kritérium
az oldott dsvanyianyag-tartalom, a szélesebb korokben elfogadott TDS
(total dissolved solids = dsszes oldott szilard anyag):

e Csekély asvanyianyag-tartalmu, TDS<500 mg/I

e Nagyon csekély asvanyianyag-tartalma, TDS<50 mg/I

e Asvanyi anyagban gazdag, TDS>1500 mg/I.
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Ezt bovitették utodlag a logikusnak itélt Kozepes asvanyianyag-tartalmu
kategoriaval, amely a kimaradt 500 mg/I<TDS<1500 mg/l intervallumot
fedte le. (URL?Y)

Az asvanyviz olyan ivoviz, amely legalabb 500 mg/liter oldott asvanyi
anyagot tartalmaz, és amelyek sajatos izt és gyakran gyodgyhatast
kolcsondznek. Az éasvanyviz az ivovizzel azonos beszerzési helyrdl,
védett artézi katbol vagy forrasbol szarmazik. A vizek dontd tobbsége
szénsavmentes, melyet a palackozas el6tt dusitanak. A fentieknek
koszonhetden a hazai vezetékes ivovizek fele és a természetes forrasok
tobbsége is dasvanyviznek mindsiilnek. Az 4svanyvizek fajtai alap
Osszetétel szerint tobbfélék lehetnek. Az asvanyi anyag Osszetétel szerint
10 fajtat kiilonboztetiink meg.

e Az egyszeri termalis vizek ivokuraban gorcsoldd hatasuak, oldott

asvanyi anyagtartalma kicsi, hdmérsékletiik 20-25 °C felett van.

e A savanyu vizek természetes szénsavtartalmuk miatt kedvezo

hatdsukrdl ismert, savhidnyos gyomorhurutok kezelésénél jol
alkalmazhato.

e A meszes-foldes asvanyvizekben kiemelkedd bioldgiai hatasa van

a magnéziumnak és a kalctumnak. A kalcium gyulladascsokkentd
hatasti. A terhességnél ¢és a szoptatdsnal fellépd gorcsok
enyhitésében segit, illetve a sziv és érrendszeri betegségek
fogyasztasakor eldnyos.

e Az alkalikus asvanyvizekben a natrium, kalium és a hidrogén-

karbonat taldlhaté meg nagy mennyiségben. A savtiltermeléssel

jar6 gyomorbetegségeknél kedvezd a hatasa.
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A szulfatos &4svanyvizek csoportjaba tartozik a glaubersos,
keserlisos vizek magas szulfat és natrium vagy magnézium
tartalommal. A tomény keserii vizek megsziintetik a székrekedést,
mig a higabb kesertivizek az ivokuraban elterjedt.

A jodos- bromos dsvanyvizek jodhianyos stramaéban fejtik ki

kedvezo hatasukat.
A vasas vizek segitenek a mitét utani feler6sddésben, illetve a
vashianyos emberek szamara lehet kedvezo hatéssal.

A radon-tartalmt vizek hatasara kitagulnak az erek, ennek

kovetkeztében fajdalomesillapitod hatast. Rendszeres
alkalmazasukkal enyhiilnek az érelmeszesedési panaszok,
csokken a vérnyomas. Boéron at és légzés Utjan is bejuthat a

szervezetbe. (URL?)

A természetes asvanyvizek Osszes oldott dsvanyianyag-tartalma legalabb

1000 mg/l, vagy az oldott Osszes szilard asvanyianyag-tartalma 1000

mg/1 kozott van, és tartalmazza az alabb felsorolt aktiv bioldgiai anyagok

valamelyikét:

Litium-ion legaldbb 5 mg/I,

Szulfid-ion vagy titralhat6 kén legalabb 1 mg/I,
Metakovasav legalabb 50 mg/l,

Natrium-ion kevesebb 200 mg/I-nél,
Magnézium-ion legalabb 20 mg/I,

Kalcium-ion legalabb 60 mg/I,

Bromid-ion legalabb 5 mg/I,

Jodid-ion legalabb 1 mg/I,
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e Fluorid-ion 0,8-1,2 mgl/l,
e Radonaktivitas legalabb 37 Bq/l,
e Szabad szén-dioxid legalabb 1000 mg/1

2.5.3 Az asvanyviz fogyasztas Magyarorszagon

Asvanyvizet mar a romaiak is fogyasztottak, de csak a XX. szazadban
mertlt fel az igény a természetes asvanyviz-ipar megteremtésére. Ezen
termékek fogyasztdsa alternativajava valt a csapviznek ¢és az
alkoholmentes italoknak (Stickler, 1989). Az utobbi években hatalmas
igény mutatkozott a fogyasztok részérdl a palackozott vizek irant
vilagszerte, beleértve Magyarorszagot is.

Kevés olyan élelmiszer van ma Magyarorszdgon, amelynek az egy fore
es6 fogyasztasa évrél-évre olyan nagymértékben novekszik, mint a
palackozott természetes asvanyvizé. Az asvanyviz-fogyasztas kezdetben
igen alacsony értékii volt, messze elmaradt a nagy asvanyviz-
fogyasztassal rendelkezd orszagokhoz képest, majd lassan novekedésnek
indult, és mara latvanyos fejlddést ért el. A nyolcvanas években, de még
a kilencvenes évek elején is az egy fore esé fogyasztas stabilan 3
liter/f6/év koril volt. 1993-ban kezdett a fogyasztas dinamikusan - évente
20-30 %-kal - novekedni, és 2019-ban elérte az évi, fejenkénti 131 litert
(10. abra). Bar a fejenkénti éves asvanyvizfogyasztas mennyiséges 2020-
ban visszaesett, hazank még igy is az Eurdpai Union beliil az elsé ot
orszag kozott van.

A hazai asvanyviz fogyasztds emelkedésének egyik oka az, hogy az
emberek egyre inkabb felismerik az egészséges taplalkozas fontossagat,

értékelik az asvanyviz kedvez6 taplalkozas-fiziologiai tulajdonsagait. Az
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asvanyviz elvesztette kordbbi luxus jellegét, és mindennapi fogyasztasi
cikk lett. Tovabba az asvanyviz palackozo cégek nagy gondot forditanak
a fogyasztok tajékoztatasara. Megismertették - és teszik ezt jelenleg is,
nem csak egyéni, hanem a Magyar Asvanyviz, Gyiiméleslé és Uditéital
Szovetség altal iranyitott kozosségi marketing eszkozeivel is - a
fogyasztokkal a természetes asvanyviz egészségre gyakorolt kedvezo

tulajdonsagait.
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2019 131
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2015 126

2013 116
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10. abra: Az asvanyviz fogyasztas trendje Magyarorszagon 1979-2021
kozott (Forras: URL? alapjan sajat szerkesztés)

A magyarok - az osztrakokhoz, németekhez, csehekhez hasonléan —
egészen 2016. évig a szén-dioxiddal dusitott vizeket kedvelték jobban,
mig a franciak, olaszok, spanyolok a szénsavmentes asvanyvizeket.
2016-ban megfordult az arany, és az Osszesen fogyasztott asvanyviz 51

%-a volt a szénsavmentes (11. abra).
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11. abra: Az asvanyviz fogyasztas megoszlasa szénsav-tartalom szerint
2000-2021 kozott (Forras: URL* alapjan sajat szerkesztés)

A hazai palackozott vizek dontdé tobbsége asvanyviz, ezen kiviil
palackozott forrasviz, ivoviz, és kiilonféle dusitott, illetve izesitett
vizalapu ital van forgalomban (az izesitett vizeket 2021-t6l a szénsavas
tditditalok kozé soroljuk). Ezek fogyasztdsi megoszlasat a 12. abra

mutatja.
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12. abra: Az egyes vizfajtak fogyasztasanak megoszlasa 2006-2021
kozott (Forras: URL? alapjan sajat szerkesztés)

Hazank jelentds mennyiségli természetes dasvanyvizet exportal,
ugyanakkor importalunk is ilyen termékeket. A 13. abra jol szemlélteti,
hogy hazank asvanyviz exportbol szarmazo bevétele 2-3-szor tobb, mint
amennyit az importra forditunk. Az asvanyviz piacon jol megfér a hazai
viz az import vizzel, az alacsonyabb asvanyianyag-tartalmi az asvanyi
anyagban gazdagabb vizekkel. Az élelmiszerbolt-haloézatokban a 0,5-1,5
literes kiszerelés, a vendéglatohelyeken a 0,25-0,33-0,5 literes kiszerelés
a legkedveltebb, de ezek mellett 2,0-5,0 literes PET-palackos és 19 literes
ballonos kiszereléssel is talalkozhatunk. A hagyomanyos, nagy markak
az egész orszagban kaphatoak, a kevésbé ismert, 0j vizek pedig a
palackozd vonzaskorzetében, Szinesitve, bovitve a valasztékot. Arukat

befolyasolja tobbek ko6zott az ismertségiik, a marketing- és jelentds
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mértékben a szallitasi koltségek, amely utobbi az asvanyvizek esetében

relative magas érték.
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13. abra: A Magyarorszagrol exportalt és Magyarorszagra importalt
asvanyviz értéke 2015 és 2021 kozott (1000 amerikai dollarban) (URLY)

2.5.4 Az asvanyvizek jogi szabalyozasa

Az asvanyvizek jogi szabalyozasat 2 f6 rendelet foglalja magéba. Az
egyik ilyen a 65/2004. (I1V.27.) FVM-ESZCSM-GKM egyiittes rendelet,
amely 2004 majusaban 1épett hatalyba. E rendelet magaba foglalja a
természetes asvanyviz, a forrasviz, az i1voviz, az dasvanyi anyaggal
dusitott 1voviz és az izesitett viz palackozdsanak ¢és forgalomba
hozatalanak szabalyait. A 201/2001. (X. 25.) Korm. rendelet pedig az
ivoviz mindségi kovetelményeit irja le. A rendelet hatdlya az emberi
fogyasztasra szolgdldo viz mindségi kovetelményeire €s a vizmindség-

ellendrzésére terjed ki.
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A 65/2004 (1V.27.) FVM-ESZCSM-GKM szerint: természetes asvanyviz
az, ami természetes allapotaban emberi fogyasztasra szant, a 3. § szerint
hivatalosan elismert viz, amely:

e Védett, felszin alatti vizado rétegbdl egy vagy tobb természetes,
vagy mesterségesen feltart forrasbol vagy kutbol szarmazik.

e Eredendden szennyezddés mentes.

e Asvanyi anyag-, és nyomelem-tartalma, valamint egyéb
Osszetevoinek kovetkeztében egészségiigyi szempontbol eldonyos
tulajdonsagokkal rendelkezik, és egyértelmiien
megkiilonboztethetd az ivoviztol.

o Osszetétele és homérséklete kozel allandd, vagy a természetes
ingadozas hatéarain beliil van.

e Az antimon, arzén, barium, bér, kadmium, krom, réz, cian,
fluorid, 6lom, mangéan, higany, nikkel, nitrat, nitrit, szelén
mennyisége palackozaskor nem haladja meg az ott megengedett
hatarértéket.

e Mikrobiolédgiai szempontbdl megfelel az 5. § eldirdsainak.

Forras: URL®

2.6 AZ ASVANYVIZEK MIKROBIOTAJA

A fogyasztok ugy gondoljdk, hogy a palackozott asvanyviz nem
tartalmaz mikroorganizmusokat és ezért biztonsagosabb, mint a csapviz
(Armas, Sutherland, 1999; Rosenberg, 2003; Bharath et al., 2003;
Hawkins, 2017). A mikrobialis fejlédés korlatjai ellenére - mint a szerves
tapanyagok hianya, vagy a magas asvanyianyag-tartalom - az

asvanyvizeket szamo0sS, az adott viznyeré helyre jellemzd
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mikroorganizmus jellemzi (Hunter, 1993; Leclerc és Moreau, 2002;
Otterholt és Charnock, 2011; Falcone-Dias et al., 2012; Franca et al.,
2015), melyek feno- és genotipusos diverzitassal rendelkezé komplex
Okoszisztémak (Manaia et al., 1990; Rosenberg, 2003; Zamberlan da
Silva et al., 2008). A kiilonb6z6é mélységli geoldgiai rétegekbdl és
helyekrél szarmaz6 aerob heterotrof baktériumok fiziologiai és
morfoldgiai jellemz6i nagy mértékben eltéroek a mélység fliggvényében
¢s hatarozottan kiillonbéznek a mas mélységben eléforduldé mikroba
populacioktol. (Pap, 2011)

és az autochton csoportra. Az allochton mikrobidta csoportjaba a
kornyezetbdl bekeriilé mikroorganizmusok tartoznak, palackozott vizben
valo talélésiik az alacsony tapanyagtartalom miatt csekély. Ugyanakkor
néhany héttel a palackozas utan tobb szerz6 is patogén baktériumokat és
virusokat izolalt természetes asvanyvizbol. (Gonzalez et al., 1987;
Biziagos et al., 1988; Geldreich, 1990; Manaia et al., 1990; Morais és da
Costa, 1990; Mavridou, 1992;) A kornyezetben eléforduld valamennyi
mikroba bekeriilhet a forrasokba, kutakba, illetve ezek vezetékeikbe.
Antropogén hatasoktol fliggben eléfordulhatnak fert6zo
mikroorganizmusok is, mint pl. Campylobacter jejuni, Escherichia coli,
Salmonella, Shigella, Yersinia.

A felszin alatti vizekben €16 mikroorganizmusok tobbsége heterotrof
baktérium. Ez a mikroorganizmusok egy olyan nagy csoportja, amely a
szén-dioxid helyett szerves anyagot hasznal a novekedéshez és
szaporodashoz. Az 0Gshonos (autochtonous) mikrobak, mint pl. az

Achromobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Acinetobacter,
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cytophagok, Moraxella és Pseudomonas a legismertebbek és
legelterjedtebb baktériumok a vizben. A heterotrof baktériumok kozott
eléfordulnak  korokozok, elsésorban  koliformok  (Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter és Klebsiella) és opportunista koérokozok.
(Diduch et al., 2016). A magas heterotrof mikrobaszam csecsemdknél,
idéseknél,  immunszupresszalt  egyéneknél és  varandésoknal
megbetegedést okozhat. Raadasul tobb esetben is antibiotikum
multirezisztens baktériumokat izolaltak palackozott asvanyvizbol.
(Falcon-Dias, Filho, 2013)

Eukariotak jelenléte csak korlatozott szamban igazolodott, de nem
kizarhato. (Schmidt-Lorenz et al., 1990) Irodalmi adatokban tobb szerzé
(Balkwill, 1989; Sinclair, Ghiorse, 1989; Leclerc, Moreau, 2002) is
beszamolt arrdl, hogy aerob vizbazisokban protozoak jelenléte
igazolhato, de szamuk elenyész6 a baktériumokéhoz képest.
Rhodotorula) is eléfordulhatnak, melyek koziil néhany - biofilmképzd
képességének koszonhetéen - huzamosabb ideig is életképes maradhat.
(Pontara et al., 2011) Ezek tobbsége nem humanpatogén, de opportunista
patogéneket talalhatunk kozottiik, melyek jelenléte a viz fekalis
szennyez6désére utal. Vizbol fonalas gombakat is izolaltak, melyek
kozott potencialis patogén, allergén ¢és toxikus fajok is voltak (pl.
Aspergillus fumigatus, Penicillium). (Hageskal, 2009) Nemrég olyan
publikaciok jelentek meg, melyekben Norwalk-virus genom szekvenciak
detektalasarol szamoltak be Svajcban és mas orszagokban. A pozitiv
mintdk esetében a vizben koliformokat is detektaltak, mely fekalis

kontamindciora utal. (Lamothe, 2003)
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Tian és munkatarsai (2014) ivovizbdl els6sorban o-, - és -
proteobaktériumokat mutattak ki, melyek koziil az a-, B-proteobaktérium
volt tulstlyban. A y-proteobaktériumnak kozegészségiigyi jelentdsége
van. Ebbe a csoportba human, allati és névényi korokozok tartoznak,
mint pl. az Escherichia, Enterobacter, Francisella, Pasteurella és a
Pseudomonas.

