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1. Bevezetés

1.1. A peszticidek

A peszticidek a novénytermesztésben hasznalt, a novények ¢Elettartamat ¢és egészségét
serkenté vegyszerek. Az Elelmezésiigyi és MezOgazdasagi Vilagszervezet (FAO) definicioja szerint
minden olyan vegyszer illetve vegyszerkeverék peszticid, amelynek alkalmazéasaval megsziintetni,
kontrollalni vagy megelézni kivanjuk a kartevoket. A megeldzenddé kartevok kozé tartoznak az
emberei illetve allati betegségek, gyomok vagy mas allatok altal okozott karos tevékenységek az
¢lelmiszerek, mezOgazdasagi termékek és faipari termékek eldallitasa, taroldsa és szallitdsa soran.
Ezek mellett a definicid magéba foglalja a ndvény ndvekedését szabalyozd, lombpusztito, szaritd és
a koraérett gylimdlcs lehullasat megakadalyozo vegyszereket.

Peszticidnek hivjuk azokat az anyagokat is, melyeket allatokon alkalmazunk azok testén
illetve testében 1évé kartevok szabalyozasara vagy kiirtdsara. Ilyen kivédeni kivant kartevok
lehetnek rovarok, ndvényi korokozok, mikrobak, gyomok, emldsok, puhatestliick, madarak vagy
halak, amelyek karositjdk a termést, vagy betegséget terjesztenek (F.A.O., 2003). Napjainkban
sz¢éles korben elterjedt novényvédd szerek hasznalata a mezdgazdasagban és a haztartasok
kertjeiben egyarant, igy ndvelve a betakaritott termés mennyiségét és mindségét.

A szerek lehetnek természetes vagy mesterséges eredetlieck. Tartalmazhatnak olyan
fertétlenitd illetve antimikrobas hatdanyagokat (példaul akar virusokat, baktériumokat), amelyek
megakadalyozzak a kartevok kialakulasat vagy a mar meglévd kartevoket életképtelenné teszik.

Annak ellenére, hogy az emberiség szdmara jelentds hasznot hajtanak a peszticidek, komoly
hatranyokkal is szdmolni kell a hasznalatuk soran. A vegyszerek toxikus hatdsa egyarant veszélyes
lehet mind az emberre, mind pedig az allatokra. Emiatt tobb orszadgban is betiltottdk vagy
hatarértékekhez kototték bizonyos peszticidek hasznalatat, ezzel korlatozva az €lovilagot negativan
befolyasold hatdsaikat. Azonban a mai napig sok vegyszer hosszu tavl hatasarol nincs megfeleld
mennyiségli informacid. Raadasul a peszticidek emberi szervezetre és a kornyezetre gyakorolt
hatasa rendkiviil széleskorii €s nagyon eltérd lehet az egyes vegyszerekre nézve. Ez elsdsorban a
peszticid kémiai tulajdonsagaitdl és az alkalmazott vegyszer koncentraciojatol fiigg.

A peszticidek hatdsa a természetes vizekben ¢és a talajban is érzékelhetd, mivel a permetezett
novényekrdl a fel nem szivodott vegyszer eldszor a talajba majd onnan a talajvizbe keriil. Ennek
legnagyobb veszélye, hogy a viz korforgasaval a peszticid maradvanyok felszivodhatnak maés
novényekbe, valamint bekeriilhetnek tavak és folyokba, melyek vizének mindsége emiatt jelentdsen

romlik, és ezzel a kdrnyéken €16 allatokra szervezetébe is bekeriilhet.



A peszticidek emberi szervezetre gyakorolt hatdsait harom kategéridra osztottak fel; az
azonnali akut hatdsra, a hosszu tavl nagy dozist és a hosszl tava kis dozisu peszticiddel vald
érintkezés hatasaira (B.C., 2012).

Akut mérgezés esetén a szervezetbe jutott peszticid mennyiségétdl fliggden jelentkezhet a
mérgezettnél szédiilés, fejfajas, szem- és nyalkahartya irritacié, sulyosabb esetekben tudatzavar,
remegés, izomgorcsok, vagy akar eszméletvesztés és a 1égzés Osszeomlas is. Akut mérgezéseket
foként a permetez6szer alkalmazasa soran bekovetkezd véletlen balesetek okozhatnak (B.C., 2012).

Az emberi szervezet hosszu tavu peszticidnek vald kitettségének vizsgalatakor tiinetek
széles skaldjat tartak fel, mind a nagy dozist, mind pedig a kis dozist szervezetbekeriilés esetén.

A peszticidekkel valo érintkezés gyermekeknél is okozhat eltérést mar egészen kis korban,
sOt akar a sziiletés el6tt is. Tobb kutatds is szoros kapcsolatot mutatott ki a sziilok peszticiddel valod
érintkezésének ¢és sziiletési rendellenességek, rendellenes magzatfejléddések és halvasziiletések
eléfordulasanak gyakorisaga kozott (Sanborn és mtsai, 2007). Gyermekeknél okozhat 1égzési
rendellenességeket, amelyek az asztma kialakuldsdhoz vezethetnek, rendellenes novekedést és
neurologiai fejlédést, amely befolydsolja az alloképességiiket, a memoriajukat és a koordinacids
képességeiket (Jurewicz ¢€s Hanke, 2008). Sulyos esetben okozhat gyermekkori agydaganatot,
limfomakat, leukémiat és a rak mas fajtait is (Bassil és mtsai, 2007; Sanborn és mtsai, 2007).

A peszticidek hosszu tavu hatasanak valo kitettség felndtteken, amennyiben kis mennyiségii
vegyszernek vannak kitéve, eredményezhet hosszabb reakcididdt, rosszabb vizualis memoriat és
idegességet. Komolyabb mérgezés esetén hasonléan a gyermekeknél tiinetként felléphetnek
kiilonb6zoé daganatok és rakos megbetegedések, az idegrendszerben kognitiv és pszichomotoros
rendellenességek, valamint mas neurologiai elvaltozasok (Eskenazi és mtsai, 1999).

Egy kutatas soran, melyben a mezdgazdasagban dolgozé munkavallalok tiineteit vizsgaltak,
kimutattak, hogy egy akut peszticid mérgezés tiinetei rendkiviil hossza tavuak, évekkel késobb is
jelentkezhetnek. Ilyen tiinetek példaul a beszéd és figyelembeli zavarok, vizudlis memoria
gyengiilése, a finommotoros mozgas sebességének csokkenése. Emellett az alanyoknal depresszid
¢és idegesség jelentkezett, valamint gyakran el6fordult zavartsag és ingerlékenység is (Eskenazi és
mtsai, 1999).

Erdemes megemliteni, hogy a levegében nagy feliiletre szétpermetezett peszticid nagyban
hozzajarul a légszennyezéshez. Masik veszélye a peszticidek ilyen mddon torténd alkalmazéasanak,
hogy az iddjarasi viszonyoktol fliggden a peszticid a permetezett teriilet kdrnyezetébe is eljuthat és
ott is kifejtheti hatasat, amely ebben az esetben negativ lehet. Legtobbszor az ilyen hatas ellen a
termesztok tigynevezett litkoz6zonakat alakitanak ki a permetezni kivant teriiletek koriil, amelyek

megakadalyozzak a peszticid terjedését (Hall, 1999).



1.2. A fungicidek

A peszticidek csoportositasa tobbféleképpen torténhet: legaltaldnosabban az adott peszticid
célcsoportja alapjan, ennek megfeleléen a f6 csoportok a fungicidek, a herbicidek, az inszekticidek,
a ragcsaloirtok, €s a tetliirtok (E.P.A., 2012). A hasznalatban 1évé csoportositasok kozé tartozik
még a halmazallapot és kémiai felépités alapjan torténd osztalyozas is.

Fungicideknek a gombairtd és —szabalyozo szereket nevezziik (A.P.S., 2012). Vilagszerte a
nagymértékli terméskiesés tulajdonithaté a kiilonb6z6 gombaknak, melyek ellen ezek a szerek
védelmet nyujtanak, azonban még mindig vannak olyan gomba altal okozott betegségek, amelyekre
nem jelent megoldast (A.P.S., 2012).

A fungicidek csoportositasa torténhet a benniik 1évé hatdéanyag kémiai tulajdonsagai szerint.
Ez alapjan rendkiviil sok csoportot lehet megkiilonboztetni, amelyek koziil a leggyakoribbak a
benzimidazolok, adikarboximidek, az aminok, a ditiokarbamatok, az aromas szénhidrogének, a
kéntartalmuak, a strobulinok, az azolok, a karboxianilidek, a réztartalmiak és a probenazolok
(Brent és Hollomon, 2007).

A kiilonb6z6é hatdéanyagokat hasznald fungicideknél kiilonb6zé mértékii a célkérokozok
rezisztenciaja az adott szerekre. Példaul a réztartalmu szereknél vagy a ditiokarbamatoknal a
kialakulo6 rezisztencia mértéke elenyészd, annak ellenére, hogy mar sok éve hasznalatban vannak.
Ezzel szemben mas tipusoknal, példaul a benzimidazoloknal és a strobulinoknal igen gyakori a
célorganizmus rezisztenciajanak kialakulasa, ami a bevezetést koveto 2-10 év alatt alakult ki (Brent
¢s Hollomon, 2007).

Az emberi fogyasztisra termesztett novényeknél sok esetben a fogyasztds soran
fungicidmaradvanyok keriilhetnek az emberi szervezetbe, foleg olyan névényeknél, ahol betakaritas
utani vegyszert alkalmaztak. A maradvanyok jelenlétére szigort hatarértékek vonatkoznak, a
fungicidek toxikus tulajdonsdga miatt. Amig a mezdgazdasdgban felhasznalt fungicidek karos
hatassal lehetnek az emberi szervezetre, addig a gyogyaszatban szamos olyan fungicid Iétezik,
amelyeket az emberi gombas fertdzések kezelésére hasznalnak.

Kornyezeti szempontbol a fungicid varhat6é hatasait sokszor igen koriiltekintden at kell
gondolni és meg kell tervezni, mivel a vegyszerek a kornyezeti €és idojarasi tényezok miatt a kezelni
kivant célfeliiletté]l eltérd teriileteket is elérhet, ezzel hatast gyakorolva a kezelt novény

kornyezetében 1€vo allatokra, talajra, vizre és levegore.



1.2.1 A fenhexamid

A fenhexamid, azaz a 2,3-diklor-4-hidroxi-1-metilciklohexakarboxianilid (1. &bra), a
hidroxianilid fungicidek kozé tartozik . Napjainkban az egyik legelterjedtebb permetezdszer a
Botrytis fajokhoz kotédd sziirkepenészes és monilias rothadds megakadalyozasara. Evekig tart6
kisérletek és vizsgalatok utan a vegyszert a Bayer CropScience cég 1998-ban hozta forgalomba. A
vilag szdmos orszagaban regisztraltan alkalmazhatdo zoldségek és mas novények védelmének
érekében, Eurépaban Teldor®, Azsiaba Password®, Amerikéban pedig Elevate® néven. Hasznalata
a sz6l0, szamoca, malna, citrusfélék, uborka, salata, paradicsom, meggy és Oszibarack termesztése
soran a legjellemz6bb (Anderson és mtsai, 1999).

