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A pezsgbtermelés mennyisége az utébbi két évtizedben elsdsorban a tank-
pezsg6gyartas térhoditasaval nagymértékben ndvekedett. A nagy (50-2000
hl-es) tartdlyokban végrehajtott C02 nyomas alatti erjesztés termelési bizton-
saga megkoveteli a gyors eés pontos mikrobioldgiai ellen6rzést. A felmerl6
technoldgiai és kutatasi problémak megolddsa —az anyaéleszt6 készités és ada-
golas modszerének kidolgozasa, az optimalis erjedesi gorbe meghatarozasa, az
erjedés menete és a készaru min6sége kozotti osszefliggesek felderitése megfeleld
el0csiraszam meghatarozasi modszert igényelnek. Az elGcsiraszam meghataroza-
sara legaltalanosabban hasznalt eljaras a metilénkékes festés Biirkes-kamras
szamlélassal nagy munkaigénye és hibahatara miatt nem alkalmas a felvetett
probléméak megoldasara. A malatas-agaros taptalajra térténd lemezontés pedig
az el6bb emlitett hatranyok mellett hosszadalmas is, a mintavételt kdvet6en
48 —72 oraval ad csak eredményt. A membransz(réses maédszerrel (Jakubowska)
(1) csak kis élécsiraszamok meghatarozasa lehetséges, a turbidimetrias eljarassal
pedig az osszes élécsiraszam hatarozhatdé meg nagy relativ hibaszazalékkal.
Ugyancsak hosszadalmas és ezért izemi vizsgalatra nem alkalmas az altalanos-
sdgban hasznalatos kémcsoves higitdsos modszer is.

Célkitizéstinknek megfelel6, gyors, pontos, kis munkaigény(, sorozatban
elvégezhetd, 106—108 db/ml él6 éleszt6szam meghatarozéasara alkalmas modszer
keresésénél mindenképpen figyelembe kellett venni a kiilonbdz6 redoxindikato-
rok szinreakciojan alapul6 eljarasokat. A mikrobiolégidban a dehidrogenaz
enzimaktivitas, illetve ezen keresztil az él6csiraszam meghatarozasara legrégeb-
ben a metilenkeket (MK) hasznaljak. A Tliunberg-technika az €l6 sejtek enzimjei
altal redukalt MK mennyiségébdl, a szinintenzitas cstkkenésébdl kovetkeztet az
élécsiraszamra. A modszert azonban els6sorban él6 baktériumok szamanak meg-
hatdrozasara hasznaljak, mert éleszt6knél a holt sejtek MK-et adszorbeald hatasa
zavarja az eljarast. Rorzani és Vairo (2) és Vairo (3) modszere éppen a holt
élesztésejtek MK adszorPciéjét hasznalja fel az dsszes és az él6csiraszam me?-
hatarozasara, elhanyagolva az él6 sejtek MK-et leukometilénkékké redukalo
hatdsat. A nevezett szerz6k azonban pékélesztével dolgoztak 4,6 pH értékd
kdzeghen; 6sszehasonlitd kisérletek tanulsaga szerint (Edelényi) (4) a tank-
Eezsgégyértésnél alkalmazott Bouzy pezsg6éleszt6 dehidrogendz enzimrendszere

isebb, 3—b5 kozotti pH értékén is intenziven mikddik és igy nincs nagysagrendi
kiilénbség a holt élesztéseﬁtek MK adszorpcitja és az €él6 sejtek MK redukci(’)ﬂ'a
kozott, az €l6 csiraszam tehat holt sejtek jelenléteben nem hatarozhaté meg kell6
pontossaggal. Figyelembe véve a modszer egyéb hatranyait is (anaerob koril-
mények biztositasa sth.) a MK alkalmazasan alapulé eljarasok nem voltak alkal-
masak a kit(izott; feladat megoldasara.



A TTC mikrobioldgiai alkalmazasanak elméleti alapjai

Bér a TTC-ot Pechmann é Runge mér 1894-ben el&éllitotta, enzimoldgiai
alkalmazasara csak 1942-ben kerilt sor (Lakon) (5). Az elmalt 25 évben
hasznalata egyre nagyobb mértékben tért hodit, mivel alkalmazéasa szamos
elénnyel bir a hasonlé célra felhasznalt mas redoxindikatorokkal szemben.
Nevezetesen:

1 Az oxidalt forma, a TTC szintelen, a redukalt forma a trifenilformazéan
(TF) szines vizoldhatatlan vegytilet és igy a redukalokepesseg sokkal pontosab-
ban hatarozhaté meg, mint a szines oxidalt formabdl szintelen redukalt formaba
atcsapo indikatorok segitségével.

