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A tej értékes élelmiszer, amelynek minGségét a kémiai jellemz6k mellett a
mikrobiol6giai allapota dont6en befolyasolja. A tej mikrobioldgiai szennyezettsége
a technologiai tulajdonségokra és a tej élvezeti ertékére egyarant kedvezétlendl
hat. Eppen ezért a tej mikrobioldgiai min6ségének vizsgalata a tejvizsgalo labora-
toriumok allando feladatat képezi. A hagyomanyos mikrobiologiai vizsgalatok
(lemezdntés, sth.) azonban rendkivil idSigényesek és még a baktériumtevékenység
kovetkeztében fellépd redukaloképesség kimutatasan alapuld eljarasok is idGige-
nyesek, vagy éppen érzékenységik nem kielégito.

Heeschen 1969-ben, (1), majd Tolle és munkatarsai 1973-ban (2) a tej mikro-
biolégiai vizsgalata soran felfigyelt arra, hogy a tejben eléfordulé mikroorganizmu-
sokban a piruvat, mint kdzponti metabolit, felhalmozddik és a sejten kivili mennyi-
ségébdl a jelenlevé mikroorganizmusok szamara lehet kdvetkeztetni.

A piruvat kézponti szerepét jol szemlélteti az 1 abran bemutatott sejtmodell.
A piruvat szerepet jatszik minden tapanyag lebontasaban és ugyanakkor elbom-
lasa csak viszonylag lassabban megy végbe. Fontos megallapitas volt az is, hogK a
paszt6rozés, vagy sterilezés korilmenyei kozott a piruvat nem bomlik el és a hé-
kezelést megelézé bakteridlis szennyezettségre, vagy baktériummiikddésre kovet-
keztetéseket enged meg.

Tolle (2), majd 6t kdvetden tobben (3. 4. 5) enzimatikus moédszert dolgoztak ki
a piruvat meghatarozasara, amelgl a .. abran bemutatott reakcié egyenleteken
alapul. A piruvat a laktat dehidrogendz enzim hatdsara NADH-val (redukalt
nikotinsavadenin dinukleotid) tejsavva redukalddik, mikozben NAD képzédik. Az
atalakulas a NADH abszorpcids spektrumaban és fluoreszcencia spektrumaban
mélyrehatd valtozast okoz, amelyet a 3. dbran kivanunk szemléltetni. L&thato,
hogy a 340 nm-en mért abszorbeancia, valamint a fluoreszcencia csokken és az
felhasznélhato az atalakulds mértékének mérésére.

Marshall és Harmon (; ) 1978-han végzett részletes ellen6rz6 vizsgalatai szerint
a baktérium fajtatol fliggden 10. —.s/cm. mikroorganizmus 24 ora alatt 20 C°-on
a piruvat mennyiségének szignifikans novekedését okozza, mig a tej természetes
mikrofloraja esetén 2—2,5 milligramm/dms feletti piruvattartalom 10/cms mikro-
organizmus jelenlétére mutat.

A tej hasznos és karos mikroorganizmusai kozott gyakoriak a tejsavtermeld
mikroorganiuinusok, amelyek a piruvatot a .. abran bemutatott reakcidval tej-
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Laktaz
t

1. 4bra
Piruvat szerepe a sejt anyagcseréjében.

savva alakitjak. Mennyiségik és miikodésik a tej savfokanak befolyasolasa révén
kézvetlendl a tej tulajdonsagaira hat. Mivel a Eiruvéttartalmat csokkentik, a piru-
vat mérésén alapul6 ertékelési eljarast igenbdl kiegészitheti a tejsav meghatarozasa,
hiszen éppen az elbomlott piruvat mennyiségére ad informéaciot. Eppen ezért
tobbnyire a vizsgalatokat kétcsatornas kivitelben szoktdk megvaldsitani, ahol az
egyik csatorna a piruvatot, a masik a tejsav mennyiségét méri.