A fenhexamid alkalmazaséaval elkeriilhetd mas termékekkel szembeni keresztrezisztencia
kialakuladsa, valamint a kutatasok eredményeként kidertilt, hogy gatolja a sziirkepenész ergoszterol
termelését, amely koleszterolhoz hasonld szerepet tolt be a gomba sejtjeiben. Ezt a hatast ugyan
mas gombdk ellen alkalmazott permetszereknél mar elérték, de a sziirkepenész ellen egyediil a
fenhexamid rendelkezik ilyen hatassal. A termesztok szamara rendkiviil imponald eldnyei koziil

kiemelendd, hogy hatas hosszu tava (Bayer, 2012).

OH
CH,

NH Cl
Cl

1. abra. A fenhexamid molekulaszerkezete

Az egyes novényeknél eltér az alkalmazasra javasolt iddszak. A szO6l6nél a fiirtzarodas elott
¢s az ¢érés idOszakaban megel6zo jelleggel kell felhasznalni. A meggy és Oszibarack esetében
kozvetleniil a termés érése eldtt alkalmazandd. Paradicsomra torténd alkalmazéaskor a virdgzasi és
bogyonodvekedési idoszakban kell kezelni a ndvényeket. Szamdcaban és malnaban a virdgzas és
termésnovekedés idoszakaban kell permetezi. A salata esetében ajanlott mar egészen a palantavetés
kezdetétdl hasznalni a szert, az uborkaban a hajtasndvekedés idején (Farmit, 2012).

Az Eurdpai Bizottsag a szer vizsgalatanak eredményét 2008 juliusdban adta ki, amelyben

engedélyt adott az Union beliili hasznalatra (E.U., 2010). Széleskorii vizsgalatot végeztek a szer
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novényekre, allatokra és az emberre gyakorolt hatasait kutatva. Megallapitottak, hogy a fenhexamid
csak elenyészd mértékben mérgezd, szemmel illetve bodrrel érintkezve nem okoz irritadcidt, nem
karcinogén (F.A.O., 2005).

Az EFSA, az Eurépai Unid hatalyos szerveként, 2010-ben hatirozta meg a fenhexamidra
vonatkoz6 legfrissebb egészségligyi hatarértéket. A hatarérték feliillvizsgalatara egyrészt egy
Belgium altal benyujtott inditvany miatt keriilt sor, melyben az orszdg a fenhexamid maximalis
maradékanyag szintjének 30 mg/kg-rol 40 mg/kg-ra kivanta emelni a salatafélékben (E.F.S.A.,
2010/1). A vizsgalat soran a méréseket a salataféléken kiviil kiterjesztették mas vetésforgoban
termelt gabonafélékre is.

A vonatkozo hatarértéket a hagyma esetében is feliilvizsgaltdk, a gyartd cég kérésére. Az
inditvanyban a Bayer Crop Science az akkor hatalyos 0,05 mg/kg maximalis maradvanyszint
emelését 1 mg/kg-ra kivanta megvaltoztatni. A vizsgélatok sordan harom termésfajtat vizsgaltak,
gyiimolcsoket €s termd zoldségeket, leveles zoldségeket €s magokat. A vizsgalatok eredményeként
a maximalis maradvanyszintet a kért 1 mg/kg-os szinttel ellentétben 0,6 mg/kg felsd értékkel
hataroztak meg (E.F.S.A., 2010/2).

A mérések kiterjedtek a fenhexamid €s maradvanyainak a ndvényekre, allatokra, a
kornyezetre ¢és a fogyasztokra gyakorolt hatdsaira is. A mérési eredmények szerint nem volt
felfedezhetd sem a salatafélékben, sem pedig a tobbi vizsgalt ndvényben jelentds fenhexamid
felhalmozodas, valamint a fogyasztokra gyakorolt hatdsa sem jelentds, az intenziv fenhexamid
hasznalat a terményeken nem okozza a toxikologiai referenciaérték atlépését. A vizsgalatok a
maximalis maradvanyszintet 40 mg/kg-nal allapitottdk meg, az elfogadhatd napi bevitel szintje
pedig 0,2 mg/kg testsuly/nap (E.F.S.A., 2010/1; E.F.S.A., 2010/2).

A fenhexamid ndvényekben torténd atalakulasanak két utja lehetséges (2. ébra). Ez a
vizsgalatok szerint az 6sszes novényben hasonloképp torténik meg. Az atalakulds a kivalasztast
segiti, egyfajta detoxikéacids utvonal révén, és nem bomlésban 6lt testet, mivel kifejezett lebontasi
folyamatot a vizsgalt ndvények esetén legfeljebb 10%-os mértékben észleltek.

Az atalakulas-detoxikacié egyik moddja, hogy az aromas hexangylriih6z a 2. vagy a 4.
szénatomhoz egy hidroxil csoport kapcsolodik, majd ebbdl glikozid melléktermék képzodik. A
masik mod pedig az oxidacio kiséretében torténd glikozidképzodés (F.A.O., 2005).

Az éllati szervezetben torténd bomlas sordn a kecske és a patkény szervezetére gyakorolt
hatast vizsgaltak (Anderson és mtsai, 1999; Byrnes, 2001; F.A.O., 2005; J.M.P.R., 2005). A
kutatasokbol kidertilt, hogy a kecske szervezetében nem talaltak hidroxi-fenhexamidhoz kapcsolodo
szulfatszarmazékot, a patkanyéban viszont kimutathatd volt. A kecske szervezetében a fenhexamid

kimutathatd volt az izmokban, a vesében és a zsirban, de a tejbe nem keriilt a vegyiiletb6l. A



legjellemzObb szarmazék a 4-hidroxi-fenhexamid volt, amit mar a tejben is kimutattak (F.A.O.,
2005).

Tobb vizsgalatot is végeztek a fenhexamid kornyezeti hatdsainak felderitésére. A
fenhexamid talajban val6 viselkedésének kutatdsa soran kideriilt, hogy viszonylag hamar, kevesebb,
mint egy nap alatt lebomlik az aktiv Osszetevd fele. Tobbféle bomlasterméke is keletkezik kis

koncentracidban (Anderson és mtsai, 1999).

Proposed metabolic pathway of fenhexamid in plants

Malonic acid glucoside of KBR

2. ébra. A fenhexamid detoxikacids folyamata ndvényekben

(forras: Anderson és mtsai, 1999)



A hidrolizisre vonatkozd vizsgédlatok kimutattdk, hogy a fenhexamid a természetes
allapothoz kozeli kémhatasu kdrnyezetben stabil marad a hidrolizis soran (Anderson és mtsai, 1999;
F.A.O., 2005).

A természetes vizekben folytatott vizsgalatok soran kidertilt, hogy a fenhexamid bomlésa
kozben szamos melléktermék keletkezik, de ezek koncentracidja nem jelentds. A melléktermékek
keletkezésének egyik utja az aromas gytirtin 1évo hidroxilcsoport kapcsolodasa egy metilcsoporttal,
a keletkezett vegyliletek masik f6 csoportja a fenhexamid szulfonszarmazékai voltak (Anderson és
mtsai, 1999).

Bar a fenhexamidban — ahogy a neve is arulkodik rola — amid kotés ¢€s fenolos
hidroxilcsoport is taldlhatd, a vegylilet részben a telitett gyliri miatt vizben gyakorlatilag nem
oldodik, szerves oldoszerben (etanol, acetonitril) azonban korlatlanul oldhatdé. A kereskedelmi
forgalomban kaphatdo készitményekben (permetezOszerekben) kiilon meg nem nevezett

emulgedloszerekkel egyiitt alakitanak ki vizben oldodo kiszerelést.

1.3. A tejsavbaktériumok és a Lactobacillus nemzetség

A tejsavbaktérium az Osszefoglald neve azoknak a baktériumnemzetségeknek, amelyek
Gram-pozitivak, fakultativ aerob anyagcseréjiiek, jol toleraljak a savas kémhatast kornyezetet, igy
sok mas baktériummal ellentétben alkalmazhatoak fermentacional, melynek soran cukrokat
alakitanak tejsavva. Ez a tulajdonsag rendkiviil fontos szerephez juttatja Oket az emberi
szervezetben, valamint az élelmiszergyartasban is. A tejsavbaktériumok csoportjaba tartoznak,
jelenlegi  besorolas szerint, a Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus,
Streptococcus, Carnobacterium, Enterococcus, QOenococcus, T etragenococcus, Vagococcus ¢€s
Weisella nemzetségek (Todar, 2012a).

Mivel a szénhidratok bontasabdol nyernek energiat, valamint csak korlatozott mértékben
képesek a szamukra sziikséges alkotdk szintetizdlasara, nagy szénhidrattartalmd, aminosavban és
vitaminokban gazdag téaptalajt igényelnek a ndvekedéshez. A természetben a legtobbszor
kiilonalloan vagy mas allatokkal szimbidzisban ¢€lnek, de van kozottiik opportunista patogén is,
ilyen példaul a Streptococcus pneumoniae is, amelyek okozhatnak torokgyulladast, tiidogyulladast
¢és akar gennyes fert6zéseket (Todar, 2012a).

A Lactobacillus nemzetség rendkiviil valtozatos biokémiai és fizioldgiai tulajdonsaggal
rendelkezd baktériumokat foglal magdba. A nemzetséget a benne 1évd baktériumok anyagcseréje
alapjan harom f6 csoportra osztottdk. Az elsd csoportba tartoznak azok a obligdt homofermentativ

fajok, amelyek a fermentacid soran a gliikozt tejsavva bontjak. Novekedésiikhoz 45°C koriili



homérséklet a legmegfelelobb, 15°C alatt nem ndvekednek. A masodik csoport tagjai fakultativ
heterofermentativak, a kisebb, 15°C koriili hdmérsékletet kedvelik. Oxigén jelenlétében aerob
fermentaciora is képesek. A harmadik csoportban taldlhatd baktériumok heterofermentativak: a
gliikoz bontdsa soran szén-dioxidot, valamint tejsavat, ecetsavat és etanolt (ez utobbi harom
vegyiiletet valtozé aranyban) termelnek (Todar, 2012a). A laktozt a baktériumok az altaluk termelt
B-galaktoziddz enzim segitségével bontjak le.

A Lactobacillus nemzetség volt az elsd olyan mikroorganizmus csoport a baktériumok
koziil, amelyeket élelmiszer eldallitasra €s mindségének megorzésére tudatosan hasznaltak
(Bernardeau és mtsai, 2006). A élelmiszeriparban széles korben hasznaljak dket:

e A tejtermékek gyartasanal a megfeleld iz, fiziko-kémiai, és reoldgiai jellemzdk
elérésében ill. a mikroflora kialakitasaban vesznek részt.

e Lactobacillus fajokat hasznalnak az in. gyorsérlelt hustermékek gyartdsanal, mivel a
tejsav eldallitasa révén, a kornyezet kémhatasanak csokkentésével segitenek
visszaszoritani a kérokozo baktériumok elszaporodasat az eldallitott ¢élelmiszerben
(Martini és mtsai, 1991; Todar, 2012b).

e A fermentalt zoldségfélék gyartastechnologiaja /pl. a savanytkédposzta és mas, nem
ecetsavval savanyitott savanyusagok készitése/ nagy mértékben Lactobacillus
fajokra épiil.

e A borkészitésben a Lactobacillus fajok az almasav és a borkdsav bontdsdban

jatszanak szerepet.