2. A TTC redukcidja kénnyen végrehajthatd irreverzibilis reakcio. A TF
oxidacioja csak er@s oxidaldszerek hatdsara megy végbe.

3. ATTC toxicitasa igen csekély és igy ,in vivo” folyamatoknal elénydsen
alkalmazhato.

A TTC redukciéjanak kémiai egyenlete a kdvetkezd:

Klonboz6 pH értékek mellett mas atalakulasi formék is lehetségesek, eré-
sen savanyU kozegben a redukci6 tovabb megy és még 2 elektron felvételével
benzhidrazin keletkezik. Enzimreakcioban a TTC redukcidja csak flavinenzimek
kdzremiikddésével lehetséges. A reakciok pH optimuma enzimes redukciénal
7—8 pH kozott van. Igen részletesen tanulményozott a fénynek mind a TTC-ra,
mind a TF-ra, mind pedig a redukcié lefolyasara gyakorolt hatasa (Jambor) (6).
A zavard hatdsok miatt a reakciot enzimaktivitas, illetve él6csiraszdm mérésere
csak szigorGan meghatarozott koérilmények koézott hasznalhatjuk.

El6 élesztésejtszam meghatarozasara alkalmas eljaras kidolgozasa termé-
szetesen mé% szamos problémat vetett fel, mivel a TTC-ot eddigi alkalmazésai
soran kulénboz6 allati eés novényi szovetek dehidrogenaz rendszerének tanul-
manyozasan kivil [Jambor és Dévay (7), Smith (8)] a mikrobioldogiaban elsésor-
ban baktériumok dehidrogenaz enzimjeinek vizsgalatara hasznaltak [Wallhauser
(9), Ford és Holdsworth (10)]. Az él6 baktériumszdm meghatarozasara csal fél
kvantitativ mddszerek ismeretesek a teg’(iparban [Schonberg (11), Gargani és
Marrhccini (12)], valamint a szennyvizek vizsgalati eljarasai kozott [Goetz és
Tsuneishi (13), Bucksteeg és Thiele (14)].

Kisérleti anyagok, eszkdzok

A meghatarozast 106—108 db/ml élGcsirat (Saccharomyces  ellipsoideus,
Bouzy pezsg6élesztd) tartalmazo erjedd tankpezsgore, illetve anyaéleszt6re dol-
goztuk ki, amelynek alkoholtartalma 10,5—I12 tf%, cukortartalma 0-—25 ¢/1
invertcukor (anyaéleszténél max. 59 ¢/1), 0Osszes savtartalma ~ 7 ¢/1,
Osszes kénessavtartalma ~ 100 mg/l, pH értéke ~3,4 volt. A TTC-bdl kétheten-
ként frissen készitett, sotétben tartott, 1%-os deszt.-vizes oldatot hasznaltunk.
Az extinkciét SPEKTROMOM 201 tip. spektrofotométerrel 510 nm-en mértik.
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El6kisérletek

A meghatarozasi modszer kidolgozasahoz az alabbi f6bb kérdéseket kellett

megoldani:
a; A keletkezett TF kioldasa az éleszt6sejtekbdl,
b) Az inkubacids kdzeg pH értékének és glikdztartalmanak megéllapitasa,

c) Az inkubacids id6 és megvilagitds hatdsa a meghatarozasra,

d) Holt élesztdsejtek hatasa.

