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Tejipari gyakorlati kézikdnyvh6l széles korben ismertek azok az enzimpré-
bak, amelyeket a tej mikrobiologiai szennyezettségének megallapitasara alkal-
maznak (I). A prébak a baktériumok reduktadz enzimtevékenységén alapulnak
és bar ismertek a kilonféle mikrobdk eltér6 enzimtevékenységei, a gvakorlati
tapasztalatok alapjan a reduktaz enzimtevékenységbdl jol lehet kovetkeztetni
a baktériumszamra. Természetes, hogy ezek a probak nem érik el a tenyésztéses
eljarasok pontossagét, de rovidebb idd alatt adnak eredményt és olyan laboraté-
riumban Is elvégezhet6k, amelyek nincsenek berendezkedve baktériumtenyész-
tésre.

A tejiparban standardizalt (2) metilénkék és rezazurin probakat szamos mas
tertileten, kilonféle élelmiszerekre is kidolgoztak és alkalmazzak. A metilénkék
probat felhasznaltak daralt marhahis (3), s6t rak és osztriga (4) vizsgalatara is.
Friss és fagyasztott élelmiszerekre, koztiik f6zelékfélékre is leirtdk a rezazurin
probat (5).

A rezazurin proba az, amelvet a legtébb kisérleti munka is emlit. igy ki-
dolgoztak liofilizalt tojasporra (o), el6f6zott és fagyasztott készitményekre (7),
baromfihds vizsgalatara (8). Ezeken kivil az Gn. TTC-prébat is megtalalju
baromfihus vizsgalatanal (9).

A probak lenyege az, hogy a baktériumszammal aranyos reduktaz enzim
bizonvos festékeket redukalva, azokat elszinteleniti, masoknal szinliket megval-
toztatja, vagy szinesekké redukalja.

A metilénkék prébanal a redukcié szintelen metilénkéket eredményez.
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A rezazurin probandl a pasztellkék szin( 8-oxi-fenoxoazon

8-oxi-fenoxazon

redukdlédik rézsaszinl rezorufinnd, majd szintelen dihidrorezorufinna.
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A TTC-prébanal a 2,3,5-trifenil- 2,1,3,4,-tetrazéliumkloridban a szintéiért
tetrazolium kation szines (vords) formazan szarmazékka redukalddik,

-Ar /Ar
; N—N oxid. N—NH/
R—C R—C
‘N= N red. =Nv
4Ar X Ar
tetrazolium kation formazan szarmazék
(szintelen) (szines)

El6zetes 6sszehasonlito kisérleteink sordn mind a halhds mind az édesipari
készitmények vizsgalatanal a rezazurin prébat taldltuk a legalkalmasabbnak.
A rezazurin préba érzékenysége, valamint tébbféle szinatmenete lehetévé tette,
hogy a probat a rézsaszin-szin elérésekor mar elbiraljuk, igy a proba idejét le-
roviditsuk. A rezazurin szinvaltozasa a pasztellkékbdl a halvanylila, lilas rozsa-
szin, rozsaszin, majd halvany rdzsaszinen &t a szintelenbe torténik. A kisérletek
soran a rozsaszin-szin eléréséhez sziikséges id6 mindég aranyban volt a teljes
elszintelenedés idejével, ezért a proba elbirdlasahoz a rézsaszin-szin elérését is
alkalmasnak tartjuk és a vizsgalati eredményeinkben ezt az id6tartamot a teljes
elszintelenedési id6 mellett feltiintettik.

A rezazurin reagens elkészitése céljabol 5 mg kristalyos rezazurint oldunk
fel 100 ml desztillalt vizben, ez sétét Uvegben 2 napig tarthato el szobah6mér-
S(Iéllzlften. A reagens elkészitésére a tejipar%an haszndlt ,,Rezacurin” tabletta is
alkalmas.

HalhUs vizsgélata

A kbzfo?yasztésra keril6 nem él6, jegelt, fagyasztott vagy gyorsfa?e/asztott
halak vizsgélata sokszor okoz problémat, amikor a vizsgalé a fagyott allapotbol
felengedett, gyorsan romld halak postmortalis elvaltozasait csupan érzekszervi
vizsgalattal ertékeli. A mar érzékszervileg kifogasolt halak bakteriolégiai vizs-
galatara alig kerdl sor.

