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1. Bevezetés

Az ¢lelmiszerbiztonsag kérdése az elmult évtizedekben kiemelt figyelmet kapott, mivel a
fogyasztok tudatossaga egyre novekszik a potencialis egészségiigyi kockazatokkal szemben.
Az élelmiszerek kiilondsen érzékenyek a kiilonboz6 szennyezddésekre, beleértve a mikrobialis
fertézéseket és a kémiai szennyezdanyagokat. A mikotoxinok, amelyek a penészgombak
masodlagos anyagcseretermékei, kiilondsen veszélyesek, mivel nemcsak toxikus hatdsuak, de
nehezen is kimutathatok. A mikotoxinok kozé tartozik a patulin is, amelyet kiilondsen a
gylumolcsrothadast okozd penészgombak, mint az Aspergillus és Penicillium nemzetségek
termelnek. A patulin el6forduldsa és toxicitasa jelentds kozegészségiigyi problémat jelent,
kiilondsen az élelmiszer-feldolgozd ipar szdmara, mivel szamos gyiimdlcsbdl késziilt
termékben el6fordulhat, példaul almalében és bébiételekben.

A mezOgazdasag és élelmiszeripar szdmara egyre nagyobb kihivast jelent a patulin
termelésének visszaszoritasa természetes modszerekkel, amelyek nem igényelnek kémiai
vegyiileteket. Ebben a kontextusban a tejsavbaktériumok alkalmazasa egy igéretes
megoldasként jelenik meg. A tejsavbaktériumok, amelyek széles korben hasznaltak az
¢lelmiszer-fermentacidoban, antimikrobidlis tulajdonsdgaik révén hatékonyan gatolhatjdk a

patulin termeld penészgombak novekedését €s toxintermelését.



2. Célkitiizés

Patulin termeld Aspergillus gombak penész-novekedésének €s patulin termelésének gatlasa
kiilonbozo tejsavbaktériumokkal. A kutatas célkitlizéseiben az alabbi kérdésekre keressiik a
valaszt:

- A vizsgélatba vont Aspergillus gombak rendelkeznek-e patulin termeldképességgel?

- Hogyan ¢és milyen mértékben gatoljak a kiilonbozd tejsavbaktériumok a penészek

novekedését és azok patulin termelését?

- Mikor érdemes a gatldé mikroba torzset hozzdadni a penész tenyészethez, hogy

maximalisan kifejtse antagonista hatdsat?

-A patulin termelés nyomon ikdvetése €s a mikotoxin-termelés gatlasdnak vizsgalata

tejsavbaktérium alkalmazaséval.



3. Szakirodalmi attekintés

Az elmult évtizedekben a fogyasztok tudatossaga az élelmiszerek mindségével €s biztonsagaval
kapcsolatban folyamatosan nétt, kiilonosen az élelmiszerek kémiai 6sszetétele helyett a toxikus
szennyez0 anyagokbol eredd lehetséges egészségiigyi kockéazatokkal kapcsolatban. Az
¢lelmiszerek olyan matrixok, amelyek konnyen szennyezddhetnek mikroorganizmusokkal,
kartevokkel ¢és vegyi anyagokkal, amelyek karosak lehetnek az emberi egészségre.
Meghatarozasuk kulcsfontossagu az élelmiszerbiztonsadg garantalasa érdekében, kiilondsen a
kémiai szennyezddések esetében, amelyek érzékszervileg sokszor nem észrevehetden lehetnek
jelen a termékben. A szdmos szennyezdanyag koziil a mikotoxinok veszélyesek és nehezen
kimutathatok lehetnek. A mikotoxinok olyan mésodlagos anyagcseretermékek, amelyeket a
mikotoxikus gombak termelnek és a terményeket mind a szdnt6f6ldon, mind a tarolas soran
befertézhetik (Notardonato és mtsai. 2021).

A baktériumokbol és antimikrobialis komponenseikb6l szarmazd biokonzervaloszerek
hasznalata az élelmiszerek tartositasara nagy érdeklédésre tart szamot, mivel a fogyasztok egyre
nagyobb igényt tartanak a természetesebb élelmiszer-tartositdsi modszerek alkalmazasara a

kémiai vegyiiletektdl valo fliggés helyett (Bangar és mtsai. 2021).
3.1. Mikotoxinokrol altalanosan

A mikotoxinok a fonalas gombak masodlagos anyagcseretermeékei, ezek természetes kornyezet-
¢s €élelmiszerszennyezd anyagok. Ezeknek a toxinoknak a szama tobb ezerre tehetd, de ezekbol
csak kb. 20 felel human- és allat megbetegedésekért, melyeket mikotoxdzisnak hivjuk(Kovacs
2018). Leggyakoribb egészségre gyakorolt hatdsuk a nefrotoxicitas, hepatotoxicitas,
immunszuppresszio, karcinogenitas ¢és teratogenitas. FObb mikotoxint termeld nemzetségek az
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria, Claviceps. A mikotoxinok toxikus és alacsony
molekulatomegli vegyiiletek szerkezetileg véltozatos csoportjat alkotjak, amelyek altalaban
1000 Da-nal kisebbek. A mikotoxinok nagyon rezisztensek, a kdrnyezet magas hdmérsékletén
is stabilak és ellenaldak a gyomor savas pH-janak, ezért a mérgezd hatdsuk megmarad az allati
szervezetekben. Igy allatbol emberbe is atjuthat a takarméanybél bekeriilt toxin, ha
akkumulalodik pl.: médj, zsir, hus vagy kivélasztodik a tejben és a tojasban. Ez a jelenség
viszonylag ritka, csak néhadny mikotoxin esetében fordul eld pl.: aflatoxin M1 tejben (Kovacs
2018). Tobb, mint 100 gombafaj altal termelt mintegy 400 potencialisan toxikus mikotoxint
azonositottak, és ugy vélik, hogy a mezdgazdasdg, az allattenyésztés és a kozegészségiigy
szempontjabol a trichotecének, az ochratoxinok, az aflatoxinok, a zearalenon, a fumonizinek, a

patulin €s a citrinin a legmérgezdbbek (Eszter és mtsai., €. n.; Janik €s mtsai. 2020).
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A szant6foldi novényeket szennyezd gombakat két fO csoportra és egy harmadik koztes
csoportra osztjak aszerint, hogy a kornyezeti feltételek altal befolyasolt termésnovekedés és
betakaritas kiilonb6z6 szakaszaiban milyen mértékben dominalnak (1. abra).

Az elsO csoportba a szantofoldi gombak tartoznak, amelyek a betakaritas elott a szant6foldon
allo novényeken az ér6 szemeket kolonizalhatjak. Ebbe a csoportba az Alternaria és a Fusarium
nemzetségek fajai tartoznak. A szant6foldi gombafajok tobbsége nem fertézi meg a
terményeket a betakaritds utdn, azonban a betakaritas el6tt vagy kozvetleniil azt kdvetden
mikotoxinokat termelhetnek.

A masodik csoportot a raktari gombak alkotjak, amelyek kis szadmban jelen lehetnek a
betakaritds el6tt, vagy a betakaritds soran fert6zhetik a gabonat, és a tarolds soran
megnodvekedhet a szamuk, mivel a kornyezeti feltételek kedveznek e gombak novekedésének a
tobbi csoport novekedésével szemben. A raktari gombak kozé elsdsorban az Aspergillus és
Penicillium nemzetségek tartoznak. A koztes gombak csoportjadba azok a gombdk tartoznak,
amelyek a tarolas soran tovabb fejlédnek, ha a vizaktivitas (aw) magas marad. Ebbe a csoportba
tartoznak a Cladosporium, Fusarium és Trichoderma nemzetségek fajai. A betakaritas elotti
szakaszban a gombas fert6zést elsdsorban a gazdandvényekkel, a genotipussal, a talajtipussal
¢s a bioldgiai tényezdkkel valo kolesonhatdsok hatarozzak meg. A betakaritas utani szakaszban
a gombak ndvekedését és fejlodését a szubsztrat allapota (a szemek karosodasa és a taplalkozasi
OsszetevOk), a kornyezeti tényezok (hOmeérséklet €s nedvesség) €és a biotikus tényezdok

(rovarkartevok és mikroorganizmusok) irdnyitjak.