Az 1. melléklet vizben eléfordulé mikroorganizmusokat és az altaluk

okozott megbetegedéseket mutatja be.

2.6.1 A PET palack és a mikrobiom kapcsolata

A polietilén-tereftalat (PET) miianyag els6sorban ismétlodod etilénglikol
és tereftalsav (TPH) monomerekbdl all. A PET linearis szerkezete és az
aromas komponensek magas aranya kémiailag inert és ndveli a
tartossagat, igy rendkivil ellendlléva teszi a lebomléssal szemben.
(Yoshida et al, 2016) A polietilén (PE) és szarmazékai a polimerek egy
olyan csoportja, amely viszonylag hidrofob, kémiailag inert, nagy
molekulatomeggel és néha elagazd 3D szerkezettel rendelkezik. E koz0s
tulajdonsagok mindegyike csokkenti annak valdszinliségét, hogy
szénforrasként hasznaljak Oket a mikroorganizmusok. (Hadad et al.,
2005)

Ugyanakkor a HPC-ben (heterotrophic plate count = heterotrof sejtszam)
jelenlévé extremofil baktériumok szamos talélési mechanizmusnak
koszonhetéen hossza  ideig életképesek a palackozott vizben,
mikroelemek jelenlétében a PET lebomlasahoz vezethetnek (Gautam,
2021) Gautam et al. (2021) szoros korrelaciot talalt a palack tipusa és a

HPC, koliform és Pseudomonas szam ko6zott (5. tablazat).
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5. tablazat: A palack tipusa és a mikrobioldgiai paraméterek kozotti

Osszefiiggés
Mikrobiolégiai paraméter

Palack HPC Koliform | Pseudomonas

tipusa szam szam

(PET)
Palack tipusa 1 0,7802 0,7802 -0,441a*
(PET)
HPC 1 1 -0,5252
Ko6liform szam 1 -0,5252
Pseudomonas 1
szam

HPC: heterotrophic plate count = heterotréf sejtszam
2A kitev6 szignifikans korrelaciot jelez (p<0,01)
Forras: Gautam et al. (2021) alapjan sajat szerkesztés

A sériilt palackokban 1évd vizek kozott 40%-kal tobb nem megfeleld

mindségl vizet talaltak, mint az ép palacku vizek kozott. (6. tablazat)

6. tablazat: Mikrobioldgiai paraméterek €s a palack mindsége kozotti

Osszefliggés
Mikrol?iol()giai ho rp';?i;(;lszn tes Iﬁs;;o; d?[s Meg,eng,;edett
paraméter nem megfeleld (%) érték
HPC 6 46 <25 cfulcm?®
Koliform szam 6 46 nem lehet
Pseudomonas 2 21 nincs adat
szam

HPC: heterotrof sejtszam
Forras: Gautam et al. (2021) alapjan sajat szerkesztés

A palackon lévé horpadas eldsegiti a biofilmképzodést. Vague et al.
(2019) kisérletei azt mutattak, hogy a lipaz pozitiv Pseudomonas

baktériumok biofilmet képeztek a PET-en és molekuldris véltozasokat
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idéztek el6 a mulanyag feliiletén, ami a milanyag lebomlas kezdeti

szakaszat jelzi.

2.6.1.1 A mikrobaszam és a palack tipusa kozotti osszefiigges

Bishofberger et al. (1990) PET palackos asvanyvizeknél a kimutathatd
telepszamra 10°/cm®, mig iivegpalackokban 10%/cm® nagysigrendet
tapasztaltak. Ennek magyarazata lehet az tivegpalackok tisztitasa soran a
palack feliiletén nyomokban megmaradd tisztitoszer bakteriosztatikus
hatdsa, mig bizonyos szakirodalmi eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy a milanyag palackok feliiletérdl szerves anyagok
oldodhatnak a termékbe, amit a benne 1évé mikroorganizmusok
hasznositanak. (Gonzalez et al., 1987; Morais and da Costa; 1990;
Mavridou, 1992). A csomagoloanyag feliileti érdessége, alakja, a
hidrofob/hidrofil tulajdonsaga, a palackok mérete is befolyasolja a
baktériumok szaporodasat (Bischofberger et al., 1990; Leclerc and da
Costa, 1998). Ugyanakkor Sala-Comorera et al. 2019-es publikacioja
arrol szamolt be, hogy a viznyerd helytdl fligg, hogy a PET palackba és
az lvegbe toltott asvanyviz maximalis sejtszamaban lesz-e szignifikdns
kiilonbség. Nevezett publikdcidoban 3  kiilonb6zé spanyolorszagi
palackozobdl szarmazod asvanyvizet vizsgaltak, melyeket PET palackba,
illetve tivegbe toltottek. Két viz esetén nem, a harmadik asvanyviz esetén

viszont szignifikans kiilonbséget tapasztaltak.

rrrrr

rrrrr
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éhezési allapotban vannak. Ennek kovetkeztében megvaltozhat a
morfologiajuk, a sejtek alakja deformalddhat, tojasformat vehet fel, az
atmérdjik pedig oly mértékben csokkenhet (ultramikro, vagy nano
mérettartomanyba eshet), hogy a szokasos 0,45 um-es, de egyes
szakirodalmi adatok szerint akar a 0,2 pm-es pérusatmérdji
membransziirén is atjutnak. (Pap, 2011; Franga et al., 2015) Korabbi
publikaciok felhivjak a figyelmet arra, hogy konvencionalis
modszerekkel a természetes kornyezetben eléfordulé mikrobdk 0,1-1,0
%-a mutathato ki. Ugyanakkor Franga et. al. 2015-ben végzett
tanulmanya szerint hagyomanyos tenyésztéses eljarassal kimutathatd
mikrobak mennyisége a tényleges mikrobatartalom 0,0002 %-a. Ennek
az alacsony aranynak tobb oka is lehet, mint példaul:
e a sejtek tobbsége életképes, de nem tenyészthet6 (viable but not
culturable; VBNC) allapotban van,
o akar egy tizszeres higitdsu R2A taptalaj szubsztrat-koncentracioja
is tal magas lehet, hogy elésegitse a baktériumok novekedését,
e a baktériumok alkalmazkodtak a vizben 1év6 oligotrof allapothoz,
e a taptalaj és a koriilmények szelektiv hatasa nem teszi lehetévé
szamos metabolikus tipus novekedését. (Franga et al., 2015)
A palackozott viz mikrobiologiai vizsgalatara 3 f6 modszer 1étezik (14.
abra), melyek alapja minden esetben a membransziirés:
e tenyésztéses vizsgalat
e mikroszkopos vizsgalat,
e DNS analizis
(Forras: Manaia, 2017).
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Tenyésztésre az Osszsejtszam meghatarozasara alkalmas nem szelektiv
taptalajok (R2A vagy PCA) mellett, a vizmindséget jelz6 indikator
mikrobak kimutatasara kiilonboz6 szelektiv és differencialo (m-Endo
Agar, TSC, SB-agar, MacConkey-agart, TTC) taptalajok hasznalatosak.
(Manaia et al., 1990; Otterholt, Charnock, 2011; Varga, 2011; Falcone-
Dias et. al. 2012; Franga et al., 2015)
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A membransziiré porusatmérdje

0,45 vagy 0,22 um

MODSZER

Tenyésztés

(pl. R2A, szelektiv taptalaj)

Mikroszkopos vizsgalat

(pl. DAPI: 4',6-diamidino-
2-fenil-indol; ¢16-holt
sejtek, FISH: fluorescence

in situ hybridization)

DNS analizis

(pl. szekvenalas)

Tenyészthetd
mikroorganizmusok
kimutatasa,

Izolalas, azonositas és
jellemzés (16S rRNS
génszekvencia, AP,
BIOLOG, virulencia,

antibiotikum-rezisztencia,

egyéb)

Az bsszes és életképes
sejtek szambavétele
Specialis csoportok
kimutatasa (taxondmiai,
metabolikus és egyéb
funkcidk)

Filogenetikai és
taxonomiai sokféleség
A mikrobialis k6z6sség

szerkezete és Osszetétele

Rutin vizsgalat; tarolasi
hatas; diverzitas vizsgalat;

biztonsag

Eletképesség, tarolasi

hatas, talélés, biztonsag

Okologia, diverzitas,

tarolasi hatés, életképesség

Forras: Manaia (2017) alapjan sajat szerkesztés

14. abra: A viz mikrobiotajanak jellemzésére altaldnosan hasznalt,
membransziirésen alapulé modszerek
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2.6.3 A palackozas hatasa a mikrobaszamra (Bottling effect)

Az Sshonos mikrobak kezdeti alacsony sejtszama (~10% cfu/cm®) a
palackozas utan néhany nappal (Némedi, 2006; Leclerc, Moreau, 2002;
Rosenberg, 2003; Tsai, Yu, 1997), mas szerzOk vizsgalatai alapjan 1-3
héttel (Moreira et al., 1994; Armas and Southerland, 1999; Bharath et al.,
2003) elérheti a 10*-10° cfu/cm®-t. A palackozas utan bekovetkezd
sejtszam valtozas oka még nem tisztazott. Mianyag palackok esetén az
elért maximalis sejtszam 10° cfu/cm®nél magasabb is lehet. (Sala-
Comorera et al., 2019; Venieri et al., 2006) Ez a magasabb sejtszam
hosszabb ideig allandésul (Messi et al, 2002; Leclerc, Moreau, 2002;
Hunter, 1993) és akar 2 év tarolas utan még mindig lehet 102 cfu/cm?® a
palackozott asvanyviz Osszcsira tartalma. (Bischofberger et al., 1990) A
palackozds wutdni gyors baktériumszam novekedés a viz oxigén
ellatasanak, a hoémérsékletnovekedésnek és a palackbol szarmazd
tapanyagok mennyiségének tudhato be (Leclerc, Moreau, 2002; Loy et
al., 2005; Warburton, 2000; Warburton et al., 1992). Palackozas utan a
baktériumok kevésbé szaporodnak az {iveg palackokban, mint a
miianyagban (pl. polietilén-tereftalat, PET vagy polivinil-klorid, PVC)
(Bischofberger et al., 1990).

2.6.4 Asvanyvizfogyasztassal osszefiiggésbe hozhaté

megbetegedések

A palackozott viz fogyasztasanak f6 motivacioi a mindség és a biztonsag.
Bar a palackozott vizet ritkan hozzak Osszefiiggésbe akut
megbetegedésekkel, néhany jarvany a palackozott 4svanyviz

fogyasztasara/hasznalatara vezethetd vissza.
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1974-es portugaliai kolerajarvany. A szénsavmentes palackozott viz
fogyasztasa 1ényegesen gyakoribb volt a koleras betegek korében, mint
azon betegek kozott, akik nem asvanyvizet fogyasztottak. Ezenkiviil a
Vibrio cholerae-t izolaltak azon két forrasbol, amelyek asvanyvizet
szallitottak a kereskedelmi palackozoélizemnek (Blake et al., 1977).
2005-ben Németorszagban intenziv korhazi ellatasra szoruld betegek
sebfertézéseit, tiidogyulladasat idézte el6 Pseudomonas aeruginosa-val
szennyezett, szénsavmentes asvanyviz. (Eckmanns et al., 2008)

2006-ban Spanyolorszagban, a Kanari szigeteken gasztroenteralis
megbetegedéseket okozott a feltehetéen Salmonella Kottbus-szal
szennyezett palackozott viz csecsemok korében. (Palmera-Suarez et al.,
2007).

Escherichia coli-val szennyezett palackozott viz okozott ugyancsak
gasztroenteralis tiineteket egy kinai egyetemen, 2012-ben. (Wang et al.,
2012a)

Ugyanakkor az immunszupresszalt egyéneknél, mint a HIV-AIDS
betegek, a coronavirus fert6zottek, a tuberculosis-ban szenveddk vagy az
alultaplaltak, a magas sejtszamu palackozott viz IS megbetegedést
okozhat. (Gautam et al., 2021; Allen et al, 2004.; Pavlov et al., 2004)
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3 ANYAG ES MODSZER

3.1 A VIZSGALATOK HELYE

A kutatdsom sordn alkalmazott moddszereket a kivitelezhetdség
szempontjabol két kiilonb6zé helyszinre osztottam. A dinamikus
mechanikai razkodas szimulaciojat a Széchenyi Istvan Egyetem, Audi
Hungaria Jarmiimérnoki Kar, Csomagolas és Kornyezetallosagi Vizsgalo
Laboratoriumaban, mig a mikrobiologiai ¢és egyéb kiegészitd
vizsgalatokat az Albert Kazmér (korabban: Mezdgazdasag- ¢és
Elelmiszertudomanyi) Kar,  Elelmiszertudoméanyi  Tanszékének

Mikrobiologiai Laboratdériuméban végeztem.

3.2 VIZSGALT MATRIX

A vizsgalatok soran harom modell matrixot hasznaltam:
o frissen palackozott természetes asvanyvizet,
e a vizsgalt természetes asvanyvizbdl izolalt mikrobaval beoltott,
elézbleg sterilezett asvanyvizet, valamint
e harom, kereskedelmi forgalombdl vasarolt, eltérd palackozasi

helyt és ideji természetes asvanyvizet (7. tablazat).
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7. tablazat: A vizsgalatokhoz hasznalt, kereskedelmi forgalombol
vasarolt szénsavmentes természetes asvanyvizek jellemzdi

Minta Palackozasi Osszetevok
jelolése | hely/varmegye Megnevezés Mennyiség
(mg/l)

Ca? 63
Na* 21

A Szentkiraly/Bacs- | Mg?* 26

Kiskun HCO3 400

Osszes oldott 520
asvanyianyag-tartalom
Ca? 82
Na* 18
Mg?* 41

B Zalaszentgrot/Zala | SO4* 108
HCO3 327
Osszes oldott 627
asvanyianyag-tartalom
ca®* 144
Na* 32
Mg?* 34,4
K* 10

C Kereki/Somogy SO4* 144
F 1,4
HCOs 487
Osszes oldott 904
asvanyianyag-tartalom

. A lejaratig A palackozotol Atl. sebesség,

Minta f Nz sz . . -

: elolése hatralévé ido megtett tavolsag nyergesvontato

) (hénap) (km) (km/h)

A 9 275 69

B 8 373 71

C 75 276 72

A frissen palackozott

természetes asvanyviz egy északnyugat-

magyarorszagi palackozobol szarmazott, melynek kémiai Osszetételét az

8. tablazat tartalmazza.
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8. tablazat: A vizsgalatokhoz hasznalt, frissen palackozott természetes

asvanyviz kémiai Osszetétele

Vizsgalt jellemzo, (r‘r]ertekegyseg), vizsgalati Dk
modszer

Lugossag (mmol/l) MSZ 448-11:1986 5.1 szakasz 5,82
Nitrition (mg/) MSZ 1484-13:2009 6.2 szakasz <0,02
Nitration (mg/l) MSZ 1484-13:2009 5.2 szakasz <0,1
Hidrogén-karbonation (mg/l) MSZ 448-11:1986 6.2 355 1
szakasz :
Szulfation (mg/l) MSZ 448-13:1983 5. fejezet 42
Kloridion (mg/l) MSZ 1484-15:2009 2,3
Kémiai oxigénigény KOIpS (mg/l) MSZ 448-20:1990 <0.3
4. fejezet ’
Fajlagos elektromos vezetdképesség (20°C) (uS/cm) 530
MSZ EN 2788:1998
Osszes keménység (CaO mg/l) MSZ 448-21:1986 3. 182
fejezet
Osszes mangan (mg/l) MSZ 1484-2:1993 <0,03
Ammoniumion (mg/l) MSZ ISO 7150-1:1992 <0,04
Szin (-) MSZ EN ISO 7887 1998 2. fejezet szintelen
Szag (-) MSZ EN 1622-2007 szagtalan
Osszes vas (mg/l) MSZ 448-4:1983 2. fejezet <0.03
(visszavont szabvany) ’
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3.3 A VIZSGALATOK SORAN HASZNALT ANYAGOK
3.3.1 Vizsgalt mikroorganizmusok

A mikrobiologiai vizsgalati irdnyokat a hatalyos jogszabalyi
rendelkezésnek (65/2004. (IV. 27.) FVM-ESzCsM-GKM egyiittes
rendelet) megfeleléen végeztem el. Meghataroztam az 6sszes
telepszamot, Escherichia coli és egyéb coliformok szamat, valamint az
Enterococcus-ok (faecal Streptococcus-ok), sporas szulfit-redukalo

anaerobok, valamint Pseudomonas aeruginosa szamat.