Kisérleteinkben édesvizi halakat és pedig tikdrpontyokat hasznaltunk fel,
amelyeket kdzvetlendl a kisérletek el6tt 6ltink meg. A halakat +4 C°-0s jé?-
szekrényben és +30 C°-os termosztatban taroltuk. A +4 C°-on a pszichrofil
baktériumok-, a + 30 C°-on a mezofil és pszichrotolerans'mikrobak elszaporodasat
kivantuk elérni. A mintakat a hal borének lefejtese utan a kdzépvonal felett az
oldalizombdl vettiik minden esetben j metszési fellletr6l. A mintakbol elvégez-
tik a rezazurin probat, valamint ezzel parhuzamosan lemezdntéses-tenyészteses
eljarassal Osszcsiraszamot hataroztunk meg. Egy kisérletsorozatban 5 db halat
hasznaltunk fel, a szdmszer(i eredményeket a kapott adatok aritmetikai atlaga-
ként kozoljuk.

A rezazurin proba végrehajtasanal 1g halhast 6sszeapritottunk, azt kémcs6-
ben levd steril 9 ml fiziologias konyhasooldatbha tettiik és ehhez adtunk 2 ml
rezazurin reagenst. A kémcsovet 30 C°-on tartottuk megfigyelés alatt és felje-
Eyeztﬂk a rozsaszin-szin eléréséig, valamint az elszintelenedesig eltelt id6t. Két

isérletsorozat eredményeit az 1 és 2. abrakon mutatjuk be. Az 1 abran lathato,
hogy indulaskor 10*en korili csiraszdmnal a rezazurin préba 4 6réas rozsaszin,
valamint s Oras elszintelenedési iddt jelzett. 48 oras jégszekrény tarolas esetén
107 Gsszcsiraszamnak 2 6ras rdzsaszin- és 4,5 0Orés elszintelenedési id§ felelt meg.
Ezeket az értékeket mar 4 Oras termosztat tarolas utan észleltik, majd s 6ra
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csiroszam

log cslroszom

. dbra. +4 —és +30 C°-on tarolt édesvizi pontyokbdl vett mintak dsszcsiraszamanak
és rezazurin redukciés idejének adatai

2. dbra. +4 — és +30 C°-on édesvizi pontyokbdl vett mintadk 6sszcsiraszamanak
és rezazurin redukciés idejének adatai
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mulva 107, 24 éra mulva 10s dsszcsiraszam értékeket kaptunk. A megndvekedett
osszcswaszammal aranvosan rdvidebb rezazurin redukcios idok jelentkeztek.
24 6ras termosztat tarolaskor a rezazurin préba 0,5 6ras rozsaszin- és 1 6ras el-
szintelenedési id6t mutatott. A 2. &bréan a jégszekrényben tarolt minta 0ssz-
csiraszama a kezdeti 10s csiraszdmrol 48. orara 10r-re, a termosztatban tarolt
mintaé 30. 6rara 1010re ndvekedett. A rezazurin proba eredménye jégszekrény-
tarolasnal 1 6ras rozsaszin- és 3 Oras elszintelenedési id6t, termosztat tarolas-
nal 0,25 0Orés rdzsaszin és 1 oOrés elszintelenedési id6t mutatott.

Mind az 6sszcsiraszam, mind a rezazurin proba értékelésénél természetesen
az érzékszervi elvaltozasokat alapvetGen vettiik figyelembe, Lényegében az
értékelés néz6pontjabol ezekre alapoztuk az elvégzett laboratériumi vizsgalatain-
kat. Az érzékszervi-vizsgalatok soran figyelemmel kisértiik a hullamerevség ala-
kuldsat, a bér és pikkelyek nyalkasodasat, a kopoltyluk szinének valtozésat, az
izomzat allomanvanak és szinének valtozasait, valamint a szemek éllapotét.
Az érzékszervi elvaltozasokbol igyekeztiink megallapitani a killonbdz6 homersek-
leten tarolt halmintak esetében azt a hatart, ahol mar a vizsgalo fogyasztasra
alkalmatlannak kell hogy mindsitse a halakat és meghatarozni azt a rezazurin
redukcios idét, amelv megfelel ennek az &llapotnak.