Hidrofil Mezofil Xerofil
1.00 a,, 0.95-1.00 a,, <0.95a,
S Intermedier gombak ﬁ\‘oé\‘
QQI‘Q’{\ ) 01"35\ ?'/o
Aureobasidium spp. 2™

Cladosporium spp.
Geotrichum spp.
Verticillium spp.

Alternaria spp.
Epicaccum spp.
Fusarium spp.

Aspergillus spp.
Eurotium spp.
Penicillium spp.

Betakaritas elott Betakaritas kézbeni Betakaritas utan

1. abra A gombdk csoportjainak osztdlyozdsa a szantofoldi novények betakaritas elotti és utani
szakaszai kozotti elofordulasi és dominanciafazisok alapjan. A felsé skdla a gabonaféléken élo
gombafajok valtakozo osztdlyozasat mutatja be a gombdak novekedéséhez sziikséges vizaktivitasuk

(azaz optimalis vizaktivitasuk [aw]) alapjan (Mannaa és Kim 2017).
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A toxin termelést befolyasold tényezOkrdl elmondhatd, hogy mikrobankként valtozik az
optimuma minden egyes koriilménynek. A kovetkezd tényezOk azok, amik minden esetben
meghatarozoak a toxin termelése: a tarolasi homérséklet, pH, a vizaktivitas (aw), szdrazanyag
tartalom, a gyiimolcs tapanyag tartalma, oxigén és CO> szint, gyiimolcs felszini hibai, foldrajzi
elhelyezkedés, betakaritisa modja, éghajlat, betakaritas eldtti kezelések, gyiimolcs fajtaja,
gylumolcs fizikai és kémiai tulajdonsagai, gyiimdlcs érési allapota. A felsorolt tényezdk koziil
nem lehet tudni, hogy melyik a legmeghatarozobb, ezért fontos odafigyelni a betakaritaskor,
szallitaskor, tarolaskor és feldolgozaskor, hogy a termények penész-mentesek legyenek

(Jackson és Al-Taher 2008).
3.2. Patulin attekintés
3.2.1. Patulin fizikai és kémiai tulajdonsagai

Patulin (IUPAC név 4-hidroxi-4H-furo[3,2-c]pirdn-2(6H)-on) 2-es abra, egy heterociklusos
lakton (molekulatomeg (Mw), 154,12 g/mol; alacsony az illékonysaga ezért olvadaspontja
110°C-on), antibiotikus tulajdonsagokkal rendelkezd, (Shephard és Leggott 2000) h6allo toxin,
vizes kozegben 105 és 125°C kozott, 3,5 és 5,5 kozotti pH-tartomanyban stabil, mig ligosabb
pH-n spontan lebomlik (Notardonato ¢s mtsai. 2021).

OH

[:] -
=0

O

2. abra A patulin kémiai szerkezete (Notardonato és mtsai. 2021).
A patulin szintézise egy kb 10 Iépéses folyamat, amiben a 3. 4bran lathatdo enzimek és
vegyiiletek vesznek részt, ezt szamos biokémiai vizsgalat és tobb, a patulin bioszintézisét célzo
kisérlet bizonyitja (Sekiguchi és Gaucher 1977). A bioszintézisének tanulmanyozasa két okbol
torténelmileg jelentds. Eldszor is, Birch acetat-elmélete a radioaktivan jelolt acetat 6-
metilszalicilsavba (6MSA) vald beépitésén alapult, és hozzajarult egy jelentds természetes
vegyiiletcsoport, a poliketidek felismeréséhez, amit korabban Collie javasolt. A masodik ok az,
hogy a patulin bioszintézisének elsé 1€pésében szerepld enzim volt az elsd poliketid-szintaz,

amelyet in vitro tanulmanyoztak és jellemeztek (Puel, Galtier, és Oswald 2010).
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3. abra A patulin bioszintetikus utjanak sémaja (Puel, Galtier, és Oswald 2010)

3.2.2. Patulin torténelmi attekintése

Az 1940-es években antibiotikumkeént izolaltak eldszor. Felfedezése tobb kutatdcsoporthoz is
kothetd, ezért az alabbi nevek mindegyike a patulint irja le: klavacin, expansin, klaviformin,
klavatin, gigantikus sav és myocin C. Kezdetben széles spektrumi gombaellenes
antibiotikumkeént izolaltak, késobb kidertilt, hogy tobb mint 75 kiilonb6z6 baktériumfajt gatol,
beleértve mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ baktériumokat. Nem sokkal késdbb
kiilonboz6 vizsgalatok azt mutattak, hogy a patulin nemcsak gombdkra és baktériumokra,
hanem 4llatokra és magasabb rendii ndvényekre, tobbek kozott uborkéra, buzéara, borsora,
kukoricara ¢és lenre is mérgezd. Ahogy egyre tobb bizonyiték keriilt eld a patulin egészségre
gyakorolt negativ hatdsaira, szdmos szabalyoz6 hatdsag elkezdte korlatozni az élelmiszerek

patulin tartalmat (Moake, Padilla-Zakour, és Worobo 2005).
3.2.3. Patulin szabalyozasa

Az eurdpai orszagok az elsdk kozott foglalkoztak ezzel a problémaval, és ma mar a vilag
szamos orszaga, kiilonosen az EU-n beliil, 50 pg/kg-ban korlatozza az élelmiszerek
megengedett patulin tartalmat. Az 1. tablazatban lathatd, hogy eltérd szabalyozas vonatkozik a

kiilonb6z6 élelmiszerekben megengedett hatarértékekre. Mig a gyiimodlcslevekben és szeszes



italokban a megengedett hatarérték 50 pg/kg addig a bébiételekben és csecsemdknek szant
almalevekben és szilard élelmiszerekben ez az érték 10 pg/kg-ra csdokken (EU 2023/915
rendelet 2023).

1. tablazat Az EU bizottsag érvényben lévo 2023/915 rendelete patulinra vonatkozo
hatarértékekrol (EU 2023/915 rendelet 2023).

Felsd

1.3 Patulin hatirér- Megjegvedsek
ték {pglkg)
1.3.1. Gyiiméleslevek, siiritménybé] késziilt gyiimbleslevek, siiritett gyiimaleslevek 50 A siiritett gyiimleslé esetében a felsé hatdrériek az elkészitett gyiimileslére
€és gyiimolcsnektdrok(”) vonatkozik.
1.3.2. Szeszes italok(*), almabor és almdbél készillt vagy almalevet tartalmazé mds 50

erjesztett italok

1.3.3. A végsd fogyaszidk szimdra forgalomba hozot szilird almatermékek, az 5 Beleértve az almakompétot és az almapiirét is.
1.3.4. és 1.3.5. pontban felsorolt termékek kivételével

1.3.4. Csecsemdknek és kisgyermekeknek szdnt almalé és szilird almdbol késziile 10,0 Beleérive az almakompdiot és az almapiirét is.

termékek(’), amelyeket ilyenként jelélnek és hoznak forgalomba A felsd hatdrérték a fogyasztisra kész (fogyasziisra kész dllapotban
forgalmazoit, vagy a gyarté utasitdsai szerint fogyaszedsra elkészitett) termékekre
vonatkozik.

1.3.5. Bébiételek(’) 10,0 A felsé hatdréreek a fogyasztisra kész (fogyasztisra kész dllapotban
forgalmazoit, vagy a gydrté utasitdsai szerint fogyaszedsra elkészitett) termékekre
vonatkozik.