3.3.2 Az alkalmazott taptalajok osszetétele

Fiziologias sooldat (0,85%)

Osszetevé Mennyiség (g/l)
Natrium-klorid 8,50
Végs6 pH: 7,0 £0,2 (25 °C-on)

Elesztékivonat agar (YEA)

Osszetevo Mennyiség (g/1)
Pepton 7,00
ElesztSkivonat 3,00
Agar 15,00

Végs6 pH: 7,0 £0,2 (25 °C-on)
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Epe-Esculin-Azid agar
Osszetevé Mennyiség (g/l)
Pepton 25,30
Bakterioldgiai epe 10,00
NaCl 5,00
Vas-citrat 0,50
Na-azid 0,15
Esculin 1,00
Agar 13,00

Végs6 pH: 7,0 £0,2 (25 °C-on)

ChromoBio Coliform agar

Osszetevo Mennyiség (g/1)
Peptonok 3,00
Triptofan 1,00
Szorbit 1,00
NaCl 5,00
Nétrium-piruvat 2,00
Kromogén szubsztrat 0,40
Tergitol 7 0,15
Pufferek 4,90
Agar 13,55

Végs6 pH: 6,8 £ 0,2 (25 °C-on)

Slanetz-Bartley agar

Osszetevo Mennyiség (g/1)
Peptonok 25,00
Gliikéz 2,00
Na-azid 0,40
Pufferek 4,00
Agar 12,50

Végs6 pH: 7,2+ 0,2 (25 °C-on)
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Cetrimid agar
Osszetevé Mennyiség (g/l)
Peptonok 25,40
Kalium-szulfat 10,00
Magnézium-klorid 1,40
Cetrimid 0,20
Nalidixsav 0,015
Agar 13,00
Végsd pH: 7,1+ 0,2 (25 °C-on)
TSC agar
Osszetevé Mennyiség (g/l)
Triptdz 15,00
Szbja-pepton 5,00
Elesztd kivonat 5,00
Natrium-biszulfit 1,00
Ammonium vas(l1)-citrat 1,00
Agar 12,00
Végs6 pH: 7,6 £ 0,2 (25 °C-on)
R2A agar
Osszetevé Mennyiség (g/l)
Protedzpepton 0,50
Kazeinpepton 0,50
Elesztékivonat 0,50
Gliikéz 0,50
Keményito, vizoldhatd 0,50
Nétrium-piruvat 0,30
Magnézium-szulfat, 0,024
Vizmentes
Dikalium-hidrogén-foszfat 0,30
Agar 14,90

Végs6 pH: 7,2 £0,2 (25 °C-on)
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3.3.3

A vizsgalatok kivitelezéséhez hasznalt eszkozok

elektrodinamikus razoberendezés (TIRA TV59355, TIRA
GmbH., Németorszag)

klimaszekrény  (Angelantoni  AV600C, Angelatoni Spa.,
Spanyolorszag)

klimaszekrény (ESPEC PR-3ST, Espec, Japan)

laminaris box

steril  petricsésze  (Greiner  Bio-One  Hungary  Kift,
Mosonmagyarévar, Magyarorszag)

steril mianyag tolcsér membransziiréshez (Merck Life Science
Kft., Magyarorszag)

Millipore szliréallvany, vakuum- és nyomopumpa (No.
WP6122050) (Merck Life Science Kft., Magyarorszag)

FilterBio Steril MCE Gridded Membrane, 0,22 um és 0,45um
(Lab-ex Kft., Budapest, Magyarorszag)

csipesz

Termosztat (Binder, Tuttlingen, Németorszag)

Autoklav (Webeco, Bad Schwartau, Németorszag)

Analitikai mérleg (Sartorius, Gottingen, Németorszag)
Densiméter (Grant bio DEN-1, Bio Science, Budapest,
Magyarorszag)

kémcsdérazod

centrifuga (BioSan Microspin 12, Biocenter Kft., Szeged,
Magyarorszag)
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e Eppendorf-cs6 kupakkal (Greiner Bio-One Hungary Kift.
Mosonmagyarovar, Magyarorszag)

e Thermo-Shaker (Type: PHMT, Grant Bio, Shepreth
Cambridgeshire, United Kingdom)

e Piko Real PCR (Thermo Scientific, Waltham, USA)

e Piko PCR plate és 6ntapados fed6 (Biocenter Kft., Szeged)

e mikropipettor

e sziirés pipettahegyek PCR-miiveletekhez (DNaz, RNaz, emberi
DNS-mentes, nem pirogén, nem citotoxikus) (Greiner Bio-One

Hungary Kft., Mosonmagyardvar, Magyarorszag)

34 VI1ZSGALATI MODSZEREK
3.4.1 Dinamikus mechanikai razkodas kisérlet

3.4.1.1 A mechanikai szimulacio paraméterei

crer

idejii  vizsgalatokkal —modelleztem, teljesitményszintenként  3-3

alkalommal. A vizsgalati paramétereket a 9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat: A rdzovizsgélatok felépitése

Razas Razas ideje | Pihentetés | Ismétlés | Homérséklet
mdédja (o6ra) (ora) O
Idégyorsitott 1 12 4 22+1
Valos idejti 5 19 4 22+1

Az  elektrodinamikus  razoberendezésbdl — kikeriild mintakat a
mikrobiologiai vizsgalatokig 5+3 °C-on taroltam ¢€s ezt a hdmérsékletet a

laborba torténd szallitas alatt is biztositottam, hungarocell hdétartd
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dobozzal és jégakkuval. Mintat minden razas el6tt és utdn, majd a
tovabbiakban 24 6ranként vettem.
A kontroll minden esetben razas nélkili, 22+1 °C-on tarolt, a razott

mintaval azonos palackozasi idejii természetes asvanyviz Volt.

3.4.1.2 Idégyorsitott vizsgalat

Az értekezésemben a 2.2.1. fejezetben emlitett kornyezeti hatasok koziil
a dinamikus mechanikai események, kozelebbrél a szallitas kozben
fellépd tartdos rezgés jellegli igénybevételek hatasait vizsgéaltam
szénsavmentes természetes asvanyvizeken, abbol a célbol, hogy
megallapitsam a mechanikai agitacid mikrobaszaporodasra gyakorolt
hatasat. A razkodasok szimulacidja soran egyszerre klimatikus
kondicionalast is végeztem, hogy az ingadoz6 kornyezeti paraméterek
hatasait mérsékeljem.

Kutataisom sordn a vizsgalatsorozathoz egy széles korben elterjedt
csomagolasvizsgalati szabvany PSD gorbéjét vettem alapul. Ez a
szabvany az ASTM D4169-16 (American Society of Testing Materials)
laprugéval szerelt nyerges-félpotkocsis — szallitas razémozgasanak
viszonyait reprodukalja (ASTM, 2016), amely a leginkabb jellemz6 ezen
palackozott termékek esetében. Az emlitett szabvany harom eltérd
teljesitményszinttel jellemezhetd gorbét javasol (Low, Medium és High
Level). A 15. abran a vonatkoz6 ASTM szabvany PSD burkologorbéi
lathatok.
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15. abra: A vizsgalatok soran alkalmazott ASTM D4169 szabvany PSD
burkologorbéi

A 16. abran a valasztott razovizsgalati eljards egy szimulacid soran
mentett valaszrezgéseinek PSD gorbéje lathatod, amely azt mutatja, hogy
a reprodukalt rezgés folyamatosan a szabvanyos értékek altal el6irt £3dB
tliréshatarai kozott volt. Az ASTM D4169-es vizsgalati protokoll esetén
ezek az értékek a kovetkezok: High level: 0,70; Medium level: 0,54; Low
level: 0,40.
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16. abra: Egy konkrét vizsgalat alatt rogzitett PSD profil értékei

Kutatasaim soran a fliggéleges iranyt rezgésviszonyt reprodukaltam. (17.

abra)

17. abra: A razkodasok harom szabadsagfokanak iranyai kozuti
tehergépkocsin

A laboratériumban a razo6 igénybevételt szervohidraulikus elven miik6do
rdzdasztalon szimulaltam. A razdasztal 1-200 Hz
frekvenciatartomanyban, maximum 200 mm amplitddoji kiilonbozo

jelalaku rezgéseket végez. A razkodasi és klimatikus igénybevétel
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crer

razoberendezést (TIRA TV59355, Atestor Kft., Budapest, Magyarorszag)
és VR Research 1100-as vezérlot, valamint egy hozza kapcsolodd
klimaszekrényt (Angelantoni AV600C, Atestor Kft.,, Budapest,
Magyarorszag) hasznaltam. Utobbi biztositotta a razévizsgalat soran a
konstans 22+1 °C-os homérsékletet. Razas utan a mintakat
klimaszekrényben (ESPEC PR-3ST) 543 °C-on taroltam, hogy a

mikrobiologiai statuszuk valtozasat elkeriiljem.

18. abra: Razoberendezés és klimaszekrény

3.4.1.3 Razovizsgalat idotartama

A razovizsgalatok idotartamanak meghatarozdsa soran a kovetkezd

koriilményeket vettem figyelembe. Egy adott palack toltését kovetden a
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termék a palacktolté iizemtdl szamitott foldrajzilag kozeli, illetdleg
rendkivill tavoli értékesitési pontra is szallitasra keriilhet, ezaltal eltérd
1ddt tolthet razkodasi igénybevételnek kitéve.

Itt kell megjegyezni, hogy a szallitds idGtartama a valdsagban ennél
ténylegesen hosszabb idétartamu lehet, a mar korabban bemutatott
razovizsgalatok jellemz6 PSD gorbéi mesterséges teljesitményerdsitéssel
un. idogyorsitott vizsgalatként funkcionalnak (Shires, 2011). Ez a
gyakorlatban azt jelenti, hogy a vizsgalat sordan a razkodas leirdséara
alkalmas amplitud6 gyorsulasok abszolut értékei nagyobbak. Bar ennek
az eroésitésnek a pontos aranyszadma a szamos valtozd koriilmény miatt
csak tag hatdrok kozott adhatdo meg, az altalanosan elterjedt vizsgalati
protokollok javaslata a vizsgalati iddtartamra a varhatban megtett
szallitasi tavolsag kilométer szerinti nyolcadat veszik alapul percben
kifejezve (Kipp, 2008). Azaz jelen esetben 60 perc vizsgalati id6tartam
480 km tavolsagként foghato fel.

3.4.2 Mikrobioldgiai vizsgalatok
3.4.2.1 Tenyésztési koriilmények

A vizsgalt mikroorganizmusokat és a tenyésztéshez hasznalt taptalajokat,
valamint az inkubacio koriilményeit a 10. tablazatban foglaltam Gssze. A
vizsgalatokat a 10. tdbladzatban bemutatott szabvanyok alapjan végeztem.
Az Osszes telepképzé egység meghatarozasahoz lemezontést, mig a tobbi
mikroba szamanak megallapitasara membranszirést alkalmaztam. (19.
abra) A tenyésztéses vizsgalatokat mintanként 3 parhuzamossal

végeztem.
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19. abra: Membransz{irés
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10. tablazat: Vizsgalt mikroorganizmusok

DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2023.005

o Vizsgalt Inkubécié kériilményei
Vizsgalati i mennvisé i .
., Szabvany YIS€g | Taptalaj neve | emeérseklet | idé
Irany (cm?3) ) ") Koriilmény
Osszcsira-szam | MSZ EN 1SO . 22+1 68+4
226537°C-on | 6222:2000 1 YEA (Biolab) 3641 4444 aerob
Escherichia
. MSZ EN ISO .
5s koli + +
CO,“,eS koliform 9308-1-2015 250 CC agar (Biolab) 36+1 21+3 aerob
csirak
MSZ EN ISO SBA (Biolab) 361 44 aerob
Enterococcus 7899-2:2000 250 EAA agar
. 44+ 2 r
(Biolab) 0,5 aerob
Szulfitredukalo
anaerob MSZ EN
+ +
(Clostridium) 26461-2:1994 50 TSCA (Merck) 36+1 75£5 anaerob
spéraszam
Pseudomonas MSZ EN ISO .
. 2 N r (Biol +1 44+4 r
aeruginosa 16266:2008 0 | CNagar (Biolab) | 36 aerob

YEA: Yeast Extract Agar; CC: ChromoBio Coliform agar; SBA: Slanetz-Bartley Agar; EAA agar:

TSCA: Tryptose sulfite cycloserine agar, CN: Cetrimid agar

Epe-Aesculin-Azide agar;

YIZSAQNW ST DVANY
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Mivel az irodalmi adatok alapjan jelent0s eltérés lehet az Osszes
telepképzd egység szamaban a tenyésztéshez hasznalt téptalaj
fiiggvényében, kiegészitettem vizsgalataimat az R2A agaron (nem
szelektiv  taptalaj vizmintdk bakteriologiai vizsgalatara) végzett
tenyésztéssel is. (Ramalho et al., 2001) Ebben az esetben az inkubalasi
id6 7 nap, mig az inkubalasi hdmérséklet 30 °C volt.

A természetes asvanyvizek mikrobiologiai statuszanak mechanikai
agitacio okozta valtozasainak pontosabb megismerése érdekében az
eredeti mikrobiom dinamikat modell mikroorganizmussal is meg
kivantam vizsgalni. Ennek érdekében az 0sszsejtszam vizsgalatok soran
kinétt jellemzd telepeket szekvenaltattam és ezzel parhuzamosan az
elézetesen elszaporitott tiszta tenyészettel fertéztem a modell

kozegeimet.