A lactobacillusok szdmos fontos szerepet tdltenek be az emberi szervezetben is. A
gyomorban kis szdmban taldlhatéak meg, a savas kémhatast kornyezet miatt. Legnagyobb résziik a
bélrendszerben gyiilemlik fel, ahova a fogyasztott fermentalt taplalékokbol, a szajiiregbdl és mas
kozelebbi emésztorendszeri szakaszokbol keriilnek (Walter, 2008).

A Lactobacillus fajok széles korben ismertek probiotikus, egészségmegdrzd hatasaikrol,
ezért sok kutatas iranyult a mikodésiik vizsgalatara. Bizonyossa valt, hogy a szervezet természetes
baktériumhaztartasanak felboruldsa 0Osszefiiggésbe hozhatd egyes betegségekkel, példaul
gyulladasos bélbetegségekkel, a vastagbélrakkal vagy akar az elhizéssal és kiilonbozd allergidkkal.
Ezen elvaltozasok kezelésében a probiotikus hatdssal rendelkezé Lactobacillus fajok segitséget
jelenthetnek (Walter, 2008).

Fontos szerepet jatszanak az bélrendszerben torténd emésztés folyaman is, ahol enyhén
savas kornyezetet biztositva segitenek visszaszoritani a karos mikroorganizmusok elterjedését,
valamint az emésztésben résztvevd enzimeket termelnek. Befolyasoljdk még a szervezet

koleszterolszintjét, valamint normalizaljak a bélmozgast (E.M.B.L. 01, 2012).
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A Lactobacillus acidophilus (3. abra) a lactobacillusok elsé csoportjanak tagja. Az emberi
szervezet egyik legismertebb bélflorat alkotd baktériuma. A Lactobacillus acidophilus szerepet
jatszik a Candida fertdzések visszaszoritasdban, mivel a betegséget okozod gomba, a Candida

albicans novekedését gatolja (E.M.B.L. 01, 2012).

5 T

3. abra. Lactobacillus acidophilus (Internet 01, 2012)

A baktérium a szajban is megtaldlhatd, ahol amildz enzimet termel, de egyuttal patogén
hatast is kifejt az emberi szervezetre. A bekeriild ételtormelékbdl szarmazo fehérjékkel lepedéket
alkot, amely a kdnnyen emészthetd taplalékbol savat képez. Ez a sav a fogban 1évé kalcium
oldodasahoz ¢és ezzel egylitt a fogzomanc eltlinéséhez vezethet, ami fogszuvasodashoz vezet
(E.M.B.L. 01, 2012).

A Lactobacillus plantarum nemzetség anyagcsere szempontjabol torténd csoportositasanal,
a masodik, azaz fakultativ heterofermentativ csoportba tartozik. Szamos helyen talalkozhatunk vele,
példaul a tejben, husokban és kiilonb6zé novényekben. A baktériumnak rendkiviil sokoldalu
tulajdonsagai vannak, mivel ez a faj rendelkezik a tejsavbaktériumok koziil az egyik legnagyobb
genommal (Kleerebezem és mtsai, 2003). A Lactobacillus acidophilus-hoz hasonloan megtalalhato
az emberi bélfloéraban és a szajban is. Elsoként az emberi nyalbol sikeriilt kinyerni a baktériumot.
Egyik egyedi tulajdonsaga, hogy képes folyékonnya tenni a zselatint. Emellett a baktérium fontos
szerepet jatszik a mezdgazdasdgban, mivel a takarmanyozésra hasznalt szilazs eldallitasanal ezt a

fajt hasznaljak a leggyakrabban (E.M.B.L. 02, 2012).
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A Lactobacillus casei a lactobacillusok masodik csoportjdba tartozik. A nemzetségbe
tartoz6 fajok koziil ennek a baktérium képes megélni a legszélesebb kémhatasu és homérsékleti
viszonyok mellett. Az emberi szervezetben egyik fontos szerepe a Lactobacillus acidophilus
novekedésének eldsegitése, valamint fontos tulajdonsdga, hogy gatolja az emésztérendszerben
egyes humanpatogén Escherichia coli fajok elterjedését (Ingrassia és mtsai, 2005).

A Lactobacillus casei-t leggyakrabban az ¢lelmiszeriparban és az egészségiigyben
alkalmazzak, probiotikumként valamint szamos tejtermék eldallitasanal. Jelentds szerepet jatszik a
sajtgyartasban, ahol a fermentacional gyorsabb ¢€s intenzivebb iz elérésére hasznaljak, valamint sok
joghurtban megtalalhato.

A Lactobacillus rhamnosus-t eldszor a Lactobacillus casei egyik fajaként ismerték, de egy
genetikai vizsgalat kimutatta, hogy valdjaban ©6nallé mikrobafaj (Collins és mtsai, 1989). A
baktérium a lactobacillusok masodik csoportjaba tartozik. Az emberi szervezetben eldsegiti az
emésztOrendszerben 1évé bélflora egyensulydnak megtartasat, ugyanakkor kutatdsok azt is
bizonyitottdk, hogy gyermekeknél megnovelheti egyes 1éguti fertdzések kialakuldsanak kockazatat
(Villena és mtsai, 2012).

1.4. A peszticidek baktériumokra gyakorolt nem specifikus hatasa

Minden olyan kornyezetre gyakorolt hatds, amely reakciot valt ki az abban ¢€lo
szervezetekbdl, stresszhatasként értelmezhetd. Ezek a stresszhatasok lehetnek élettelen vagy é16
tényez0 altal okozott valtozds. A stresszhatasok kozé¢ sorolandok az ember 4ltal okozott
génmanipulaciés ¢és xenobiotikus tényezdk, amely csoportba beletartoznak a peszticidek
kornyezetre gyakorolt hatasai is (Clair és mtsai, 2012).

A peszticidek a termésmennyiség ¢és —mindség ndveld hatasuk miatt széleskoriien
alkalmazotta valtak a mezdgazdasagban és az élelmiszeriparban. Ebbdl fakaddan egyre nagyobb
kockazatot jelentenek a novényekben és az élelmiszerekben megmaradt peszticidmaradvéanyok,
amelyek nem megfeleld gyartasi folyamatok soran konnyen kapcsolatba kertilhetnek a termékek
mikroflorajaval és kolcsonhatasba lIéphetnek azokkal. (Abou-Arab, 2002).

Tobb kutatas is kimutatta, hogy az ¢€lelmiszeriparban, példaul a tejtermékek és a husok
gyartasanal, a felhasznalt mikrobakra hatdssal vannak a kornyezetiikbe keriilé peszticidek €s azok
szarmazékai. Az élelmiszerekben eléfordulod gyakori tejsavbaktériumok vizsgalatakor lathatd volt,
hogy a felhasznalt peszticidek ugyan kiilonb6z6é mértékben, de a legtobb esetben gatoltdk a vizsgalt
baktériumok fejlédését és hatassal voltak az anyagcseréjiikre is. A vizsgalat sordn kiilon mérték a
fungicidek, a herbicidek ¢és a rovarirtok altal okozott eltéréseket. A legnagyobb novekedés gatlo

hatést a rovarirtok fejtették ki, a legkevésbé pedig a fungicidek voltak hatassal a vizsgalt torzsekre.
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A tejsavbaktériumok sejtjeinél morfologiai valtozas nem volt megfigyelhet6 (Ayana és mtsai, 2011;
Clair és mtsai, 2012).

A noOvekedés gatlasa mellett a peszticidek masik fontos hatasa a baktériumok
savtermelésének befolydsolasa, amely vagy a termelt sav mennyiségének csokkenésében, vagy
pedig a végtermék valtozasaban nyilvanult meg (Ayana és mtsai, 2011). A novekedési vizsgalat
eredményéhez hasonldéan szintén a rovarirtok befolydsoltdk a legjobban a baktériumok
savtermelését, a fungicidek pedig a legkevésbé.

A peszticidek mikrobdkra gyakorolt hatdsa mellett megfigyelhetd, hogy a mikrobdk is
atalakithatjdk a peszticidek hatdsmechanizmusat ¢és azok képz6dé bomlastermékeit. A husiparban
hasznalt tejsavbaktériumok peszticidekre gyakorolt hatdsa soran tapasztaltak, hogy a baktériumok a
kdrnyezetiikben talalhato peszticideket lebontottak (Abou-Arab, 2002). Ez pozitivan befolyasolta a
termék mindségét, mivel a toxicitdsa csokkent. A tejtermékeknél is a mikrobak hasonlé hatést
fejtettek ki a peszticidekre. Egy kedvelt sajtfajta eldallitasandl végzett mérések azt az eredményt
mutattdk, hogy amennyiben peszticiddel szennyezett tejet hasznilnak az elkészitéshez, a
sajtfermentacional résztvevd baktériumok lebontjak a megtalalhatdo peszticidek egy részét, igy
legnagyobb csokkenés a sajt érlelési idOszaka alatt kdvetkezett be. Ezt a hatast az érlelést végzo
mikroorganizmusok bontasanak tulajdonitottak (Abou-Arab, 1997).

Meglep6é modon a peszticid hatarértékek megallapitdsanal azok emberi bélflorara mutatott
hatasat ritkdn vizsgaljak. Jellemzden a peszticid vizsgéalata soran a peszticid bomlastermékeinek
azonositasa, felhalmozodédsa, altaldban a vizsgalt rendszerekre mutatott direkt (mutagén,
karcinogén, teratogén) hatasa keriil gorcs6 ala. Az, hogy a peszticidek hogyan hatnak az emberi
bélflorara és hogy ezen keresztiil hogyan befolyasoljak annak miikddését, csak napjainkban kertilt
elétérbe.

Ennek egy, az elmult években eldkeriilt megfigyelés adott zold utat, miszerint az emberi
mikrofléra mind a sejtszamban, mind a kimutathaté metabolomikai aktvitdsa (példaul enzimek
tipusa és mennyisége) tobb nagysagrenddel haladja meg az emberi sejtek szamat és a m4;j aktivitasat
(Possemiers és mtsai, 2009). Az elmult évtizedben ismertté valt az a tény is, hogy szamos
gyogyszerbOl vagy ¢€lelmiszerbdl szarmazo komponens aktivitasa, felszivodasa, bioldgiai
hozzaférhetsége ¢és egyaltalan hasznossdga megitélhetetlen az adott személy mikroflorajanak
ismerete nélkiil.

Ezek utdn meglepd, hogy viszonylag kis szdmu kozlemény foglalkozik a peszticidek
bélflorara gyakorolt hatasaval. Jellemz0, hogy a ,,gastrointestial”, ,,pesticide” és a ,,microbial” szora
metszetként, article title, abstract keywords szilikitéssel, a Scopus keresé 0sszesen 14 talalatot ad ki.

Bar a legelsé kozlemény tudomésunk szerint 1968-bol szarmazik és az akkor elterjedt DDT
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permetszer patkany bélflorajara gyakorolt hatasat vizsgalja (Braunberg és Beck, 1968), a mai napig
nem érkezett ra hivatkozas. Ugyancsak a jelentds visszhang nélkiil maradt egy 1982-es kozlemény,
amely a peszticid hatasat vizsgalta a méhek mikroflorajara (Drobnikova és Bacilek, 1982).
Valamivel tobb kozlemény foglalkozik azokkal a mikrobdkkal, amelyeket a teljes bélfloratol
elkiilonitve is szoktak vizsgalni, mint példaul a lactobacillusokkal (Ayana és mtsai, 2011; Cabras és

mtsai, 1999; Clair és mtsai, 2012).