Lényeges problémat jelentett a keletkezett TF kioldasa a sejtekb6l, mivel
a baktériumok esgtében hasznalt egyszer(i modszerek élesztGsejteknél nem voltak
alkalmazhaték. Eleszt6sejtek eseteben legmegfelel6bb a reakcid leallitdsara és
a sejtek feltarasdra 96%-0s ecetsav adagolasa, majd a TF petroléteres Kkirazasa
volt. A gliikdzkoncentracié hatdsat a keletkezett TF mennyiségére az 1 abra
mutatja. Sorozatméréseknél az inkubacios kozeg glikoztartalmat 20 g/l értékre
allitottuk be, hogy a glikoztartalom az inkubalas alatt is a maximumot jelentd
platdbn maradjon. Az inkubaciés koézeg pH optimuma pékéleszt6 és Bouzy
ﬁezsgﬁéleszté esetében eltéré (2. abra). Erjed6 tankpezsg6 vizsgalatanal a meg-

atarozas érzékenyebbé tétele, a nagyobb mérték( TF kéepzés eldsegitése érdeke-
ben 7—8 pH értékii foszfatpuffer hasznélata a legelénydsebb (ezeknél a kisérle-
teknél sotétben, 27 C°-on, 24 6ras inkubalast alkalmaztunk).

A fény katalitikus hatadsanak tanulmanyozasa érdekében Kisérletet végez-
tink sotétben és szdrt fényben kilénbozé ideig végzett inkubalassal (3. abra).
Szort fényben torténd inkubalassal a reakcid érzékenyebbé tehetd, mivel azon-
ban a fényer6sséget nehéz meghatarozott, allandé értéken tartani és kis fény-
intenzitas valtozasok is nagy eltérést eredményezhetnek a képz6dott TF mennyi-7

7. &ra Gliikézkoncentracié hatasa pékéleszté és Bouzy pezsg6élesztd trifenilformazan
képzésére (él6csiraszdm ~ 10* db/ml, pH 3,6)
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2. &bra. pH hatdsa pékéleszté és Bouzy pezsg6éleszté trifenilformazan képzésére
(élécsiraszam ~ 10« db/ml, glikdézkoncentracio 20 g/1)

3. abra. Inkubacids id6 és megvilagitds hatdsa Bouzy pezsg6élesztd trifenilformazan képzésére
(élécsiraszam ~ 5-107 db/ml, pH 7,8)
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ségében.az inkubalast sotéthen célszerli elvégezni. Nagysagrendekkel eltérg élo-
csiraszdmok esetén kiiléonbézd inkubécids idot alkalmazhatunk oly mddon, hogy
az inkubacios id6tartam még a maximumot jelentd platé alatti érték legyen.
Fény hatasara a petroléteres TF oldat szinintenzitasa 30 perc alatt nem, 3 6ra
alatt Iényegtelenil valtozott. Gyors Kirazés és extinkciomérés esetén ezen mive-
letek ideje alatt a TF oldatot fénytdl nem kell 6vni. Kisérletsorozattal tisztaztuk
a holt sejtek és a csiramentes kozeg TTC-ot redukalé hatasat. Az eredmények
tanulsaga szerint holt élesztdsejteknek nincs zavard hatdsuk a reakcidra, az
él6éesiraszam holt sejtek jelenlétében is pontosan meghatarozhaté. Mivel élécsira
mentes, glikdztartalmu, 7,8 pH értékl pufferoldatban 96 dra alatt sem reduka-
lodik a TTC, az eljarasnéal kontrollminta bedllitasa és korrekcidba vétele nem
sziikséges.

A meghatérozasi mddszer leirasa

A fentiekben ismertetett Kisérletsorozatok eredményei alapjan a TTC
redukciéjan alapul6 élécsiraszam meghatarozasi eljaras kivitele a kovetkez6:

50 ml erjedd tankpezsg6t 4500 —5000 fordulat/perc mellett 10 percig centri-
fugalunk. A centrifuga csovekben levd folyadék tisztajat elontjiik, az Uledéket
50 ml 20 g/1 glikoztartalma, 7,8 pH értéki foszfatpufferban felvessziik, egalizal-
juk. Az elegyb6l 20 —20 ml-t 50 ml-es ivegdugés lombikba mériink, hozzaadunk
1ml 1%-0s TTC oldatot és Osszerdzds utan termosztatban, sététben 27 C°-on,
kisebb (106—107 db/ml) él6csiraszam esetén 24 6raig, nagyobb (107—108 db/ml)
él6csiraszam esetén 4 oraig inkubaljuk. Az inkubacids id6 leteltével a reakciot

J. &bra. Kalibracios gorbe 24 6ras inkubdalasi idével 10*—107 db/ml ko6zotti él6csiraszam
(Bouzy pezsg6éleszt6) meghatarozasahoz