3.4.2.2 Tiszta tenyészet készitése

Az Osszsejtszam meghatdrozdsakor az élesztOkivonat agarlemezen
(YEA) kindtt szoliter telepekb6l YEA és R2A agarlmezek feliiletén
ritkitod szélesztést végeztem. A lemezeket 22 és 37 °C-on inkubaltam 5
napig. (Handschuh et al., 2017) A szekvenalasi eredmények
fliggvényében a kivalasztott telepek tenyészetébdl az inokulalast
megeldzden 24-48 oraval ugyanazon tapkdzegre atoltast végeztem, hogy

friss tenyészeteket kapjak.

3.4.2.3 Inokulum készitése

A beoltott asvanyvizzel végzett razovizsgalat elétt az izolalt

tenyészetekbd] siirti mikrobaszuszpenziot készitettem ugy, hogy 100 cm?
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steril asvanyvizbe mostam 2 lemeznyi mikroba tenyészetet, majd
Densimeter (Grant bio DEN-1) segitségével a sejtstirliséget 2 McFU
(McFarland Unit: kb. 6x10% cfu/cm®) értékre allitottam be, amib&l

crer

3.4.2.4 Mesterségesen inokuldlt asvanyviz minta készitése

A frissen palackozott asvanyvizet 500 cm3-es borosilicat iivegekbe
toltdttem, majd 121 °C-on 15 percig autoklavban sterileztem. A
szobahdmérsékletiire visszahiitott asvanyvizbe iivegenként 1-1 cmd, a
3.3. fejezetben ismertetett modon elkészitett mikrobaszuszpenziot
pipettaztam. A razas megkezdésekor igy a higitast figyelembe véve a

vizmintak dsszsejtszama 102 cfu/cm? volt.

3.4.3 Molekularis biolégiai vizsgalatok

A mikrobaszam agitacio hatasara bekdvetkez valtozasat a tovabbiakban
a tenyésztéses vizsgalatok helyett kvantitativ PCR (qPCR) modszerrel
kovettem nyomon, melyhez a befertézéshez hasznalt torzsre specifikus
primereket terveztem. Mivel az asvanyvizek mikrobadsszetétele egy
adott viznyerd helyre jellemz6, sziikségem volt olyan primer-ekre is,
melyek a szekvenalas eredményeként kapott mikroba és a tobbi,
¢lelmiszeripari szempontbol relevans baktérium szekvenciajaban jelentds
egyezést mutattak, igy Osszcsira-szam meghatarozasara is alkalmasak

lehetnek.
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3.4.3.1 DNS tisztitds tenyészetbdl

A modell kisérlethez hasznalt mikroba rendszertani besorolasanak
megallapitasara a kisérlet kezdetén leoltott vizminta agarlemezén Kin6tt
telepekbél DNS-t tisztitottam Chelex-100 (Bio-Rad) microbead-ek
segitségével Walsh et al. (1991) moédszere szerint. Az izolalds sordn a
telepeket fiziologias sdoldatba tettem at, majd centrifugalas (Microspin
12, BioSan) (6 perc, 11.700 g) és a feliiluszo eltavolitasa utan a pelletre
200 pl 10%-o0s Chelex-100 oldatot mértem, amit folyamatos razas
(Thermo-Shaker Type: PHMT, Grant Bio) kozben 10 percig inkubaltam
100 °C-on. Az inkubéciot kovetden 10.000 g-vel 1 percig centrifugaltam.
Az igy kapott feliilszot hasznaltam késobb a qPCR vizsgalatokhoz.

3.4.3.2 Mikrobiom szekvendlds

A tisztitott DNS-t a 16S RNS-t kodold gén felszaporitasara altalanosan
alkalmazhat6 primerekkel (27F/1492R) amplifikaltam, ami egy majdnem
1,5 kilobazis hossz(i terméket adott és a rendszertani besorolas
szempontjabol fontos variabilis szakaszokat lefedte. A DNS-molekula
bazissorrendjének meghatarozasa szolgaltatd (Macrogen, Hollandia)
bevonasaval tortént, kapillaris alapt, Sanger tipusi szekvenalassal
(Sanger et al., 1977). Az elektroferogrammok eredményét az NCBI
(National Center for Biotechnology Information) adatbazis szekvenciaira
,,blast”-oltam. (Altschul et al., 1997)
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3.4.3.3 Primer tervezés

A gPCR vizsgalatokhoz hasznalt 2-2 db primer megtervezésében az
NCBI adatbazisbol kigytjtottem a 16S RNS-t kodold baktérium
génszekvencidkat, melyeket Osszeillesztettem az azonossagok €s
kiilonbségek megallapitasahoz. A primertervezéshez az Acidovorax
temperans mellett a 11. tablazatban felsorolt baktériumok szekvenciait

hasznaltam.

11. tablazat A primertervezéshez hasznalt mikroorganizmusok

Mikroba NCBI nyilvantartasi
szam
Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071 NR_026078.1
Escherichia coli strain U 5/41 NR_024570.1
Legionella pneumophila M36024.1
Sphingomonas aquatilis strain JSS-7 NR_024997.1
Clostridium perfringens ATCC 13124 NR_121697.2

A primertervezés alapjat azok a szakaszok adtak, melyek az Acidovorax
¢s a tobbi, ¢lelmiszeripari szempontbol relevans baktériumok
szekvencidjaban jelentds eltérést, illetve egyezést mutattak, legalabb 20-
25 béazis hosszuak és maximum 300 bazisparra talalhatoak egymastol a
hatékony és specifikus amplifikdcio érdekében. A  kivéalogatott
szekvencidk  elemzését  masodlagos  szerkezetek, = homologidk
megallapitasara a Primer7 nevii szoftverrel végeztem. (Dieffenbach et al.,

1993; Ye et al., 2012)
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3.4.3.4 DNS izoldlas asvanyvizbol

A vizsgalni kivant vizmintakbol homogenizalas utin 1 cm?-t 1,5 ml-es
steril Eppendorf-csébe mértem, majd centrifugalas (6 perc, 11.700 Q)
utan a feliiliszot eltavolitottam és a pelletre 100 ul 10%-0s Chelex-100
oldatot mértem, majd folyamatos razas kdzben 10 percig inkubaltam 100
°C-on. Az inkubaciot kovetéen 13.000 g-vel 1 percig centrifugaltam. A
qPCR vizsgalatokig a tisztitott DNS mintakat (feliiluszokat) -20 °C-on

taroltam.

3.4.3.5 Kvantitativ PCR (qPCR)

A vizben 1évé6 bakteridlis DNS kimutatasara a Bioline SensiFAST SYBR
No-Rox kitet hasznaltam a gyart6 altal javasolt médon. Az anellacios ho
60 °C, a szintézis id6 20 masodperc volt (20. abra). A kimutatas alapja
egy interkalalodo festék, ami az egyre szaporodd kettds-szala DNS
termek kovetkeztében egyre nagyobb aranyban keriil a DNS szalak kozé,
ahol a gerjesztési energiat mar nem tudja mozgasi energia formajaban
leadni, ehelyett egy valamelyest nagyobb hullamhosszu foton
kibocsatasara kényszeriil, amit detektalni tudunk. A ciklusonként valtozd
fényintenzitas abrazolasaval a gorbe lefutasabol a kezdeti DNS
mennyiségek kozotti kiillonbségekre (relativ kopiaszam) lehet pontosan
kovetkeztetni. Ez a modszer megfeleld koriiltekintéssel, sziikség esetén

abszolut kopiaszam meghatarozasra is alkalmas lehet (Arya et al., 2005).
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%0 C %0 C ]
20 0:10 1

: 800 C G

HE I

1: 95.0 °C, 2 min

2: 95,0 °C, 10 sec

3: 60,0 °C, 20 sec

Plate detektalasa

4: Ismétlés a 2. ponttol, 39x

5: Olvadasi gorbe: 65,0 °C - 95,0 °C; Iépték: 0,5 °C és 0,05 sec

20. abra: A modell mikroorganizmus qPCR modszerrel végzett
detektalasahoz hasznalt futtatasi protokoll

3.4.3.6 Mintaeldkészités qPCR vizsgadlathoz

A fagyasztva tarolt, tisztitott DNS mintdkat szobahdmérsekleten
kiolvasztottam, majd 13000 g-vel 1 percig centrifugaltam. A qPCR

vizsgalathoz sziikséges MIX Osszetételét a 12. tablazat tartalmazza.

12. tablazat: A PCR MIX 0Gsszetétele
Osszetevé Mennyiség
(ul/minta)

2xSensiFAST SYBR
dH-0

primer forward
primer rewerse

RN O
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A PCR-plate minden mintahelyébe 9 ul MIX-et valamint a tisztitott DNS

mintak feliiluszojabol mintanként 1 pl-t pipettaztam (21. abra).

21. abra: A mintak bemérése PCR vizsgalathoz

Osszsejtszam  meghatarozasdhoz  pozitiv ~ kontrollnak E.  coli
szuszpenziobdl izolalt DNS-t, negativ kontrollnak dH20-t hasznaltam.
Minden mintaval 3 futtatast végeztem.

A futtataskor kapott Cq értékeket a 3.2.3.7. fejezetben ismertetett higitasi

sor egyenletét felhasznalva log sejtszamra alakitottam at.

3.4.3.7 Standard sor készitése Osszsejtszam meghatdrozadsdhoz

Ahhoz, hogy a vizsgalatom Osszsejtszam valtozasanak meghatarozasara
alkalmas legyen, E. coli szuszpenziobol tizes alapu higitasi sort
készitettem, a higitasi tagokbol DNS-t izolaltam, amit a 3.2.3.6.
fejezetben ismertetett modon qPCR vizsgélatra eldkészitettem, majd a
3.2.3.5. fejezetben bemutatott protokoll szerint megfuttattam. Az utolso 3
higitasi tagbol ChromoBio Coliform agarral lemezontést végeztem. A

lemezeket 36+1 °C-on, 2143 6rat inkubaltam, majd meghataroztam az
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egyes higitasi tagok sejtszamat a 3.6.1. fejezetben ismertetett képlet
segitségével. A futtataskor kapott Cq értékekhez hozzarendeltem az adott
higitasi taghoz tartozoé logaritmikusan transzformalt sejtszamokat (22.
abra).

9
y=-0,2701x+ 10,651
g * R2=0,9885
[ag]
E
L7 L 3
=
]
=6 L
o)
=
5 )
4 ®
9 14 19 24 29
atl. Cq

22. abra: E. coli gPCR vizsgalatokban kapott Cq értékei log
sejtszamoknak megfeleld standard gorbéje

3.5 A VIZSGALATI ADATOK KIERTEKELESE
3.5.1 Telepszam meghatarozas

Osszsejtszam  vizsgalatok esetében a kiértékelésbe csak azokat a
lemezeket vontam be, amelyeken a tipikus telepek szama 10 és 300 k6zé
esett. A telepképzé egységszamot az értékelésbe bevont lemezeken
megszamlalt telepszamok stlyozott atlagaként hatdroztam meg a higitési

fok figyelembevételével a (2)-es képlet alapjan:

E — Xc
~ (n1+40,1n2)xVxd

)
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ahol:

C: a telepszam stlyozott kozépértéke,

Y'c: szamitasba bevont valamennyi lemez telepeinek Osszege (a
legalacsonyabb ¢és az azt kovetd kiértékelhetd higitasi fokok),
nl: az els6 kiértékelhetd higitasi fokhoz tartozo lemezek szama,
n2: a kovetkezd kiértékelhetd higitasi fokhoz tartozo lemezek
szama,
V: az els6 kiértékelt higitasi szint higitasi foka,
d: a lemezekre vitt inokulum mennyisége
Membransziiréses vizsgalatok esetében azokat a lemezeket vontam be a
szamlalasba, melyeken a telepszam 1-150 kozé esett. A 10. tablazatban
szerepeltetett mintamennyiségekben 1évé mikroorganizmusok szamat a

megerdsitd vizsgaltok szdzalékos aranyaban adtam meg.

3.5.2 A mikrobaszaporodast jellemzé paraméterek meghatarozasa
3.5.2.1 Fajlagos szaporodasi sebesség meghatarozdsa

Meghataroztam az egyes mintakban 1évé mikrobiom fajlagos szaporodasi
sebesség értékeit (p), amit a logaritmizalt sejtszamok alapjan felvett
szaporodasi gorbék exponencialis szakaszara a legkisebb négyzetek
modszerével illesztett egyenesek  meredekségébdl kaptam.

Meértékegysége: 1/h. (Deak és mtsai, 2006)

3.5.2.2 Generdcios iddé

A 3.5.2.1. fejezetben leirt modszerrel meghatarozott fajlagos szaporodasi

sebesség (1) és generacids 1do (tg) kozott a kapesolat fiiggvényszert, igy
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ez utdbbi a tg = 1/p Gsszefiiggés segitségével megadhatd. Mértékegysége:
h. (Deak és mtsai, 2006)

3.5.3 Alkalmazott statisztikai és abrazolasi modok

Az eredmények feldolgozasahoz és statisztikai értékeléséhez a Microsoft
Excel 365 programjat (Microsoft Corporation, USA) hasznaltam. A
kiilonboz6é intenzitason végzett razasok kozotti eltérések statisztikai
értékelését F- és  Student féle t-probaval végeztem, 95 %-0s
szignifikancia szinten (p<0,05). Szamitasaimat kiegészitettem a Mann
Whitney U probaval kibévitett Kruskal-Wallis tesztettel (URL;
Kruskal, 1952; Ostertagova et al., 2014), szintén 95 %-0s szignifikancia
szinten (p<0,05). Az 0Osszehasonlitas soran Bonferroni korrekciot
alkalmaztam.

Az iddgyorsitott és a valds idejii modell kozotti kapcsolat elemzésére
regresszidanalizis végeztem.

Egyes adatok szemléltetéséhez bloxpot diagrammot hasznaltam. (URL!?Y)

A nagysagrendek konnyebb szemléltetése érdekében a telepszamlalas

eredményeit logaritmikus transzformacionak vetettem ala.
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4 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

41 A PALACKOZOTT VIiZMINTAK MIKROBIOM OSSZETETELE

A telepszamlalasok soran kapott sejtszam eredményeket a nagysagrendek
konnyebb szemléltetése érdekében logaritmikus transzformécionak
vetettem ala.

Vizsgalataim soran sem fekalis indikator fajokat, sem Pseudomonas
aeruginosa-t, sem pedig mezofil szulfitredukalé sporakat nem mutattam
ki a mintakbol. Ellentétben Varga (2011) és Molnar et al. (2020)
vizsgalataival, akik koziil az elébbi vizsgalataiban a szénsavmentes
természetes asvanyvizek 10,2%-a volt pozitiv a specifikus indikator vagy
potencialisan patogén baktériumok legalabb egyikére, mig utobbinal a
vizsgalt szénsavmentes asvanyvizek 20%-a tartalmazott koliform

mikrobat, 10%-a pedig Pseudomonas aeruginosa fajt.

4.2 A FRISSEN PALACKOZOTT MINTAKBAN LEVO MIKROBAK
SZAMANAK VALTOZASA A RAZAS INTENZITASANAK

FUGGVENYEBEN

Napi termelési koriilmények kozott a palackozoiizem 1,5 l-es PET-
palackokat és 19 I-es polikarbonat (PC) ballonokat tolt. A 0,5 I-es PET-
palackba kizardlag a Kkisérlethez palackoztadk az asvanyvizet
(alkalmanként 80-100 db palackot) kézi vezérléssel, ugyan azon az ipari
gépsoron, amin a kereskedelmi mennyiségli tételek palackozasa is
torténik.