1.5. Novényvédoszerek és metabolitjaik meghatarozasanak analitikai alapjai

Az Europai Unidban jelenleg kozel 1300 kiilonbozd, ndvényvéddszerként alkalmazhatd
vegylilet kaphaté kereskedelmi forgalomban Onmagaban vagy un. peszticid-koktélokban, a
felhasznalasi céltol fliggden kialakitott formuldzasban és kiszerelésben. (E.U., 2012) A gépesitett
novényvédelmi folyamatok révén a fejlett nyugat-eurdpai gazdasdgokban mar nem csupan a
szabadfoldi termesztésben, hanem a konyhakertészeti terményeknél is gyakorlatilag automatikusan,
sokszor eldzetes kartevo felmérés nélkiil, a peszticidek egészségiligyi varakozasi idejével optimalt
modon zajlik a permetezési / kartevomentesitési folyamat. Ennek kovetkeztében az intenziv
termelésbdl szarmazo gyiimolesok és zoldségekben teljesen megszokott, hogy peszticidek és azok
metabolitjainak tucatjai vannak jelen, tObbnyire az egyenként megallapitott maximalis
hatarértékeknél /MRL, maximum residue limit/ kisebb mennyiségben.

E folyamat egyenes kovetkezménye, hogy a peszticidek mindségi ¢és mennyiségi
meghatarozasara kialakitott mintaelokészitési és mérési szabvanyok / el6irdasok Un. multi-
komponenses eljarasokat kovetnek. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy lehetdség szerint egy
bizonyos mintaelOkészités utan legfeljebb két mérési eljarassal, legfeljebb két mérési 1épésben
lehessen tobb szaz peszticidet meghatarozni. Nyilvanvalo, hogy az ilyen, viszonylag gyors eljarasok
kompromisszumokkal terheltek, azonban a gyors reagalas igénye és az elvart, viszonylag kis
koltségli modszerek alkalmazédsa megkeriilhetetlen.

Mintael6készités terén komplex élelmiszermintak esetén az un. QUECHERS technologia hasznalata
terjedt el, amely acetonitril alapu extrakcios eljarasra épiil (Lehotay és mtsai, 2010), mig nem
illékony ¢és illékonnya nem tehetd peszticidek esetén a méréstechnika ma szinte kizarélag HPLC-

ESI-MS rendszereket igényel (Kmellar és mtsai, 2010).
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1.6. Az emberi emésztorendszer miikodésének modellezése

Az utdbbi években szamos, az emberi vagy allati emésztést szimulalo rendszert fejlesztettek
ki. Az in vitro rendszerek egyik jelentds eldnye az in vivo megfigyelésekkel szemben, hogy
rendkiviil sok id6t megtakaritnak a vizsgalat soran, ezzel hasznos alternativat nytjtva az
¢lelmiszerek vizsgalatdban is. Az allati és emberi emésztés ugyanakkor rendkiviil Osszetett
folyamat, ezért a mesterséges rendszerek nagy hatranya, hogy soha nem lesznek képesek teljes
pontossaggal reprodukélni a folyamatot, igy mindig kompromisszumot kell taldlni a vizsgalat
gyorsasaga és modellezés mértékének illeszkedése kozott (Hur és mtsai, 2011; Oomen és mtsai,
2003).

Az emésztést szimulald rendszerek két csoportra oszthatok: az egy szakaszos modellekre és
a tobb szakaszos, 0sszetett modellekre (McClements és Li, 2010). A hasznalni kivant mesterséges
emésztorendszert mindig annak megfelelden valasztjak ki, hogy milyen ¢lelmiszer emésztési
folyamatat kivanjak vizsgalni vele — pl. lipideknél lipazt, fehérjéknél proteazt, keményitd esetében
pedig amilazt alkalmaznak (Hur és mtsai, 2011).

Az egy szakaszos modell esetén az emésztorendszer egy adott szakaszat szimuldljak, és
ennek megfelelden valasztjak ki a vizsgalathoz sziikséges enzimeket és allitjak be a kornyezeti
paramétereket (McClements és Li, 2010). Osszetett emésztési vizsgalat esetén az emésztdrendszer
tobb egymast kovetd szakaszat vizsgaljak, ezért tobb enzimbdl allo rendszert hoznak Iétre
(McClements és Li, 2010). Az alkalmazott enzimeket azonban nem egyszerre, hanem fokozatosan
adjak a rendszerhez, igy szimuldlva az emésztés kiilonb6zd szakaszait. Az egyes részek inkubacios
ideje azonos kell legyen a természetes emésztési szakasz hosszaval (Hur és mtsai, 2011).

A leggyakrabban hasznalt enzimek és kisérdkomponenseik kozé tartozik a pepszin, a
pankreatin, a tripszin, a kimotripszin, a peptiddzok, az o-amildz, az epes6 és a mucin. A
vizsgélatoknal alkalmazott emésztdenzimeket mindenevé emlésok szervezetébdl nyerik ki, példaul
patkanyokbol vagy sertésekbdl, de sok esetben fordul eld, hogy oOnkéntesek altal emberi
szervezetbdl jutnak a sziikséges enzimekhez. Amennyiben nincs sziikség az enzimek egyedi
vizsgalatara, az egyes fehérjebontdé enzimek helyett a bakteridlis eredetli fehérjebontd
enzimkeveréket, az un. prondz enzimet is lehet hasznalni, amely gyakorlatilag a Streptomyces
griseus altal termelt enzimkeverék. Az Osszetett emésztési rendszerekhez nem elég kizardlag az
emésztdenzimek hozzaadasa, mindenképp biztositani kell azokat a kiegészitd 0Osszeteviket,

amelyek az enzimek optimalis miikodéséhez feltétleniil sziikségesek (Hur és mtsai, 2011).
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A mesterséges emésztorendszerek masik csoportositdsa szerint a rendszerek lehetnek
statikusak és dinamikusak. A statikus rendszerekre jellemzd, hogy a vizsgalat sordn a természetes
emésztés fizikai jelenségei, példaul az idével valtozo paraméterek és a keverés folyamata nem
keriilnek reprodukalasra, valamint a keletkezett emésztés termékei a rendszerben maradnak a
folyamat soran. Ezeket a modelleket akkor alkalmazzak, ha a vizsgélni kivant anyagok elézetesen
kinyert, tiszta tdpanyagok vagy egyszerii élelmiszerek.

A rendszer rendkiviil hasznos a kevésbé Osszetett emésztési folyamatok, példaul a gyomor
emésztd folyamatainak vizsgéalatanal, Osszetett vagy teljes emésztési kisérlet lebonyolitasara
azonban nem célszerli haszndlni. A gyomor folyamatainak vizsgalatanal a rendszer a taplalék
homogenizalasat, a sosav €s a jarulékos emésztéenzimek iddben eltolt hozzaadasat tartalmazza,
ezzel szimuldlva az egymadst kovetd emésztési szakaszokat. Ezt koveti a natrium-hidroxiddal vagy
natrium-karbonattal vald semlegesités, végiil pedig a hasnyalmirigy enzimek ¢és az epesavak
hozzaadasa (Wickham és mtsai, 2009).

Mivel a teljes emésztési folyamat sokkal Osszetettebb a gyomorban és a vékonybélben
lezajlott emésztésnél, olyan rendszer alkalmazasara lehet sziikség, amely sokkal részletesebben
modellezi a folyamatot. A dinamikus emésztérendszert szimulalé modellek alkalmasak az ilyen
komplex vizsgalatok elvégzésére.

A modellnél méar valédi, Osszetett élelmiszerekkel valdo mérések lebonyolitasa is lehetséges,
mivel a természetes emésztérendszer fizikai jelenségeit is megjeleniti. A statikus modellel
ellentétben az emésztés soran keletkezett termékeket el lehet tavolitani a rendszerbdl. A rendszer
nagyon jol hasznalhatd olyan modelleknél, ahol az emésztett tapanyag viszkozitasa,
részecskemérete valtozik, valamint olyan hatdsokat is figyelembe vesz, mint a diffuzid, a
kolloidfazisok keletkezése és az emésztési szakaszok kozotti tdpanyagmegoszlas (Wickham és
mtsai, 2009). Napjainkban a legfejlettebb mesterséges emésztést szimulald rendszer a Simulator of
the Human Intestinal Microbial Ecosystem (SHIME; 4. dbra). Ezzel a reaktorral az emésztérendszer

mikrobialis felépitésének fenntartasa akar tobb honapon at is lehetséges (Molly és mtsai, 1994).

4. abra. A SHIME rendszer (Internet 02, 2012)
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A rendszer 6t szakaszbol all: az egyes szakaszok a gyomor, a vékonybél, valamint a
vastagbél felszallo, harant és leszallo szakaszdban lejatszodo folyamatokat reprodukéljak. Az elsé
két szakaszt folyamatosan feltoltik és tliritik, mig a maradék harom szakasz folyamatos keverés alatt
all, 6sszesen 76 oran keresztiil (De Boever és mtsai, 2000). A rendszer lehetové teszi, hogy a
természetes emésztésnél fellépd paraméterek a lehetd legpontosabban bedllitasat és az folyamatos

szabalyozasat.

1.7. Célkitiuzések

A vizsgalatainkat megel6z6 szakirodalmi kutatds sordn nem talaltunk arra vonatkozd
informaciot, hogy a fenhexamid, mint az egyik legelterjedtebb ¢és viszonylag nagy (akar
40 mg/kg) maximalis maradvanyértékkel rendelkezé fungicid hogyan viselkedik az emberi
szervezetben és milyen hatdssal lehet a probiotikumként is alkalmazott Lactobacillus nemzetségre.
Emiatt vizsgalatunk egyik célja az volt, hogy egyszerli in vitro modszerrel megallapitsuk, ez a
fungicid bomlas nélkiil taljuthat-e a gyomor ¢€s a vékonybél szakaszain, ill. amennyiben a vizsgalt
fungicid az emberi emésztOrendszerbe keriil, képes-e barmilyen hatdst gyakorolni az ott talalhato

probiotikus hatast lactobacillusokra.
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2. Miszerek és modszerek

2.1. Fenhexamid emésztorendszeri vizsgalata

A fenhexamid emberi emésztés sordn torténd felszivodasanak vizsgalatakor elsd 1épésben
kétfajta modszer keriilt 6sszehasonlitasra. Az els6 modszernél az alkalmazott enzimek a pepszin, az
epesO, a tripszin és az a-amilaz voltak, amelyekkel a gyomor €és a vékonybél emésztését
modelleztem, mig a masodik modszernél a prondzt, mint altaldnos fehérjebontd enzimet hasznaltuk.
Minden kisérletnél kétszer desztillalt vagy ioncserélt vizet alkalmaztunk.

