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1. Bevezetés és célkituzések

Az aflatoxinok a mikotoxinok csoportjdba tartozd, masodlagos anyagcseretermékek,
amelyeket foként az Aspergillus flavus és Aspergillus parasiticus penészgombak termelnek.
Az aflatoxinok leggyakoribb tipusai az aflatoxin B1, B2, G1, G2. Ezek koziil azmaflatoxin B1

a legerosebb karcinogén.

Kéros hatasaik tobbféleképpen nyilvanulhatnak meg. Ezek a toxinok ugynevezett
hepatotoxinok. M4jkarosodast, majrakot okozhatnak. Mivel sok, az élelmiszergyartasban
hasznalt alapanyag szennyezOdhet az Aspergillus penészgombaval, igy a toxin esetleges
megjelenése sulyos veszélyt hordoz magéaban. Az aflatoxinnal leginkabb szennyezett
termények ¢és élelmiszerek a gabonafélék (kukorica, rizs, blza), az olajos magvak

(foldimogyoro, did), és a fiiszerek, tejtermékek.

A mikotoxinok eléforduldsanak, mennyiségiik csokkentésének tobb lehetséges modja 1étezik.
Ilyen példaul a mikotoxinok eltavolitésa fizikai, kémiai és biologiai (mikroorganizmusok altali
bontads vagy megkdtés) uton. A bioldgiai megkdzelités kiillondsen igéretes, mivel kiméletes €s

nem rontja az élelmiszerek mindségét.

A penészgatlas (szant6fold, élelmiszer), és ezzel a mikotoxin mentesités a helyes tarolasi
koriilmények, hdkezelés, csomagolastechnoldgia, illetve természetes gatldanyagok (pl. szerves

savak, novényi kivonatok, tejsavbaktériumok) alkalmazéasaval valdsithaté meg.

A tejsavbaktériumok (pl. Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus fajok) antimikrobidlis
hatasuk révén képesek gatolni a toxintermeld penészek novekedését, valamint sejtfaluk és
anyagcseretermékeik révén megkdtni vagy lebontani a mikotoxinokat, koztiik az aflatoxinokat
is.

A kisérleteim arra iranyultak a szakdolgozat elkészitése folyaméan, hogy kideritsem a
kereskedelmi forgalomban is kaphatd probiotikus baktériumok koziil, melyek alkalmasak az

Aspergillus flavus ZT 41 -es toxintermeld torzs szaporodéasanak €s toxintermelésének gatlasara.

A kereskedelmi forgalomban kaphat6, probiotikus baktériumokon kiviil az elvégzett kisérletek
soran megvizsgaltam egy szintén kereskedelemben is kaphato €lelmiszerkiegészité termékbdl,

a BEBA OPTlpro 4 Junior tejalap anyatej-kiegészitd tapszerbdl izolalt baktériumokat is.



Az aflatoxinokra nagyon szigoru hatarértékek vonatkoznak, foleg a gyermekeknek szant
termékek esetén is, igy kivancsi lettem, egy ilyen termékben talalhatdo mikrobdk milyen gétlo,

eliminalo aktivitassal rendelkeznek.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. Penészgombak

A  mikroszkopikus gombdaknak két, gyakorlati szempontbdl Iényeges csoportjat
kiilonboztetjiik meg, az ¢élesztd- és penészgombdkat. Egyik név sem fed egységes
rendszertani kategoriat. Mig az élesztégombak tobbnyire egysejtii, ivartalanul sarjadassal
vagy hasadassal szaporoddé gombak, ivaros szaporoddsukkor termdtest altalaban nem
képzodik, addig a penészgombak olyan mikroszkdopikus gombék, amelyek finom fonalas
bevonatot képeznek a kiilonb6z6 szubsztratokon, sporakkal vagy konidiumokkal

szaporodnak.

Az élesztd- és penészgombak szinte mindenhol jelen vannak a kornyezetiinkben, €s az
¢lelmiszeripar szdmara komoly kihivast jelentenek. Nemzetkozi becslések szerint az altaluk
okozott veszteségek a globalis élelmiszertermelés 5—10%-at is elérhetik — ez meghaladja az

Osszes tObbi mikroorganizmus altal okozott veszteséget.

A romldst okozd penészgombdk a természetben, kornyezetiinkben nagyrészt
szaprobiontaként €lnek, bar néhanyuk €16 anyagot, ndvényi, allati, emberi szervezetet is
meg tud tdmadni. Az elsdsorban parazita €s novénykorokozo, illetve allatpatogén gombakat
azonban nem szoktuk penészeknek tekinteni.

Elelmiszerek vonatkozisiban kiilonds jelentéségre tettek viszont szert a mikotoxinokat
képzo és ezaltal a fogyasztok egészségét sulyosan veszélyeztetd penészgombak. Ezért az
¢lelmiszer-tartositasnak  mindig célja a penészgombdk elleni védekezés is.
A romlast okozé ¢€s toxintermeld penészekkel szemben azonban sok gomba faj értékes
anyagokat is képez. Termékeik kozt vannak antibiotikumok, szerves savak vagy enzimek

(NNGYK - A penészgombdk és a mikotoxinok).

A romlast okozd penészek megjelenése szerint megkiilonboztethetiink raktari ¢€s
szantofoldi penészgombakat.

A szanté6foldi penészgombak mar a szant6foldon, a ndvény fejlédése kozben megfertdzik
a termést. Ezek els6sorban a novény szoveteiben élnek és ott termelnek mikotoxinokat. A
nedves, paras iddjaras kedvez a megtelepedésiiknek. Tipikusan ilyen fajok a Fusarium

nemzetség tagjai (pl. Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides). Tobbféle



mikotoxint termelhetnek. Ilyenek a DON (deoxinivalenol), fumonizin, zearalenon, T-2
toxin.

A raktari penészgombak pedig a betakaritds utdn, a tarolds soran tdmadjak meg a
terményt, ha a tarolasi koriilmények nem megfeleléek (pl. magas a paratartalom, rossz a
szell6zés). Meleg és nedves kdrnyezetben szaporodnak a leginkdbb ezek a penészgombak
is. Tipikus példajuk az Aspergillus és a Penicillium fajok (pl. Aspergillus flavus, Aspergillus
ochraceus, Penicillium verrucosum). Ezek termelik az aflatoxinokat, ochratoxinokat,

patulint és a citrinint (Pitt & Hocking 2009).

2.2. Mikotoxinok

A mikotoxinok a penészgombak karos hatdsu masodlagos anyagcsere-termékei. Lehetnek
Osztrogén hatasuak, karcinogének, mutagének vagy teratogének. Komoly kockazatuk, hogy
nem feltétleniil okoznak érzékszervi elvaltozast, viszont minden esetben hatranyosan
befolyasoljak az élelmiszerek €s élelmiszernyersanyagok mindségét az egészségkarositd
hatasuk miatt.

A legjelentdsebb mikotoxinok az aflatoxinok, ochratoxinok, Fusarium toxinok, anyarozs
alkaloidok ¢és a patulin. Tobb, mint 300 mikotoxint ismeriink és ezeknek legalabb 1000

toxikus szarmazéka ismert, amely szamos kiilonb6z6 Gton képzddhet (1. dbra).