Az alacsony intenzitassal razott mintakban mar az elsé razas utan

mikrobialis novekedés volt kimutathatd mind az autochton, mind az
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allochton mikrobak szamat illetéen, mig a kontroll mintak esetében ez
csak az autochton mikrobak esetében volt megfigyelhetd. (23. abra) A
mechanikai hatasnak Kitett mintaban az autochton mikrobak 12 oraval
korabban érték el a maximalis sejtszamot, és egy nagysagrenddel
alacsonyabbat, mint a razas nélkiili kontrollban (max. 10g10 Cfukontron/cm?
= 5,65, max. 10g10 Cfurzato/cm® = 4,56). Az allochton mikrobak esetén a
szaporodas exponencialis szakasza lényegesen révidebb volt, mint a
razas nélkili kontroll mintaban. Az elért maximalis Sejtszamban 1évo
kiilonbség pedig 2 nagysagrend volt (max. l0gio Cfukontron/cm® = 2,99,
max. 10910 Cfurizator/CM® = 0,94).

Az alacsony intenzitason razatott minta esetében 22 °C-on a kontrollhoz
viszonyitva az atlagos generacios id6 (tg) kozel harmadara csokkent (tg
kontro=27,54 h; ty razaor=10,72 h). A patogén mikrobak esetében is
megfigyelheté a mechanikai agitacié serkent hatasa, de a generacios idd
ebben az esetben csak a felére csokkent (tg kontro1=28,82 h; tg razatot=14,28
h).
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23. abra: A kontroll és az alacsony intenzitason razatott, frissen
palackozott asvanyvizmintak osszcsira szamanak valtozasa a szaporodas
exponencialis fazisaban, 22 és 37 °C-0n végzett tenyésztés esetén

Az éhezés, ami az asvanyvizben is jellemzi a mikrobakat, nagymértékben
befolyasolja a baktériumok DNS tartalmat. A sejtek kedvezétlen
koriilmények esetén képesek a nem létfontossdgi gének elvesztésére
(Albert et al., 1998). Ehezési stressz esetén baktériumok génkiszord
folyamata nagy mértékben felgyorsul, melynek hatasara egyes sejtek
elpusztulnak, masok viszont gyorsabb szaporodasi ratara tesznek szert, a
“folosleges” géntdl vald megszabadulas altal (Morita, 1998; Bridges,
1997). A genomméret csokkentésébdl adodo szaporodasi elony azonban
nem kovetkezik be tipanyagban gazdag, stresszmentes kornyezetben,
ami magyarazhatja az altalunk tapasztalt megnovekedett generacios
idoket.
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A kontroll mintakhoz képest a razott mintakban megfigyelt fajlagos

szaporodasi sebesség novekedése autochton és allochton mikrobak esetén

Is szignifikans kiilonbséget mutatott (13. tablazat).

13. tablazat: A frissen palackozott és a kontroll asvanyvizben a
mikrobaszaporodas exponencialis szakaszara vonatkozo fajlagos
szaporoddsi sebesség (W) a razas intenzitasanak fiiggvényében

u£SD (1/h)
Mikrobacsop. A razas intenzitisa
Alacsony Kozepes Magas Kontroll

0,093+0,0022 0,036+0,003"
Autochton 0,113+0,005% 0,149+0,001°
0,045+0,004 | 0,048+0,004
0,069+0,4182 0,035+0,001°
Allochton 0,053+0,008 0,070+0,025
0,199+0,034% | 0,102+0,011°

SD (standard deviation = szoras)
BA kiilonbozd Kitevji értékek a sorokon beliil szignifikansan kiilénboznek (p <0,05)

A mechanikus agitacio és a mikrobak novekedésének hatasat az ASTM
D4169-16 szabvany szerinti kdzepes intenzitason Vizsgalva a mikrobak
szaporodasat csak a razas megsziinte utan figyeltem meg mind 22, mind
37 °C-on. (24. abra). Az autochton mikrobak esetében a mikrobaszam
novekedése a mechanikus agitacié megsziinte utan 12 oraval, mig a
szennyez$ flora esetében 24 oraval késébb kezdddott. A razatott
mintakban nem volt szignifikans kiilonbség a fajlagos szaporodasi

sebességben a kontroll mintahoz képest (13. tablazat).
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Az autochton mikrobdk maximalis sejtszama a razas hatasara 2
nagysagrenddel alacsonyabb értéket ért el, mint a kontroll mintaban
(max. logioCfukenron/cm® = 6,19, max. 10910 Cfurizto/CM® = 4,00). Az
allochton mikrobak esetében pedig nem volt szignifikans (max. logio

cfukontron/cm® = 0,90, max. 10g1o Cfusszator/cm® = 1,32).

;
y=0,1494x + 0,5386 4
6 R?=09503
5 y = 0,1131x - 4,0828
E ¥ R?=0.9092
E 4 3
2 Fy=00695x- 00094 &
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R =0,9997 _ iy
0 = . e
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mintavétel ideje (h)

® kontrol, 22°C e razatott, 22°C  w kontrol, 37°C  a razatott, 37°C

cfu = telepképz6 egység

24. abra: A kontroll és a kozepes intenzitason razatott, frissen
palackozott asvanyvizmintak Osszcsira szamanak valtozasa a szaporodas
exponencialis fazisaban, 22 és 37 °C-on végzett tenyésztés esetén

A generacios idék a razatott mintaban: ty autocnton=8,85 h ill. tg
allochton=18,77 h, mig a kontrollnal tg autochton=6,7 h ill. tg aniochton=9,1 h. A
razas hatasara az allochton mikrobak generacios ideje megduplazodott.

A magas intenzitassal razott mintaban (25. abra) nem volt kiilonbség az
autochton mikrobak fajlagos szaporodasi sebességében és az elért

sejtszamban a kontrollhoz képest (max. 10gio Cfukontron/cm® = 5,87, max.

93



) DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2023.005
EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

l0g10 CfUrszaowcm® = 5,46). Ezen az intenzitison végezve a razast, a
szennyez6 flora szaporodasa jelentdsen felgyorsult a kontrollhoz képest,
a fajlagos szaporodasi sebesség pedig megduplazodott (13. tablazat). Az
allochton fajok 12 oraval korabban érték el a maximalis sejtszamot, mint
a kontroll, azonban nagysagrendi kiilonbség nem volt megfigyelheté
(max. logio Cfukontron/cm® = 3,46, max. 10gio CfUrizaowem® = 3,78). Az
autochton mikrobak generacios ideje 21-22 h volt, mig az allochton
mikrobaké 5 ill. 10 ora és az agitacionak kitett mintaban szaporodtak

gyorsabban a mikrobak.

Az eredmények értékelésnél figyelembe kell azonban venni, hogy néhany
mintanél a tenyésztéses modszerrel kapott kezdeti <1,0x10° cfu/cm?® nem
azt jelenti, hogy a minta eredetileg nem tartalmazott é16 sejteket, hanem
azt, hogy azok a szabvanyos vizsgalat kimutatasi hatara alatti szamban

voltak jelen.

94



) DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2023.005
EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

7

y=0,0479x + 3,5998

6 R2= 0,8046 m%
i ey = 0,0454% + 3,3047
ME 4 e R? = 10,9268
) e A
2 L P,

7y =0,102x + 0,6025

'\* R2=0,9842

j y=0,1999x + 0,724
[ R?*=0,9997

0 10 20 30 40 50 60
mintavétel ideje (h)

e kontrol, 22°C  mrazatott, 22°C  a kontrol, 37°C  + razatott, 37°C

25. abra: A kontroll és a magas intenzitason razatott, frissen palackozott
asvanyvizmintak Gsszcsira szamanak valtozasa a szaporodas
exponencialis fazisaban, 22 ¢és 37 °C-0n végzett tenyésztés esetében

Osszehasonlitottam a kiilonbdzd intenzitdssal razott mintak esetében
megfigyelt fajlagos szaporodasi sebességeket.

Az allochton mikrobak esetében az alacsony és magas intenzitasu razas
mellett a fajlagos szaporodasi sebességben jelentds kiilonbséget talaltam
(14. tablazat). Ez a kiilonbség figyelhetd meg a kdzepes-magas
intenzitasok Osszehasonlitasakor is. Hasonld eredményt kaptam az
autochoton mikrobak esetén (14. tablazat), azzal a kiilonbséggel, hogy az
autochton mikrobdk magas intenzitdsnal szignifikdnsan lassabb, mig az

allochton mikroorganizmusok szignifikansan gyorsabb szaporodast

mutattak.
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14. tablazat: A frissen palackozott asvanyvizben a mikrobaszaporodas
exponencialis szakaszara vonatkozo fajlagos szaporodasi sebesség ()

Osszehasonlitasa a vizsgalt mikrobacsoporton beliil a razas intenzitasanak

fliggvényében
p£SD (1/h)
Mikroba A razas intenzitasa
Alacsony Kozepes Magas
Autochton 0,093+0,002% | 0,113+0,005% | 0,045+0,004°
Allochton 0,069+0,418?2 0,053+0,008? 0,200-+0,034"

SD (standard deviation = sz6ras)
BA kiilonbozé  Kitevdjii értékek azonos soron beliil szignifikdnsan kiilonbdznek
(p<0,05)

Figyelembe kell azonban venni azt is, hogy a kdzepes intenzitassal razott
minta esetében a kezdeti alacsony sejtszam miatt a mikrobak szaporodasa
csak a mechanikai hatds megsziinése utan kezd6dott meg. (26. abra) A
razas hatasara a mikrobaszaporodas lappangasi fazisa megnyult és a
gyors mikrobaszaporodast csak a razk6das megsziinte utan tapasztaltam.

A kiindulasi minta eltér6 értékei miatt a maximalis sejtszamok esetében
csak azok abszolut novekménye hasonlithatd 6ssze. Szembetiing, hogy a
kozepes intenzitassal razatott mintaban az allochton mikrobak a
mechanikai hatas megsziinését kdvetd 24 6ran beliil elérték a 10%/cm3-es
nagysagrendet. Alacsony és a kozepes intenzitasu razas esetében az
allochton mikrobak sejtszam novekedése egy, mig magas intenzitasnal

harom nagysagrendnyi volt.
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26. abra: A frissen palackozott, kiilonboz6 intenzitassal razott, asvanyviz
allochton mikrobaszamaban bekovetkez6 valtozasok a szaporodas
exponencialis szakaszaban

Az autochton mikrobak szaporodasa érdekesen alakult. Kozepes
intenzitasu razasnal szaporodtak leggyorsabban (tg kszepes = 6,45 h), amit
az alacsony (tg alacsony = 10,75 h) kovetett. Az allochton mikrobak pedig
leggyorsabban magas intenzitast razas mellett szaporodtak (ty magas = 22
h) (27. abra).
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27. abra: A frissen palackozott, kiilonboz6 intenzitassal razott
asvanyvizben 1év6 autochton mikrobaszamban bekdvetkezd valtozasok a

szaporodas exponencialis szakaszaban

Amennyiben az autochton és az allochton mikrobak fajlagos szaporodasi
sebességét hasonlitjuk 6ssze a kiilonbozé intenzitasokon, akkor azt
talaljuk, hogy az autochton mikrobak alacsony ¢és kozepes intenzitason
szignifikdnsan gyorsabban szaporodnak, mint az allochton fajok. Magas
intenzitasi mechanikai razkodas hatasara viszont az allochton fajok
szignifikdnsan gyorsabb szaporodassal reagaltak, mint az autochtonok.
(15. tablazat)
A generacioés idokben ez a kiilonbség alacsony intenzitasu razas mellett
1,5-szeres, kozepes intenzitasa agitaciot kovetden kozel kétszeres. Magas
intenzitas mechanikai agitaci6 az autochton mikrobakhoz viszonyitva
allochton mikrobak generacios idejét negyedére csokkentette. (16.
tablazat)
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15. tablazat: A frissen palackozott természetes asvanyvizben Iévé
autochton és allochton mikrobak fajlagos szaporodasi sebességének ()
Osszehasonlitasa a razasi intenzitas fliggvényében

o p£SD (1/h)
A razas -
. " Mikrobacsoport
INntenzitasa

Autochton Allochton
Alacsony 0,093:+0,0022 0,069+0,418°
Kozepes 0,113+0,0022 0,053+0,008"
Magas 0,045+0,0042 0,200+£0,034°

SD (standard deviation = szoras)

BA kiilonbdzé expozicioji értékek azonos sorokon beliil szignifikdnsan kiilonbdznek
(p<0,05)

16. tablazat: A frissen palackozott természetes asvanyvizben 1évo
autochton és allochton mikrobak generacios ideje (tg) a razasi intenzitas

fliggvényében
tg (h
'ibr‘] trg:wzzéiiésa M ikro%éciopo rt
Autochton Allochton
Alacsony 10,75 14,50
Kozepes 8,85 18,87
Magas 22,2 5,00

4.3 AZ IZOLALT MIKROBA AZONOSITASA

Az elektroferogrammok eredményét az NCBI adatbazis szekvenciaira
,blast”-oltuk, ¢és egyértelmien, minden telep estén az Acidovorax
temperans szekvenciajaval kaptam 99-100%-0s egyezést (2. melléklet).
Ezt kovetden a qPCR alapt kimutatashoz a szekvenalas eredményeként
kapott szekvenciat hasznaltam fel.

Az Acidovorax nemzetség a B-proteobaktériumok 0Osztalyaba tartozik, a

Pseudomonas facilis, Pseudomonas delafieldii, 13-as és 16-0s E. Falsen
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(EF) csoport és szamos Klinikai izolatum aj nemzetsége. (Willems et al.,
1990). Az Acidovorax spp. és ezen belill az Acidovorax temperans
szaporodasi ¢s biokémiai jellemzdit Willems et al. (2015) foglaltak 6ssze.
Eddig az 6sszes leirt faj két csoportra 0szthatd, a novénykorokozokra,
valamint a vizi és talaj ¢léhelyeket elfoglalé fajokra. Az Acidovorax
temperans-t napjainkig szennyviziszapbol, csapvizbol, forrasvizbodl és
human klinikai mintakbol (pl. vizeletbdl) izolaltak (Lee, 2013;
Gesumaria, 2011; Wisplinghoff, Seifert, 2010), asvanyvizb6l még nem
mutattak ki, igy az altalunk kapott eredmény abszolut jdonsagnak
szamit.

Amint azt Willems et al. (1990) megallapitottak, az Acidovorax
temperans szaporodasi optimuma 37-42 °C, ezért a beoltott mintak razas

utani tenyésztését 37 °C-on végeztem.