A vizsgalat ezen szakaszdban az alkalmazott fenhexamid forrasa a hazankban kereskedelmi
forgalomban megvésarolhatd Teldor® permetezdszer volt, amelynek a gyartmanylap szerint
43 m/m %-a fenhexamid. A felhasznalt enzimek koziil a pronaz (4000000 PU/g) a Merck cég, a
pepszin (452 U/mg), az epeso, az a-amilaz (30800 U/ml) és a tripszin (1645 U/mg) a Sigma-Aldrich
cég (St. Louis, MO, USA) terméke volt.

A mérés soran felhasznalt vegyszerek koziil a hangyasav, a natrium-klorid, a natrium-
hidroxid, az etanol ¢és a TRIS puffer a Reanal (Budapest) cégtdl, az acetonitril pedig a Fisher
Scientific (VWR, Radnor, PA, USA) cégtdl szdrmazott.

A vizsgalatok soran hasznalt ultrahangos roncsol6 a Hielscher cég (Teltow, Németorszag)
UP100H tipust késziiléke, az alkalmazott centrifuga a Hettich cég (Tuttlingen, Németorszag)
Mikro 22 R tipust késziiléke volt.

2.1.1. A tobb enzimre épiilé mintaelokészités végrehajtasa

A mintaelkészitések menete Kapolna és Fodor (Kapolna és Fodor, 2007) kozleménye
alapjan keriilt kidolgozasra. Minden vizsgalatot két parhuzamos méréssel hajtottuk végre.

A vizsgalathoz 60,0 mg pepszin és 7,0 mg Teldor készitményt (egyenértékii 3,0 mg
fenhexamiddal) mértiink be egy 15,0 ml térfogati zarhaté6 milanyag centrifugacsdbe. Ehhez 4,0 ml
térfogatu, 0,01 M sésavat (pH=2,0) és 0,15 M NaCl-t tartalmaz6 oldatot adtunk, majd az oldatot
alapos keverés utan 3 orara 37 °C-on razogépbe (180 1/min) helyeztiik. A razas végeztével az oldat
kémhatasat ~ semlegeshez  kozeli  értékre  kellett  beallitani, ehhez 630 ul
0,1 M NaOH oldatot hasznaltunk fel. A kémhatés beéllitasa pH papiros ellendrzés mellett tortént.

A pepszines oldathoz 2,0-2,0 ml ioncserélt vizben oldott epesdé valamint tripszin ¢€s

a-amilaz enzimeket adtunk hozza. Az epes6 ¢és a tripszin mennyisége 40,0 — 40,0 mg, az
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a-amilaz mennyisége 40 ul volt. Hozzaadas utan az oldatot 4 6ran &t 37°C-on razoégépbe helyeztiik.
Ezzel a mésodik 1épéssel mind a gyomor, mind pedig a vékonybél kezdeti szakaszanak modellezése
kertiil végrehajtasra.

Az eddig elkészitett mintat centrifugaltuk, 4000 g terheléssel, 15 percig, 25 °C-on. A
centrifugalas utdn a mintdkrdl levalasztottuk a feliilusz6t, majd a kb. 8 ml térfogata oldatot
acetonitrillel 10,0 ml térfogatra toltottiikk fel, igy acetonitrilre szamitva kb. 20 V/V % oldatot
kaptunk. Ezt az oldatot 0,45 pm pérusméretii teflon fecskenddsziird segitségével leszirtiik, majd a
folyadékkromatografias méréshez a mintat 20-szorosara higitottuk 20 V/V%-os acetonitril oldattal.

A centrifugalassal levalasztott {tiledéket extrahaltuk az esetlegesen az iiledékben
felgytilemlett fenhexamid kinyerésének érdekében. Az extrahalds soran a szilard iiledékhez 5,0 ml
acetonitrilt adtunk, majd alapos vortex keverés utan centrifugaltuk 4000 g terheléssel, 15 percig,
25 °C-on. A centrifugalt oldatot a feliillusz6 begyijtése utdn 0,45 pm porusméretii telfon
fecskenddsziiron lesziirtiik. A HPLC-hez hasznalt minta Osszeallitasakor 200 pl sziirt mintdhoz

800 ul ioncserélt vizet adtunk, igy alakitva ki acetonitrilre szamitva kb. 20 V/V % oldatot.

2.1.2. A prondzos mintaeldkészites végrehajtisa

A vizsgalat kétfajta modon futott végig. Az elsé esetben 50,0 mg pronédz és 7,0 mg Teldor
készitményt (egyenértékli 3,0 mg fenhexamiddal) mértiink be, majd a centrifugacsébe 4,0 ml,
16 orén at 37°C-os homérsékletli razogépbe helyeztiik. A masodik esetben a pronaz és a Teldor
mellett 60,0 mg epesot is bemértiink, hogy az epes6é emulgeald hatasat vizsgaljuk ennél az enzimes
kezelésnél is.

Az elkészitett mintakat centrifugaltuk, 4000 g terheléssel, 15 percig, 25 °C-on. A
centrifugalds utdn a mintakrol levalasztottuk a feliiluszot, 4,0 ml vizet adtunk hozzéa, majd a kb.
8 ml térfogati oldatot acetonitrillel 10,0 ml térfogatra toltottiik fel, igy acetonitrilre szamitva
kb. 20 V/V % oldatot kaptunk. A mintaelokészités tovabbi 1épései a tobb enzimre épiild

mintaelOkészitéshez hasonldan torténtek.

2.1.3. Folyadékkromatografias meérés (HPLC)

A fenhexamid kimutatasara HPLC-UV miiszert hasznaltunk (Agilent 1200; Santa Clara,
CA, USA). A méréshez felhasznalt oszlop egy forditott fazisti Agilent Zorbax Eclipse XDB-Cs volt,
melynek méretei: 4,6 mm x 150 mm x 5 um. A vizes eluensként (,,A” eluens) ioncserélt vizet,

szerves eluensként (,,B” eluens) acetonitrilt hasznaltunk.
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A mintak HPLC-vel torténd mérését megelézden egy kalibracios gorbe elkészitésére volt
szilkség. A kalibraci6 20 ppm koncentracioji fenhexamid standard (Sigma-Aldrich)
felhasznalasaval tortént. A kalibralas sordn az injektadlt mennyiség 10 pl, 25 pl, 50 pl és
100 pl volt, ezek abszolut értékben 0,2 pg, 0,5 pg, 1 pg és 2 pg fenhexamidot tartalmaztak. A
kalibracié soran kapott értékeket, valamint a kalibracios egyenes meredekségét €s iranytangensét az

1. tablazat tartalmazza.

Injektélt fenhexamid (ug) integralt teriilet

0 0

0,2 115,7

0,5 281,1

1,0 5629

2,0 1134,6

Ileszkedés josaga (R7) 1,0000

Meredekség 566,3
Tengelymetszet 0

1. tablazat: HPLC-UV mérés mennyiségi meghatarozasanal hasznalt paraméterek

A mérés a fenhexamidra jellemzé UV elnyelési hullamhosszon, 280 nm-en tortént. Az
oszlopot 30 °C-on termosztaltuk. A kromatografids elvalasztas idOtartama 27 perc volt, amelyet a
kovetkez6 gradiens elvalasztassal hajtottunk végre: izokratikus szakasz (20% acetonitril) 0-3. perc;

crer

gradiens szakasz (acetonitril koncentracidjanak novelése 100%-1g)

crer

csokkentése 20%-1g) 22-23. percig, oszlop kondicionalas 23-27. percig.

2.2. Tejsavbaktériumok vizsgalata fenhexamidot tartalmazé tapkozegben

2.2.1. Mintaelokészités

A mérés soran nyolc Lactobacillus tejsavbaktérium faj viselkedését vizsgaltuk fenhexamidot
tartalmazo tapkozegben vald tenyésztés sordn. A nyolc faj, melyek a BCE Sor- és Szeszipari
Tanszékének torzsgyiijteményébol szarmaztak, a kovetkezo volt: L. plantarum 299V, L. casei 01,
L. acidophilus 150, L. acidophilus-5, L. plantarum 2142, L. plantarum 2108, L. casei 2756,
L. plantarum 2741, és a L. rhamnosus NCAIM B01725. A vizsgalat soran két parhuzamos mérést
hajtottunk végre.

A baktériumokat MRS tapkozegben (Himedia M369-500G; Himedialabs, Mumbai, India)

tenyésztettilk. Az allomany megfeleld frissességének elérése érdekében célkomponens nélkiili
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taptalajba passzaltuk a sejteket 6t alkalommal, két napos 1épéskozokkel. Az atoltds soran 100 pl
sejtet pipettaztunk az 0j 5,0 ml-es tdpkozegbe.

A tenyésztés utan ODggo (600 nm-en végrehajtott turbidimetrids) méréssel megmértiik a
tenyészetek sejtstrtiségét. A L. rhamnasus NCAIM BO01725, L. casei 2756, L. plantarum 2741,
L. plantarum 2108, ¢és L. plantarum 2142  tenyészeteknél  Otszordés, mig a
L. acidophilus-5, L. casei 01, L. acidophilus 150 tenyészeteknél nyolcszoros higitast kellett

alkalmazni az azonos, ODggo = 0,7 érték koriili sejtstirliség eléréséhez (2. tablazat).

Baktériumok Abszorbancia Higitas
L. rhamnosus NCAIM B01725 0,616 5x
L. casei 01 0,441 8x
L. casei 2756 0,627 5x
L. acidophilus-5 0,523 8x
L. acidophilus 150 0,659 8x
L. plantarum 2108 0,537 5x
L. plantarum 2142 0,524 5x
L. plantarum 2741 0,727 5x

2. tablazat: A vizsgalt tejsavbaktériumok szaporodasanak mértéke szerint sziikséges higitasi
1épések

A baktériumtenyészetekbdl az azonos sejtstiriségre vald higitds utan100 pl kivételével
atoltast végeztiink, ezuttal fenhexamidot tartalmazé tapkdzegbe. Mind a nyolc baktériumot
egyenként 5,0 ml végtérfogat tapkdzegbe oltottuk at, melybdl minden mintanal 0,1 ml térfogatot
tett ki az etanolban oldott fenhexamid standard (Sigma-Aldrich; 1000 pg/ml). A 0,1 ml etanolos
oldathoz az 5x higitott tenyészeteknél 1,0 ml sejt €s 3,9 ml tapkozeg, a 8x higitottaknal 0,625 ml
sejt és 4,275 ml tapkozeg adodott. Az igy kialakitott oldatok 20 ppm koncentracidban tartalmaztak
fenhexamidot, ami fele akkora, mint az EU-ban jelenleg hatdlyos, fenhexamidra vonatkozd
legnagyobb megengedett maradvany koncentracio.

Minden baktériumbol készitettiink emellett kontrollmintat, ezeknél a tapkozeg nem
tartalmazott fenhexamidot. Az Gsszedllitott mintdkat két napig termosztatban 37°C hdmérsékleten

ndéni hagytuk, majd Gjra megmértiik a sejtstirliséget ODgpp-on.

2.2.2. HPLC-UYV folyadékkromatografias mérés

A méréshez sziikséges kalibracid elkészitése az el6z6 méréseknél alkalmazott moddszer

cre

hasznaltunk fel.
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A mintael6készités a kovetkezé6 moddon zajlott: az 5,0 ml térfogatu tapkozegekbdl vortex
homogenizalés utan 1,8 ml-t pipettaval 2,0 ml térfogatii Eppendorf-cs6be mértiik at, majd 20 percig
centrifugaltuk 10000 g terheléssel, 25°C-on.