3.2.4. Patulin jelentésége és toxicitasa

A patulint féleg alma romlasat okozé penészek termelik, mivel azonban a legtobb nem 100%-
os gyiimolcs készitmény (ivolé, bébiétel stb.) nagy hanyadat alma adja, ezért nagyon sok
¢élelmiszerben jelen lehet, amit nap mint nap fogyasztunk. A patulinnal valé kdzvetlen expozicid
gyomor-bélrendszeri tlineteket okozhat, beleértve a hanyingert, hanyast, fekélyeket,
bélvérzéseket és elvaltozasokat a patkobélben. A Nemzetkdzi Rakkutatd Ugyndkség (IARC)
szerint a patulin a 3. csoportba tartoz6 rakkeltd anyag, ami azt jelenti, hogy nincs elegendd
allatkisérleten alapuld vizsgéalat vagy epidemiologiai tanulmany a rakkeltd hatas
alatdmasztasara. A patulin nagy affinitast mutat a szulfhidril (SH) csoportok irant. A ciszteinnel
képz6dott patulin melléktermékek akut toxicitasi, teratogenitasi €s mutagenitasi vizsgalatokban
kevésbe toxikusak, mint a valtozatlan vegyiilet. Az SH-csoportokhoz valé affinitasa
magyardzza szamos enzimre (ATPaz, lizoszomadlis enzimek, RNS-polimerdz stb.) gyakorolt
gatl6 hatasat (Puel, Galtier, és Oswald 2010). Napjainkban ismert, hogy a patulin neurolégiai,
gasztrointesztinalis és immunoldgiai karos hatasokkal hozhat6 9sszefiiggésbe. Emellett a WHO
a patulint lehetséges genotoxikus vegyliletnek tekinti. A patulin toxicitasi vizsgalatai a
l1étfontossagu szervekben és rendszerekben, tobbek kozott a majban, a vesében és mas

szervekben mutattak ki kdrosodasokat (Saleh és Goktepe 2019).
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3.2.5. Patulin elofordulasa

A patulint leggyakrabban termeld torzsek a Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys (Saleh és
Goktepe 2019). A Penicillium expansumot tekintik a patulin szennyezéséért felelds elsddleges
gombafajnak, ezért ebben a témaban talalhato a legtobb kutatds. A P. expansum kékpenészt
okoz, egy lagy, barna gyiimolcsrothadast, amely iddvel zoldes-kékes konidioforakat és

konidiumokat fejleszt ahogy az a 4. abran lathato (Wright 2015).

4. dbra Keékpenésszel fertozott alma (Wright 2015)

A 2. tdblazat olyan ¢élelmiszer matrixok listdjat tartalmazza, amelyekben a patulin el6fordulasa
kimutathat6 volt. Lathatd, hogy noha a patulin els6sorban almakban, almalevekben fordul el6,

ennek ellenére megtalalhat6é szamos mas gyiimolesben, zoldségben is.

2. tablazat Patulin elofordulasa élelmiszerekben

Elelmiszer Orszag Tartomany Kimutatasi Forras
matrix (ng/kg) technika
Alma Brazilia 150-267 HPLC-DAD (Sylos 1999)
Pakisztan 396 HPLC-UV (Hussain és
mtsai. 2020)
Kanada 565 LC (Abramson és
mtsai. 2009)
Argentina 19,622 HPLC (Oteiza €s

mtsai. 2017)

11



Almalé Belgium 2.5-38.8 HPLC (Tangni és
mtsai. 2003)
D¢l Korea 2.8-8.9 HPLC (Cho és mtsai.
2010)
Spanyolorszag 2.5-6 LC (Marin és mtsai.
2011)
Sargabarack Argentina 16 HPLC (Oteiza ¢€s
mtsai. 2017)
Cseresznye Torokorszag 5.6-113.3 HPLC (Demirci, Arici,
¢s Gumus 2003)
Sz616 Argentina 13,808 HPLC (Oteiza és
mtsai. 2017)
Sz616 must Németorszag 3.5-80 HPLC-UV (Majerus, Hain,
¢s Kolb 2008)
Korte Argentina 1749 HPLC (Oteiza és
mtsai. 2017)
Olaszorszag 0.79 LC (Sarubbi és
mtsai. 2016)
Argentina 25 HPLC (Funes és
Resnik 2009)
Ananasz Pakisztan 460.3 HPLC-UV (Igbal és mtsai.
2018)
Eper Torokorszag 3.2-572 HPLC (Demirci, Arici,
¢s Gumus 2003)
Paradicsom Portugalia 21.29 GC-MS (Cunha és
mtsai. 2014)
Pakisztan 520.5 HPLC-UV (Igbal és mtsai.

2018)

3.2.6. Patulin bioszintézisének gatlasa

Eleszték és baktériumok patulin lebonté és inaktivalo képességét is vizsgaltak mar. Ezek koziil

n¢hdnyan hatasosak a kékpenész-fertdzeés visszaszoritdsaban, mint biologiai védekezd szerek

(biocontrol agents-(BCA-k)). Néhany ismert faj pl.: Pichia caribbica (Cao és mtsai. 2013) és
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Metschnikowia, (Settier-Ramirez és mtsai. 2021) képesek megvédeni az almat a kékpenész
ellen, és megakadalyozzak a patulin felhalmozodésat. A biologiai lebontas termékei azonban
ismeretlenek. Ezzel szemben van példa olyan mikroorganizmusokra, amelyek a patulint ismert
termékekké bontjak le: A Lactobacillus plantarum a patulint hidroaszkladiolla bontja, a
Kodameae ohmeri pedig Easzkladiolla és Z-aszkladiolla. Altaldban az aszkladiol kiilonbozd
formait irjak le a patulin mikrobidlis biodegradacios termékeként. A masik f6 mikrobidlis
biodegradacids termék a dezoxipatulinsav. Tovabba egy masik érdekes modszer az olyan
baktériumok alkalmazasa, amelyek képesek a patulin felvételére a sejtfaluk Osszetevoibe,

példaul az Alicyclobacillus néhany faja (Yuan és mtsai. 2014, Wright 2015).
3.3. Patulin kimutatasara szolgalé analitikai modszerek

A patulin mérésére és mennyiségének meghatarozasira szamos kromatografids modszert
hasznélnak: vékony-réteg kromatografiat (VRK), gazkromatografiat tomegspektrometrias

detektalassal (GC-MS), nagy hatékonysagl folyadék kromatografiat (HPLC).
3.3.1. VRK

A vékonyréteg kromatografia volt az elsd erre alkalmazott mddszer, amely egy etil-acetatos
extrakciot kovetd szilikagélen végzett elvalasztas. A szilikagél lemezeken a kimutatas 3-metil-
2-benzotiazolinon-hidrazon (MBTH) permetezésével tortént, a kimutatasi hatarérték20 pg/l

volt.
3.3.2. GC/MS

A HPLC ugyan a leggyakrabban hasznalt modszer a patulin kimutatdsra, az irodalomban
szamos GC-MS madszert is taldlhatunk, amelynek a kimutatasi hatara 10 pg/l (Shephard és
Leggott 2000). Ahhoz, hogy az almalében 1évd patulin mennyiségét vizsgalhassak, azt elobb
tisztitani €s koncentralni kell, ami kétfazisa dializissel oldhatd meg. A kétfazisu dializist
altalaban alacsony molekulatomegii, alacsony polaritdsi anyagok vizes mintdkbol torténd
extrakcidjara alkalmaztdk. A klasszikus kétfazisu dializis késziilékben egy féligateresztd
membrén valaszt el két nem keveredd fazist, példaul vizet és szerves oldoszert. Igy a dializis
soran a kivant vegyiiletek 4thaladnak a membranon, a szerves olddszer fazis felé haladnak és
koncentralodnak, mig a nagyobb molekulatomegii vagy poldrisabb anyagokat a membran a
vizfazisban tartja vissza. Ma mar a gazkromatografias modszerekben szarmazékot képeznek,

igy a patulin-acetatot vizsgaljak, ami egy sokkal stabilabb vegyiilet (Sheu és Shyu 1999).
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3.3.3. HPLC

A legelterjedtebb és leggyakrabban hasznalt modszer a HPLC. Az UV-detektalassal kombinalt
HPLC kiilondsen alkalmas a patulin meghatarozéasara, mivel a toxin viszonylag polaris és erds
abszorpcios spektrumot mutat. Bar az eredeti HPLC-munkdk egy része normalfazisu
kromatografiat alkalmazott, a legujabb publikdciok mindegyike forditott fazisu oszlopok
hasznalatat irja le. A Tanner és Zanier altal kozzétett, az almalé patulin tartalmanak
meghatarozasara szolgdlo moddszer etil-acetattal vald extrakciot és ezt kovetd tisztitast
tartalmazott oldoszeres elvalasztassal, natrium-karbonat oldattal, néhany potencialisan zavard
fenolos vegyiilet eltavolitasa céljabol (Pohland, Sanders, és Thorpe 1970). Ez a modszer kisebb
modositasokon ment keresztiil (Prieta és mtsai. 1993), de a jelenleg ajanlott HPLC-modszerek
alapjat képezi. Eredeti formdjaban a modszer egy korvizsgalat részét képezte, amelyben tiz
orszag tizenkét laboratoriumaban értékelték a patulin almalében torténd meghatarozasara
szolgalo két forditott fazist HPLC-modszer hatékonysagat. A Stray altal kozzétett masodik
modszer abban kiilonbozott az el6z6tol, hogy a patulin etil-acetat kivonatbol torténd tisztitasat
szilikagél oszlopkromatografiaval végezték. Mindkét mddszer kimutatasi hatara Sug/L volt, a
Stray-moédszer atlagos visszanyerése 78,4%, a Tanner és Zanier-modszeré pedig 81,4%. A
megfeleld RSD 7,3% és 15% volt (Shephard és Leggott 2000).