4.4 PRIMERTERVEZES

A primertervezés eredményeként (3. melléklet) mind az Acidovorax
temperans szdmdanak, mind az Osszcsiraszam véaltozasdnak kovetésére
rendelkezésemre all 1-1 primerpar.
Acidovorax temperans kimutatasahoz:

o forward primer: 5’-GATGGCAGATTAGGTAGTTGGT-3’

e reverse primer: 5’-G-GTACGGAACGAAAAGACT-3’
Altalanos primerek az élelmiszeripar szempontjabol relevans mikrobak
kimutatasahoz:

o forward primer: 5’-TGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’

e reverse primerl: 5’-GGACTACHVGGGTWTCTAATCCT-3’

o reverse primer2: 5>-GACTACHVGGGTWTCTAATCCTGT-3’
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45 A BEOLTOTT MINTAKBAN LEVO MIKROBAK SZAMANAK
VALTOZASA A MECHANIKAI AGITACIO INTENZITASANAK

FUGGVENYEBEN

A kontrollhoz képest a razott mintak fajlagos szaporodasi sebessége
mindharom intenzitasnal szignifikans kiilonbséget mutatott (17. tablazat).
A mechanikus keverés intenzitasanak novekedésével a fajlagos
szaporodasi sebesség csokkent (28. abra) és ez a csokkenés az egyes
intenzitasok ko6zott is szignifikans volt (17. tablazat). Ugyanez a
csokkenés megfigyelhetd a kiilonb6z6 intenzitast vizsgalatokban az elért
maximalis sejtszam tekintetében is (max. Ig cfu/cm3aiacsony = 6,48, max. Ig
cfu/cm3yszepes = 5,4 és max. lg cfu/cm3magss = 4,83). A mintdk a razasi
expozicié soran (0-50 6ra) minden intenzitasnal elérték a maximalis
sejtszamot. A novekedés mértéke 3-4 nagysagrend volt.
Az Acidovorax temperans generacios ideje a kiilonb6z6 intenzitasokon
az alabbiak szerint valtozott:

tg alacsony = 7,69 h

tgkozepes = 12,35 h

t magas = 16,13 h
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17. tablazat: A beoltott asvanyvizben a mikrobialis névekedés
exponencialis fazisara vonatkozo fajlagos szaporodasi sebességek (w)
(1/h) a mechanikai agitacio kiilonb6z0 szintjein

A rezgés intenzitasa
Alacsony Kozepes Magas
0,130+0,003* | 0,081+0,003" | 0,06240,006° | 0,186+0,008"

abedA kiilonbozé expoziCidju értékek szignifikansan kiilonbdznek (p<0,05)

Kontroll

Az Acidovorax temperans alacsony intenzitasu razas mellett a 28. abran

szerepld szaporodasi potenciallal jellemezhetd.

;
¥
o A y=0,081x + 1,4007
y = 0,1274x + 1,9887 R 0,048
R?=09875 4 e
54 ¢ L
& F y=0.0619x+ 1,758
- R2=0,977
1
0 20 40 60

mintavétel ideje (h)
e alacsony e kizepes * magas
cfu = telepképzé egység

28. abra: Kulonbozo intenzitasu razasnak kitett, beoltott vizek mikroba-
szamanak valtozasa a szaporodas exponencialis fazisaban

A természetes asvanyvizekben vegyes mikrobapopulacié van, és mivel
vizsgalatomban csak egy baktériumfajt hasznaltam a beoltashoz,
megvizsgaltam, hogy van-e kiilonbség a két matrix kozott a razas altal

kivaltott fajlagos szaporodasi sebesség valtozasaban. Az Acidovorax
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temperans optimalis szaporodasi homérséklete 37 °C, ezért az
Osszehasonlitast a frissen palackozott asvanyviz azonos héfokon végzett

tenyésztésébol kapott mikroba szam eredményeivel végeztem el.

Mindharom intenzitasnal jelentds kiilonbség volt megfigyelhetd a
fajlagos szaporodasi sebességben a vegyes €s a monokulttrat tartalmazo
vizmintak kozott (18. tablazat). Magas intenzitasu agitacid kovetkeztében
az allochton mikrobak a frissen palackozott természetes asvanyvizben
haromszor gyorsabban szaporodtak, mint az Acidovorax temperans az
inokulalt vizben (tg friss = 5,00 h és tg Acidovorax = 16,13 h). Az ASTM-
D4169 szabvany szerinti alacsony és kozepes intenzitasnal az altalam
izolalt baktérium 1,8 ill. 1,6-szor gyorsabban szaporodott (tg aiacsony = 7,87
h és tg xszepes = 12,35 h), mint a frissen palackozott vizben 1évo

mikroorganizmusok (tg atacsony = 14,50 h €s tgkszepes = 18,87 h).

18. tablazat: A fajlagos szaporodasi sebesség () a frissen palackozott és
beoltott asvanyvizben a mikrobaszaporodas exponencialis szakaszaban

. A rezgés intenzitasa
Minta "
Alacsony Kozepes Magas
Frissen a a a
0,069+0,013 0,053+0,008 0,199+0,034
palackozott
Beoltott 0,127+0,005° | 0,081+0,003° | 0,062+0,006"

BA kiilonboz6 expozicioju értékek az oszlopon beliil szignifikansan kiilonboznek.
(p<0,05)

Az inokulalt mintaban az Acidovorax temperans mar a vizsgalat kezdetén
szaporodasnak indult, mig a frissen palackozott természetes asvanyviz
esetében a kozepes intenzitason végzett mechanikai hatas kovetkeztében

ez csak a razas befejezése utan kovetkezett. Feltételeztem, hogy ez
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Osszefliggésben lehet a frissen palackozott viz kezdeti sejtszamaval, de
mivel az alacsony agitacionak Kitett mintaban a kezdeti sejtszam
ugyanugy a Kimutathatosagi hatar alatt volt, mint a kdzepes esetén (26.
abra), arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a lappangasi fazis ideje
Osszefiiggést mutat a kezdeti sejtszammal és a razas intenzitasaval. Ilyen
megkozelitésben az alacsony intenzitasa mechanikai behatas eldsegiti a
mikrobaszaporodast vegyes mikrobapopulacio esetén is.

A sejtszamok nodvekedését nagysdgrendileg hasonlitottam 0Ossze. A
magas intenzitasa agitacio mindkét matrixnal azonos, 3 nagysagrendnyi
sejtszamnovekedést eredményezett. Az inokulalt mintaban alacsony és
kozepes intenzitasu agitacid6 mellett 3,5 nagysagrendnyi novekedést
figyeltem meg, mig ugyanez a friss viz allochton mikrobai esetén csak

egy nagysagrendnyi volt.

4.6 KvANTITATIV PCR

46.1 Frissen  palackozott  asvanyvizmintak  valés  ideji

razovizsgalattal kapott eredményeinek elemzése

A razas nélkiili kontroll mintakban a mikrobaszaporodas lassabb volt,
mint a mechanikai agitacidknak Kkitett mintakban. Szignifikans
kiilonbséget alacsony és magas intenzitas mellett tapasztaltam (19.
tablazat). A kiindulasi sejtszamhoz viszonyitva az exponencialis
szakaszban alacsony intenzitasnal fél, magas intenzitasnal 1
nagysagrendi kiilonbséget kaptam. A kozepes intenzitasa razasnak pedig
nem volt hatasa az exponencialis szakaszban elért sejtszamra. Ha a

vizsgalat teljes ideje alatt elért maximalis sejtszam értékeket
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(atlag+szoras) hasonlitottam ossze, a kontrollhoz viszonyitva nem

tapasztaltam kiilonbséget. (20. tablazat)

19. tablazat: A fajlagos szaporodasi sebesség () a kontroll és a frissen
palackozott természetes asvanyvizben a mikrobaszaporodas
exponencialis szakaszaban, valds idejli rdzas soran

u£SD (1/h)
Kontroll A vibracio intenzitasa
Alacsony Kézepes Magas
0,005+0,0012 0,013+0,001° 0,006+0,0012 0,008+0,003°

bCA kiilonbozé expozicioju értékek szignifikansan kiilonbdznek (p<0,05)

20. tablazat: A kontroll és a mechanikus agitacionak Kitett, frissen
palackozott mintakban elért maximalis sejtszam (logio cfu/cm3+SD),
valos idejli rdzas soran

Az agitacio intenzitasa

Agitacio

nélkiil Alacsony Kozepes Magas

Sejtszam 5,49+0,01 5,45+0,01 5,44+0,02 5,51+0,01

SD: standard deviation (szoras)

Megvizsgaltam, hogy a kiilonb6z6 intenzitasu razasok soran a szaporodas
exponencialis szakaszaban kapott sejtszam értékek kiilonboznek-e
egymastol. Szignifikans kiilonbséget az alacsony és magas intenzitas
Osszehasonlitasakor kaptam. (21. tablazat) A legnagyobb atlagos
sejtszam értéket (4,95 cfu/cm®) magas intenzitasnal tapasztaltam. (29.

abra)
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21. tablazat: Frissen palackozott asvanyvizmintak valos ideji
razovizsgalattal kapott sejtszamainak csoportonkénti sszehasonlitasa a
szaporodas exponencialis szakaszaban

Mintaparok Kiilonbség | H statisztika | Kritikus érték | p-érték
alacsony-kozepes 0,332 2,625 5,7308 0,1052
alacsony-magas 0,4554 4,8348 5,7308 0,0279
kbozepes-magas 0,1235 2,1618 5,7308 0,1415

4.046 4523 4.852 525

a vibracio intenzitasa

logo cfu/cm?

cfu = telepképzo egység

29. abra: A kiilonboz6 intenzitason razatott frissen palackozott mintak
atlagos sejtszamainak 6sszehasonlitasa

A mechanikai behatas kovetkeztében az alacsony intenzitason razatott
mintaban 1évé mikrobapopulacio generacios ideje annyira lerovidiilt (tg
alacsony = 76,92 h, tg kszepes = 158,7 h, tg magas = 120,5 h) hogy azonos id6é
alatt ugyanazt a sejtszamot kaptuk, mint a kozepes intenzitas esetén,

holott a kiindulasi sejtszam alacsonyabb volt (30. 4bra).
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R? = 0,9475
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mintavétel ideje (h)
® alacsony ® kozepes ® magas

cfu = telepképz6 egység

30. abra: Kiilonboz6 intenzitast, valos idejl razasnak kitett, frissen
palackozott természetes asvanyviz mikroba-szamanak valtozasa a
szaporodas exponencialis fazisaban

4.6.2 Frissen palackozott asvanyvizmintak idogyorsitott

razévizsgalattal kapott eredményeinek elemzése

AZ ASTM D-4169-es szabvany kiilonb6z6 intenzitaSain végezve a
mechanikai behatast a kontrollhoz viszonyitva mindharom intenzitason

szignifikans kiilonbséget tapasztaltam. (22. tablazat).

107



) DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2023.005
EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

22. tablazat: A fajlagos szaporodasi sebesség () a kontroll és a frissen
palackozott természetes asvanyvizben a mikrobaszaporodas
exponencialis szakaszaban, idégyorsitott razas soran

p£SD (1/h)
Kontroll A vibracio intenzitasa
Alacsony Kozepes Magas
0,005+0,0012 0,017+0,001° | 0,021+0,006" 0,024+0,003°

DA kiilonbozé expoziciojii értékek azonos soron beliil szignifikinsan kiilonboznek
(p<0,05)

A mechanikai behatas kovetkeztében a kontrollhoz viszonyitott

generacios id6 6todére, harmadara csokkent (tg kontron = 200 h; tg alacsony =

58,82 h, tg kbzepes — 47,62 h, tg magas — 41,67 h)

4.6.3 Idégyorsitott  razovizsgalat  frissen  palackozott  és
kereskedelmi forgalomban vasarolt, eltéré palackozasi helyii
és idejii asvanyvizzel

A 31. abran jol latszik, hogy a mikrobaszaporodas iiteme és az

exponencialis szakaszban a sejtszamban elért nagysagrendi valtozas

mintanként eltéroen alakult.
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6.5
yF=0,0174x + 5,1033 y* =0,0095x + 4,7399
R?=10,9658 R2=0,8101

6,0 iJ:

yp = 0,0279x + 5,2001 ye = 0,0389x + 4,859
10 R2=10,9313 R*=0,9883
"o 5 10 15 20 25 30
mintavétel ideje (h)
oF e A *B C

cfu = telepképz6 egység

31. abra: Frissen palackozott (F) és kereskedelmi forgalomban vasarolt,
kiilonboz6 palackozasi helyi és idejii (A, B, C) természetes asvanyvizben
a mikrobaszaporodas exponencialis szakaszanak 6sszehasonlitasa
alacsony intenzitasu razas esetén

A csoportok kozotti kiilonbségeket a 3.5.3. fejezetben leirt modszerrel

Osszehasonlitva a 23. tablazatban foglaltam 6ssze.
A legnagyobb atlagos sejtszam értéket a ,,B” és ,,C” minta esetében

kaptam, az ,,A” minta atlagos sejtszama volt a legalacsonyabb. (32. abra)
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minta jelolése
(94}

4685 5.3045 5.5565
4.866 5.3645 5.869

log,, cfu/cm?

cfu = telepképz6 egység

32. abra: A vizsgalt mintak atlagos sejtszamainak 6sszehasonlitasa
alacsony intenzitasa mechanikai agitacié mellett (F: frissen palackozott;
A, B, C: kereskedelmi forgalomban kaphato)

23. tablazat: A vizsgalt asvanyvizek sejtszamainak csoportonkénti
Osszehasonlitasa alacsony intenzitasu agitacional

Mintapérok | Kiilonbség | H statisztika Ké'rtt'éklfs p-érték
F-A 0,499 8,3077 6,605 | 0,0039
FB 0,192 20769 69605 | 0,1495
F-C 0,06 0,1026 6,.9605 | 0,7488
AB 0,691 8,3077 69605 | 0,0039
A-C 0,439 5,0256 6,9605 | 0,0250
B-C 0,252 0,641 6,605 | 04233

A vizsgalat soran elért a maximalis sejtszamokban harom minta (F, B, C)
esetén nem tapasztaltam nagysagrendi kiilonbséget (max. logio
cfuesc/cm® = 5,98-6,09), ezzel szemben az ,,A” minta sejtszama 1
nagysagrenddel alacsonyabb értéken maximalizalodott (max. logio
cfua/cm®=5,19).
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Az ASTM D4169-16 szabvany szerint alacsony intenzitason végzett
mechanikai behatas a fajlagos szaporodasi sebességre mintanként
kiilonbdz6en hatott. Az értékeket és a szignifikans kiilonbségeket a 24.
tablazatban mutatom be. Leggyorsabban a ,,C”, leglassabban pedig az
,»A” mintaban 1évé mikrobapopulacié szaporodott. A frissen palackozott

mintank  mikrobapopulacidjanak  fajlagos szaporodasi  sebessége
leginkabb az ,,A” mintahoz kozelitett.

24. tablazat: Fajlagos szaporodasi sebesség (u) a frissen palackozott és
kereskedelmi forgalomban vasarolt, kiilonb6z6 palackozasi helyt és
idejti (A, B, C) természetes asvanyvizben a mikrobaszaporodas
exponencialis szakaszéban

p£SD (1/h)
Minta A vibracid intenzitasa
Alacsony Kozepes Magas
F 0,017+0,001% 0,021+0,006% 0,024+0,003°
A 0,010+0,0022f 0,027+0,0042 0,035+0,002°¢
B 0,029+0,007% 0,032+0,009? 0,014+0,005P™
C 0,039+0,010¢ 0,026+0,007 0,021+0,0019

BCA kiilonbdz6 expozicioji értékek azonos sorokon beliil szignifikdnsan kiilonbdznek
(p<0,05)
%A kiilonbozo expozicioji értékek azonos oszlopon beliil szignifikdnsan kiilonboznek
(p<0,05)

Kozepes intenzitasu vibracio esetén a szaporodas exponencialis szakasza
minden mintanal megnyult, a korabbi 25 6ra helyett (31. abra) 40-70 6ra
lett (33. abra). Az ,,A” mintaban a masodik, a ,,B” mintaban az els6 1
oras razas utan kezdtek el szaporodni a mikrobak. A 33. abran jol latszik,

hogy a kezdeti alacsony sejtszam ellenére ezen a razasi intenzitason az
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,»A” minta sejtszama a szaporodas exponencialis szakaszaban tébb, mint
1 nagysagrenddel magasabb lett, mint alacsony intenzitasi agitacio
mellett.