A centrifugalas utan a feliilluszot pipettaval eltavolitottuk. Az tiledéket 1,0 ml térfogata
20 V/V%-os acetonitril hozzdadasaval és 1 percig tartd ultrahangos szondaval (100W; Hielscher
UP-100H) torténd roncsolassal extrahaltuk. A roncsolds utan az tiledéket ismét centrifugaltuk, az
elsd centrifugéaldssal azonos paramétereken. A feliilluszot ismét lepipettdztuk. A mintakat ezutan
lesztirtiik, ehhez 0,45 pm-es teflon fecskenddsziirét hasznaltunk. A feliiluszok esetében a HPLC
méréshez Osszeallitott minta 200 pl feliiliszobol, 140 ul acetonitrilbdl és 660 ul ioncserélt vizbol
allt, az iiledékeknél 200 pl iiledékbol, 100 pl acetonitrilbdl és 700 pl ioncserélt vizbol.

A HPLC méréshez felhasznalt oszlop, a felhasznélt eluens és bedllitott mérési paraméterek
valamint a kalibracié menete megegyeznek az el6z6, emésztéenzimekkel torténd vizsgalat soran

alkalmazottakkal. Az injektalasi térfogat 100 pl volt.

2.2.3. HPLC-ESI-MS/MS folyadékkromatografias mérés

Az eredmények kiértékelése soran valt nyilvanvalova, hogy a HPLC-UV vizsgalatok mellett
sziikség van HPLC-ESI-MS/MS mérésekre is, melyeknek célja a fenhexamid egyik detoxikacios
termékének, a fenhexamid-O-gliikkozidnak kelléen érzékeny meghatarozésa volt. Ezeknek a
méréseknek a kidolgozéasa/optimalasa nem tartozik ezen TDK dolgozat anyagahoz, és magukat a
méréseket sem a TDK munkat végzd hallgatd hajtotta végre, csupan a végeredményeket
hasznositotta.

A HPLC-ESI-MS méréseket Kmellar (Kmellar és mtsai, 2010) ill. Polgar (Polgar és mtsai,
2012) kozleményei alapjan az Alkalmazott Kémia Tanszéken hajtottak végre egy Applied
Biosystems QTRAP 3200 (Applied Biosystems — Perkin Elmer; Waltham, Massachusetts, USA)
tipusu tomegspektrométeren, amelyhez egy Agilent 1100 tipust folyadékkromatografias késziilék
volt kapcsolva. A felhasznalt kromatografias oszlop, eluensek és gradiens megegyeznek a HPLC-
UV méréseknél leirtakkal. A méréshez sziikséges fenhexamid-O-gliikozid eldallitasat és az
azonositasahoz sziikséges tomegspektrometriai paramétereket a bekezdésben felsorolt két

kozlemény ill. Dr. Szaraz Leonoéra folyamatban 1évé szakdolgozata (Szaraz, 2012) tartalmazza.
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3. Eredmények

3.1. A fenhexamid emésztorendszeri vizsgalatanak eredményei

3.1.1. HPLC-UYV vizsgalati eredmények

A kalibracioés standardok vizsgalatanal a fenhexamid, mint erésen lipofil komponens, a HPLC
elvalasztas sordn tg=16,1 perc retenciés idénél érkezett a kromatografids oszloprol
(5. abra), egy, az adott standardra jellemzd szennyezd komponenssel egyiitt (tg=20,0 perc). A
fenhexamid retencios idejénél nem tapasztaltunk zavarést egyetlen minta mérésénél sem, igy a tobb
enzimet alkalmaz6 eljaras feliiliszojanak (6. éabra), iiledékének (7. &bra), a pronazos kezelés
feliilluszojanak (8. é&bra) ill. tiledékének (9. d&bra) elemzésénél sem. Az epesokat tartalmazo
vizsgalati mintdk kromatogramjai megegyeztek a csak prondzos kezelésen atesett mintak

eredményeivel, igy azokat kiilon nem kozoltik.

40 |
-}
<
=
g 304
Q
s
O
=
g 20 {
o0
<
10 ;
; o
0 5 10 15 20 25

1d6, min

5. 4bra: A fenhexamid standard (tg=16,1 min) HPLC-UV kromatogramja.
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6. abra: A tobb enzimes mintael6készités utan kapott feliilusz6 HPLC-UV kromatogramja.

A fenhexamid elucidja nem zavart, retencios ideje 16,1 perc.

3004

2504

2007

1501

Abszorbancia, mAU

1004

0 j

0 5 10 15 20 25
1d6, min

E

7. dbra: A tobb enzimes mintaeldkészités utan kapott iiledék HPLC-UV kromatogramja. A

fenhexamid elucioja nem zavart, retencios ideje 16,1 perc.
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8. abra: A pronazos mintael6készités utan kapott feliiluszo HPLC-UV kromatogramja. A

fenhexamid elucidja nem zavart, retencios ideje 16,1 perc.

8004
700

600;

5007
4004

3004
2004
1007

Abszorbancia, mAU

-

9. abra: A pronazos mintaeldkészités utan kapott tiledék HPLC-UV kromatogramja. A

fenhexamid elucidja nem zavart, retencios ideje 16,1 perc.
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A kapott eredmények Osszefoglalasat a 3. tabldzat hordozza. Az adatok elemzése soran tobb
fontos észrevételt lehetett tenni:

e Bar a fenhexamid rendelkezik amidkdtéssel, a mintakhoz adagolt 3,0 mg fenhexamid
mennyisége nem csokkent le a kezelések hatasara, tehat sem a pepszines kezelés
kémhatéasa, sem a fehérjebontd enzimek aktivitasa nem eredményezett mérhetd 1éptékii
bomlést a mintdk fenhexamid tartalméban.

e A Teldor termék kiszerelésében alkalmazott emulgedldszerek és az epesdk egyiittes
hatasa sem tudta 60% f61¢ emelni a fenhexamid oldatban 1évé mennyiségét.

Bar mindhdrom vizsgalati eljaras eldrejelzd képességében ¢és a modellezés mértékében
,belépd” szintlinek szadmit, elmondhatd, hogy a ndévényi eredetii élelmiszerek feliiletén bejutod
fenhexamid feltehetéen szamottevdé bomlas nélkiil atjut mind a gyomron, mind pedig a vékonybél
kezdeti szakaszain, és nem zdarhat6 ki, hogy azt kovetden taldlkozhat a bélflorat alkotod

mikroorganizmusokkal — bar hozzaférheté mennyisége nagy valdsziniliség szerint csokken.

Feliiluszoban | Uledékben
. Fenhexamid
lévé 1évo Osszes
Kisérlet | Kisérlet megoszlasa a
fenhexamid fenhexamid fenhexamid, i
sorszama | jellege o o mintéban,
mennyisége, | mennyisége, mg
& feliiluszo/ iiledék
mg mg
Tobb
1. 1,33 1,61 2,90 46 % / 54 %
enzimes
2. Pronaz 1,49 1,51 3,0 50 % /50 %
Pronaz +
3. 1,80 1,20 3,1 60 % /40 %
epesok

3. tablazat: A fenhexamid enzimes bontasi kisérleteinek Osszesitése.
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3.2. A fenhexamidot tartalmazo tapkozegben vizsgalt tejsavbaktériumok

eredményei

3.2.1. A sejtsiiriiség turbidimetrias mérésének eredményei (ODyg)

A fenhexamiddal kiegészitett tapkozgben végrehajtott inkubalas elteltével Gjra megmértiik a
sejtstiriséget. A tenyészetekbdl vortex keverést kovetden kivett 1,0 ml elegyek ODgpo-on mért
sejtstiriségét ioncserélt vizzel torténd higitassal 1,0, illetve azt megkdzelitd abszorbancia értékekre
allitottuk be. A baktériumoknal kapott abszorbancia értékek és az alkalmazott higitdsok a
4. tablazatban lathatok. A mérés alapjan két fajnal, a L. plantarum 2108-nal ¢és
L. casei 2756-nal nem mutatkozott szamottevd kiilonbség a fenhexamidot tartalmazd és a
kontrolltenyészet sejtstirlisége kozott, a ndvekedésiikre a hozzaadott komponens nem volt hatéssal,
igy ezeket a torzseket a tovabbiakban nem vizsgaltuk. A maradék hat fajbol 6t esetében a
fenhexamid a szaporodast gatolta, mig egy esetben (L. plantarum 2142) a fenhexamidos
tapkozegben nagyobb sejtslirliség alakult ki. A mintdk tovabbi vizsgalata HPLC-UV

miszerezettséggel tortént.

Baktériumok és kezelésiik Higitas mértéke (hozzaadott ioncserélt viz, Higitas utani abszorbancia
ml) (ODgo0)

L. rhamnosus NCAIM + fenhexamid 1,5 1,018
L. rhamnosus NCAIM 1,7 1,072
L. casei 01 + fenhexamid 1,5 1,099
L. casei 01 1,7 1,082
L. casei 2756 + fenhexamid 0,5 1,02
L. casei 2756 0,7 0,979
L. acidophilus-5 + fenhexamid 1,5 1,087
L. acidophilus-5 2,2 1,093
L. acidophilus 150 + fenhexamid 1,5 1,092
L. acidophilus 150 2,2 0,934
L. plantarum 2108 + fenhexamid 1,0 0,899
L. plantarum 2108 0,9 0,898
L. plantarum 2142 + fenhexamid 2,0 0,994
L. plantarum 2142 1,5 0,927
L. plantarum 2741 + fenhexamid 1,5 1,097
L. plantarum 2741 2,0 1,097

4. tablazat: A fenhexamidot tartalmazé tapkdzegben szaporitott és a kontroll tenyészetek azonos

sejtstiriségre torténd higitasanak mértéke és a mért végleges abszorbancia értékek (ODgg)
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3.2.2. A HPLC-UYV folyadékkromatografias mérés eredményei

A kontroll tenyészetekhez képest fenhexamidot (100 pg) tartalmazd tapkozegekben eltérd
mértékli sejtszaporodast mutatd fajok esetében elvégeztiik a tapkdzegben maradt ill. a sejtekhez
adszorbealodott vagy altaluk felvett fenhexamid mennyiségi meghatarozasat. Figyelembe véve a
mérési eljaras ill. a mintaelOkészités bizonytalansagat, a L. plantarum 2142 és a L. rhamnosus
NCAIM fajok esetében szamottevd mértékben kevesebb fenhexamidot tudtunk visszamérni a
tapkozeghez adott mennyiséghez képest. Ez az eltérés fakadhat a fenhexamid
atalakulasabol/atalakitdsabol ill. az ultrahangos szondéaval végrehajtott extrakcid esetleg nem

kvantitativ voltabol.

. Fenhexamid tartalom a Fenhexamid tartalom az Osszes fenhexamid
Minta wrr g A
feliiliszoban, ng iiledékben, pg tartalom, pg
L. acidophilus 150 92,3 8,4 100,7
L. acidophilus-5 90,3 7,0 97,3
L. casei 01 91,1 7,8 98,9
L. plantarum 2142 79,4 12,2 91,6
L. plantarum 2741 81,3 15,8 97,1
L. rhamnosus NCAIM 75,7 8,0 83,7

5. tablazat: Fenhexamiddal kiegészitett tapkdzegben szaporitott Lactobacillus fajok fenhexamid-

felvételének vizsgalata.