Szabad mikotoxinok

Nem kovalens
Mitrixhoz kététt | kbtésd
Funkcionalizalt

mikotoxinok
Kovalens kotésii
(Fazis I. metabolit)

Bioldgiailag névényi
Médosul ‘% Koniugalt 4
osult g onjuga I anati

mikotoxinok (Fazis II. metabolit) |

\ gomba
Kémiailag médosult [~~|  Hohatdsra
keletkezd

\ Nem héhatdsra

Rychlich et al.: Proposal of a comprehensive definition of modified and other
forms of mycotexins including “masked” mycotaxins, Mycoloxin Res, 2014 keletkezd

1. abra. Mikotoxinok és szarmazékaik

Az étrendi forrasainkba tobbféle uton keriilhetnek be. Gabonafélék, olajos magvak,
aszalvanyok, fliszerek és a tejtermékek is szennyezettek lehetnek vele.

Tobb, mint 350 penészgomba faj termel toxint, példaul az Aspergillus, Penicillium,
Fusarium vagy az Alternaria. Szerencsére nem minden esetben termelddik toxin, amikor

megjelennek ezek a penészek. Fontos a kornyezeti tényezdk szerepe a toxinok
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kialakulasakor. Ilyen elengedhetetlen tényezd a megfelel6 hdmérséklet vagy paratartalom

1S.

A mikotoxinoknak tobb kzos tulajdonsaga van. Altalaban kis molekulatomegii vegyiiletek,
amelyeknek nincs antigén hatasuk. Nagyon ellenalloak. Hostabil vegyiiletek, melyek
ellendllbak még a gyomor sdsavtartalméval szemben is. Agressziv sejtmérgek, de a
legnagyobb problémat az okozza, hogy felhalmozodhatnak a szervezetben (méjban,
vesében), ezzel veszélyeztetve az egészséget. Sulyos velejardjuk, hogy mérgezéskor
gatoljak a szervezet specifikus védekezé mechanizmusat.

Nem csak az emberekre karosak, de takarmanyokba is bekeriilhetnek, ezzel karositva az

allomanyt, illetve tovabbjuthatnak az éllati eredeti élelmiszerekbe (Peraica et al. 1999).

2.2.1. A mikotoxinok human-egészségiigyi jelentosége

A mikotoxinok a kémiai élelmiszerbiztonsag szempontjabol kiemelt fontossdguak mérgezo
hatasaik miatt. Sulyos szoévédményekhez, daganatos megbetegedésekhez vezethet a
jelenlétiik a szervezetben, mivel hosszitavon felhalmozddhatnak.

A vékonybélbdl szivodnak fel, vizelettel, széklettel lassan iiriilnek ki a szervezetbdl. A
tejben is megjelenhetnek, ezt koncentralodasnak hivjuk. (2. abra)

Szinte minden szerv mitkddésére hatassal lehetnek. Egy mikotoxin hathat tobb szervre is
(pl. ochratoxinok), valamint sulyos esetben felléphet szinergizmus is. Ilyenkor példaul az
aflatoxin és a fusarium toxin egylittesen nagyobb hatast fejt ki, mint kiilon-kiilon tennék.
Hasonlo eset lehetséges aflatoxin B1 és ochratoxin, valamint ochratoxin €s citrinin egyiittes
jelenlétekor is (Bennett & Klich, 2003.)

A leggyakoribb potencidlis human-egészségligyi hatasaik a kovetkezok:

- karcinogének (aflatoxinok, fumonizinek)

- immunszuppresszivek (ochratoxin, trichotecének)

- mutagének (aflatoxinok, zearalenon)

- teratogének (aflatoxin, ochratoxin)

- kardiotoxikusak (ergot alkaloidok, penicillinsav)

- dermatotoxikusak (trichotecének)

- emetikusak (DON, T-2 toxin)

- hemorragiasak (patulin)

- hepatotoxikusak (aflatoxin, rubratoxin)

- nefrotoxikusak (citrinin, ochratoxin)



- neurotoxikus (ergot alkaloidok, fumonizinek, trichotecének), valamint

- Osztrogén hatasuak (zearalenon) lehetnek.

A. rambellii A. flavus A. arachidicola
A. pseudi ii A.p iticu: A. nomius

A. ochraceoroseus A. minisclerotigenes

A. bombycis

Poor storage
conditions

Emericella venezuelensi =T 52
Molds in contaminated ¢

/ Environmental

\ factors [ z;;)j » AFM1 in milk and urine
\ / .
[are1 | [AFB2, AFG1, AFG2 | //g\;’ 7 AT, AFQU, tehalwdeoxy
—— /& AFB1 in urine
Aflatoxin accumulation in food crops ;’/r" Q;\'

and consumption

T

. Intestinal\"’\
( barrier

b, i

Live

Modulation N
of cytokine ( G
ek Binding to DNA v\'

R production )
3 . !
Stunted growth Immune Chm':"‘ he?“ms L | = He?atocellular
in children suppression infection carcinoma (HCC)

2. abra: Az aflatoxinok metabolizacidja (Abdallah et al., (2021))

2.2.2. Allat-egészségiigyi jelentdségiik
A mikotoxinok allat-egészségiigyi jelentdsége ugyanannyira komoly, mint az emberek

esetén. Mivel ezek a toxinok leginkdbb a gabonamagvak héjanak feliiletén és a héj
szoveteiben halmozdodnak fel, ezért a szennyezett ndvényi takarmany konnyen
megfertdzheti az allatokat is. Ezt hivjuk mikotoxikézisnak. Egyes mikotoxinok szarmazékai
az allatok szerveiben (Gigyszintén féleg a vesében €és a majban) valamint az izom-, és
zsirszovetekben is felhalmozodhatnak.

A legnagyobb problémat az okozhatja, hogy valtozatlan formaban vagy aktiv
modosulatként megjelenhetnek a tejben is (aflatoxin M1, a-zearalenol). Ez jelentos
gazdasagi karokat okozhat, mivel emiatt romlik az allati termék mindsége €s mennyisége

¢és kevesebb lesz az értékesithetd termék. (Hussein S Hussein, Jeffrey M Brasel 2001).

A modern termelés egyik nagy kihivésa, hogy léteznek ugynevezett modosult/-maszkolt

mikotoxinok is. Ezek olyan mikotoxin szarmazékok, melyek az ismert mikotoxinokra
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alkalmazott hagyomanyos analitikai mdédszerekkel nem mutathatok ki, mert szerkezetiik a

novényekben megvaltozott (3. dbra) (International Life Science Institute, 2011).

<\
P &
poe ns
@ -
L
A penészgombdk A novény védekezs Az 4llatok elf tjak a A cukor a

mikotoxinokat | | mechanizmusa: maszkolt mikotoxinokat bélrendszerben elbomlik:
termelnek (pl. DON) sszekapcsolas tartalmazé szennyezett felszabadul az eredeti

cukormolekulaval = takarmanyt mikotoxin — né a biolégiai
maszkolt mikotoxin hozzéférhetSsége

(pl. DON-3-gliikozid)

3. 4bra A maszkolt mikotoxinok kialakulasa

A ,,maszkolt mikotoxin” kifejezés nem alkalmas minden, megvaltozott szerkezetli
mikotoxin megnevezésére, mivel mindegyik kicsit eltérd. Egyesek kimutathatok rutin
analitikai mddszerekkel, mig masok jelenléte csak tobb kisérlettel igazolhato.

A napjainkban foly6 legujabb kisérletek célja a ndvények esetében ezek detoxifikalasa.

Ezek az anyagok élelmiszerbiztonsagi problémat jelentenek, mivel az expozicidjuk a
becslés soran figyelmen kiviil marad, rutin sziirdvizsgalatokkal jelenleg nem mutatjak

ki 6ket és nincs jogi szabalyozas sem rajuk a felmeriilésiik esetén.