Tarolasi Kisérleteinkben megallapitottuk azokat az idG6pontokat, amelyek-
nél a halhismintak érzékszervi vizsgalattal kifogasoltakka valtak és igy fogyasz-
tasra alkalmatlannak mindgsiltek.

7. tablazat
1. tdblazat. Az érzékszervi vizsgalattal fogyasztasra alkalmatlan édesvizi pontyok izomzatadnak

6sszcsiraszam a és rezazurin értékei.

. B Rezazurin red. 3 i
Tarolasi  Osszcsira- id6 (6ra) Erzékszervi

Kfsérletsorozat id6é (6ra) szam/g vizsgalat

szintelen rézsaszin

1. Jégszekrény

(+4 C») e 48 106 4,5 2 Fogy. alkalmatlan

Termosztat

(+30 C°) v 8 2x10° 35 15 Fogy. alkalmatlan
2. Jégszekrény

(+4 C°) v 48 2x107 3 1 Fogy. alkalmatlan

Termosztat

(+30 C°)........ 6 107 4,5 2 Fogy. alkalmatlan

Fogyasztasra alkalmatlanna és mikrobioldgiai szemponthol kifogasolhatova
valt a minta a bemutatott els§ kisérletsorozatunkban — termosztatban s oras,
— jégszekrényben a 48 Oras tarolas esetén. A masik Kisérletsorozatnal a —ter-
mosztatban tarolasnal s.-, a jégszekrény tarolasnal a 48. 6raban valt a minta
fogyasztasra alkalmatlanna.

Ezeknek az id6pontoknak megfelelG tenyesztéses Gsszcsiraszamolas soran
106- 107, tehat 1és 10 millios csiraszamokat talaltunk grammonkent. A rezazurin
redukcios idok vizsgalatakor pedig 1 —és 2 06ras rézsaszin-, valamint 3 és 4,5
orés elszintelenedési id6ket kaptunk.

Siraka és Stokes (7) marha- és csirkehisra vonatkozé adataik szerint a
rezazurin redukcids ideje, amit 6k a teljes elszintelenedésig szamitottak 100 0oo-
t6l 1000 000 csiraszamig 3—5 oOra, 1000000 csiraszam felett pedig kevesebb
mint 3 6ra id6tartam. Ezeknek az altalanositott adatoknak a vizsgalatainkban
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nyert adatok lényegében megfelelnek. A vizsgalatainkban nyert csiraszamok
kovetkezetesen a magasabb hatarértékek koril mozognak azért, mert a halhds
\éizsgalltqté}hoz sziikséges kisérleti beallitdsunk az eddigi vizsgalatoktdl kis mérték-
en eltért.

A rezazurin prdba és méas reduktaz enzim kimutatasara alkalmazott probak
esetében ugyanis a rekacié lezajlasahoz bizonyos inbkubéacios idére van sziikség.

A reagens redukalasat eg?/részt a vizsgalati anya(];gal a reakcio kozegébe
vitt kész- eés a baktériumokbol kdzvetlenil felszabadult reduktaz enzim veégzi,
masrészt, ha ez az enzimmennyiség kevés, a meginduld csiraszaporodas loga-
ritmikus fazisaban termel6d6 reduktaz enzim végzi el a redukciot és ilyen esetben
a redukcids id6 természetesen hosszabb. A megindulé csiraszaporodas viszont
elsésorban a tapkdzegtdl figg.