A tejsav meghatarozasara ugyanaz az enzimes eljaras alkalmazhatd (7), mint
a piruvat me?hatérozéséra, ha gondoskodunk az egyensuly eltolasaval a piruvat
eltévolitasarol a rendszerbdl. Erre a gyakorlatban hidrazin reagens bizonyult
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megfelelének, amely a piruvattal hidrazidot képez és ez az egyensuly eltolasahoz
vezet.

Figyelembe véve a kedvez6 kiilféldi tapasztalatokat és a hazai tavlati terveket,
amelyek a tej mikrobioldgiai atvételi rendszereének kidolgozasara iranyulnak, célul
tlztik ki a tej piruvattartalmanak és tejsavtartalmanak Technikon analizatorra
kidolgozott modszerének adaptalasat a hazai gyartmanyl hasonld elven miikodé
Contiflo automatikus elemzére.

A felhasznalt anyagok

Vizsgalatainkhoz Reanal gyartmanyd NAD és NADH, valamint L-laktat-
dehidrogenaz enzimet hasznaltunk fel.

A vizsgalt tejmintakat és tapszereket kereskedelembdl szereztik be.

Standard oldatok keészitéséhez purum_piruvatbdl és 85%-os tejsavhol higitast
készitettiink, majd a pontos piruvat és tejsav koncentraciot Albrecht és Tatini (9)
szerint wzsgaltuk spektrofotometrias modszerrel. Az igy 1%-os variacios koefi-
cienssel meghatarozott koncentracié figyelembevételével készitettiik el a standard
higitasi sorozatokat.

2. dbra
A piruvat atalakulasa tejsavva

3. 4bra
A NAD —NADH éatalakulést kiséré valtozas az abszorpciés és fluoreszcencia spektrumban
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4. 4bra
A vizsgéalatokhoz felhasznalt modul sematikus rajza

5,0 75
Pirulat konc. (mg/kg)



6. abra
Kalibraciés goérbe a laktat meghatarozasahoz

A piruvat meghatarozasahoz 0,2-20 mg/dm3 a tejsav meghatarozasahoz
2—200 mg/dm3koncentrécid tartomanyban készitettiink higitasokat. A higitsokat
mindig a mérés napjan hasznaltuk fel.

A vizsgélati modszer

A vizsgalatokhoz dsszeallitott modul rajzat a 4. abran mutatjuk be. A minta-
tartobol kiszivott tejmintat detergenstartalmu (3% Brij 35, 5%-0s Natriumcitrat-
ban) pufferrel higitjuk és a kismolstlyi komponensek kilénvalasztasara dializa-
toron vezetjik keresztil. A dializatorbol tdvozd tisztitott mintdhoz hozzakeverjik
a NADH-t (30 mg/dm3 és L-laktat dehidrogenazt (200 egység/dm3) tartalmazé
9,6 pH-ji 0,2 mol/dm3 TRIS-s6sav pufferoldatot és az Osszekeverést, valamint
reakcioid6t biztosito reaktoron keresztil a fluorométerbe vezetjik.

A fluorométer kvarc atfolyo kivettaval felszerelt Evans Electroselenium LTD
gyartmanyu, 244/1050 tipust volt. A gerjesztést OX jell sziir6vel (max. 366 nm)
vegeztiik és a fluoreszcens fényt 463 nm-en mértilk. A fluorométerhez Radelkisz
gyartmanyu OH 814/1 tipusu kompenzograf kapcsolddott, amely felrajzolta az
anal6g gorbét.

~ 5. dbra
A Kai ibréciés gorbe a piruvat meghatarozasadhoz
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7. dbra
Tejmintdk piruvat tartalméanak valtozasa 4 C° hdmérsékleten

A tejsav meghatarozasahoz ugyanezen elrendezési modult hasznaltuk. Az
eltérés az enzimet tartalmazé pufferoldatban volt. Itt 0,4 mol/dmi koncentracioju
hidrazint és 1 mol/dm3 glicint tartalmazé 0,5 pH-ju pufferoldatot és 6 g/dm3
NAD-ot (oxidalt nikotinsav adenin dinukleotidot) hasznaltunk 2000 egyseg/dm3
koncentracidju L-laktat dehidrogendz mellett. Mivel a vizsgalatokhoz csak L-laktat
dehidrogenazt alkalmaztunk a modul csak az L laktatot hatarozza meg. D és L-lak-
tatdehidrogendz egyittes felhasznaldsa esetén mindkett6 meghatarozasra kerl.