Az élelmiszerek €s takarmanyok mikotoxin szennyezddésének csokkentési lehetdségei
tobb 1épésbdl allnak. Elsddleges, hogy a meghatarozott és megengedett hatarértékeket
minden esetben be kell tartani az élelmiszerek/takarmanyok ellendrzésekor. Ki kell
alakitani egy monitoring programot, hogy nyomon kovethetd legyen, mikor és hol volt
szennyezOdeés, valamint Jo Mezégazdasagi Gyakorlat-ot (GAP) kell végezni. Megfeleld
novényvédelem (fungicidek), novénynemesités (alacsony kockdzatua fajtdk) és
novénytermesztés (nem toxinogeén Aspergillus flavus torzsek) révén. De mindenképpen

a megeldzés a legfontosabb!
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2.3. Aflatoxinok

A toxintermelO Aspergillus fajok vilagszerte jelen vannak a talajban és a levegdben is,
viszonylag széles hdmérsékleti intervallumban képesek szaporodni.

Az altaluk termelt mikotoxinok felfedezése Anglidban tortént, az 1960-as években. Pulykak
X-betegsége néven keriiltek megismerésre. Anglidban és mas eurdpai orszagokban tobb,
mint 100 000 pulyka pusztult el ismeretlen okbol. Ez a betegség majkarosodast, vérzést és
majelégtelenséget okozott a fertdzott allatoknal. Nemcsak pulykékat érintett, hanem mas
allatokat, példaul kacsakat és facanokat is. A kutatok hamarosan Osszefiiggést taldltak a
beteg allatok foldimogyorodlisztbdl késziilt takarmanyanak elfogyasztasa és a megbetegedés
kialakuldsa kozott. Ez a foldimogyoroliszt Brazilidbol szarmazott, és a tarolds sordn
penészesedés 1épett fel.

A megbetegedést okozo toxin elsé azonositasa 1961-62 kozott tortént. Brit kutatok, koztiik
J. W. Sargeant és Arnold Stoloff, izolaltak a felelds vegyiiletet a penészes foldimogyorobol.
A termeld koérokozonak az Aspergillus flavus penészgombat azonositottak, ezért az altala
termelt mérgezd anyagot aflatoxinnak nevezték el (az 4. flavus toxin roviditésébdl). Késdbb
kidertilt, hogy az aflatoxin B rendkiviil rakkelt6 és foként a majsejteket karositja.

Tovabbi kutatasok folytak az 1960-as években az aflatoxinokat érintden. Részletesen
vizsgaltak az USA-ban, Eurdpaban és mas orszagokban is. Ezek soran megéllapitottak,
hogy nemcsak allatokra, hanem emberekre is veszélyesek, és szennyezhetik a
gabonaféléket, dioféléket, tejtermékeket és egyéb élelmiszereket.

Az 1970-es évektdl kezdve szigoru é€lelmiszer-ellendrzési szabalyozasok sziilettek az

aflatoxinok okozta kockazatok ellen.

Ezek a toxinok optimalisan 28-30 °C kozott, nagy paratartalom (80-85%) mellett
termelddhetnek. Az aflatoxinok nagyon hdstabilak, a fézésnek €s a mikrohullamu
kezelésnek ellenallnak. Az M1 toxin a pasztorozésnek is ellendll. UV fény hatasara azonban
lebomlanak (Chandravarnan et al. 2025).

Foként szubtropusi/tropusi orszdgokban fordulnak eld, de a klimavaltozas hatasara
eléfordulasuk kockazata mar a meérsékeltebb €égovi teriileteken is névekszik. Europaban
korabban raktari penészek fordultak csak eld, ma mar azonban a szant6f6ldon is fertéznek.
Legfontosabb aflatoxin tipusok, jellemzd termeld fajok és eléfordulasuk:

o aflatoxin B1, B2= A. flavus -- kukoricaban, féldimogyoréban, diéfélékben
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o aflatoxin B1, B2, G1, G2= A. parasiticus -- olajos magvakban, gabonafélékben

Ezek mellett van M1, M2-es aflatoxin is. Ezek a tejben fordulnak el6. Az M1 toxin a Bl

aflatoxint tartalmazo6 takarmanybol az allatokban végbemend biotranszformaci6 altal kertil

a tejbe. Kortlbelil 1-3% aflatoxin B1 (AFBI) valasztodik ki aflatoxin M1 (AFMI)

formdjaban (Zentai et al. 2023).

2.3.1. Az aflatoxinok szerkezete és akut hatdasaik

Az aflatoxinok poliaromas mikotoxinok, szerkezetilk hasonlit a kumarinhoz ¢és a

dihidrofuranhoz (4. ébra). Az AFBI1 szerkezete tartalmaz egy kumarin gylrit és egy

dihidrofurdn gytiriit, amelyek kiilonb6z6 kémiai kotések révén kapcsolodnak egymashoz

(Wei et al., 2018)
Az aflatoxinok szerkezete
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4. abra: A kiilonboz0 aflatoxinok szerkezete
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5. abra: aflatoxin B1 metabolizmusa
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Az aflatoxinok erds mérgek, hatasuk akut, szubakut és kronikus formaban is jelentkezhet.
Ezek lehetnek maj-, vese- és tiidokarositd hatasok.

Tomeges human mérgezések mar tobb esetben is eléfordultak (India — 1974; Kenya —
2004, 2005, 20006).

A leggyakrabban jelentkezd tlinetek: hanyas, hasi fajdalom, vérzés, tid6odéma, akut zsiros
majelfajulds, gorcsok, agyddéma, de azonnali halal is eléfordult. Eurdépaban az akut

hatasokat kivalté dozis elfogyasztasa igen ritkan fordul eld.

2.4. Az Aspergillus flavus és az altala termelt aflatoxin B1

Az A. flavus egy talajlako, opportunista penészgomba, amely meleg, paras kornyezetben
gyorsan elszaporodik. Egy szaprofita talajgomba, amely a betakaritas el6tti és utani
magterményeket fertézi meg és szennyezi a rakkeltd masodlagos metabolitjaval, az
aflatoxinnal. A gomba egyben opportunista allati és emberi korokozo is, amely aspergillozis
betegségeket okoz, amelyek eléfordulasa az immunhidnyos populdcidban novekszik. Az A.
flavus teljes genomszekvencidjat kozzétették, amely 55 masodlagos metabolit klasztert tar
fel, amelyeket kiilonb6z0d kornyezeti rendszerek és a globalis masodlagos metabolit
szabalyozok, a LaeA és a VeA gének szabdlyoznak. Az egyik legigéretesebb stratégia a
terepi védekezésben az A. flavus nem toxikus torzseinek felhasznalasa a kompetitiv kizarasi

vizsgélatokban (Hedayati et al., 2007).

Az aflatoxin B1 (AFB1) a legtoxikusabb mikotoxin, amelyet foként az Aspergillus flavus
¢és Aspergillus parasiticus termel. Er0sen hepatokarcinogén, mutagén, és immunmodulalo
hatasu, kiilondsen veszélyes az €lelmiszerlancban (mogyoro, kukorica, flige, pisztacia stb.).
Az AFBI {6 célpontja a maj, de a vesét, immunrendszert, idegrendszert és reproduktiv
szerveket is karosit. A majban az enzimatikus lebontds soran reaktiv epoxid metabolit
képzddik (AFB1-8,9-epoxid), amely DNS-kotéseket hoz 1étre, mutacidkat és daganatokat
1dézve el6. DNS-adduktokat képezhet: az AFBi-epoxid az N7-guaninhoz k6tédik — G—T
transzverziod, kiilonosen a TP53 gén 249. kodonjaban (méjrak kialakuldsahoz vezethet)

(Hedayati et al., 2007.) (5. abra).
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A mikotoxinok koziil a legszigorubb hatarértékek az aflatoxinokra vonatkoznak. A tejben
maximalisan 0,050 pg/kg aflatoxin M1 lehet. A csecsemd tapszerekben pedig még kevesebb
(0,025 pg/kg). Egyéb termékekben, példaul a sajtokban, koncentralodhat, ezért azokban a
termékekben is egy alacsonyabb hatarérték van megszabva.