Tej esetében a rezazurin probat természetesen tejjel végzik, mivel az egy-
ben Kkitliné tapkozeg is. Egyeb, féleg szilardabb élelmiszereknél peptonvizet
alkalmaznak a proba végrehajtdsahoz. A mi kisérleteinkben a fiziol6gids konyha-
sdoldatba helyezett 1 g halhls biztositotta a tapkozeget. Ez a legegyszer(ibb
Kisérleti beallitas, a proba végrehajtaséhoz megfelel, de természetesen a mas
kisérleti beallitdsokhoz képest az eredményeket mdédositja. A halhdssal végzett
kisérleteinkb6l megallapithatjuk, hogy a rezazurin proba az altalunk bemutatott
kisérleti bedllitasban alkalmas a halhus vizsgéalatanak kiegészitésére. A kapott
eredmények alapjan a rezazurin proba rdzsaszinig terjedd » oras vagy ezen belili
redukcios ideje meger0siti az érzékszervi vizsgalattal fogyasztasra alkalmatlan-
nak mindsitett elbiralast.

Edesipari termékek vizsgalata

Az édesipari termékek vizsgalatanal maga az élelmiszer nem szolgal olvan
{)é\_pl;bz,?ge_t, mint a tej, a baktériumtevékenység meginduldsat mas maodon kell

iztositani.

Straka és Stokes (7) hus és egyéb élelmiszereknél is peptonvizet alkalmazott
az inkublasra. A peptonviz az édesipari készitményeknél is alkalmas a mikroba-
tevékenység meginditasara. Desztillalt vizzel készilt 1% peptont és 0,5%
konyhasét tartalmazé tapoldat ez, amelyet a felhasznalas el6tt sterilizalni és
pH 7-re kell beéllitani.

A készitmenyb6l, vagy nyersanyagbol daralva, vagy finoman felapritva
1 g-ot tesziink kémcs6be, majd hozzaadunk 15 ml J)eptonvizet. Néhanyszor
Osszerazzuk, sziikség esetén kissé felmelegitjik, majd sziir6papiron kémcsdbe
sz(irjlik. Tapasztalatunk szerint a peptonviz ilyen modon a vizsgalt anvag
mikroflérajanak nagy részét tartalmazza. A vizsgalt anyagot azért kell elta-
volitani, mert elfedi a kialakulé szinvaltozasokat. A peptonvizes szlrlethez 1 ml
qulazlgrin oldatot mériink és a mezofil mikrofléranak megfelel6en 30 C°-on inku-
aljuk.

A kisérlet beallitasa el6tt a készitményekbdl és nyersanyagokhol tenyésztéses
eljarassal megallapitottuk az 6sszcsiraszamot (2% glukdzos agaron, lemezon-
téssel), hogy a redukcids id6t az 6sszcsiraszam értékeivel tudjuk Osszehasonlitani.

Korabbi vizsgalataink alapjan megismertik az egyes termékféleségekben
el6fordulé atlagos 6sszcsiraszdmokat. Ezeknek megfelel0 mintakat kivalogatva
néhany terméknél megallapitottuk az &sszcsiraszamnak megfelel§ rezazurin
redukcids id6ket.

A 2. tablazat néhany termék és nyersanyag dsszcsiraszamat és a rezazurin
redukcidjanak idejét mutatja.
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2. tablazat

Edesipari termékek 6sszcsiraszama és ennek megfelel6 rezazuzurin redukciés id6k

Rezazurin redukciés id6 (6ra)

: Osszcsira-
Minta szam/g i i 3
rézsaszin szintelen
1 Korfu.. 7000 9 n
2. Urhajo6s. 6 000 9 1
3. Sport ... 6 000 8 10
4. Ezust desszert 10 000 6 7
5. Foldimogyoré 2000 7 8,5
6. Kakadbab .. 20 000 5 6
7. Mandula 60 000 5 6
8. Sz6jabab ... 80 000 5 6
9. Kakaépor 500 000 2,5 3

Tekintettel arra, hogy eddigi mikrobioldgiai vizsgalataink alapjan - mikro-
bioldgiai szennyezettség tekintetében —kifogastalan mindség(i termék dsszcsira-
szama csak 100 000 g alatt lehet, a rezazurin préba redukcios ideje 5 oranal
(rézsaszin) kevesebb nem lehet, illetve ezen id6n belll tértént redukcid esetén
a vizsgalt termék, vagy nyersanyag mikrobiologiai szennyezettség szempontja-
bél kifogas ala esik.

A rezazurin szinvaltozasa a redukalt alak mennyiségét6l figg, illetve az
oxidalt- és redukalt alak aranyabdl alakul ki. A peptonvizben a baktériumok
reduktaz enzimtevékenységére bizonyos redoxrendszer jon létre.