Eredmények

Vizsgaltuk a kifejlesztett modulok érzékenységét, megbizhatdsagat, majd
kilonbozo kereskedelmi tejmintakat. Vizsgaltuk a pasztGrtej €s tartostej piruvat
és laktat tartalméanak alakulasat kiilénbodzo tarolasi korilmények kozott.
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8. 4bra
Tejmintdk laktal tartalmanak valtozasa 4 C° h6mérsékleten

A modulok m(ikodési paraméterei

Apiruvat meghatarozé modullal felvett kalibraciés gérbét mutatjuk be 0,2 —10
mg/dms tartomanyban az 5. abran. A vizsgalt tartomanyban a kalibracids gorbe
linedris, a kalibracids egyenes korili szérds 3,6%. Az R = 0,996 érték igen szoros
korrelacios kapcsolatra utal. A tengelymetszet nem tér el szignifikansan a nullatol.
A parhuzamos mintdk eltérése 2,7%.

A . abran alaktatra felvett kalibraciés egyenest mutatjuk be a2- 100 mg/dms
koncentréciétartoménﬁban. Ez a kalibraciés gorbe az egyensulyhoz tartd reakcio
kdvetkeztében enyhe hajlast mutat, amely 100. mg/dms koncentracio felett jelen-
tsség valik. Az egyenes korili széras 3,3%. Az R = 0,996 szoros korrelacios kap-
csolatra utal. A tengelymetszet nem tér el szignifikansan a nullatél. A parhuzamos
mintak eltérése 2,8%. A standard sorozattal felvett kalibraciés gorbék alapjan az
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9. abra
Tejmintdk piruvat tartalméanak véaltozadsa 20 C° hémérsékleten

i . 10. abra
Tartés tej 6sszetev@inak valtozasa 40 C° hdmérsékleten



irodalmi adatok szerinti szilkséges tartomanyban megfelel6 pontossagi és repro-
dukéalhat6sagi eredményeket mutatnak.

Kereskedelmi tejmintak és tapszermintk vizsgalata

Beszereztlink napi paszt6rozott zsiros és normal tejmintakat, valamint Robébi
A és Robébi B tapszermintakat. Ezekb6l a dobozon feltiinteti receptura szerinti
tapszeroldatot készitettik el és tovabbiakban a tejhez hasonldan vizsgaltuk.

Tejmintakhoz ismert mennyiségben piruvatot és laktatot adtunk és ezek vissza-
nyerési szazalékat is kiszamitottuk. Eredményeinket az 1 tdblazatba foglaltuk.

Tejek vizsgalatanal korrekcioba vettik a tejekbdl dializissel atjuto NADH és
egyéb fluoreszkalé komponens mennyiséget. Ez azonban minden vizsgalt tejmin-
tanal azonosnak bizonyult. A korrigal6 tényezét agy hataroztuk meg, hogy a piru-
vat meghatarozasnal a laktat dehidrogenazt és NADH, illetve a tejsav meghataro-
zasndl a laktat dehidrogenazt és NAD-ot a rendszerbdl kihagytuk és a tejmintakat
ismételten vizsgaltuk. A kapott cslicsmagassagot a piruvat meghatarozasnal a mért
értekhez hozza kell adni, mig a tejsav meghatarozasnal le kell vonni.

A vizsgélat eredményét az 1 és 2. tablazatban foglaltuk @ssze.