Az Europai Unio6 (EU) (1881/2006/EK ¢és 2023/915/EK) rendelet alapjan egyéb termékekre

vonatkoztatott hatarértékeket az 1. tdblazat mutatja be.

1. tablazat. Elelmiszerekben elforduld egyes szennyezd anyagok felsé hatdrértékei Az

EU-ban hatalyos megengedett aflatoxin koncentracio egyes élelmiszerekben.

Aflatoxin B: Osszes aflatoxin Aflatoxin Mu
Termék neve (B1tB2+Gi1+Gy)
(ng/kg) (ng/kg)
(ng/kg)
diofelek, olajos
magvak (pl.
foldimogyoro) - 2 (ng/kg) 4 (ng/kg) -
kozvetlen
fogyasztasra
diofelek, olajos
magvak — 8 (ng/kg) 15 (ng/kg) -
feldolgozasra
gabonafé€lék, rizs és
szaritott 2 (ng/kg) 4 (ng/kg) -
gyiimolcsok
fliszerek 5 (ng/kg) 10 (ng/kg) -

Az USA-ban ettdl eltérd szabalyozds van érvényben, kiilondsen az aflatoxin Bl
tekintetében. Az USA nem kiiloniti el a Bl-et az Osszes aflatoxintdl a hatarértékek
meghatarozasakor, hanem Osszesitett koncentraciot (Total Aflatoxins) figyel, igy nincs is ra
kiilon hatarérték. Az élelmiszerekben maximum 20 pg/kg lehet az Osszes aflatoxin
mennyisége, mig a Codex Alimentariusban csak 15 pg/kg-ot irnak eld;
csecsemotapszerekben pedig maximum 0,5 pg/kg az aflatoxin M1 megengedett

koncentracioja. A legfontosabb veszély az akut toxicitas, rakkeltd hatds (méjdaganat),
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amelyekre figyelni kell. Hepatitis B fert6zésen atesetteknél a fertézés nagyobb kockazattal
jar. Allati takarmanyokban a megengedett hatarérték 20-300 pg/kg (allatfajtol fiiggden).

A Codex Alimentarius (FAO/WHO) éaltalanos nemzetkdzi ajanlasokat ad az aflatoxin
okozta kockazatok csdkkentésére, amelyeket sok orszag alkalmaz. Ot f6 ajanlast lehet

kiemelni ezek kozil:

I.  Maximalis hatarértékek (Maximum Levels, MLs) meghatarozasa: A
Codex meghatarozza a megengedett legmagasabb aflatoxin-
koncentraciokat kiilonboz6 termékekben.

II.  Mintavétel és elemzés: A Codex Sampling Plans for Aflatoxins in
Foods (CAC/RM 2-1995) meghatarozza a mintavétel mennyiségét,
homogenizalasat és a laboratoriumi analitikai eljarasokat. Javasolt a
HPLC vagy ELISA modszerek az aflatoxin B:1 pontos kimutatasara.

.  Jo gyartasi és tarolasi gyakorlat (GMP/GHP) haszndlata és
betartasa:
A Codex Code of Practice for the Prevention and Reduction of
Mycotoxin Contamination in Cereals (CAC/RCP 51-2003) eldirja
példaul a nedvességtartalom kontrolljat vagy a gombaérzékeny
novényfajtak elkeriilését.

IV.  Nemzetkozi kockazatértékelés (JECFA):
A Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA)
kockézatelemzései alapjan az aflatoxin B: genotoxikus és
karcinogén, nincs biztonsagos kiiszobérték. Az expozicid
minimalizaldsa minden esetben sziikséges.

V.  Kereskedelmi harmonizacio:

A Codex ajanlasait az Eurdpai Unio, az USA, Kanada ¢€s az afrikai
orszagok tobbsége atveszi az élelmiszer- és takarmanybiztonsagi
szabalyozasokban. Ez eldsegiti a nemzetkdzi élelmiszer-
kereskedelem egységesitését.
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2.5. A penészgombak meghatarozasanak lehetdségei

Altalanosan a penészgombak meghatarozasara hasznalt modszereket tudunk alkalmazni,

abbol a célbol, hogy meghatarozzuk a mikotoxin-termel6 fajokat, a szennyezddés forrasat,

valamint a gatlo hatdsu mikroorganizmusok (pl. tejsavbaktériumok) hatékonysagat.

Ilyenek a hagyomanyos mikrobiologiai modszerek, az Orokitéanyag kimutatdsa, a

sejtosszetevd meghatarozasa (kitin, ergoszterin) vagy az anyagcseretermékek detektalasa.

A modszer kivalasztasa fligg a célzott érzékenységtol, a vizsgalt matrix 0sszetettségétol és

a laboratoriumi lehetdségektdl (6. abra) (Turner et al., 2009).

Penészgombak vizsgalatara alkalmas

modszerek

Penésztartalom meghatarozasi moédszerek

|
l l

Indirekt médszerek Hagyomanyos lemezontés

Direkt mikroszképia
(pl. Howard modszer,
fluoreszcens mikroszkopia)

[

Kémiai Immunolégiai Fizikai Metabolikus
modszerek modszerek modszerek moédszerek

(pl. kitin, ergoszterin  (pl. ELISA, latex (pl. kdzeli infra-  (pl. impedimetria)
meghatarozas) agglutinacios teszt) vords technika)

Kiské G., 1999

A mikotoxin analizis Iépései

mintavétel

| orlés, homogenizalas |

| extrakcio (10-200 g minta) |

‘ tisztitds (a matrix eltavolitasa) ‘

|

eldkészités az analizishez (el6zetes koncentralas)

6. abra: Penészgombdék kimutatasara alkalmas modszerek

Az aflatoxin meghatarozasara is tobbféle modszert alkalmazhatunk.

1. Léteznek hordozhato és gvors tesztek az aflatoxinok egyszerii kimutatashoz.

Lehet specialis elére elkészitett csomagokat, - kiteket vasarolni.

= Ezeket a mddszereket foként terepi vizsgalatokhoz vagy gyors sziiréshez alkalmazzak

Lateral flow teszt (gyorstesztcsikok): Gyors, de kevésbé pontos szlirésre alkalmasak

példaul gabonafélék és takarmanyok vizsgélatara.

2. Laboratoriumi korulménvek kozott a leggyakrabban hasznalt modszerek az

immunoldgiai mddszerek.

llyen példaul az ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): Enzimmel jelolt

antitesteket alkalmaz6 immunologiai mddszer, amely gyors €s érzékeny (7. abra)
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» Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Y Régzitett Analit ¢ oo
antitest (mikotoxin) toxin

\

WA
[+
¢ay by
1 3
Aminta oldat és a jelolt Afazis lemosasa a nem Specialis reagens
_mikotoxinok felvitele a k6tédstt mikotoxinok hozzaadasa a
szilérd fazisra (versengenek eltavolitasara szinvaltozas kivaltasara
az antitestekért)

minta bemérés

INTERPRETATION OF RESULTS

Negative Results:
Sample contains < 20 ppb of aflatoxin.

restune 4 4 conmmoLume

Positive Results:
Sample contains 2 20 ppb of aflatoxin.
CONTROLLINE

Invalid Results:
Test is invalid. Repeat with new Test Strip

Aflatoxin B1 ELISAkit %

= [
értékelés
https://www.youtube.com/watch?v=7Dm7neAxoqQ % " extrahalas
) (70 % MeOH) https://www.youtube.com/watch?v=euN9yuzEtgc

https://www.youtube.com/watch?v=pzUi6gxuy3g
96-lyukd mikrotiter lemez

7. dbra: ELISA modszer és az AflaCheck/DONCheck gyorsteszt mérések menete

3. A kromatografias modszerekkel vald toxin kimutatas a masik nagy csoport:

Ezek nagyobb pontossagot és érzékenységet biztositanak, mint a gyorstesztek.