Ez a valtozas meérhetéen a redoxpotencidl valtozasaban jut Kifejezésre.
Kovetkezésképpen a kialakult szin a rendszer redoxpotencialjatdl fiigg, azaz
bizonyos szinnek, bizonyos redoxpotencial érték felel meg.

Ismeretes, hogy az oldat pH-ja is befolyasolja a redoxpotencialt. Kisérle-
tinkben ez a kezdeti 7,0 pH-rol szintén a baktériumtevékenység kovetkeztében
emelkedhet a lagos irany felé.

Kisérleti beallitashan a pH 7,0-es peﬁtonvizbe-nagymennyiség(] baktériu-
mot vittlink, amelyb6l 10-es mértékben higitva higitasi sort készitettiink és
ehhez rezazurin oldatot adtunk. 15—30 perces termosztatban tartds utan a
higitasi sornak megfeleléen szinvaltozast tapasztaltunk. Megmértik a kilon-
boz6 szinl peptonvizek redoxpotencialjat és a szinsorozatnak megfeleléen a mV-
érték aranyos emelkedését kaptuk. (3. tablazat.)

3. tablazat

A rezazurin redukciés prébéanal kialakulé szinnek megfelelé redoxpotencial értékek.

Szin mV
Kontrol Pasztellkék -6
1 Lilas rézsaszin 58
2. Rézsaszin + 160
3. Havany rdzsaszin +276
4. Igen halvany rézsaszin +310
5. Szintelen +328

Osszegezve a Kisérleti eredményeket az édesipari termekek mikrobiologiai
szennyezettsége tekintetében kifogastalan és kifogasolhatd allapot a rezazurin
redukciés probaval kimutathatd, amelyet a prébanal szinvaltozas és a redox-
potencial érték valtozasa jellemez.
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MPMMEHEHWE MPOBblI PEPMEHTA PEAYKTAS3bI A1A WNCIMbITAHNA
MUKPOBNONOTMYECKUX TMTIPUMECEN MACA TPECHOBO/HbIX Pblb
N KOHAWTEPCKNX N3AENNIN

. Bupo

Mpn UCMbITaHUNA MPECHOBOAHBIX PbI6 C LIEMbI0 060CHOBAHWSA OpraHonenTy-
4eCKOM OLEHKM NOoTpebnseMocTM W ANs  ONpeAeneHns MUKPOBMONOrMYecKmnx
MpVMecei NPoAYyKTOB KOHAUTEPCKOM NPOMBILLNEHHOCTY 3h(PEKTUBHO NPUMEHSIETCA
npoba pesasypuHa. Mpu UCNbITaHUAX PbIGHOTO Msca B (PU3MONOrMYECKUIA pacTBOp
MOBapeHol COMW, a NPU WCMbITAHMAX MPOAYKTOB KOHAWTEPCKON MPOMbILLIIEH-
HOCTU B NEMTOHOBYO BOAY B3BELUMBAKOT 1 T. UCMLITYEMOrO MaTepuana v ¢ peareH-
TOM pe3asypuHa NpouseoaaT npoby B TepmocTare npu Temneparype 30°C. Mpu
p63a63ypVIHOBOI/I npobe AOCTVXEHWE PO30BOrO LiBeTa COOTBETCTBYET A/ OLEHKM
npo6b!

Bpema HeobxoauMoe ANs BOCCTAHOBNEHWS pbl6HOTO msaca 1-2 uvaca, a y
KOHOUTEPCKUX U30enniA OKoMo 5 4acoB MOKa3blBaeT COOTBETCTBYHOLLEE MUKPO-
610/10rMYeckoe COCTOSHNE.