70

vy =0,0215x + 3,69
R? = 0,9399

v, =0,0274x +2,1539

6,5

o
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— e
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l ye = 0,0258x + 3,5039
R*=10,9766
4.5
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mintavétel ideje (h)
oF oA *B C

cfu = telepképz6 egység

33. abra: Frissen palackozott (F) és kereskedelmi forgalomban vasarolt,
kiilonb6z6 palackozasi helyi és idejii (A, B, C) természetes asvanyvizben
a mikrobaszaporodas exponencialis szakaszanak 6sszehasonlitasa
kozepes intenzitasa razas esetén

A fajlagos szaporodasi sebességekben kozepes intenzitison nem

tapasztaltam szignifikans kiilonbséget. (24. tablazat)

A csoportok sejtszamai kozotti kiilonbségeket a 25. tablazatban foglaltam

0ssze.
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25. tablazat: A vizsgalt asvanyvizek sejtszamainak csoportonkénti
Osszehasonlitasa kozepes intenzitasu agitacional a mikrobaszaporodas
exponencialis szakaszaban

Mintaparok | Kiilonbség | H statisztika Ké'rtt'éﬁjs p-érték
F-A 0,60 2,9077 6,9605 0,088
F-B 0,38 4,1209 6,9605 0,042
F-C 0,88 9,4248 6,9605 0,002
A-B 0,22 0,0982 6,9605 0,754
A-C 0,28 1,2968 6,9605 0,255
F-C 0,50 2,9077 6,9605 0,088

A vizsgalat soran elért a maximalis sejtszamok max. logio cfu/cm? = 6,2-
6,7 kozott mozogtak, valamivel magasabb értéken, mint alacsony

intenzitasu razas mellett.

Magas intenzitasi mechanikai agitacié esetén a szaporodasban
lappangasi szakaszt csak a ,,C” jelii mintanal figyeltem meg. A gyors
mikrobaszaporodas az ,,A” mintanal az els6 13 oraban lezajlott, a masik
harom minta esetében ez kb. 36 ora volt. (34. abra)

A fajlagos szaporodasi sebességben az ,,F” és ,,C” mintapar Kivételével
minden esetben szignifikans kiilonbséget tapasztaltam. (25. tablazat)

A csoportok sejtszamai kozotti kiilonbségeket a 26. tablazatban foglaltam

0ssze.

113



) DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2023.005
EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

7.0
yr = 0,0237x + 3,3309
R*=0,9898
#
6.5
{, yu = 0,0354x +2,4153
e R?=0,9999
5 6.0 }5
=

1
yg = 0,0137x + 3,7065
R2=0,9765

wn
wn

Lh tmc
k HH

T

L
[=]
-——

& Y = 0,0206x + 3,4599
[ R? = 0,9405
45
0 10 20 30 40 50 60
mintavétel ideje (h)
oF oA *B C

cfu = telepképzd egység

34. abra: Frissen palackozott (F) és kereskedelmi forgalomban vasarolt,

kiilonboz6 palackozasi helyti és idejii (A, B, C) természetes asvanyvizben

a mikrobaszaporodas exponencialis szakaszanak 6sszehasonlitasa magas
intenzitas\ razas esetén

26. tablazat: A vizsgalt asvanyvizek sejtszamainak csoportonkénti
Osszehasonlitasa kozepes intenzitasu agiticional

Mintapdrok | Kiilonbség |H statisztika K;tt'ékkus p-érték
F-A 1,197 73846 | 69605 | 0,0066
F-B 0,766 11,2041 | 69605 | 0,0008
F-C 0,853 10,50 6,9605 | 0,0012
AB 0,431 4,875 6,9605 | 0,0273
A-C 0,344 28929 | 69605 | 0,0890
B-C 0,087 02143 | 69605 | 0,6434

Megvizsgaltam az egyes mintakban is a fajlagos szaporodasi sebesség és

az intenzitasok kozotti Osszefiiggést. A mintakon beliil az egyes
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intenzitasokon tapasztalt fajlagos szaporodasi sebességben szinte minden
esetben szignifikans kiillonbséget tapasztaltam, kivéve a frissen
palackozott minta alacsony-kozepes paros 6sszehasonlitasnal is. Egyediil
a ,,C” mintanal figyeltem meg, hogy az agitacio intenzitasanak
novelésével a fajlagos szaporodasi sebesség nétt. Az ,,A” mintanal ennek
az ellenkez6jét kaptam, az intenzitas novelésével csokkent ezen
paraméter érteke.

Az exponencialis szakaszok fajlagos szaporodasi sebességébdl szamitott

generacios idoket a 27. tablazatban foglaltam Gssze.

27. tablazat: A generacios id6 (tg) a frissen palackozott és kereskedelmi
forgalomban vasarolt, kiilonboz6 palackozasi helyt és ideji (A, B, C)
természetes asvanyvizben a mikrobaszaporodas exponencialis

szakaszaban
tg (h)
Minta A vibracio intenzitasa
Alacsony Kozepes Magas
F 57,47 46,51 42,22
A 105,26 53,98 28,22
B 35,84 30,90 73,09
C 25,71 38,82 48,59

4.6.4 Frissen palackozott asvanyvizmintak valés ideji és

idégyorsitott razévizsgalatanak elemzése

A korabban bemutatott idégyorsitott (4.6.1. fejezet) és valds idejii (4.6.2.
fejezet) razovizsgalatok eredményeit Osszehasonlitva, elmondhatom,
hogy a frissen palackozott asvanyviz esetén a fajlagos szaporodasi

sebesség mindharom intenzitason szignifikans kiilonbséget mutat. (28.
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tablazat) Az ASTM DA4169-es szabvany mindharom intenzitasan
Kivitelezett id6gyorsitott vizsgalat szignifikansan gyorsabb szaporodast,
ebbdl kifolyolag rovidebb generacios id6t eredményezett. (29. tablazat)

28. tablazat: A fajlagos szaporodasi sebesség () a valos idejii és az
idogyorsitott vizsgalat hatasara a frissen palackozott természetes
asvanyvizben a mikrobaszaporodas exponencialis szakaszaban

pu+SD (1/h)
Modszer A vibracié intenzitasa
Alacsony Kozepes Magas

Idégyorsitott | 0,017+0,0012 0,022+0,0062 0,024+0,005?

Valos idejii | 0,013+0,001° 0,006+0,001° 0,008+0,003°

SD — standard deviation (szoras)
A kiilonbdzd expozicioju értékek azonos oszlopon beliil szignifikdnsan kiilonbdznek

(p<0,05)

29. tablazat: A generacios id6 (tg) a frissen palackozott természetes
asvanyvizben a mikrobaszaporodas exponencialis szakaszaban valds
ideji és idégyorsitott mechanikai agitacio esetén

tg (h)
Modszer A vibracio intenzitasa
Alacsony Kozepes Magas
ldégyorsitott 57,47 46,51 42,19
Valos idejt 78,12 158,73 120,48

Kozepes €s magas intenzitdsokhoz tartozé sejtszamndvekmény mértéke
(30. tablazat) a valos idejii és az idogyorsitott vizsgalati modszer kozott
megegyezik. Alacsony intenzitasu valos idejii razas fél nagysagrenddel

nagyobb sejtszambeli valtozast idézett elo.
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30. tablazat: A teljes idGtartamra vetitett sejtszamvaltozas a valds ideji
¢s az idOgyorsitott modellezes esetén

Sejtszamvaltozas (logio dcfu/cm?)

A mechanikai
behatas intenzitasa Modszer

Valos Idégyorsitott
Alacsony 0,902 1,40P
Kozepes 0,942 0,932
Magas 1,152 1,072

BA kiilonbozé expozicioji értékek azonos soron beliil szignifikinsan kiildnboznek

(p<0,05)

A 35. abran jol lathato, hogy az id6gyorsitott mechanikai agitaciokkal jo

kozelitéssel jellemezhetok a valos idejii mechanikai razkodasok okozta

sejtszamvaltozdsok. Az intenzitds nodvekedésével a vizsgilt valtozo

regresszidja is egyre nagyobb mértéki, melyet jol szemléltetnek az
illesztett gorbék R? értékei (Rzalacsony = 0,90; Rzkézepes = 0,96; Rzmagas =
0,98). Mindezek alapjan elmondhaté, hogy az alkalmazott ASTM D-

4169-es szabvany a sejtszamvaltozasok tekintetében alkalmas a valos

idejli mechanikai igénybevétel harom teljesitményszintli modellezésére.
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35. abra: Az idégyorsitott és valos idejii mechanikai agitaciok okozta sejtszamvaltozasok regresszidja és
konfidencia intervalluma (p<0,05) a vizsgalt intenzitasokon (A: alacsony; B: kozepes; C: magas)
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Az egyes Vvizsgalatok kozott tobb hét, de akar tobb honap is eltelt, ami
hatassal lehetett a viznyer6 helyek mikrobadsszetételére, mint azt
Carraturo et al. (2021) is megfigyeltek a kiilonboz6 évszakokban,
ugyanazon helyrél vett vizmintak esetében. Mindez a mikrobak kozotti
kolcsonhatasokon keresztiil a kezdeti sejtszamra is hatassal lehet, amelyet
a sajat mintaim vizsgalati eredményei esetében is tapasztaltam.

A vizsgalt frissen palackozott mintaknal minden esetben megfigyelhet6 a
palackozas utani mikrobaszaporodas, amelyr6l mar mas tanulmanyok is
beszamoltak (Falcon-Dias, Filho, 2013; Otterholt, Charnock, 2011,
Varga, 2011; Leclerc, Moreau, 2002; Bischofberger and al., 1990). A
maximalis sejtszamot idégyorsitott vizsgalat esetén a palackozas utan
néhany nappal detektaltam, amely megegyezik Rosenberg (2003),
Némedi (2006) és Leclerc, Moreau (2002) altal leirtakkal, valos idejii
mechanikai agitacio esetén pedig 1-2 héten beliil, ahogy azt Moreira et al.
(1994), Armas and Southerland (1999) és Bharath et al. (2003) is
tapasztaltak. A maximalis sejtszamok hagyomanyos tenyésztéssel
vizsgalva a fenti publikacioknak megfelelden 10%-10° cfu/cm? volt, mig
gPCR-rel detektalva 10°-107 cfu/cm? értéket kaptam. Utobbinal meg kell
jegyezni, hogy jelen vizsgalatban az €16 és holt sejtek elkiilonitése nem

tortént meg.
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Vizsgalataim soran sem fekalis indikator fajokat, sem Pseudomonas
aeruginosa-t, sem pedig mezofil szulfitredukalé sporakat nem mutattam
ki egyetlen mintabol sem. Figyelembe kell azonban venni, hogy a
tenyésztéses modszerrel a vizsgalatok elején kapott <1,0x10° cfu/cm?
nem azt jelenti, hogy a minta eredetileg nem tartalmazott ¢16 sejteket,
hanem azt, hogy azok a standard vizsgalat kimutatasi hatarértéke alatti
szamban, esetleg VBNC allapotban voltak jelen.

Kisérleteimben a mintakban megfigyelt fajlagos szaporodasi sebesség
csokkenése Vvalosziniileg nemcsak a mechanikai hatas intenzitasara,
hanem az alkalmazott szimulacio id6beli felgyorsulasara is
visszavezetheto.

Az elokisérletben végzett, tenyésztéses Vizsgalatok soran arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy az idégyorsitott mechanikus razkodas
gyorsitja mind az autochton, mind az allochton mikrobak fajlagos
szaporodasi sebességét, a hatas pedig fligg az agitacio intenzitasatol. Bar
az idogyorsitott, kdzepes és nagy intenzitasu mechanikai behatas nem
okozott jelentds valtozast a frissen palackozott asvanyviz maximalis
sejtszamaban, az allochton fajok fajlagos szaporodasi sebessége nagy
intenzitasu razaskor megduplazodott. Az allochton fajok szamanak
novekedése a palackozott asvanyvizben egyértelmiien karos a fogyasztok
egészségére, figyelembe véve azt is, hogy egyes fajok szama a vizben
akar fél évig, vagy tovabb is stabilizalodhat, miel6tt csokkenni kezd.

A masodik kisérletben egy a friss palackozast asvanyvizbdl izolalt
mikrobaval inokulaltam az el6zéleg sterilezett asvanyvizet. A

mechanikus agitacio intenzitasanak novekedésével a fajlagos szaporodasi
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sebesség szignifikansan csokkent a monokulturat tartalmazé vizben,
ennek ellenére alacsony és kozepes intenzitason a vegyes mikrobiom
tartalmu friss vizhez képest szignifikansan gyorsabb volt a vizsgalt
mikroba fajlagos szaporodasi sebessége.

A természetes asvanyvizben 1évé  mikroorganizmusok  kozotti
kolcsonhatasok magyarazatot adhatnak a frissen palackozott és a
mesterségesen inokulalt asvanyviz kozotti killonbségekre is, melyek a
kiilonb6z6 intenzitast sokkhatasok miatt Szaporodasi és sejtszambeli
kiilonbségekben manifesztalodtak.

A tenyésztéssel parhuzamosan az izolalt mikroba azonositasat is
elvégeztem.

Mivel az asvanyvizek mikrobiomjaban nem altalanos az Acidovorax spp.,
gPCR vizsgalataimat a természetes asvanyvizbol izolalt mikroba
azonositasat koveté primertervezés soran kapott altalanos primerekkel
végeztem. Az igy felallitott qPCR moddszer alkalmas a vizben 1évé
sejtszam meghatarozasara, amennyiben ismert koncentracioju pl. E. coli
szuszpenziobol  késziilt  higitdsi  sort  parhuzamosan  futtatva
meghatarozzuk az egyes higitasokhoz tartozo Cq értékeket.

A mechanikai agitacio6 intenzitasara az eltéré palackozasi helyi és idejli
mintank kiilonbozoképpen reagaltak, aminek magyarazata lehet a
viznyeré helyekre jellemzo, eltéré geno- ¢és fenotipusos Osszetétell
mikrobapopulacioé, valamint a palackozastol eltelt id6. Ez utdbbi
figgvényében valtozik az adott mikrobiomon beliil a mikroorganizmusok
aranya, ami szintén magyarazhatja a kiilonbozo természetes asvanyvizek
esetén a szaporodasi sebességben tapasztalt kiilonbségeket. Az elért

sejtszamban nem tapasztaltam szignifikans kiilonbséget az egyes mintak
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kozott, az az irodalmi adatoknak megfeleléen 10°-10° cfu/cm?® értéken
maximalizalodott.

Az altalam hasznalt general primerek alkalmasak a vizben 1év6 mikrobak
szamaban bekovetkez6 valtozasok monitorozasara. Ugyan jelen
vizsgalatsorozatban az ¢16 és a holt sejteket egylittesen vizsgaltam, de ez
nem befolyasolta a mikrobaszaporodas valtozasanak leirasat ¢és
nyomonkdvetését.