A patulin egy kis molekulatomegli, polaros vegyiilet, amely csak magas viztartalmu
mobilfazisok alkalmazaséaval tarthat6 vissza a forditott fazisu HPLC-oszlopokon. Az analitikai
vizsgalatok soran leggyakrabban hasznalt mobilfazisok: viz és acetonitril (maximum 10%)
vagy viz és tetrahidrofuran (maximum 5%) keverékei. A megfeleld elvalasztas és retencios 1d6
érdekében a pontos Osszetételt rendszerint finomitjdk. A HPLC-t jellemzOen izokratikus
modban hasznéljak, bar egyes almatermékek esetében gondok adodhatnak a késén elualodo
szennyezddések miatt. E probléma megoldéasara egyes kutatok gradiens eliicios modszereket

alkalmaznak (Shephard és Leggott 2000).
3.3.4. SPE technika

Meg kell emliteniink még a szilard fazist extrakcios (SPE) technikét, amit a patulin almalébdl
torténd kivonasara és/vagy tisztitasara alkalmaznak. Ezt a mddszert elészor Rovira és
munkatarsai (Rovira és mtsai. 1993) dolgoztak ki, akik a hagyomanyos félkvantitativ VRK
technikat fejlesztették tovabb ugy, hogy a kivonatot egy szilicium-dioxid SPE patronnal
tisztitottak meg, amit forditott fazisi HPLC-vel és UV detektorral valdo meghatarozas kovetett.
Egy masik technika hagyomanyos- forditott fazisi SPE patront hasznalt a patulin

visszatartdsara. A higitatlan almalevet kozvetleniil egy el6készitett patronra vitték fel, amely
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divinilbenzén €s N-vinilpirrolidon kopolimerjét tartalmazta. Az oszlop mosésa utan a patulint
elualtdk, majd HPLC-vel hataroztdk meg, és az analitikai visszanyerés 93—104%-o0s volt
(Trucksess és Tang, €. n.). Egy tjabb modszert dolgoztak ki a patulin kivonasara és tisztitasara
francia almaborok elemzéséhez, hogy kikiiszoboljék a zavaré csersavakat és fenolos
vegylileteket. A patulint az Extrelut extrakcios oszlopon térténd kivonas utan egy Sep-Pak
(Waters) Florisil SPE patronon tisztitottak, majd forditott fazisi HPLC-vel és UV detektorral
mérték. Az analitikai visszanyerés 90,4%-t61 91,7%-ig terjedt, és a kimutatasi hatar 10 pg/l volt

(Herry és Lemétayer 1996).

3.4. Tejsavbaktériumok

3.4.1. Altalanos jellemzés

A laktobacillusok nem spéraképzd, Gram-pozitiv palcikdk, amelyek a normal emberi
baktériumflora fontos részét képezik, és altalaban a szajban, a gyomor-bélrendszerben, hiigyuti
traktusban telepednek meg. Mikroszkdoposan ezek a baktériumok nem mozgékony, vékony, a
hosszutol a rovidig valtozd hosszisagu palcikak formajaban jelennek meg. Megjelenhetnek
legtobb faja fakultativ anaerob, amelyek anaerob kornyezet jelenlétében vagy hidnyaban is
novekednek, vagyis aerotoleransak. A laktobacillusok altalaban jol szaporodnak a vér-agaron.
Néhany, de nem minden faj a Lactobacillus szelektiv taptalajon is megnd. A tejsav a
laktobacillusok f6 metabolikus végterméke a gliikdzfermentacio soran.

Ecetsav €s borostyankdsav is keletkezik, de csak valtozatos aranyban és kisebb mennyiségben.
A tejsavbaktériumokat a béltraktusban védo szervezeteknek tekintik, és ugy gondoljak, hogy
tejsav €s mas metabolitok termelésén keresztiil gatoljak a patogén mikroorganizmusok

novekedését (Slover és Danziger 2008).
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5. dbra A Lactobacillus paraplantarum pdsztdzo elektronmikroszkopos felvétele (SEM)

(Nishida és mtsai. 2017)

3.4.2. Tejsavbaktériumok antimikrobas anyagai

A tejsavbaktériumok idedlis jeloltek az élelmiszerekben a romldst okozd gombak
ellenszereiként. A tejsavbaktériumokat (LAB) 0Osidok oOta széles korben hasznaljak a
hagyomanyos élelmiszer-fermentaciokban, és az amerikai Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi
Hivatal (FDA), illetve az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosdg (EFSA) altalanosan
biztonsdgosnak (GRAS-nak), illetve mindsitett feltételezéssel biztonsdgosnak (QPS) tekinti
Oket. Szamos LAB-ot ,z0ld tartésitészerként” tartanak szamon, mivel képesek az
¢lelmiszerekben a gombak 4altal okozott romlast késleltetni. Szédmos antimikrobialis
komponenst termelnek, tobbek kozott szerves savakat, zsirsavakat, karbonsavakat, diacetilt,
bioaktiv antimikotikus peptideket, bakteriocineket, hidrogén-peroxidot (H20.), laktonokat,
alkoholokat (Bangar és mtsai. 2021).

A pH és a szerves savak:

A fermentécid soran a tejsavbaktériumok az alapanyagban talalhat6 szénhidratokat (elsdsorban
a gliikkézt és a laktdzt) anaerob koriilmények kozott tejsavra bontjak, ezzel a termék pH-jat savas
tartomanyba csokkentik (pH<4,5). Ezt a savas kornyezetet a tejsavbaktériumok altaldban jol
toleraljak, azonban szdmos mas baktérium, koztiik a romlast okozé és korokozo baktériumok,
nem képesek elviselni. A savas pH mellett a képzddd gyenge savak (tejsav, ecetsav stb.)
disszocialatlan molekuléinak is jelentds kérosito hatdsa van. Ezek a lipofil molekuldk kénnyen

athatolnak a plazmamembranon, és a citoplazmaban disszocidlnak. A sejtbe bejuto, valamint a
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disszociacid soran felszabadul6 protonok felhalmozddnak a citoplazméban, és tonkre teszik a
transzmembran protongradienst (mds néven proton-mozgatd erdt), amely elengedhetetlen a
kiilonboz6 transzportfolyamatokhoz, a mozgasképességhez és az ATP-bioszintézishez.
Hidrogén-peroxid:
Oxigén jelenlétében a tejsavbaktériumok elektronokat juttatnak a molekulara, aminek
kovetkeztében szuperoxid anion (O2-), hidrogén-peroxid (H202) vagy viz képzdédik. A
hidrogén-peroxid erds oxidaloszerként képes gatolni, illetve elpusztitani a romlast okozo és
patogén baktériumokat (Szekér, 2007.).
Bakteriocinek:
A bakteriocinek olyan peptidek, amik antimikrobas hatassal rendelkeznek. A bakteriocineket 4
csoportba soroljak a molekulatomegiik és hatasmechanizmusuk szerint:

e Lantibiotikumok, kisméretli, membran-aktiv peptidek (<5 kDa)

e [Kisméretii, hostabil, nem-lanthionint tartalmaz6, membran-aktiv peptidek (<10 kDa),

e Nagyméreti, holabilis fehérjék (>30 kDa.).

e Komplex bakteriocinek, amelyek fehérjébdl és egy vagy tobb kémiai komponensbdl

(lipid, szénhidrat) allnak, amelyek sziikségesek az aktivitdsukhoz (Klaenhammer 1993).