7. tablazat
Tej- és tapszermintdk piruvat és laktattartalma

. s s ‘P at  Laktat

Vizsgalt mintak m'éwr% mg/dm3
BTV normal

zacskos tej 8,6 196
BTV zsiros

zacskos tej 83 160
TSZ normaél

zacskos tej 9,4 162
BTV tartés tej 1,6 180
Robébi A tapszer 1,9 40
Robébi B tapszer 1,7 34

A paszt6rozott tejekben a piruvat és laktat mennyisége feltlin6en nagy érték.
Irodalmi adatok 2-2,5 mg/dms piruvattartalom felett a tejeket mar igen nagy
csiraszamunak és csokkent élvezeti értékiinek talaltak. Ugyancsak nagy a tejsav-
tartalom is. Megfelel§ értékeket a tartostej és a tapszerek esetében mértink.

Természetesen az eredmények nem reprezentaljak a hazai tejek mikrobiolégiai
allapotat, hiszen egy adott nyari napon beszerzett tejmintakat vizsgaltunk.

A piruvat és laktat visszanyerését megfelelének, kozel 100%-nak talaltuk.

Tejmintak tarolas alatt bekdvetkez valtozasainak vizsgalata

Az el6z8ekben mar vizsgalt tejmintakat 4 C°-on hitészekrényben, valamint
20 és 40 C°on termosztatban taroltuk és piruvat, valamint laktat tartalmukat 18
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2. tablazat

A visszanyerhetGségre végzett kisérlet eredményei

) Piruvat Laktat Vissza-
Minta mg/dm3 mg/dm3 nyeu;:SI

Normal tej 8,4 51
Normal tej + 12 mg/dm3 piruvat 21,0 49 105
Normal tej + 8 mg/dm3piruvat 171 50 109
Normél tej + 4 mg/dm3piruvat 12,7 53 108
Normal tej + 100 mg/dm3 laktat 8,7 147 96
Normél tej + 50 mg/dm3laktat 8,5 100 98
Normél tej + 30 mg/dm3 laktat 8,2 82 103

és 42 dra utdn meghataroztuk. 40 C°> h6mérsékleten a pasztérozott tejmintak 5 ora
utdn megalvadtak, igy ezeket nem mérhettiik. A tartostej kezelést kinyitas utan
végeztik.

Az eredményeket a 7, s, 9, 10. dbrdkon mutatjuk be.

A7. abran atejmintak piruvattartalmanak valtozasat mutatjuk be. A paszt6-
rozott tejek Elruvéttartalma 0.2 m?/dm?rel nd oranként, mig a tartéstej piruvat-
tartalma csak 0,01 mg/dm: értékkel n6tt 4 C° hémérsékleten.

A, .abran alaktattartalmat abrazoltuk a 4 C°-on tarolt tejekben. Itt a paszt6r-
tejek 0,13-0,43, a tartostej minta 0,10 mg/dm: laktattartalom ndvekedést muta-
tott oranként.

A 9. dbrén a 20 C°-on tarolt tejek piruvattartalmat mutatjuk be. A pasztéro-
z0tt tejek piruvattartalma 6ranként o.s mg/dm3el n6tt, mig a tartostej ezen min-
tdja ném véltozott.

A laktattartalomban 20 C°-on a paszt6rtejeknél ugrasszer(i valtozas Iépett fel
és 24 6ra utan megalvadtak, igy mérésiik nem volt lehetséges. 18 dra elteltével is
mér 600 mg/dms folé n6tt a tejsavtartalom. Ugyanakkor a tartostej laktéattartalma
gyakorlatilag nem valtozott.

A 10. abrén a tartostej piruvat és laktattartalméanak valtozasat mutatjuk
be 40 C°-on. Ezen a hémérsékleten mar a tartdstejben is megygyorsul a piruvat
termelés. Ordnként 0,5 mg/dm: a ndvekedés és a tejsavtartalom is ndvekszik, de
csak lassan 0,4 mg/dms értékkel drankeént.