VERWENDUNG DES REDUKTASE-ENZYMTESTES ZUR PRUFUNG DER

MIKROBIOLOGISCHEN VERUNREINIGUNG DES FLEISCHES VON

SUSSWASSERFISCHEN, SOWIE VON SUSSWARENINDUSTRIELLEN
PRODUKTEN

G. Bir6

Bei der Untersuchung von Sisswasserfischen ist zur Unterstiitzung der
organoleptischen Priifergebnisse auf Konsumsfahigkeit, sowie zur Beurteilung
der mikrobiologischen Verunreinigung von Sisswaren die Resazurinprobe gut
anwendbar. Bel dem Fischfleisch wird die Probe durch Einwaage von 1 g des
zu prifenden Material in physiologische Kochsalzldsung, bei Stsswaren der
mselben Menge in Peptonwasser durchgefiihrt und nach ugabe des Resazurin-
Reagenten in einem Thermostat von 30 C gehalten. Erreichung der Rosafarbe
des Resazurins ist die Grundlage der Beurteilung der Probe. Beim Fischfleisch
weist eine Reduktionszeit binnen 1-2 Stunden, bei Susswaren eine solche binnen
5 Stunden auf einen nicht entspechenden mikrobiologischen Zustand hin.



APPLICATION OF THE REDUCTASE ENZYME TEST FOR THE
INVESTIGATION OF THE MICROBIOLOGICAL CONTAMINATION OF
FRESHWATER FISH AND OF CONFECTIONERY PRODUCTS

G. Biro

The resazurine test proved to be suitable for use in the investigation of
freshwater fish, for checking the results of the organoleptic examination of
consumability, and, respectively, for the evaluation of the microbiological con-
tamination of confectionery products. In the case of freshwater fish, 1 g of the
test sample is measured in a physiological solution of sodium chloride, while
in the case of confectionery products 1 g of sample is measured in peptone
water. After addition of the resazurine reagent, the test is carried out in a 30°
thermostat. The evaluation of the resazurine test is based on the length of time
elapsing until a pink tint appears. In the case of fish, colour formation within
1- 2 hours, while in the case of confectionery products that within 5 hours
point to an inadequate microbiological state.

EMPLOI DE L’ESSAI A L’ENZYME REDUCTASE POUR EXAMINER LA
CONTAMINATION MICROBIOLOGIQUE DE LA CHAIRE DE POISSON
D’ EAU DOUCE ET DES PREPARATIONS DE CONFISERIE

G. Bir6

L’on peut se servir avec de bons résultats de I’essai a la résazurine pour
appuyer la qualification sensorielle de la consommabilité des poissons d’eau
douce et pour juger de la contamination microbiologique des produits de Con-
fiserie. L’essai se fait au thermostat & 30 °C avec 1g de la matiére & examiner
et le réactif, dans de la solution saline physiologique pour la chaire de poisson
et dans de Feau ajoutée de peptone pour les produits de confiserie. Dans ces
essais le temps & obtenir une coloration rose suffit pour qualifier I’échantillon.

Pour la chaire de poisson un temps de réaction au-dedans de 1a 2 heures,
et pour les produits de confiserie un temps de réaction au-dedans de 5 heures
signifient un état microbiologique non convenable.

DARROCHJ. G. és GORTNER W. A.:

A kiskereskedelmi forgalombdl szar-
maz6 dobozokban tartcsitoit ananasz-
termékek C-vitamintartalma

(Vitamin C in canned pineapple
products at the retail level.)

J. agric. Food Chem., 13, 27 —29, 1965.

Vizsgalatra 266 ananaszlékonzerv-
minta és 276 ananaszkonzervminta
kerllt, amelyeket 1902/1963 telén az
USA 40 allamanak kiskereskedelmi
forgalmabdl vettek. Szerz6k megalla-
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pitottak, hogy a tarolasi h6mérséklet
nagv befolyast gyakorol a C-vitamin-
tartalomra, mig a termékek koranak
befolyasa csak csekély. A hivdsebb
vidékekrdl szarmazo dobozolt ananész-
lémintak Aatlagos C-vitamintartalma
93 ml/l volt, a dobozolt ananaszmin-
také pedig 89 mg/l, mig a melegebb
vidékeken a C-vitaminértékek 66, il-
letve 30 mg/I-re csokkentek. A vizsga-
latokbol arra kovetkeztetnek, hogy
ananaszlékonzervekben 78 mg/l, ana-
naszkonzervekben pedig 64 mg/l C-
vitamintartalom megkdvetelheto.
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