Legismertebb képviseldjiik a nizin, amelyet a Lactococcus lactis termel. Ennek az egyetlen
bakteriocinek a hsznalatat engedélyezte élelmiszer tartositoszerként a WHO (Szekér, 2007.). A
nizin, szamos mas bakteriocinnel ellentétben, a legtobb vegetativ Gram-pozitiv baktériumot,
koztiik szamos patogént is gatol bizonyos mértékig, és hatdssal van az endospdrakra is (gatolja
a spordk csirazasat). A Gram-pozitiv patogének kozil kiilondsen a Listeria monocytogenes

érzékeny ra (Kiss 2019).
3.4.3. Tejsavbaktériumok mint biokonzervaloszerek

Laktobacillusokat évtizedek oOta hasznaljdk az élelmiszer-tartositdsban természetes
laktobacillusok a savanyitdsnak koszonhetd tartositd hatasuk €s/vagy az iz, a textara és a
taplalkozasi érték fokozasa miatt kapcsolddnak az élelmiszer-eldallitashoz. A laktobacillusok
szamos sajt-fajta, erjesztett novényi élelmiszer, erjesztett hus, bor- és sorgyartas, kovaszos
kenyér és szilazs eldallitdsa sordn starterként vagy kiegészitd kulturaként hasznalatosak. A
nyersanyagban gyors pH-csokkenést okoznak a tejsav, mint {6 katabolikus termék termelésével
(Giraffa, Chanishvili, és Widyastuti 2010).

A savas élelmiszer-fermentaci6 eldnyei a kovetkezok:
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1. ellendllova teszi az élelmiszereket a mikrobialis romlassal és atoxinok kialakuldsaval
szemben,

2. csokkenti a hajlamot az élelmiszerekben a patogén mikroorganizmusok szaporodasara,

3. tartositja az élelmiszereket a betakaritas €s a fogyasztas kozott,

4. modositja az eredeti 6sszetevok izét, és gyakran javitja a tapértéket (Rhee, Lee, és Lee 2011)
A LAB anyagcseréje szamos vegyiiletet eredményez, példaul a citrat hasznositasabol szarmazo
diacetilt, acetoint és 2,3-butandiolt, valamint az aminosav-katabolizmusbdl szarmaz¢ illékony
vegyliletek és bioaktiv peptidek széles skalajat; ezekrdl ismert, hogy befolyasoljak a sajt

aromajat és izét (Coelho, Malcata, és Silva 2022).
3.4.4. Tejsavbaktériumok probiotikus hatasai

A probiotikum egy jol ismert kifejezés, amelyet az "¢l6 mikroorganizmusokra" hasznalnak,
¢lelmiszerekben torténd alkalmazasukkal, azok hozzaadott értéke novelhetd. Az
¢lelmiszeriparban alkalmazott tejsavbaktériumok GRAS besorolassal rendelkeznek, ezért

fogyasztasuk biztonsagosnak tekinthetd (Hassan és mtsai. 2020).
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4. Anyagok és modszerek

4.1.Felhasznalt anyagok
o Malata kivonat (Sigma Aldrich)
o PDA agar (Potato Dextrose Agar-Liofilchem)
o Acetonitril (Chemlab)
o Etil-acetat
o MRS agar
o Desztillalt viz
o Tween80

o R-Sutdio
4.2. Felhasznalt torzsek

A torzseket a tanszék dolgozoi izolaltdk exotikus 4llatok székletébdl, olyan céllal, hogy
megvizsgaljak penészekre, illetve mikotoxinokra kifejtett hatasuk. Ezen torzsek MRS
taplevesben jo aflatoxin-kotd képességgel rendelkeztek, igy fontosnak/érdekesnek tartottam a
torzsek patulin termelésre kifejtett tulajdonsagainak megismerését is. Az azonos fajon beliil
vizsgalt harom torzs pedig lehetOséget adott ezen tulajdonsag torzs-specifikussagdnak

feltérképezésére.

o Aspergillus clavatus (jelolésiik: Brl; B9/6)
e Lactobacillus paraplantarum 3db torzs, egy tarvarju székletébdl izolalt (jelolése: Tvl)

és két aldabrai teknds székletébdl izolalt (jelolése: AT3; AT26)

4.3. Mérési modszerek

A szakdolgozatomhoz sziikséges kisérletek két 0 részre oszthatok: mikrobiologiai és analitikai
szakaszokra, igy a modszereket is ennek megfeleléen mutatom be a dolgozatomban. Ahhoz,
hogy a penészt laboratoriumi koriilmények kozott vizsgalni tudjam, eldszor taptalajt kellett
készitenem. A kisérleteim elsd fazisaban burgonyadext6z agar (PDA) és malata kivonat taptalajt
(MEA) hasznaltam, hogy kideritsem, melyik taptalajon szaporodik jobban a penészgomba, és

melyik taptalajon eredményesebb a toxin termelése.
4.3.1. Mikrobioléogia vizsgalatok

A burgonyadext6z agar taptalajt a dobozon talalhat6 javaslat alapjan készitettem el: 4,2 g/100
ml viz. Az elegyet folyamatos keverés mellett felforraltam, majd hoéallo tivegbe ontottem, és

autoklavoztam 121°C-on 15 percig. Miutan kb. 50°C-ra hiilt, a steril munkafiilkében adagoltam
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ki a petricsészékbe, koriilbeliil 20 ml-t petricsészénként. A malata extrakt taptalajhoz (3 g/100
ml) malata kivonatot, peptont (0,5 g/100 ml) és agart (1,5 g/100 ml) adtam, majd ugyanugy
jartam el, mint az el6z6 esetben. Mindkét taptalajra 10 ul spora szuszpenzidt cseppentettem a

penészgombak mindkét torzsébol kiilon-kiilon, és a mintakat egy hétig 25°C-on inkubaltam.
4.3.1.1. A tejsavbaktériumok mikotoxin-termelést gatlo aktivitasanak vizsgalata

e a. A 10 pl penész spora szuszpenzid szaradasa utdn azonnal cseppentettem a
tejsavbaktérium 10 pl-es szuszpenziojat.
cseppentettem a tejsavbaktérium szuszpenzidjat, majd a sporazas utan egy nappal
végeztem az extrakciot.
Itt arra kerestem a valaszt, hogy mikor érdemes a tejsavbaktériumokat alkalmazni, hogy

csOkkentsék a toxin termelést.
4.3.1.2. Toxintermelési kinetika vizsgalata

A vizsgalat célja az volt, hogy megallapitsam, mikor, a telep névekedésének hanyadik napjan
kezd el toxint termelni a penészgomba. Ennek érdekében a toxin termelési kinetikajat
vizsgaltam. Mindkét penész térzsbdl (Brl, B9/6) hat petricsészére cseppentettem 10 pl spora
szuszpenzidt, 25 °C-on inkubaltam, majd minden nap, a hétvége kivételével, extrahaltam egy-

egy mintat, hogy kdvessem a toxin-termelési folyamatot.
4.3.1.3. Alma agaron végzett Kisérlet

Az almalébdl késziilt agaron végzett kisérlethez a taptalajt tigy készitettem el, hogy az
almaléhez adtam 30g/l mennyiségli agart. A késdbbiekben ugyantgy jartam el, ahogy a tobbi
taptalaj készitésnél. A kész taptalajra 10 pl spdéra és baktérium szuszpenziot cseppentettem,

majd 1 hétig 25 °C-on inkubaltam, végiil ezt kovette az extrakcio.
4.3.14. Alman végzett kisérlet

Az alma gyiimolcson végzett kisérletet az almahéjanak megtisztitdsdval kezdtem, ehhez egy
1,5%-0s hypo oldatot készitettem, amiben az el6z6leg megmosott almat 3 percig aztattam, majd
kivettem ¢€s Ujra ledblitettem. Ezzel a héj kozel csiramentessé valt. Az almat lapokra vagtam
ugy, hogy széles h¢j feliilete legyen, ahova a késdbbiekben racseppentettem a 10 pl spora és
baktérium szuszpenzidt. Az almabol megmaradt részeket felkockdztam és 50 ml-es falcon

csovekbe tettem, hogy a késdbbiekben taptalaj legyen a kindvd penésznek, erre helyeztem ra a
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leoltott darabokat tigy, hogy a héjon levd cseppek ne folyjanak le. A falcon csoveket alufoliaval

zartam le, hogy az aerob kornyezetet biztositsam. 1 hétig 25 °C-on inkubaltam.
4.3.1.5. Toxin extrakcio a mikrobioldgiai mintakbdl

A Petri-csésze kozepébdl, ahol a penésztelep kindtt, steril, 50 ml-es centrifugacsdvel egyforma
atmérdji agar-penész korongokat vagtam ki, amelyeket aztan a centrifugacsébe helyeztem. 20
ml extrahdloszert (90:10 viz:acetonitril) Ontottem rajuk, majd fél 6ran at vortexeltem €s raztam
6ket. Harminc perc elteltével 6000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltam 10 percig. Mivel a
centrifugalds utan az agar darabok lebegtek a feliiluszoban, redds szliron atsziirtem Oket. A

mintakat ezutan lefagyasztottam az analitikai mérésekig.