= [lyen a HPLC (Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia) (8. abra).

Ez a médszer fluoreszcens vagy tomegspektrometrias (MS) detektalassal rendkiviil pontos
eredményt ad. Jol alkalmazhat6 élelmiszer- és takarmanymintak analizisére. Laboratoriumi
kortilmények kozott kimutathatd tobb toxin is a segitségével az alapvetd aflatoxin
variansokon kiviil (Aflatoxin Bi, B2; Gi; Go; illetve az aflatoxin M1 és Mz (AFMi; AFMz2)).
A fluoreszcens detektalassal végzett kimutatds meghatdrozasi hatdra (limit of
quantification, LOQ) 0,05 ppb. Az M: és M: aflatoxinok gyenge fluoreszcencidja miatt

derivatizalas sziikséges (pl. bromalas).
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2.

» Nagy hatékonysagu folyadék kromatografia (HPLC)

Detektor

Adatok

Olddszer

HPLC oszlop Hulladék

Elénydk:

- nagyfoku érzékenység, megbizhato, pontos
- kis mintamennyiség, 6sszetett matrixok esetén is

https://www.youtube.com/watch?v=eCj0cRtJvJg

8. dbra: Kromatografias detektalas — HPLC

LC-MS/MS (Folyadékkromatografia-tomegspektrometria). Ez egy nagyon érzékeny
modszer, amely lehetdvé teszi az aflatoxinok pontos azonositdsat €s mennyiségi
meghatarozasat. A moddszer igen szelektiv és a meghatdrozasi hatara (limit of
quantification, LOQ) 0,1 ppb. Hatranya, hogy draga a miszerigény és mivel elég
komplex a mddszer, halad6 szintli adatelemzési készségeket igényel a pontos vizsgalat

¢s meghatarozas (Stroka et al., 2016).

A GC-MS (Gézkromatografia-tomegspektrometria) képes egyedi fragmentacios

mintazatokkal azonositani az aflatoxinokat.

Egvéb modszerek

=  Fluoreszcens spektroszkopia:
Az aflatoxinok természetes fluoreszcencidjat kihaszndlva bizonyos mintakban
gyorsan kimutathatoak. Példaul az Aflatoxin B: (AFB:1) — kék fluoreszcencia

segitségével (exc. 365 nm, emisszio: ~425 nm).

Vannak természetesen nem fluoreszkalo vagy gyengén fluoreszkalo aflatoxinok. Ilyenek
az aflatoxin M1 (AFMi) és M. (AFM.). Bar ezek is fluoreszkalhatnak, altaldban
gyengébb intenzitasi fluoreszcencidval rendelkeznek, igy kimutatasukhoz gyakran
szlikség van fluoreszcenciat erdsitd reagensekre (pl. brominnal vagy

szarmazekképzéssel végzett kezelésre).
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= HPTLC (Nagy teljesitményli vékonyréteg-kromatografia): Olcsobb, de kevésbé
érzékeny modszer. Gyakran kombinaljak az elébb emlitett fluoreszcens technikaval.

2.6. Mikotoxinmentesitési modszerek

A mikotoxinok kéros hatasainak csokkentésére tobbféle modszert is kifejlesztettek,
viszonylag nagy hatékonysaggal. Ezek lehetnek kémiai, fizikai és bioldgiai modszerek is.
A f6bb fizikai modszerek a hdkezelés, a besugarzas ¢és az adszorpcio. A kémiai modszerek
kozé tartozik a lagositas, 6zonos kezelés, peroxidacio, mig a bioldgiai modszerek kozé az
enzimes lebontas €s a mikrobioldgiai detoxifikacio sorolhatd. Tovabba olyan méddszereket
is kutatnak, mint a hideg plazma, a pulzal6 fény, nagy nyomadsu technoldgiai és a
fotokatalizis (He és Zhou, 2010, Urugo et al., 2023)

A fizikai modszerek viszonylag egyszertiek és gyorsak, de hatranyai kéz¢é sorolhat6, hogy
nem teljes mértékii a detoxifikécio és jelentds (tobbnyire negativ) valtozasokat idézhet el
az ¢lelmiszerek tulajdonsdgaiban, mindségében.

A kémiai detoxifikdcido soran bizonyos vegyiileteket, példaul antioxidansokat, vagy
ammoniat alkalmaznak a mikotoxinok hatdsanak semlegesitésére vagy csokkentésére,
melynek eldnye a jo hatdsfok, azonban visszamaradhatnak az alkalmazott vegyiiletek az
¢lelmiszerben, befolydsolva annak biztonsdgat és fogyaszthatosdgat. Ugyanakkor az
antioxidansok képesek a mikotoxinok oxidativ hatasait csokkenteni, mikdzben védik az
¢lelmiszerek tapértékét és biztonsagat. A bioldgiai mddszerek koziil az enzimatikus
modszerek soran példaul epoxiddzokat, lakkazokat és peroxiddzokat alkalmaznak a
mikotoxinok szerkezetének megvaltoztatasara, igy csokkentve azok toxikus hatasat. Az
enzimek képesek specifikus reakcidkat katalizalni, amelyek soran a mikotoxinok
artalmatlan vegyiiletekké alakulnak. Ez egy nagyon specifikus és hatékony, valamint
kornyezetbarat modszer, azonban jelentsen érzékenyebb a kornyezeti hatdsokra, mint a
fizikai vagy kémiai modszerek. A biologiai detoxifikacid6 masik modja, amikor
mikroorganizmusokat, példaul baktériumokat, élesztOket és penészgombakat alkalmaznak
a mikotoxinok lebontasara vagy eltavolitdsara. Ezek a mikroorganizmusok képesek a
mikotoxinokat 4rtalmatlan vegyliletekké alakitani. Az ilyen mikroorganizmusok
alkalmazésa igéretes megoldas lehet a mikotoxinok eltavolitasara az élelmiszerekbdl és
takarmanyokbdl, mivel eldnylik a specifikussdg, a nagy hatékonysag ¢€s optimalis
koriilmények kozott az élelmiszer tdpanyagaiban sem torténik jelentds valtozads és

biztonsagosak is. (EI-Nezami et al., 1998, Shetty és Jespersen, 2006, Ntungwe et al., 2024)
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2.7. Tejsavbaktériumok

A tejsavbaktériumok (Lactic Acid Bacteria, LAB) olyan mikroorganizmusok csoportjat
alkotjak, amelyek cukrokat bontanak le tejsavva (fermentacids folyamat révén). Ezek a
baktériumok elsOsorban élelmiszeripari, egészségiigyi ¢és biotechnoldgiai szempontbol
fontosak.
A tejsavbaktériumok altalanosan a kovetkezOképpen jellemezhetok. Gram-pozitivak és palcika
vagy kokkusz (gomb) alakuak. Anaerob vagy mikroaerofil kornyezetben szaporodnak
hatékonyan, tejsav-termelésiik révén pedig savas kozeget hoznak létre, amely gatolja a
korokozo baktériumok szaporodasat.
FObb nemzetségeik a Lactobacillus, ez a leggyakoribb és legismertebb csoport, sok probiotikus
torzset tartalmaz; a Lactococcus, ezek foként a tejiparban fontosak, példaul sajt- ¢€s
joghurtkészités soran; a Streptococcusok melyek kiilonb6z6 fajai megtalalhatok az emberi
bélfloraban és tejtermékekben; valamint a Leuconostocok és a Pediococcusok, amelyek foként
zoldségfermentacioban és kovaszos kenyér készitésében hasznalatosak.
A tejsavbaktériumoknak fontos szerepiik van az élelmiszeriparban tartositds és penészgatld
aktivitasuk miatt (Veras et al., 2016).
o Tejtermékekben

- Joghurtokban a Lactobacillus bulgaricus és a Streptococcus thermophilus fajok

biztositjak a jellegzetes allagot és savanykas izt.