Az eredmények igazolasa céljabol a méréseket megismételtiik két torzzsel, a leginkabb
eltérést mutaté L. rhamnosus NCAIM 1ill. egy kozel teljes visszanyerést eredményezd fajjal, a
L. casei 01-gyel. A megismételt szaporitdsok és mérések elokészitése, koriilményei, HPLC-UV

mérési eljarasai megegyeztek az eredeti mérésnél alkalmazottakkal.

. Fenhexamid tartalom a Fenhexamid tartalom az Osszes fenhexamid
Minta wrr g .
feliiliszoban, ng iiledékben, pg tartalom, pg
L. rhamnosus NCAIM 84,3 10,2 94,5
L. casei 01 78,8 12,2 91,0

6. tablazat: Fenhexamiddal kiegészitett tapkdzegben szaporitott Lactobacillus fajok fenhexamid-

felvételének vizsgalata — megismételt vizsgalat.
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Az 5. és 6. tablazatbol lathat6, hogy a vizsgéalatok reprodukalhatosdga gyenge, mivel
ugyanazon fajok esetén akar 10%-ot megkozelitd mértékben tért el a visszanyert fenhexamid
mennyisége a korabbi vizsgalatokhoz képest. Ez a jelenség tobbféleképpen magyarazhato:

e A sejtek szaporodasi ciklusaban ill. a fermentacios paraméterekben fellépd akar apro
eltérések is nagy mértékben befolyasolhatjak a visszanyert fenhexamid mennyiségét,
pl. a sejtekbdl torténd kinyerés hatdsfokanak valtozasa altal.

e Az ultrahangos szondan ¢€s acetonitriles oldaton alapuld feltards nem kimerito,
lehetséges, hogy a fenhexamid egy része a sejteken beliil marad.

e A fenhexamid egy része a fermenticidos tapkdzeg ¢és a szaporitott sejtek

anyagcseretermékeinek fliiggvényében az liveg kémcsoé falan adszorbealodhat.

cre

5-10%-a valamilyen modon atalakul a korabban ismertetett bomlds- ill. detoxikacids termékekre
(2. abra) vagy azokhoz hasonld vegyiiletekre, akkor azok is oldatban maradnak ¢s HPLC-UV
vizsgalattal kimutathatok. Ebben az esetben a fenhexamidra jellemzd 280 nm abszorbancia
hulliamhosszon végrehajtott HPLC-UV vizsgalat sordn az 1j komponens megjelenhet a
kromatogramban, feltételezhetden kozelebb a holttérfogathoz, mivel a peszticidek detoxikacids
végtermékei altalaban hidrofilebbek az alapvegyiiletnél.

Ahogy a 10. és 11. abrakbol lathato, a példaként valasztott L. rhamnosus NCAIM két
vizsgalati kromatogramja kozott csupan a tr=16,1 perc retenciés idoénél érkezd fenhexamid
csucsban van eltérés; mas vegyiilet megjelenése — ezen a hulldmhosszon — nem érzékelhetd. Ez a
vizsgélat onmagaban nem zarja ki teljes mértékben, hogy a fenhexamid szamottevo része atalakult
volna valamilyen detoxikacids vagy bomlds termékké, azonban arra utal, hogy az elébbiekben

felsorolt harom, a mintaeldkészitéshez-extrakciohoz kotddd hibalehetdséget nem lehet kizarni.
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10. &bra: fenhexamidot nem tartalmazdé (kontroll) taipkdzegben szaporitott L. rhamnosus NCAIM

tapkozegének HPLC-UV vizsgalata. A kromatogram nagyitott részlete az dbra jobb oldalan
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11. abra: 20 ppm fenhexamidot tartalmazé tapkozegben szaporitott L. rhamnosus NCAIM

tapkozegének HPLC-UV vizsgalata. A kromatogram nagyitott részlete az dbra jobb oldalan

talalhato.
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3.2.3. A HPLC-ESI-MS/MS folyadékkromatografias mérés eredményei

A HPLC-UYV vizsgalatok eredményei alapjan nem lehetett kizarni, hogy a tejsavbaktériumok a
fenhexamidbol valamilyen metabolitot allitanak eld, akar csak kis mennyiségben is. Ennek
kideritésére harom lehetdség nyitott: (a) nagy felbontdsu szerves tomegspektrométerrel végrehajtott
HPLC-ESI-MS vizsgalattal manuélis keresés véghezvitele a szakirodalomban leirt metabolitok
megtalalasa céljabol, vagy (b) az el6zd vizsgalat lefolytatdsa metabolomikai célszoftveres
kereséssel ill. (c) kis felbontasu szerves tomegspektrométerrel végrehajtott HPLC-ESI-MS/MS
vizsgalattal olyan metabolitok keresése, amelyekhez rendelkezésre all standard vegyiilet. Bar az
elso két lehetdség meghaladja a TDK értekezés kereteit, a harmadik mddszerhez rendelkezésre allt
egy fenhexamid metabolit, a fenhexamid-O-gliikozid standard vegyiilete (Polgar és mtsai, 2012)
(12. abra) ill. a vegyiilet mérésére kidolgozott HPLC-ESI-MS modszer (Szaraz, 2012). Bar ezt a
vegyliletet kordbban kizarolag ndvényekbdl mutattak ki, érdemesnek tlint megvizsgalni, nem johet-
e létre baktériumok anyagcseréjében.

A mérési modszer azon az elven alapul, hogy amennyiben egy vegyiilet standardja
rendelkezésre all, akkor a szerves tomegspektrométert optimalni lehet ennek a vegyiiletnek az
érzékeny ¢és szelektiv kimutatdsara azaltal, hogy a késziilékben a vegyiilet jellegzetes fragmenseit
hozzuk 1étre. Ha a vizsgaland6 mintdban megtaldlhato a vegyiilet, akkor az a standarddal azonos
retencios 1donél fog érkezni a kromatografias rendszerrdl és azonos fragmenseket fog mutatni. A
fenhexamid-O-gliikozid esetén a 12. abran szerepld vonalak mentén alakulnak ki a késziilékben a
fragmensek, jellegzetes relativ tomegili fragmenseket (302 Da ill. 97 Da) hozva létre. A 13. dbrén az

paramétereit (tg=10,7 perc) €s a két jellegzetes fragmens intenzitasat figyelhetjiik meg.

—p 302 Da

—» 97Da
C Cl

HO
HO

OH

0)

12. dbra: A fenhexamid-O-gliikozid szerkezete. A fliggbleges szaggatott vonalak a molekula
szerves tomegspektrométerben mutatott jellegzetes fragmentacids viselkedését jelzik.
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13. abra: A fenhexamid-O-gliikozid standard HPLC-ESI-MS/MS kromatogramjai. Baloldalon a
nagyobb intenzitast (302 Da), jobboldalon a kisebb intenzitasu (97 Da) fragmens kromatogramja
lathato.
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14. abra: fenhexamid tartalmu tapkozegben szaporitott L. casei 01 tapkézegének HPLC-ESI-
MS/MS kromatogramjai. Baloldalon a nagyobb intenzitasu (302 Da), jobboldalon a kisebb

intenzitasu (97 Da) fenhexamid-O-gliikozid fragmens kromatogramja lathato.

A fenhexamid-O-gliikkozidra szelektiv  HPLC-ESI-MS/MS mérést mind a hat vizsgalt
Lactobacillus faj fenhexamiddal kiegészitett tapkozegén elvégeztiik. Meglepé modon az egyik faj, a
L. casei 0l esetén sikeriilt egyértelmiien azonositani a fenhexamid szarmazékot
(14. abra): mind a retenciés id6, mind a fragmensek intenzitdsai megegyeztek a standard
vegyiiletével. Bar a vegyiilet koncentracidja nagyon kicsi (nagysagrendileg 10 ppb), ez a
megfigyelés tobb szempontbol is fontosnak tekinthetd:

e FEz az els6 eset, hogy egy Lactobacillus fajrol sikeriilt kimutatni: kismértékben
ugyan, de metabolizalni képes egy ra elvileg nem hat6 fungicidet.

e A L. casei fajok a leggyakrabban hasznalt probiotikus mikrobak, igy felvetddhet,
hogy érdemes lenne megvizsgalni viselkedésiiket az Osszes olyan engedélyezett
peszticidre, amelyek szdmottevd mennyiségben juthatnak el a bélflora also

szakaszaiba.
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e Az eredmények tiikrében nem zarhatod ki, hogy egyes novényi peszticid metabolit
képzddésének hatterében bakterialis anyagceserefolyamatok is meghuzodhatnak.
e Mivel a metabolitot a tapkoézegbdl mutattuk ki, még nem lehet pontositani, hogy

intra vagy extracellularis enzim a felelds a képzddésért.

4. Osszefoglalas

Munkdm sordan az egyik legelterjedtebb fungicidet, a fenhexamidot vizsgéaltuk az emberi
emésztést részben modellezd enzimes kisérletekben ill. probiotikumként hasznalhatd Lactobacillus
fajok tapkozegébe kevert formaban. Az volt a célunk, hogy informaciét gyljtsek egyrészt a
fenhexamid stabilitdsar6l savas ill. fehérjebontd enzimeket tartalmazo oldatokban, masrészt
megvizsgaljuk, hogyan hat ez a peszticid a lactobacillusok szaporodésara.

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a fenhexamid nem mutatott szdmottevéd mértékii
bomlast sem a gyomrot, sem pedig a vékonybél kezdeti szakaszat modellezé rendszerekben, igy
nem zarhatd ki, hogy egy része eljuthat a bélflorat alkotd6 mikrobakig. A fenhexamid a vizsgalt 8
Lactobacillus faj tobbségét, 5 fajt gatolt a szaporodasban, mig egy esetben a szaporodas mértéke
nagyobb volt a fenhexamid jelenlétében. Ennek a jelenségnek a hattere nem ismert és tovabbi
vizsgalatokat igényel. Az egyik Lactobacillus faj, a L. casei 01 esetében kimutattunk egy korabban
kizarélag novényekben eldforduld fenhexamid szarmazékot, a fenhexamid-O-gliikozidot: ezen

metabolit képzddésének modjat és mértékét ugyancsak tovabbi kisérletek soran lehet tisztazni.

32



5. Koszonetnyilvanitas

Ezton szeretnék koszonetet mondani témavezetd tandromnak Dr. Dernovics Mihdlynak és
konzulensemnek Bujna Erikanak, hogy iranymutatasukkal lehetévé tették dolgozatom elkészitését.

Koszonettel tartozom tovabba tandraimnak, Rezessyné Dr. Szabo Juditnak, Dr. Nguyen Duc
Quangnak ¢és Havas Petranak, hogy biztositottdk méréseim elvégzését a Sor-€s Szeszipari
Tanszéken.

Szeretném megkodszonni Firisz Zsuzsannanak, Bakonyvari Ildikonak és Vass Andrednak a

munkam soran nyujtott segitségiiket é¢s hasznos tanacsaikat.

33



6. Hivatkozott irodalom

A.P.S. http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/Pages/default.aspx. hozzaférési datum: 2012.12.10.