4.3.2. Analitikai vizsgalatok
4.3.2.1. Patulin extrakcio

Ot ml extraktumot pipettaztam egy 100 ml-es vélasztotdlcsérbe, majd 10 ml etil-acetatot adtam
hozza és 1 percig raztam. Miutdn a rétegek szétvaltak, a vizes €s az etil-acetatos réteget két
kiilon Erlenmeyer-lombikba engedtem le. A vizes fazist visszahelyeztem a valasztotolcsérbe,
¢és ismét 10 ml etil-acetattal extrahaltam. A rétegek szétvalasa utdn ismét leengedtem a vizes
réteget egy lires lombikba, az etil-acetatos réteget pedig az el6zd extrakciobdl szarmazo etil-
acetatos fazishoz adtam. Az eljarast harmadszorra is megismételtem. Az egyesitett etil-acetatos
fazisokat valasztotolcsérbe Ontottem, az Erlenmeyer-lombikot tovabbi 5 ml etil-acetéttal
atoblitettem, majd ezt is a valasztotolcsérhez adtam. Ezutdn 2 ml natrium-karbonat oldatot
(1,5%) adtam hozza, és fél percig raztam. Miutan a rétegek szétvaltak, az also vizes fazist
Erlenmeyer-lombikba engedtem, a felsd etil-acetdtos réteget pedig gdmblombikba
csepegtettem, amelybe 15 g vizmentes natrium-szulfatot tettem, sziir6papiron keresztiil. A vizes
réteget ismét visszahelyeztem a valasztotolcsérbe, az Erlenmeyer-lombikot 5 ml etil-acetattal
oOblitettem at, és fél percig raztam. Miutan a rétegek ismét szétvaltak, az also réteget a regdoba
engedtem, a felsd réteget pedig a gdbmblombikba, szlirdpapiron keresztiil, majd kétszer 5 ml
etil-acetattal &tmostam a vélasztotolcsért, és ezeket is a gdmblombikba csepegtettem. A patulin
lugos oldatban nem stabil, ezért az extrakciot a lehetd leggyorsabban végeztem el a veszteségek
elkeriilése érdekében.

Az extrakcid utdn az etil-acetatos kivonatot tartalmazd gdmblombikot beparoltam rotacids
vakuum beparloban, majd a beparlds utdn a visszamaradt anyagot 1 ml eluensben (90:10
viz:acetonitril) oldottam fel. A méréseket HPLC-vel végeztem, a mintakat fecskenddsziirével

szurtem le a mérés elott.
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4.3.2.2. Mérés HPLC-vel

e Eluens: 90:10 viz:acetonitril

« Aramlasi sebesség: 0,3 ml/perc

« Kolonna: Phenomenex kinetex 2,6 pm B-C18, 100 A LC oszlop, 100x3 mm
o Homérséklet: szobahdmérséklet

o Injektalt térfogat: 50 pul

o Izokratikus elvalasztas
4.3.3. Statisztikai elemzés

Statisztikailag elemeztem R-Studio segitségével, hogy a toxin termelés es a spora szam kozott

van-e 0sszefligges, erre ANOVA-t és Pearson-féle korrelacio analizist hasznaltam.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Taptalaj hatasa a toxintermelésre

Az elséként az almakrol izolalt Aspergillus clavatus Brl-es torzs, és Aspergillus clavatus B9/6-0s
penészgomba torzsek szaporodasat és toxintermeld képességét vizsgaltam. A vizsgalatban

szaporodasukat két kiilonbozd taptalajon (PDA és Malata agar) kvettem nyomon (6. bra).

6. abra Taptalaj kisérlet PDA agar (balra) Malata kivonat agar (jobbra)

Azt tapasztaltam, hogy a penészgombak Malata agaron nagyobb telepeket képeztek, jobban
elszaporodtak, ugyanakkor PDA agar esetében magasabb volt a penészgombak altal termelt
patulin mennyisége, ahogy az a 7. abran lathatd, igy a tovabbi kisérletekben ezt a taptalajt

hasznaltam.
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7. dbra A taptalaj tipus befolydsa a toxin termelésre

5.2. Novekedés nyomon kovetése

A novekedés nyomon kovetésére harom taptalajt hasznaltam: MEA; PDA és MRS:PDA
50:50%. Minden taptalajon 10 napig kovettem a telepek ndvekedését, a telepek atmérdjének
mérésével, a masodik, harmadik, negyedik, nyolcadik és tizedik napon mértem a telepek
méretét. A 8. abran jol lathato a telepek novekedése az i1d6 elteltével. Mig a MEA taptalajon
alig, szinte egyaltalan nem sporaztak a telepek addig a PDA agaron és az MRS:PDA agaron jol
lathat6 a sporaképzddés. Szemrevételezés utan lathatod, hogy ahol a penész mellett jelen volt a
tejsavbaktérium, ott kevésbé sporazott szét a petricsészében a telep a kontrollhoz képest, mind

a Brl-es és a B9/6-0 torzs esetében.

8. abra Novekedés nyomon kovetése penész-tejsavbaktérium egyiittes leoltasa esetén (fentrol

lefelé: Brl kontroll; Brl AT26; B9/6 kontroll; B9/6 AT26)
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A kovetkez6 abrakon (9,10,11,12) lathatoak a novekedés nyomon kovetésének eredményei.
Jol lathatd, hogy a telepek mérete nagyon fiiggott a taptalaj dsszetételtdl. A telepek jellemzden
kisebbek voltak PDA taptalajon és legnagyobbra az MRS:PDA kevert taptalajon néttek. A
taptalaj 0sszetétel nem csak a telep méretét befolyasolta, hanem a spdérdzasra is hatassal volt,
ahogy ez lathat6 a 8. dbran. A 9. dbra azt mutatja, hogy a TV 1-es tejsavbaktérium torzs
antagonista hatést fejt ki a B9/6-os penész torzsre, ami leginkabb a PDA taptalajon lathato,

ambar minden taptalajrol elmondhato.
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9. abra A B9/6-os penész torzs gatlasa az TV I-es tejsavbaktériummal

A 10. dbran az MRS:PDA beallitasnal az AT26-0s tejsavbaktérium térzzsel egyidében leoltott
B9/6-0s penész torzs mérete meghaladta a kontroll mintaét. Ez azzal magyarazhat6, hogy a
novekedés nyomon kovetésére a telepek atmérdjét mértem meg két irdnybdl és ezt atlagoltam.
Sok helyen nehéz volt pontosan mérni az atmérdt a sporazas miatt, amik 0j telepet képeztek és
bele 16gtak az eredeti vizsgalt telep méretébe. A PDA ¢s MEA taptalajokon a tejsavbaktériumot

is tartalmazo petricsészékben a penész gorbe lefutdsa hasonlod a kontroll mintakdkhoz képest.
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B9/6 AT26
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10. abra A B9/6-os penész torzs gatlasa az AT26-os tejsavbaktériummal

A 11-es abra a Brl-es penész torzs szaporodasat abrazolja az AT26-0s tejsavbaktérium mellett
a novekedési kisérlet soran. Ebben az esetben nem volt jelentds kiilonbség kimutathat6 a

baktériummal leoltott penészek esetében egyik taptalajon sem.
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11. abra A Brl-es penész torzs gatlasa az AT26-os tejsavbaktériummal
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A 12-es abra a Brl-es penésztorzs ndovekedését abrazolja a TV1-es tejsavbaktérium mellett.
Az MRS:PDA agaron egészen a 8. napig kimutathatd gatlas, azt kovetéen a 10. napra a gorbe
megegyezik a kontrol minta gérbéjével. A PDA és MEA agar esetében nincs szamottevo

kiilonbség.
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12. abra A Brl-es penész torzs gatlasa az TV I-es tejsavbaktériummal
5.3. Analitikai mérések

A patulin mennyiségi meghatarozasahoz els6 lépésben kalibracios gorbét vettem fel, ami a 13.

abran lathato.