Osszefoglald értékelés

Az eredmények jol mutat{'ék, hoEy a kidolgozott eljarasok alkalmasak a tejoen
végbemend mikrobioldgiai valtozasok kovetésere, a tej higiénés allapotanak meg-
itélésére. Feltétlenlil szlkséges a mddszer bevezetése el6tt széleskorl kutatdbmun-
kéval annak feltarasa, hogy a nemzetkdzileg megaéllapitott hatarértékek mennyiben
alkalmazhatok a hazai tejekre. Fontos feladat annak megvizsgalasa, hogy magyar
tejekben talalhato mikroflora Gsszetétele és mennyisege hogyan befolyasolja a
tejben talalhaté metabolitok mennyiségét és a tej érzékszervi tulajdonsagait.
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OMPEOENEHMNE COOEPXAHWA NMNPYBATA VN TIAKTATA B MOJIOKE
ABTOMATUYECKM AHAJTM3ATOPOM «KoHTud10»

®. Epwn n E. BapHa

ABTOpbI (hepMEHTHbIN Cnocob onpedeneHns nNupyeaTa W nakTaTa paspaboTaH-
HOTO Ha aBTOMATWYeCKWA aHanM3aTop MpoM3BOACTBA TEXHMKON afanTupoBain
(h/TyOpPUMETPUYECKOI [eTeKTaLMein Ha aBTOMATWMYECKWUA aHann3aToB «KOHTUGION.
Pa3paboTaHHbIli MOAyNb ONpefenseT npuysaT B AvanasoHe KoHueHTpauuu 0-10
mr/gms 3,6% paccesHuem, a J1-naktaT B AmanasoHe KoHueHTpaumum 0-100 mr/
OMs 3,3%-HMbI pacceBoMm.

Wccnegosann  cofepkaHue nupysata W Jl-naktata B MacTepu3OBaHHOM W
CTEPUNIM30BaHHOM MOJIOKe, & TaKXXe B HEKOTOPbIX MOJ/IOYHbIX KOHLIEHTpaTax oTte-
YeCTBEHHOIO MPOM3BOACTBA, @ TAKXKE U U3MEHEHWS 3TUX XapaKTepUCTUK B TEYEHUM
XpaHeHus npu Temneparype 4, 20, 40 °C.

BESTIMMUNG DES PYRUVAT- UND LAKTATGEHALTES VON MILCH
MIT DEM AUTOMATISCHEN ANALYSIERGERAT ,,CONTIFLO”

F. Orsi und E. Barna

Das fur das automatische Analysiergerat Technikon entwickelte enzyma-
tische Pyruvat- und Laktatbestimmungsverfahren wurde von den Autoren an
einem automatischen Analysiersystem adaptiert, unter Anwendung eines Nach-
weises durc Fluorometrie. Der entwickelte Modul ist fahig, das Pyruvat im Kon-
zentrationsbereich von 0—10 mg/dms mit einer 3,6%Igen Streuung, wahrend
das L-Laktat im Konzentrationsbereich von 0— 100 mg/dms mit einer 3,3% igen
Streuung zu bestimmen.

Der Gehalt von pasteurisierten und sterilisierten Milch-Mustern und gewissen
inldndischen N&hrmitteln an Pyruvat und L-Laktat, ferner der Anderungen dieses

Gehaltes dieser Kennzeichen wahrend einer Lagerung bei 4, bzw. 20 und 40 C°
wurde untersucht.
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DETERMINATION OF THE PYRUVATE AND LACTATE CONTENT OF
MILK BY THE AUTOMATIC ANALYZER ,,CONTIFLO”

F. Orsi and E. Barna

The enzymatic determination of pyruvate and lactate developed for the auto-
matic analyzer of Technikon type was adapted for the automatic analyzer system
Contiflo”, on applyind detection by fluorometry. The developed module is capable
of determlnlng pyruvate in the concentration range from . to .o mg/dmi with a
scattering of 3.6% and L-lactate in the concentration range from 0 to 100 mg/dnF
with a scattering of 3.3%. Also the pyruvate and L-lactate contents of pasteurized
and sterilized milks and domestic food preparations, furthermore the changes of
these contents during storage at 4 °C, 20 °C and 40 °C.
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