Abou-Arab, A. A. K. 1997. Effect of Ras cheese manufacturing on the stability of DDT and its metabolites. Food
Chemistry. 59(1):115-119.

Abou-Arab, A. A. K. 2002. Degradation of organochlorine pesticides by meat starter in liquid media and fermented
sausage. Food and Chemical Toxicology. 40(1):33-41.

Anderson, C., Brumhard, B., Ditgens, K., Reiner, H. 1999. Metabolism of fenhexamid (KBR 2738) in plants, animals,
and the environment. Pflanzenschutz-Nachrichten Bayer. 52(1):227-251.

Ayana, I. A. A. A., El Deen, A. A. G., El-Metwally, M. A. 2011. Behavior of certain lactic acid bacteria in the presence
of pesticides residues. International Journal of Dairy Science. 6(1):44-57.

B.C. http://www.agf.gov.bc.ca/pesticides/g_1.htm. hozzaférési datum: 2012.12.10.

Bassil, K. L., Vakil, C., Sanborn, M., Cole, D. C., Kaur, J. S., Kerr, K. J. 2007. Cancer health effects of pesticides -
Systematic review. Canadian Family Physician. 53(1):1705-1711.

Bayer.  http://www.bayercropscience.hu/webset32.cgi?BayerCrop@@HU@@32@@GOOGLEBOT.  hozzaférési
datum: 2012.12.10.

Bernardeau, M., Guguen, M., Vernoux, J. P. 2006. Beneficial lactobacilli in food and feed: long-term use, biodiversity
and proposals for specific and realistic safety assessments. Fems Microbiology Reviews. 30(4):487-513.

Braunberg, R. C., Beck, V. 1968. Interaction of DDT and the gastrointestinal microflora of the rat. Journal of
Agricultural Food and Chemistry. 16(3):451-453.

Brent, K. J., Hollomon, D. W. "Fungicide resistance: the assessment of risk." 53. Brussels: Fungicide Resistance Action
Committee, 2007.

Byrnes, C. "Evaluation of the new active FENHEXAMID in the product TELDOR 500 SC FUNGICIDE." National
Registration Authority for Agricultural and Veterinary Chemicals, 2001.

Cabras, P., Angioni, A., Garau, V. L., Pirisi, F. M., Farris, G. A., Madau, G., Emonti, G. 1999. Pesticides in
fermentative processes of wine. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 47(9):3854-3857.

Clair, E., Linn, L., Travert, C., Amiel, C., Seralini, G. E., Panoff, J. M. 2012. Effects of Roundup (R) and Glyphosate on
Three Food Microorganisms: Geotrichum candidum, Lactococcus lactis subsp. cremoris and Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus. Current Microbiology. 64(5):486-491.

Collins, M. D., Phillips, B. A., Zanoni, P. 1989. Deoxyribonucleic-acid homology studies of Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei Sp-nov, subsp. paracasei and subsp tolerans, and Lactobacillus rhamnosus Sp-nov,
Comb-nov. International Journal of Systematic Bacteriology. 39(2):105-108.

De Boever, P., Deplancke, B., Verstracte, W. 2000. Fermentation by gut microbiota cultured in a simulator of the
human intestinal microbial ecosystem is improved by supplementing a soygerm powder. Journal of Nutrition.
130(10):2599-2606.

Drobnikova, V., Bacilek, J. 1982. Effect of some pesticides on microorganisms isolated from honeybees. Bulletin of
Environmental Contamination and Toxicology. 29(6):734-738.

E.F.S.A. 2010/1. Modification of the existing MRL for fenhexamid in onions. EFSA Journal. 8(7):1696-1728.

E.F.S.A. 2010/2. Modification of the existing MRLs for fenhexamid in various leafy vegetables. EFSA Journal.
8(1):1455-1475.

E.M.B.L. 01.  http://www.ebi.ac.uk/2can/genomes/bacteria/Lactobacillus_acidophilus.html.  hozzaférési  datum:

2012.12.10.
EM.B.L. 02.  http://www.ebi.ac.uk/2can/genomes/bacteria/Lactobacillus_plantarum.html.  hozzaférési  datum:
2012.12.10.

E.P.A. http://www.epa.gov/pesticides/about/types.htm. hozzaférési datum.

E.U. 2010. A Bizottsag 600/2010/EU rendelete. Az Eurdpai Uni6é Hivatalos Lapja. 174(1):18-39.

E.U. http://ec.europa.eu/sanco_pesticides/public/index.cfm. hozzaférési datum: 2012.12.10.

Eskenazi, B., Bradman, A., Castorina, R. 1999. Exposures of children to organophosphate pesticides and their potential
adverse health effects. Environmental Health Perspectives. 107(1):409-419.

F.A.O. http://www.fao.org/docrep/005/y4544¢e/y4544¢00.htm. hozzaférési datum: 2012.12.10.

F.A.O. http://www.fao.org/ag/AGP/AGPP/Pesticid/JMPR/Download/2005 rep/Fenhexamid.pdf. hozzaférési datum:
2012.12.10.

Farmit. http://www.farmit.hu/szoleszet/partnerek/bayer-cropscience/teldor-500-sc. hozzaférési datum: 2012.12.10.

Hall, F. R. "Precision farming: Technologies and information as risk-reduction tools." In ACS Symposium Series, 96-
116, 1999.

34



Hur, S. J., Lim, B. O., Decker, E. A., McClements, D. J. 2011. In vitro human digestion models for food applications.
Food Chemistry. 125(1):1-12.

Ingrassia, 1., Leplingard, A., Darfeuille-Michaud, A. 2005. Lactobacillus casei DN-114 001 inhibits the ability of
adherent-invasive Escherichia coli isolated from Crohn's disease patients to adhere to and to invade intestinal
epithelial cells. Applied and Environmental Microbiology. 71(6):2880-2887.

Internet 01. http://austinlauren.pbworks.com/w/page/14266178/Recent%20Media%200n%20Lactobacillus%20

acidophilus. hozzaférési datum: 2012.12.10.

Internet 02. http://www.prodigest.eu/en/technology/2simulatorofhumanintestinalmicrobialecosystemshime. hozzaférési
datum: 2012.12.10.

J.M.P.R. "Fenhexamid." In 2005 Joint FAO/WHO meeting on pesticide residues /JMPR/, 255-301. Genf, Svéjc, 2005.

Jurewicz, J., Hanke, W. 2008. Prenatal and childhood exposure to pesticides and neurobehavioral development: Review
of epidemiological studies. International Journal of Occupational Medicine and Environmental Health.
21(2):121-132.

Kapolna, E., Fodor, P. 2007. Bioavailability of selenium from selenium-enriched green onions (Allium fistulosum) and
chives (Allium schoenoprasum) after 'in vitro' gastrointestinal digestion. International Journal of Food
Sciences and Nutrition. 58(4):282-296.

Kleerebezem, M., Boekhorst, J., van Kranenburg, R., Molenaar, D., Kuipers, O. P., Leer, R., Tarchini, R., Peters, S. A.,
Sandbrink, H. M., Fiers, M., Stickema, W., Lankhorst, R. M. K., Bron, P. A., Hoffer, S. M., Groot, M. N. N.,
Kerkhoven, R., de Vries, M., Ursing, B., de Vos, W. M., Siezen, R. J. 2003. Complete genome sequence of
Lactobacillus plantarum WCFS1. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America. 100(4):1990-1995.

Kmellar, B., Abranko, L., Fodor, P., Lehotay, S. J. 2010. Routine approach to qualitatively screening 300 pesticides and
quantification of those frequently detected in fruit and vegetables using liquid chromatography tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS). Food Additives and Contaminants - Part A Chemistry, Analysis, Control,
Exposure and Risk Assessment. 27(10):1415-1430.

Lehotay, S. J., Anastassiades, M., Majors, R. E. 2010. QuEChERS, a sample preparation technique that is "catching
on": An up-to-date interview with the inventors. LC-GC North America. 28(7):504-516.

Martini, M. C., Lerebours, E. C., Lin, W. J., Harlander, S. K., Berrada, N. M., Antoine, J. M., Savaiano, D. A. 1991.
Strains and species of lactic-acid bacteria in fermented milks (yogurts) - effect on invivo lactose digestion.
American Journal of Clinical Nutrition. 54(6):1041-1046.

McClements, D. J., Li, Y. 2010. Review of in vitro digestion models for rapid screening of emulsion-based systems.
Food & Function. 1(1):32-59.

Molly, K., Vandewoestyne, M., Desmet, 1., Verstracte, W. 1994. Validation of the simulator of the human intestinal
microbial system (SHIME) reactor using microorganism-associated activities. Microbial Ecology in Health
and Disease. 7(4):191-200.

Oomen, A. G., Rompelberg, C. J. M., Bruil, M. A., Dobbe, C. J. G., Pereboom, D., Sips, A. 2003. Development of an in
vitro digestion model for estimating the bioaccessibility of soil contaminants. Archives of Environmental
Contamination and Toxicology. 44(3):281-287.

Polgar, L., Garcia-Reyes, J. F., Fodor, P., Gyepes, A., Dernovics, M., Abranko, L., Gilbert-Lopez, B., Molina-Diaz, A.
2012. Retrospective screening of relevant pesticide metabolites in food using liquid chromatography high
resolution mass spectrometry and accurate-mass databases of parent molecules and diagnostic fragment ions.
Journal of Chromatography A. 1249(1):83-91.

Possemiers, S., Grootaert, C., Vermeiren, J., Gross, G., Marzorati, M., Verstraete, W., Van de Wiele, T. 2009. The
intestinal environment in health and disease - Recent insights on the potential of intestinal bacteria to influence
human health. Current Pharmaceutical Design. 15(18):2051-2065.

Sanborn, M., Kerr, K. J., Sanin, L. H., Cole, D. C., Bassil, K. L., Vakil, C. 2007. Non-cancer health effects of pesticides
- Systematic review and implications for family doctors. Canadian Family Physician. 53(1):1713-1720.

Szaraz, L. 2012. Probiotikus torzsek béta-gliikozidaz aktivitasanak vizsgalata egy xenobiotikum (fenhexamid-gliikozid)
hidrolizisén keresztiil. Szakdolgozat. BCE - ELTE.

Todar, K. http://textbookofbacteriology.net/lactics.html. hozzaférési datum: 2012.12.10.

Todar, K. http://textbookofbacteriology.net/featured microbe.html. hozzaférési daitum: 2012.12.10.

Villena, J., Chiba, E., Tomosada, Y., Salva, S., Marranzino, G., Kitazawa, H., Alvarez, S. 2012. Orally administered
Lactobacillus rhamnosus modulates the respiratory immune response triggered by the viral pathogen-
associated molecular pattern poly(I:C). BMC Immunology. 13:53(online, oldalszam nélkiil).

Walter, J. 2008. Ecological role of lactobacilli in the gastrointestinal tract: Implications for fundamental and biomedical
research. Applied and Environmental Microbiology. 74(16):4985-4996.

Wickham, M., Faulks, R., Mills, C. 2009. In vitro digestion methods for assessing the effect of food structure on
allergen breakdown. Molecular Nutrition and Food Research. 53(8):952-958.

35



	Alkalmazott Kémia Tanszék – Sör-és Szeszipari Tanszék