Patulin kalibracios egyenes
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13. abra Patulin kalibrdcios egyenes
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A méréshez 90:10 viz:acetonitril eluenst hasznéltam, 0,3 ml/perc volt az dramlasi sebesség €s
izokratikus eluens Osszetételt hasznaltam. A patulin kimutatasdhoz izokratikus eluciot
hasznéltam, az eluens Osszetétele: viz:acetonitril (90:10), az aramlési sebesség pedig 0,3
ml/perc volt, ezen paraméterek alkalmazasaval a patulin retencids ideje a kromatogramon: 3,48
perc. A visszanyerés mérésével megvizsgaltam, hogy a moddszer képes-e meghatirozni a
mérendd komponenst, a patulint. A mintaeldkészitésnél ismert mennyiségli patulint adtam a
mintdhoz majd az el6bbiekben leirtak szerint végeztem az extrakciot. Ezutan meghataroztam a

kalibracio segitségével a koncentraciot. igy 6ssze tudtam hasonlitani a hozzaadott/valodi és a

crcr

A moédszer legkisebb kimutatasi hatarat (LOD Limit of detection) is meghataroztam, ami 1 ppb

volt. Ez a legkisebb mért koncentracid, ami megkiilonboztethetd a vak mintétol.

Meghatarozasi hatar (Limit of quantification, LOQ) 2 ppb volt. Ez az a legkisebb mért
koncentracio, amely elfogadhato pontossaggal €s precizitassal hatarozhatdo meg €s kiilonithetd
el a vak mintatol. Ez az érték a vak minta analitikai jelének hat-tizszeres tapasztalati szordsaval

egyezik meg.
5.4. Toxintermelés kinetikaja

A penészgombdk toxintermelésének kinetikdjat is vizsgéaltam. A toxintermelés szempontjabol
kedvezé PDA agaron egy egyhetes kisérleti beallitassal. A kisérlet inditasat a 3.3.1.1 pontban
leirt modszerek szerint végeztem. Az egy hét elteltével mindkét térzsbol meghagytunk egyet
és a 10. napon extrahaltuk. A B9/6 torzs esetében a masodik, mig a Brl torzs esetében a
harmadik napt6l mutathaté ki toxintermelés. Lathato a 14. dbra alapjan, hogy a B9/6-os torzs
nagyobb mennyiségii, 6%-kal tobb toxint termelt. A grafikonrol leolvashato, hogy a patulin
termelés exponencialis szakasza a 7. napon véget ért, a 10. napig csak kis mértékii novekedés

volt megfigyelhetd, igy a 10. napra elérhette a toxintermelés maximumat.
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14. abra A Brl-es és B9/6-os penész torzsek toxin termelési kinetikdja

5.5. A tejsavbaktériumok patulin-termelést gatlé aktivitasanak vizsgalata

A kisérlet sordn azt vizsgéltam, hogy mikor érdemes a tejsavbaktériumot alkalmazni a
mikotoxin csokkentése érdekében, ezért a baktériumot kiilonb6z6 idépontokban adtam hozza a
penészt tartalmazd petricsészékhez. Elsé esetben egyiddben oltottam le penészt és a
tejsavbaktériumokat, majd az inkubacié utan megmértem a toxin termelést. Méasodik esetben a
penészek sporazasa utan kezeltem a telepeket a tejsavbaktérium szuszpenzioval és egy nappal
késobb — de az egyiitt leoltott mintakkal egy idoben - extrahaltam. Ezt a két modszert tobb
szempont figyelembevételével valasztottuk ki. Az egy idOben torténd leoltas esetén kialakulhat
egy penész-novekedés gatlds, ami alapjaban véve a mikotoxin-termelésre is hatassal van, illetve
a novekedés soran kozvetlenill magira a mikotoxin-termelésre. A masik lehetdségnél a
sporazasnak indult penészgombak esetében a tejsavbaktériumok gatld hatasa befolyasolhatja a
mar megkezdddott toxintermelés vagy kozvetleniil a toxintermelés el6tti allapotot, emellett
képesek lehetnek megkotni vagy lebontani a mar termelt mikotoxint. A 15-6s és 16-os dbran
lathat6 eredményekbdl megallapithatd, hogy a harom Lactobacillus torzs és két Aspergillus
torzs kombindcidja nem mutat egy egyetemesen levonhat6 kovetkeztetést. Bizonyos esetekben
(B9/6 TV1; B9/6 AT25; Brl AT26) az egy id6ben leoltott mintdk esetén mértem kisebb patulin
termelést, mig a sporazas utan kezeltek esetén 2 parositdsnal (Brl TVI1; B9/6 AT3). Az
eredmények sokfélesége abbol is fakadhat, hogy a mikroorganizmusok kiilonb6z0 helyzetekben
(példaul tejsavbaktérium-penész parositasok, egylitt szaporodas vagy sporazas utani érintkezés)

eltéré reakcidokat mutatnak. Mivelhogy egyik kezelés sem eredményezett jelentds patulin-

29



csokkenést a kontrollhoz képest, az egyiitt leoltadst valasztottam, mivel ez a gyakorlati
alkalmazas szempontjabol is relevansabb megoldas lehet.

A Brl AT26-o0s beallitasnal a sporazas utdn hozzaadott tejsavbaktériumok esetén a termelt
patulin koncentracidja 0,06 ppm. Ez igéretes lehet ebben a vizsgalati 6sszeallitasban, de ehhez
tovabbi megerdsitd vizsgalatokra van sziikség a masik penész esetében ez a tejsavbaktérium

ennél a kisérleti beallitasnal adta ugyanis a legnagyobb toxin koncentraciot.
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15. abra A tejsavbaktériumok mikotoxin termelést gatlo aktivitasanak vizsgalata a Bri-es

penész torzsre nézve
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16. abra A tejsavbaktériumok mikotoxin termelést gatlo aktivitasanak vizsgalata a Bri-es

penész torzsre nézve

5.6. Tejsavbaktériumok antagonista hatisa a spéraszamra

A spoérakat a telepekrdl gylijtottem be, azonos méretli feliiletrdl (a Petri-csésze kozepébdl a
centrifugacsével kivajt agarrol, 5,72cm?) és Tween80 (0,1%) oldatba vettem fel, hogy az
aggregalodast megakadalyozzam. A szamolast Biirker-kamraban végeztem. A 17. abra alapjan
elmondhat6, hogy mindkét penész térzs esetében a kontroll mintdhoz képest az antagonista

tejsavbaktériumokkal leoltott mintdk esetében, csokkenést tapasztaltam a spora képzddésben.
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17. abra Antagonista tejsavbaktérium jelenlétének hatasa a sporaszamra
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5.7. Tejsavbaktériumok antagonista hatasa a toxin termelésre

A mérések soran a Brl-es torzs elvesztette a toxintermeld képességét laboratoriumi
koriilmények kozott, ezért ezzel a torzzsel a tovabbiakban nem tudtam dolgozni a
toxintermeléses kisérletekben.

Az eredményeim azt mutatjdk (18. dbra), hogy a kontroll mintdhoz képes, mindharom kisérletbe
vont tejsavbaktérium esetében csokken a patulin termelés, az AT26-os tejsavbaktérium fejti ki
a legnagyobb antagonista hatast a B9/6 penész toxintermelésére.

Tejsavbaktériumok antagonista hatasa a toxin
termelésre
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18. abra Tejsavbaktériumok antagonista hatasa a toxintermelésre PDA agaron a B9/6-os

peneész torzsre

5.8. Statisztikai értékelés

A 19. abrén lathato a statisztikai elemzéssel készitett box plot, amelybdl megallapithatd, hogy
a kontroll mintdhoz képest (B9/6 ctrl az abran) szignifikdns eltérés van toxin termelés
tekintetében a  tejsavbaktériummal gatolt mintdk esetében. Noha mindegyik,
tejsavbaktériummal kezelt minta jelentOsen kisebb patulin-koncentracidt mutatott a kontrollhoz

képest, azok kozott szignifikans kiilonbség nem volt.
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19. abra Tejsavbaktériumok mikotoxin termelést gatlo hatdasanak statisztikai elemzése (PDA

agar, B9/6-os penész torzs)