- A sajtok esetében az érlelési folyamat sordn bontjak a tejfehérjéket, kialakitva a sajt

jellegzetes izét.

- A kefirnél a Lactobacillus és mas baktériumtorzsek mellett élesztdgombakat is

felhasznalnak.

o Erjesztett zoldségek ipari eldallitasahoz is hasznaljdk Oket. Példaul a kovaszos
uborkahoz a természetesen el6forduld Leuconostoc és Lactobacillus fajokat,
melyek a fermentaciot inditjak el, illetve a savanyl kaposztdhoz a Lactobacillus
plantarumot hasznaljat, mely dominél az erjedés soran (Paramithiotis 2025).

o Ahusiparban szalamik €s egyéb fermentalt hiiskészitmények érlelésében is részt
vesznek.

- A siitéiparban is mindennapi résztvevok, hiszen a kovaszos kenyér készitésekor a

fermentacio soran tejsav keletkezik, amely javitja a kenyér allagat és izét.
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A tejsavbaktériumok jelentds penészgatld hatassal rendelkeznek. Egyrészt szerves savakat
termelnek és a savas kdrnyezet megakadalyozza a gombasporak csirazasat és novekedését. A
nem disszocialt szerves savak behatolnak a gombak sejtjeibe, ahol a belsé pH megvaltozasaval
sejthalalt idéznek el6. Ezzel meg lehet géatolni bizonyos penészeket, példaul az Aspergillus
flavus (aflatoxin-termeld); Penicillium expansum és Fusarium fajokat.

Példaul a Lactobacillus plantarum éltal termelt ferulasav és hidroxifenil-ecetsav hatékonyan

gatolja a Penicillium és Fusarium fajok novekedését (Simdes et al., 2023).

Masrészt a tejsavbaktériumok antimikrobialis peptideket és fehérjéket is termelnek, amelyek
kozvetleniil gatoljdk a penészgombak nodvekedését. (Plantaricin (Lactobacillus plantarum);
Reuterin (Lactobacillus reuteri); Lactococcin (Lactococcus spp.) Ezek a sejthartya
karositasaval gétoljdk a penészgombdk novekedését. A fehérjeszintézis vagy sejtfalépités
megzavarasaval megakadalyozzak a micélium kialakuldsat. Erintett fajok erre példaul a
Fusarium graminearum,; Aspergillus niger; Alternaria alternata (Mihaylova-Garnizova et al.,

2024).

A tejsavbaktériumok termelhetnek hidrogén-peroxidot (H202) is, amely oxidativ karosodast
okoz a penészgombak sejtjeiben. A hidrogén-peroxid reaktiv oxigén gyokoket (ROS) hoz létre,
amelyek kérositjak a gombak fehérjéit és DNS-ét. Ez oxidacios stresszt idéz eld a gombak
sejtjeiben, ami sejthalalhoz vezet. Erre érzékenyek az Aspergillus ochraceus és Cladosporium
fajok, de szélesebb korben a Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Fusarium és Alternaria

tobb faja is (Divyashree et al. 2023).

Egyes Lactobacillus és Pediococcus torzsek fenolos vegylileteket és antifungalis metabolitokat
allitanak eld, amelyek kozvetleniil gatoljdk a penészgombdk ndvekedését. Nemcsak
megzavarjak, hanem fokozatosan megbontjak a penészgombik membranjanak funkcionalis
integritasat. Ez fokozott ateresztOképességhez, ionszivargashoz és savas stresszhez vezet,
amely végil sejtfal-szintézis gatlast és sejthalalt eredményez. A tejsavbaktériumok tobb
gombanemzetségre és fajra is hatdssal vannak (példaul a Fusarium és a Rhizopus stolonifer
fajokra). A gatlé anyagok pedig a kovetkezOk lehetnek: Fenolos savak (pl. ferulasav, kavésav);
Reuterin (Lactobacillus reuteri altal termelt aldehid); Diazociklopropan vegytletek (pl.
ciklopropén zsirsavak) (Karunaratne et al., 1990, Zapasnik et al., 2022).
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Ezeknek a baktériumoknak vannak altalanos antimikrobidlis hatdsaik is, de ezek nagyban
megegyeznek a penészgatld hatdsaikkal. Antimikrobidlis tulajdonsdgokkal rendelkeznek,
amelyek révén gatoljak a korokozo és romlast okoz6 mikroorganizmusok ndvekedését is. Ezek
a tulajdonsagok a fermentacié soran fontosak €s a keletkezé anyagoknak kdszonhetd, hogy

javul az ¢élelmiszerek eltarthatdsaga.
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3. Felhasznalt anyagok és alkalmazott modszerek

3.1. Penész és probiotikus tejsavbaktériumok

Aspergillus flavus ZT 41 (igazoltan aflatoxintermeld torzs)

BEBA teljes izolatum (Bifidobacterium lactis baktérium torzset tartalmaz a termék leirasa

szerint).

BEBA-bol izolalt ismeretlen baktérium
Lacticaseibacillus rhamnosus GG
Lacticaseibacillus casei Shirota (LcS)
Limosilactobacillus reuteri DSM 17938
Lacticaseibacillus casei 01 (CAS 01)
Lactobacillus acidophilus LA-5

Felhasznalt taptalajok; oldatok:

BRBC (Diklor Rézsabengal Kloramfenikol)

1 literhez — 40 g DRBC por

MRS (de Man, Rogosa és Sharpe agar)

1 literhez — 55 g MRS agar por

malata agar

1 literhez — 30 g malata kivonat + 5 g

proteose pepton + 15 g Agar No. 2 agar

malata lagyagar

1 literhez — 30 g malata kivonat + 5 g pepton
+ 7,5 g agar

MRS-malata kivonat kevert agar

1 literhez — 27,5 g MRS tapleves por + 15 g
malata + 2,5 g pepton + 15 g agar

MRS-malata kivonat kevert tapleves

1 literhez — 27,5 g MRS tapleves por + 15 g
malata + 2,5 g pepton

Tween 80 lemoso oldat

250 ml Tween 80-as (0,05%) lemoso6oldatohoz -
0,125 ul Tween 80, felontottiink 250 ml

desztillalt vizzel

Fiziologias sooldat

1 literhez 8,5 g NaCl + 1 g pepton +
1000 ml desztillalt viz

Sporaszuszpenzio

10% spéra/ml sporaszuszpenzio

Az agarokat, tapleveseket és oldatokat felhasznalas el6tt autoklavban 121 °C-on, 15 percig

autoklavoztuk.
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3.2. Mddszerek

3.2.1. Gatlasi vizsgalat — kétrétegii agar modszer

3.2.2.