A szaporodas exponencialis szakaszaban az ASTM D-4169-16-0s
szabvany szerint kivitelezett idégyorsitott vizsgalat soran a fajlagos
szaporodasi sebességre minden intenzitason szignifikansan gyorsabb
szaporodast kaptam, mint a valés idoben végzett agitaciokor. A
sejtszamok id6beli valtozasa a két modszer kozott szoros dsszefiiggést
mutatott. Mindezek alapjan az idégyorsitott modszer alacsony, kozepes
€s magas intenzitason alkalmas a valds idében végbemend mechanikai

agitacié mikrobiom valtozasra gyakorolt hatasanak modellezésére.

51 JAVASLATOK

A tenyésztéskor kapott kezdeti alacsony sejtszam oka lehet a VBNC
allapot, aminek kovetkeztében a Szaporodasi sebességben kiilonbséget
tapasztaltam a tenyésztéses €s a Kvantitativ PCR vizsgalatokkal kapott
eredményekben. A polimeraz lancreakcié gyors és érzékeny technika az
¢lelmiszerben 1évé mikrobak kimutatasara (Elizaquivel et al., 2011),
azonban nem tud kiilonbséget tenni az életképes és az elhalt sejtek kozott
(Elizaquivel et al., 2012), igy az elhalt baktériumokbol szarmazo DNS
templatként szolgalhat a PCR-amplifikacio soran. Ez az életképes sejtek

szamanak talbecslését okozza a mintakban (Masters et al. 1994; Nogva et
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al., 2003). Ahhoz, hogy tényleges mikrobaszamot kapjunk, a vizsgalat
soran el kell kiiloniteni az €16 és a holt sejtek DNS-ét. Erre nyujt
megoldast a qPCR-PMA modszer. A modszer a propidium-monoazid
(PMA) hasznalatan alapul, amely a propidium-jodid (Pl) szarmazéka, és
altalanosan hasznalt az elhalt sejtek megfestésére a mikroszkopos
vizsgalatok soran, illetve az aramlasi citometridban. A PMA behatol az
integritasukat vesztett membranokba, és ha a dsSDNS (kettds szala DNS)-
PMA komplexet erds, lathatd fényt hasznalva fotoaktivaljak, a
monoazid-csoport konnyen reagal barmely szénhidrogén-csoporttal,
stabil kovalens kotés képzodik, ami hajlamosit a térhalosodasra. (Nocker
et al. 2006) A DNS ezen allandé modositasa, megakadalyozza a PCR-
reakcio templatjaként valo alkalmazasat. (Alvarez et al. 2013; Loozen et
al. 2011) A PCR-PMA vizsgalat eredményét ugyan az élelmiszerekben
Iévé PCR-gatlok befolyasolhatjak (Yang et al., 2014), ami azonban viz
esetében nem érvényesiil.

Amennyiben a vizben 1évé patogén mikrobak szamat szeretnénk
meghatarozni, az altalunk hasznalt general primerek helyett fajspecifikus
primerek hasznalata sziikséges.

A tovabbiakban érdemes kiterjeszteni a vizsgalatot egyéb matrixok —
mint példaul a sor, a bor és a te] - mikrobiologiai statuszanak
nyomonkovetésére, melyeknél a szallitas hatasara bekovetkezo fizikai-
kémiai valtozasok bizonyitottan befolyasoljak a beldliik eldallitott termék

mindségét.
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Dolgozatomban a szallitas kozben fellépd mechanikai igénybevételek
asvanyvizre - elsésorban a mikrobiomra - gyakorolt hatasat vizsgaltam.
Mar eddig is tapasztaltak, hogy a razkodas sok esetben negativan
befolyasolja az élelmiszerek fiziko-kémial tulajdonsagait, amelyek az
alacsony viszkozitasi matrixok esetében (mint amilyen a viz is)
fizikailag nem lathato elvaltozasokban nyilvanulnak meg. A szallitasi
igénybevételektdl fiiggd mikrobioldgiai statuszt egy északnyugat-
magyarorszagi palackozo termékével kezdtem el vizsgalni. A mechanikai
behatast egyrészt valds idejii razovizsgalattal végeztem, masrészt az
ASTM DA4169-16 szabvany szerint Kivitelezett idégyorsitott vizsgalattal
modelleztem. A mikrobaszamban  bekovetkezd  valtozasokat
hagyomanyos tenyésztéses eljarassal, valamint qPCR-rel kovettem. A
tenyésztéses modszer ravilagitott arra, hogy az idégyorsitott mechanikus
razkodas gyorsitja mind az autochton, mind az allochton mikrobak
fajlagos szaporodasi sebességét, a hatas pedig fligg az agitacid
intenzitasatol. Az allochton fajok szamanak novekedése a palackozott
asvanyvizben egyértelmtien karos a fogyasztok egészségére. Az elsd
kisérlettel parhuzamosan azonositottam a vizbdl izolalt baktériumot. A
szekvenalaskor kapott eredményt felhasznalva 2 olyan primer part
terveztem, amivel egyrészt az azonositott baktériumot, masrészt a vizben
1év6  Osszes baktérium mennyiségét meg tudtam  hatarozni.
Optimalizaltam a qPCR vizsgalat paramétereit.

Mivel az altalam azonositott baktérium, Acidovorax temperans, nem
altalanos az asvanyvizben, kutatasom masodik vizsgalatahoz kiilonb6z6

palackozasi helylti és idejii, kereskedelmi forgalomban kaphato
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asvanyvizek és a korabban mar emlitett frissen palackozott asvanyviz
mechanikai igénybevételtol fliggd 6sszehasonlitd vizsgalatat végeztem el.
Kiilonb6z6 palackozasi helyi és ideji vizek esetén a fajlagos szaporodasi
Sebesség vizenként és intenzitasonként szignifikansan valtozott, ami
igazolja, hogy az adott viznyer6éhely mikrobiomjanak osszetétele, illetve
a mikrobak kozotti kolesonhatas befolyasolja a mechanikai behatasra
adott valaszokat.

Annak meghatarozasara, hogy a logisztikdban altalanosan elterjedt
csomagolasvizsgalati szabvanyt alkalmazhatjuk-e az élelmiszerek
mikrobioldgiai tulajdonsagaiban bekovetkezd valtozasok vizsgalatahoz,
elvégeztem a valés ideji és az idOgyorsitott vizsgalatok
Osszehasonlitasat. Az iddgyorsitott vizsgalat az ASTM D4169-16-0s
szabvany mindharom intenzitdsan szignifikansan novelte a fajlagos
szaporodasi sebességet, a kezdeti és a maximalis sejtszam kozotti
kiilonbség azonban a valos ideji razasnak megfeleléen alakult.
Osszefoglaloan megéllapithato, hogy a dinamikus mechanikai razkédas
hatassal van az ésvanyviz mikrobiomjara, befolyasolva annak
szaporodasi sebességét, illetve generacios idejét. Az idbgyorsitott
mechanikai agitaciokkal jo kozelitéssel jellemezhetok a valds idejii
mechanikai razkodasok okozta sejtszamvaltozasok. Az intenzitas
novekedésével a vizsgalt valtozo regresszioja is egyre nagyobb mértékii.
Mindezek alapjan elmondhat6, hogy az alkalmazott ASTM D-4169-es
szabvany a Sejtszamvaltozasok tekintetében alkalmas a valoés ideji
mechanikai igénybevétel harom teljesitményszintii modellezésére.

Az altalam alkalmazott vizsgalati protokol lehetové teszi a sejtszamban

bekovetkezé valtozasok qPCR-rel valé nyomonkovetését. Porodium-
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monoazid festéssel Kiegészitve alkalmas lehet az él6 sejtek szamaban

bekovetkezd valtozasok vizsgalatara.
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1. Acidovorax temperans baktériumot izolaltam egy északnyugat-
magyarorszagi palackozobol szarmazd természetes asvanyvizbol. Az
Acidovorax temperans-t napjainkig szennyviziszapbol, csapvizbdl,
forrasvizb6l és human klinikai mintakbol (pl. vizeletbdl) izolaltak, de

természetes asvanyvizbdl még nem mutattak ki.

2. Az északnyugat-magyarorszagi  palackozobol  szarmazo
természetes  asvanyvizben 1év6  mikrobiom  generacios  ideje,
hagyomanyos tenyésztéses vizsgalattal, a szaporodas exponencialis
szakaszaban mechanikai agitacio nélkiil 6,71-28,57 6ra kozott valtozott,
mely jelentdsen kiilonbozik az egyes vizben fellelheté mikrobak jellemzé

generacios idejétol (20-40 perc).

3. A dinamikus mechanikai agitacid intenzitastol fliggéen
befolyasolja a természetes asvanyvizben 1év6é autochton és allochton
mikrobak szaporodasat. Az autochton mikrobak az ASTM D-4169-16-0s
szabvany alacsony és kozepes intenzitasan végzett mechanikai agitacio
hatasara gyorsabban szaporodnak (patacsony = 0,093 1/h és pkszepes = 0,113
1/h), mint az allochton fajok (patacsony = 0,063 1/h €s pikszepes = 0,053 1/h).
Szabvany szerinti magas intenzitason végzett dinamikus mechanikai
razkodas az allochton mikrobék fajlagos szaporodasi sebességét (Uallochton
= 0,200 1/h) az autochton (pautochton = 0,045 1/h) populacioéhoz képest
négyszeresére noveli, mely potencidlis egészségiigyi kockazatot

jelenthet.
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4. Az altalam  tervezett primerek (forward primer. 5’-
TGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’; reverse primerl: 5-
GGACTACHVGGGTWTCTAATCCT-3’;  reverse  primer2: 5’-
GACTACHVGGGTWTCTAATCCTGT-3’) a kidolgozott gPCR
metodussal egyiitt (Bioline SensiFAST SYBR No-Rox kit, annellacios hé
60 °C, a szintézis id6 20 masodperc) alkalmasak a vizben 1évd

mikrobialis DNS kvantitativ meghatarozasara.

5. Az ASTM D-4169-16 szabvany Szerint végzett, idogyorsitott
modszer mindharom intenzitasa alkalmas a valos idében végbemend
mechanikai agitaci6 mikrobiom valtozasra Qyakorolt hatasanak
modellezésére. A regresszié mértéke: RZalacsony = 0,90; R%szepes = 0,96;

Rzmagas = 0,98
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1. melléklet

A viz f&bb mikrobiologiai és virusos Szennyezdéanyagai €s a hozzajuk kapcsolodo betegségek

Szennyezddés Faj Megbetegedés
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli gyomor-bélrendszeri betegség
Escherichia coli gastrointestinalis megbetegedés, veseelégtelenség
Helicobacter pylori fekélyeket, rakot okozhat
Legionella pneumophila belélegezve tiidobetegséget okoz

Tudofert6zés a mogottes tiidobetegségben

immunhianyos személyeknél

Shigella sonnei gyomor-bélrendszeri betegség és véres hasmenés
Salmonella enterica gyomor-bélrendszeri betegség

Vibrio cholera gastrointestinalis megbetegedés, vizes hasmenés
Pseudomonas aeruginosa korhazi megbetegedés
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Szennyezédés Faj Megbetegedés
Klebsiella pneumoniae Pneumonia, tipusos bronchopneumonia formaban
Gastroenteritis, vérmérgezés, traumas és  vizi
Aeromonas hydrophila sebfert6zések, valamint orvosi piocaterapia utani
fertézések
Enterobacter cloacae gaStrOinteStinéliS megbetegedés
1égz6szervi megbetegedés és esetenként gyomor-
Adenovirus bélrendszeri betegségek
Astrovirus Gastroenteritis gyerekeknél
Virus Caliciviruses (rotaviruses, noroviruses) gastrointestinalis megbetegedés
Enterqvirus (polioviruses, coxsackie viruses, enyhe 1égzdszervi megbetegedés
echoviruses)
Hepatitis A and E viruses majbetegseg és sargasag
Cryptosporidium spp. belbetegség
Protozoonok - - — -
Giargia lamblia bélbetegség, hasmenés féleg gyerekeknél
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Szennyez6dés Faj Megbetegedés

Naegleria fowleri elsédleges amoébas meningoencephalitis

Penicilium spp. Penicillium citrinum, P. glabrum

Aspergillus spp.

Candida spp., Candida glabrata, and Candida
albicans

Cladosporium spp., Cladosporium cladosporioides

Alternaria alternate

Elesztok és
penészek Rhizopus spp.

Fusarium spp.

Trichoderma viride

Aspergillus spp.

Phoma spp.

Phialophora richardsiae

Geosmin (Chaetomium globosum)

Toxinok Aflatoxins (Aspergillus spp.)

Patulin  (Aspergillus spp., Penicillium spp.,
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Szennyezddés

Faj

Megbetegedés

Byssochlamys spp.)

Zearalenone (Fusarium spp.)

Fumonisins (Fusarium spp.)

Neosolaniol (Fusarium spp.)

Ochratoxin (Aspergillus spp., Penicillium spp.)

Forras: Curutiu et al. (2019) alapjan sajat szerkesztés
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2. melléklet

A vizbdl izolalt baktérium szekvenalas utan kapott eredményének 6sszehasonlitasa az NCBI adatbazissal.

Sequences producing significant alignments

Download v

Select columns ¥ Show @

select all 700 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

Pspion Skt Store Soors | Cove |waben | Kk | Lo | Aocession
| b hd v v w v

Acidovorax sp. strain 8160P6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Acidovorax sp. 1744 1744 100% 0.0 99.07% 1431 MK757665.1
Acidovorax temperans strain Ls 4-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Acidovorax temperans 1744 1744 100% 00 99.07% 1484 KX622787.1
Acidovorax temperans strain B50 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Acidovorax temperans 1744 1744 100% 0.0 99.07% 1276 MF156925.1
Acidovorax sp. strain JDOMASP58 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Acidovorax sp. 1744 1744 100% 0.0 99.07% 1392 KX817963.1
Acidovorax sp. strain DEO11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Acidovorax sp. 1744 1744 100% 0.0 99.07% 1443 KY883995.1
Beta proteobacterium BIWA23 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence beta proteobacterium BIWA23 1744 1744 100% 0.0 99.07% 1449 LC217410.1
| Beta proteobacterium BIWA22 gene for 168 ribosomal RNA, partial sequence beta proteobacterium BIWA22 1744 1744 100% 0.0 99.07% 1464 LC217409.1
‘ Beta proteobacterium BIWA21 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence beta proteobacterium BIWA21 1744 1744 100% 0.0 99.07% 1430 LC217408.1
‘ Uncultured bacterium clone MTWL201208-103 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured bacterium 1744 1744 100% 0.0 99.07% 1490 KX509129.1
Uncultured bacterium clone MTWL201208-100 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured bacterium 1744 1744 100% 00 99.07% 1490 KX509126.1
‘ Uncultured bacterium clone MTWL201208-93 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured bacterium 1744 1744 100% 00 99.07% 1490 KX509119.1
Uncultured bacterium clone MTWL201208-91 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured bacterium 1744 1744 100% 0.0 99.07% 1490 KX509117.1
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3. melléklet: Primertervezés

Az Acidovorax temperans DNS-énck az élelmiszeriparban relevans
mikrobaktol jelentdsen eltéré6 szekvenciai a 212-es illetve a 390-es
sorban; a general primerek pedig a 445, az 503-as, illetve a 738-as sorban

talalhatok.
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