A 20-as é4brdn mind a hirom antagonista hatdssal rendelkezd tejsavbaktérium
sporatermelésének valtozasat vizsgaltam a toxintermelés valtozasanak a fiiggvényében. A
korrelacios egytitthato R=0,6337 lett, ami nem elég magas érték, igy nincs korrelacié a toxin €s

a spora termelés kozott, ha mind a harom tejsavbaktérium hatasat vizsgaljuk.
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20. abra Pearson-féle korrelacio analizis a B9/6-o0s torzs toxin- és spora termelésére az AT3-

a, a TVI-es és az AT26-os tejsavbaktérium torzsekkel
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Megvizsgaltam, hogy csak az AT3-as ¢és az AT26-os tejsavbaktériumok esetén van-e
Osszefliggés a toxin és a spora termelés kozott (21. abra). A Pearson-féle korrelacios egytitthatd
R=0,999 volt, ami azt mutatja, hogy ezen tejsavbaktériumok alkalmazasa mellett van
kimutathat6d 0sszefiiggés a spora- és a toxin termelés, illetve azok gatlasa k6zott. Ez egybevag
tobb tanulméany megallapitasaval is, miszerint a penészgombak masodlagos anyagcseréje,
toxintermelése €s a sporuldcid mind idében, mind funkciondlisan dsszefiigg (Calvo és mtsai.
2002; Brodhagen és Keller 2006). igy elmondhaté, hogy ez a két tejsavbaktérium antagonista

hatassal rendelkezik mind a spdra mind a toxin termelésre.
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21. abra Pearson-féle korreldcio analizis a B9/6-o0s torzs toxin- és spora termelési analizisere

az AT3-as és az AT26-os tejsavbaktérium torzsekkel

5.9. Alma agaron végzett kisérlet

Az el6z0 részfeladatok eredményeit szintetizalva a kovetkezd kisérletben almalébdl készitett
taptalajon kovettem nyomon a vizsgalt tejsavbaktériumok penészgombak patulin termelésének
gatlasara kifejtett hatdsat. A 22. dbra alapjan elmondhaté lenne, hogy a TV 1-es tejsavbaktérium
torzs gatolja a patulin termelést, de az adathalmazra lefuttatott statisztikai elemzés alapjan, ami
a 23. 4dbran lathatd, ez nem egyértelmii, mivel nagyon nagy az eredmények szordsa. Ahogyan a

tobbi tejsavbaktériumndl sem kimutathaté az antagonista hatas.
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Almalébdl készult agaron végzett kisérlet
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22. abra Almalébol késziilt agaron végzett kisérlet
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23. abra Almalébol késziilt agaron végzett kisérlet statisztikai elemzése

5.10. Alma gyiimolcson végzett Kisérlet
A kisérlet sorozat utolso 1épéseként alma gyiimolcsre oltottuk le a penész és tejsavbaktérium
torzseket a korabbiakban leirt modon. A kisérletben a penész lassabban nétt a vartnal, a 24.

abran lathato éllapotba csak a 10. napon jutott.
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24. abra Alma gyiimolcson végzett kisérlet

A 25-0s abran az alma gyiimolcson végzett kisérlet toxint termelési eredményeit dbrazoltam.
Alman lassabban nétt ki a penész a vartnal és a kontroll kevesebb patulint termelt, mint azok a
minték, ahol tejsavbaktériumot adtunk hozza. Az AT3-as tejsavbaktérium térzs nem szaporodott

tovabb laboratérium koriilmények kdzott, igy ebben a kisérleti 6sszeallitdsban mar nem tudtam

vizsgalni.
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25. abra Alma gyiimélcson végzett kisérlet toxin termelése
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6. Osszefoglalas

Kutatasom célja két Aspergillus clavatus penészgomba torzs ndvekedésének és patulin
termelésének gatlasa harom Lactobacillus paraplantarum tejsavbaktérium torzs segitségével.
A 16 kérdések kozé tartozik annak meghatarozésa, hogy az Aspergillus penészgombak milyen
taptalajon mekkora mennyiségli patulint termelnek, hogy a Lactobacillus baktériumokkal vald
gatlas hatassal van-e a penészek novekedésére, toxin termelésére és a sporuldciora, valamint
mikor érdemes a gatldo mikroba torzset hozzaadni, hogy a legnagyobb antagonista hatast érje el.
A vizsgélathoz két Aspergillus clavatus (Brl; B9/6) torzset és harom Lactobacillus
paraplantarum (TV1; AT3; AT26) torzset hasznaltam, és ezeknek a kombinéciojat. A
kisérletekhez alkalmazott taptalajok kozé tartozott a burgonyadextoz agar (PDA), a malata
kivonat taptalaj (MEA), valamint egy MRS és PDA keverék taptalaj (50:50%). Ezen kiviil
almalébol késziilt taptalajon és alma gylimolcson is végeztem kisérleteket.

A mérési moddszereim elkiilonithetdek analitikai és mikrobioldgiai vizsgalatokra. A
mikrobiologiai mérések sordn a kiilonbozo taptalajok hatasat néztem a toxintermelésre és a
novekedésre, a tejsavbaktériumok antagonista hatdsat vizsgdltam a spora szdmra és a gatld
hatast tejsavbaktériumok hozzdadasanak idOpontjatvizsgaltam. Az analitikai mérések soran a
penészek patulin termelés kinetikajat kovettem nyomon és a tejsavbaktériumok antagonista
hatasat a toxintermelésre.

A dolgozatom eredményei alapjan els6dlegesen arra a megallapitasra jutottam, hogy a taptalaj
Osszetételnek meghatdrozo szerepe van a vizsgalt penészgombdk patulin termelésére, a
penésztelepek novekedésére €s a spdrazasra is. A toxin termelés idObeli lefolyasat vizsgélva a
kinetika megmutatta melyik penész torzs mikor kezd el patulint termelni és mikor éri el annak
maximumat.

A harom Lactobacillus torzs és két Aspergillus térzs kombindcidja nem mutat egy egyetemesen
levonhato kovetkeztetést a tejsavbaktériumok hozzaadasanak idejét vizsgalva. Merthogy egyik
kezelés sem eredményezett jelentds patulin-csokkenést a kontrollhoz képest, az egyiitt leoltast
vélasztottam, mivel ez a gyakorlati alkalmazas szempontjabdl is relevansabb megoldas lehet.
A sporaszam valtozasanak tekintetében arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy mind a harom
tejsavbaktérium torzs jelenléte gatlo hatassal van a sporulaciora.

A patulin termelés gatlasanak vizsgalati eredményeibdl megallapitottam, hogy a kontroll
mintdhoz képest mind a 3 tejsavbaktériummal kezelt minta alacsonyabb toxin koncentraciot
tartalmazott. A tejsavbaktériumok antagonista hatasanak erdssége azonban nem kiilonbozik

egymastol a statisztikai elemzés szerint.
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A sporatermelés €s a toxintermelés kozotti 6sszefliggést vizsgalva, arra jutottam, hogy csak két
tejsavbaktérium esetében (AT3; AT26) van szoros korrelacid a sporulacid és a patulin képzés
kozt.

Az almalé agaron végzett kisérletben nem volt kimutathat6 a tejsavbaktériumok antagonista
hatasa, feltételezhetd, hogy ez a téptalajosszetételnem volt kedvezd a tejsavbaktériumok
szamara, ezért nem tudtak megfelelden novekedni és gatlo hatast kifejteni.

Az alma gylimolcs esetében a penészek a vartnal sokkal lassabban fejlodtek és kevesebb toxint
is termeltek. A tejsavbaktérium hozzdadasaval késziilt mintdk patulin mennyisége joval
meghaladja a kontroll mintaét. Ebbdl arra kovetkeztetek, hogy az alman hozzéaadott
tejsavbaktérium nagyobb stresszt jelentett a penészek szadmara, mint laboratoriumi
kortilmények kozott. Ennek a stressz faktornak a hatasara a masodlagos anyageseretermékként
képzddo patulin mennyisége joval magasabb lett.

A laboratoriumi taptalajon, almalé agaron és almaszeleteken végzett kisérletek eredményeibol
az a kovetkeztetés vonhat6 le, hogy a tapkdzeg természete, Osszetétele hatdssal van mind a
toxintermeld penész szaporodasara, patulin termelésére, mind befolyasolja a tejsavbaktériumok
antifungalis, toxintermelés-gatld hatisat. Ezen hatasok kombindcidja véltozatos eredményt
hozott.

Javaslatok a jovore nézve:

Egy kozponti elrendezésti kisérletterv elkészitése, amiben kiilonb6zd aranyu spora €s
tejsavbaktérium koncentracio beallitasokat vizsgalunk.

Relevans lehet az a kisérlet miszerint az alma gylimolcson hosszabb idére vessziik az
inkubacids idot.

Célszerli lehet a magasabb mintaszammal val6 munka, ami kikiiszobolné a bioldgiai mintdk

nagy valtozatossagabol adodo problémakat.
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