Az elsd kisérlet célja az volt, hogy lassuk a kiilonb6z6 baktériumok mennyire gatoljak
a penészgombank ndvekedését.

Ehhez készitettink MRS agart és malata kivonat lagyagart. Minden mintahoz 3
parhuzamos Petri csészében dolgoztunk.

A gatlasi vizsgélat eldtt atoltottuk a baktériumokat, a BEBA-bdl 3 tagh higitasi sort
készitettiink. Ebbd] sikertilt izoldlnunk egy egysejt tenyészetbdl egy baktériumot, amit
izolalt baktériumnak neveztiink a kisérletek folyaman. Valamint a BEBA gyerektapszer
kevert tenyészetét is bevontuk a vizsgalatba.

MRS agart ontottiink Petri-csészékbe és hagytuk megszilardulni. Ez biztositotta a
tejsavbaktériumok novekedéséhez sziikséges tapanyagot. A vizsgalt baktérium
torzsekbdl ezt kovetden steril oltokaccsal csikot huztunk a tapagar felszinére. 48 oran
keresztiil inkubaltuk 37°C-on, hogy kindljenek a tejsavbaktérium telepek.

Az inkubélast kdvetéen 400 ml malata lagyagart készitettiink, amihez a 6,25 * 10°-onos
sporaszuszpenzionkbol adtunk 2,5 ml-t és jol homogenizaltuk. Szétoszlattunk 20 ml
agart az MRS-sel teli petricsészék tetején, majd 3 napon at inkubaltuk dket 37°C-on. A
kihuzott tejsavbakérium-csik koriil kialakulo feltisztuldsi zona alapjan értékeltiik a

penész-gatlas mértékét.

Sporaszamldlas

Ahhoz, hogy megtudjuk mennyi sporank képzddott a kindtt penész-telepeinken,
sporaszamlalast kell végezniink mindegyik mintan. Ehhez a telepeink kozepét
centrifugacsdvel és mintavevd kanallal kivajtuk oly médon, hogy mindegyik mintabol
azonos feliileti agar (5,72 cm?) keriilt a centrifugacsdvekbe. A cs6 szajat finom
mozdulattal belenyomtuk a telep kozepére és enyhe korkords mozdulattal kivagtuk,
majd egy alkohollal lefertétlenitett mintavevé kanallal belehelyeztiik a csébe. A cs
sz4jat is lefertotlenitettiik €s papirtorldvel letoroltiik. Készitettlink Tween 80 lemoso
oldatot és 10 ml-rel felontottiik a kivajt mintakat, majd osszeraztuk dket, hogy lemossuk
a sporédkat a penészgombak feliiletérdl.

Ezutan Biirker kamraba 10 pl-t pipettdztunk és mikroszkop alatt megszamoltuk a

sporadkat. Amint megvolt az Osszesitett sporaszamunk, elosztottuk a szdmoldshoz
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3.2.3.

3.2.4.

hasznalt alakzat (nagy négyzetek) szdmaval és megszoroztuk a szorzéfaktoraval (2,5 *

10°). A torzs-sporaszuszpenzionk esetén is ez alapjan hataroztuk meg a sporaszamot,

crer

Penészgomba névekedesének gatlasa cseppentéses modszerrel

Ehhez a kisérlethez MRS-malata kevert agart hasznaltunk. Az agar megszilardulasa utan
racseppentettiink a lemez kozepére 10 pl-t a tejsavbaktériumainkbol, majd a csepp
beszaradasat kovetden 10 ul sporaszuszpenziot (7,3 *10° spora) is cseppentettiink
ugyanarra a helyre. Ezutan ezt is hagytuk beszaradni, majd bekeriiltek a 37°C-os
inkubatorba. 5 napos inkubaciot kovetden a penésztelep ndvekedésének mértékébol

értékeltiik a tejsavbaktériumok gatlo aktivitasat.

gatlasara

Nem csak azt fontos megallapitanunk, ha toxintermeld penészgombdkat akarunk
gatolni, hogy mi lehet potencialisan egy gatld faj vagy torzs, hanem azt is, hogy
mekkora koncentracido kell a gatlds eléréséhez. Kevert agart készitettiink ehhez a
kisérlethez is. A korabbi kisérletinkben (fejezet sorszama) sejtszamunk 10°
baktérium/ml volt, ami gatolta a 10° milliliterenkénti spéraszamot, azaz 9:5-hdz volt a
koncentracionk ardnya. Ugyanezt a koncentraciot beallitottuk megint kontrollként és
beallitottunk hdrom masik koncentraciot ezenkiviil. Ezek az aranyok a kovetkezdk

voltak: 8:5; 8:4 és 6:5-hoz. A bemért szuszpenzidink pedig a kdvetkezdk lettek

Baktérium Spora sejtszam/ml Arany
sejtszam/ml
10° 10° 9:5
108 10° 8:5
10 10* 8:4
10° 10° 6:5
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3.2.5.

3.2.6.

3.2.7.

Miutéan ezekkel a koncentraciokkal elvégeztiik a cseppentést, betettiik 6ket inkubalni 37
°C-ra, majd 7 nap utan értékeltiik ki a mintakat.

A gatlasok megallapitdsa utdn azt kaptuk, hogy a 8:5 aranyt mintdk még kozel
hasonldan gatolnak, mintha 9:5-6s aranyt hasznalnank, ezért erre a koncentraciora is

elvégeztiik az dtmérdvaltozasos nyomonkovetd kisérletet.

Az telepek atmeérovaltozasanak nyomon kovetése — kinetikai vizsgalatuk

Ahhoz, hogy megallapitsuk milyen sebességgel és lefolyassal gatoltak a baktériumok a
korabban megallapitott koncentracidéban (8:5), sziikséges volt elvégezniink egy tobb
napon at tartd kinetikai kisérletet, amely soran folyamatosan figyeltiik, mennyire
valtoznak meg az agaron kindtt telepeink atmérdi, és ezaltal teljes mérete.

Ehhez a kisérlethez MRS-malata kevert agart hasznaltunk. Baktérium lemezontést
végeztiink, azaz 1 ml-t a tejsavbaktériumaink 10-szeres higitasabol elkevertiink az
elokészitett agarainkban, majd az agar megszilarduldsa utdn racseppentettiink 10 pl
sporaszuszpenziot (7,3 *10° spora) is. Ezutan ezt is hagytuk beszaradni, majd bekeriiltek
a 37°C-os inkubétorba.

A telepek méretének novekedését 5 napon at nyomon kovettiik, igy hogy minden nap
bejeloltiik a telepek 2-2 szélét €s vonalzoval lemértiik, hany mm-re valtozott az el6z6
naphoz képest a telep mérete. Ezeket az értékeket egy tablazatba leirtuk, majd atlagoltuk

és szorast szamoltunk beldlik.

Sporaképzodes vizsgalata

Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy 5 nap elteltével mennyi spora keletkezett, kivagtuk a
telepek kozepét a 3.2.2. pontban leirtak szerint és 10 ml Tween 80 oldatban sszeraztuk
1 percen at, hogy lemosddjanak a sporak és meg tudjuk oket szamlalni szintén a 3.2.2.

pontban leirtak szerint.