296



5. &bra. Kalibraciés gorbe 4 6ras inkubdlasi idével 5-106%-108 db/m| kozotti él6csiraszam
(Bouzy pezsg6éleszt6) meghatarozéasahoz

6. &bra. Trifenilformazéan kalibraciés gorbéje (A = 510 nm)
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20 ml 96%-0s ecetsav adagolasaval leallitjuk, az eleg?/et razotolcsérbe toltjuk,
tovabbi 20 ml 96%-o0s ecetsavval atoblitjik és 10 ml petroléterrel kirdzzuk.
A petroléteres fazis extinkcidjat 510nm-en spektrofotométerrel mérjik. Az él6-
csiraszamot kalibracids gorbe segitségével allapitjuk mefg (4. és 5. 4bra).

Az eredmények abszolut értékelesének érdekében felvettik a TF kalibra-
Ci6s gorbéjét ﬁG. abra). Osszehasonlitva killénbdz8 élécsiraszamok és idétartamok
esetében az élesztésejtek TF képzését a keletkezett TF mennyiségét y-ban az
inkubacios id6 1 orajara és a vizsgalandd szuszpenzid 1 ml-ére vonatkoztatva,
az élécsiraszammal emelkedd, de kiilonb6z6 inkubacidés idék, azonos él6csira-
szamok esetén kozel egyez6 értékeket kapunk. ~ 106 db/ml él6csiraszamnal a
keletkezett TF mennyisége 0,03 y/6ra-ml vizsgalandd oldat, ~ HO7 db/ml él6-
csiraszdmnal 1,32 y/éra-ml vizsgéland6 oldat, mig ~ li8db/ml naiységrend
esetén 5,30 y/éra-ml vizsgalandd oldat. A vizsgalandé anyag ml-einek szamat,
az inkubacids id6t, a kioldasra hasznalt petroléter mennyiségét vizsgalatainktél
eltérd korilmeények, él6csiraszam értékek esetén ugy keIY megallapitani, hogy a
fotometralasra kerul6 oldat TF tartalma 1—40 y/ml kozott legyen.

5 méréssorozathan, sorozatonként 8 —8 parhuzamos méres alapjan hiba-
szamitast végeztiink. A széazalékos relativ hiba +0,82—2,72% kozott valtozott.
Mas él6csiraszam meghatarozasi eljarasokkal dsszevetve, a mddszer tehat igen
nagy pontossagu. Az eljarast felhasznéltuk tzemi tankpezsg6gyértéasi folyama-
tok élécsiraszam véltozasdnak nyomonkodvetésére.
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OMPELENEHNE KOMMYECTBA XWMBbIX MUKPOBE BO BPEMSA T[PO-
M3BOACTBA LWAMMAHCKOIO BVHA I'0 TAHKOBOMY CMNOCOBY, HA
OCHOBAHUM BOCCTAHOBNEHUA 2,3,5 TPUDEHWNN-TETPACOJIN-
YM-XNOPUNJA (TTC)
M. Spgenexu,

Ans MWKpo6ManbHOrO KOHTPONSt Mpoliecca MPOM3BOACTBA — LLIAMMAHCKOro
BWHA B TaHKe MpefCcTaBnseT coboi NPOCTbIA, CKPOMHBIA W TOUHbIA METOZ MpUMe-
HeHua 2,3,5-TpndeHnn-TetTpaconmym-xnopuga (TTC), npu noMoLy KOTOPOro Ha
OCHOBaHWN (JEPMEHTHON aKTUBHOCTU [EerniporeHasbl MOXHO [enatb BbIBOg O
KONMYECTBE XKMBBIX [APOXOKEBbIX MUKPOOPraHwWsmoB. B cnyuvae 6pogdliero B
TaHKe LUAMMAHCKOro BWHa cofepxawlero 10®- 108 wT/Ma >XUBbIX MUKpOOpra-
HWU3MOB (4POXOKM LuaMnaHckoro ,,6Y 31”) onpedeneHne cocTouT U3 Crefyrowmx
3TanoB: MEHTPHAYrMPOBKa, PacTBOpeHWe ocafka B BydepHOM pacTBope C cogep-
XaHueM TNtoKOo3bl, BblgepXka npu Temnepatype 27°C B TEMHOM MOMELLEHUN B
cpefe cogepxatem 0,05% TTC, U3 MHKybauunM B TEUEHUWN OMpPeAesieHHOro Bpe-
MEHW, W3 MPeKpaLLeHns peakumy npyu NoMoLIN 96%-HOMN ykcycrow KUCNOTBI, n3
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BbICTPSAXMBaHUA C METPO3PUPOM MoNyyYaemoro TpueHundopmasaHa M HakoHeL,
13 U3MepeHnst IKCTUHKLMK npu 510 HM. KonnyecTBo XUBbIX MUKPOD yCTaHaBN-
BaeTCA NPy MOMOLLM 3T/IOHOBOA KpUBOW. TOYHOCTb METOfa C MUKPOOGWasbHOM
TOYUKW 3PEHMUS SBSETCA OYeHb XOPOLLE, OTHOCUTENIbHAS MOMPELIHOCTL N3MEHSET-
cq ot £0,82 go +£2,72%. ABTOp MO/b30BA/ICA METOAOM MWCCMEef0BaHUsA U3Mepe-
HUS KONMYECTBA XXMBbIX MUKPO6 B npoLecce NPUroToB/IEHWS LIAMMAHCKOro BUHA
no TaHKOBOMY CMocooy.

BESTIMMUNG DER KEIMZAHL IM LAUFE DER FABRIKATION VON
TANKSCHAUMWEIN AUF GRUND DER REDUKTION DES 2,3,5-TRI-
PHENYL-TETRAZOLIUM-CHLORIDS (TTC)

M. Edelényi

Zur mikrobiologischen Kontrolle des Fabrikationsprozesses von Tank-
schaumwein liefert das auf Anwendung des 2,3,5-Triphenyl-Tetrazolium-Chlorids
(TTC) beruhende Verfahren eine einfache, rasche und genaue Methode, vermit-
tels welcher man auf Grund der Dehydrogenase-Enzymaktivitdt die Zahl der
lebenden Hefen beurteilen kann. Bei dem — 106—108ml lebende Keime (Bouzy
Schaumweinhefen) enthaltenden gdrenden Tankschaumwein besteht die Be-
stimmung aus Zentrifugierung, Aufnahme der Abscheidung in glucosehaltiger
Pufferlésung, Inkubation in einem 0,05% TTC enthaltenden Medium, bei 27°C
im Finsteren eine bestimmte Zeit lang, Abstellung der Reaktion mit 96%-iger
Essigsaure, Ausschiittelung des entstandenen Triphenylformazans mit Petrol-
ather, sowie Messung der Extinktion bei 510 nm. Die Anzahl der lebenden Keime
wird mit Hilfe einer Kalibrationskurve bestimmt. Die Genauigkeit der Methode
ist in mikrobiologischer Hinsicht sehr gross, der prozentuelle relative Fehler
betrug +0,82 —2,72%. Der Verfasser verfolgte mit dieser Methode die Ande-
rung der Anzahl lebender Keime wéahrend der Betriebsfabrikation von Tank-
schaumwein.

DETERMINATION OF THE NUMBER OF VIABLE GERMS IN THE TANK
METHOD OF CHAMPAGNE PRODUCTION, BASED ON THE REDUCTION
OF 2,3,5-TRIPHENYL TETRAZOLIUM CHLORIDE

M. Edelényi

A simple, rapid and accurate process has been evolved for the microbiological
control of the tank method of champagne production based on the use of 2,3,5-
triphenyl tetrazolium chloride (TTC). By this method, conclusions as regards
the number of viable yeast germs can be drawn from the dehydrogenase enzyme
activity. In the case of a tank-produced champagne containing 106to 108 viable
germs per ml (of Bouzy champagne yeast), the determination procedure con-
sists in centrifugation, separation of the sediment and its uptake with a glucose-
containing buffer solution, incubation in a medium containing 0.05% TTC for
given periods at 27°C in the darkness, freezing the reaction with 96% acetic
acid, followed by the petroleum-ether extraction of the formed triphenyl forma-
zan and subsequent measurement of the extinction value at 510 nm. The number
of viable germs is established with the use of a working curve. In microbiological
aspects, the method is rather accurate, the percentage of relative error ranged
from +0.82 and 2.72%. The evolved procedure has been employed by the author
for following the changes in the number of viable germs during the tank method
of champagne production.
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