Sarjadzas vizsgalat

A sarjadzéashoz alkalmazott vizsgalati modszert Wang (2008), Gemeda és munkatarsaik
(2014) altal leirtak alapjan végeztiik. A korabban szuszpendalt 107 sporaszuszpenzidobol
MRS-MEA taplevesbe pipettaztuk a mintékat (a végsé koncentracid 10° spéra, 108
baktérium), majd 37 °C-on inkubéltuk. Mind a 7 darab mintankbol készitettiink 10 pl -
nyi szsuszpenziot ¢és egy Birker-kamraban egy digitalis kameraval felszerelt
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3.2.8.

fénymikroszkoppal leszamoltuk a 0. napon a jelenlévd sarjadzd sporakat (amelyek
hosszukésak, mar nem gémb alakuak, vagy mar kin6tt hifdk vannak jelen), majd 24, 48

¢és 72 6ra multan is.

Gatlas kenyéren
Mivel az aflatoxin tobbféle élelmiszeren is meg tud jelenni, ugy gondoltuk, hogy
megnézziik az egyik legalapvetdbben, a kenyéren. Ehhez a kisérlethez egy btizaalapu

szeletelt kenyeret hasznaltunk (SPAR vidéki cipé — Nagy szeletelt vilagos kenyér).

A kenyérszeleteket apro darabokra szaggattuk €s beletettiik petricsészékbe (nagyjabol 5
baktériumot szuszpenzidt feltoltottiink 14 ml-re és 10 percen keresztiil 10000 rpm-en
centrifugaltuk dket. Ezutdn ledntottiik a feliiliszot és vizzel feltoltottiik 20 ml-re. A
penész esetében 9,9 ml vizhez adtunk 100 pl spoérat. El6szor minden petricsészényi
kényérdarabkan szétoszlattunk 1 ml steril vizet, 1 ml baktériumot, majd 1 ml spoérat,
aztan eltettiik 6ket inkubalni 37 °C-ra. A vizsgalat soran kétnaponta megnedvesitettiik a
kenyérmintakat 1-1 ml vizzel, hogy megfeleld korilmények legyenek a penészek

novekedéséhez.

Penész-szam meghatarozdsa kenyérmintdakon

6 napos inkubacidt kovetéen 50 ml-s centrifugacsovekbe taramérlegen kimértiink
kortlbeliil 1 g kenyérmintakat, majd felontottiik 6ket 10 ml Tween 80 lemosooldattal.
A mintdkbol egy 2 tagu higitdsi sort csindlunk, a kontrollbdl pedig egy 5 tagut, ugy,
hogy a higitasaink nulladik tagja a higitatlan szuszpenzid. A baktériumos kezelt mintak
higitasaibol minden tagot szélesztettiik, a kontroll esetében viszont csak a 3., 4. és 5.
tagot. A szélesztéshez szélesztOpalcat hasznaltunk és a DRBC agarra 100 pl-t
pipettaztunk. A mintakat 37°C-on inkubaltuk, majd megszdmoltuk a kindtt telepeket.

Sporaszam meghatarozasa kenyérmintakon
Meghatarozzuk az eredeti spdraszuszpenziobdl Biirker-kamraval mikroszkop alatt a
sporaszamokat is. Ahhoz hogy megkapjuk 1 g kenyéren mennyi spora van, a kovetkezd

képletet hasznaltuk:
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(Osszes sporaszam
Alakzatok szama

* alakzat szorz6faktora » 10(higitasi faktor))

Minta tomege — g

3.2.9. Statisztikai kiértékelés
A kontroll, illetve probiotikus baktériumokat is tartalmazé mintdk kozotti esetleges
eltérés jelentdségének meghatarozasahoz egyutas ANOVA modszert, illetve azt
kovetden Tukey post hoc tesztet alkalmaztam 95%-o0s konfidencia intervallum beéllitasa
mellett. A statisztikai probakat Minitab® 15.1.30.0. programmal (Minitab, Chicago, IL,
USA) végeztem.

3.2.10. Az Aflatoxin Bl meghatarozasa RP-HPLC mddszerrel

Mintael6készités:

A mikotoxin extrakcidjdhoz a vizsgalt mintdt 10 ml metanol: viz (80:20) eleggyel
razatjuk 20 percig, majd 1,5 g magnézium-szulfatot és 0,5 g natrium-kloridot adunk
hozza, amellyel tovabbi 5 percig kevertetjiik elosegitve az aflatoxin szerves fazisba
keriilését. Ezt kdvetden a mintat centrifugaljuk (6000 RPM, 10 perc), majd a szerves

fazisbol 1 ml-t leszliriink (0,45 um), amibdl 50 pl-t injektalunk a HPLC oszlopra.

Kromatografias meghatarozas: HPLC rendszerrel

A mérés paraméterei:
Késziilék: Thermo Vanquish HPLC
Oszlop: Kinetex 2,6 um XB-C18 100A, 100 x 3 mm

Eluci6: gradiens
Mobil fazis A: 5 mM ammoénium-acetat /viz és 0,5% ecetsav
Mobil fazis B: 5 mM ammonium-acetat /metanol és 0,5% ecetsav

Detektalas: Ex hullamhossz: 333 nm, Em hullamhossz: 450 nm
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Gradiens elucids program beallitasai

Time Flow (ml/min) %A %B
0.0 0.45 98.0 2.0
1.0 0.45 98.0 2.0
5.0 0.45 20.0 80.0
5.4 0.45 2.0 98.0
10.0 0.45 2.0 98.0
11.0 0.45 98.0 2.0
15.0 0.45 98.0 2.0
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4. Eredmények és értékelés

4.1. Kétrétegi agar modszerrel végzett gatlasi kisérlet eredményei

Az els6 vizsgélatunkban arra voltunk kivancsiak, hogy a klasszikus, altaldnosan
hasznalt gatlasi vizsgalati moédszer alapjan mely tejsavbaktériumok gatoljak az
aflatoxin-termeld penész ndvekedését.

Amint az a gatlasi eredmények tablazatbol (2. tablazat) €s a csatolt képeken lathato, a
feltisztuldsi zona alapjan mindkét parhuzamos esetén csak a reuteri torzs gatolta a
penész novekedését. (9-15. dbra)

2. tablazat. A probiotikus baktériumok penész.novekedés gatlasi eredményei

Probiotikus baktériumok A gatlas eredménye

Kontroll --

Reuteri ++

Shirota -+

LA-5 +-

Cas 01 +-

GG 4

BEBA -+
BEBA-bol izolalt mikroba --

+ : gatolt a tejsavbaktérium
+- : részlegesen gatolt a tejsavbaktérium

- : nem gatolt a tejsavbaktérium
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9. Kontroll/fehér izolalt mikroba

10. Reuteri 11. Shirota

12. BEBA 13. Casei 01

14. GG 15. LA-5

9-15. édbra Kétrétegli agar modszerrel végzett gatlasi kisérlet eredményei
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4.2. Penészgomba novekedésének valtozasa cseppentéses vizsgalat alapjan

Kisérletlinkben arra voltunk kivancsiak, hogy azonos idében, egy helyre juttatott probiotikus
baktérium szuszpenzid és penész spora szuszpenzid esetén, mekkora mértékben gatoljak a

baktériumok a penész ndvekedését.

A kisérletiink alapjan lathato (16. abra), hogy a baktériumok gatlasa kdzel azonos mértékii. A
kontroll penész-telep atméréhoz (71,25 mm) képest 13,75-10,5 mm-rel kisebb telepnovekedést
mértiink. Ez alol kivétel a casei 01 és az izolalt baktérium, ahol csak 3-4,25 mm gatlast mértiink,
Ebben az esetben is a reuteri gatolt a legjobban (13,75 mm), de a Shirota, az La-5 és a BEBA is
elég jol gatoltak (12,5 mm; 13 mm; 12,5 mm). A GG kicsivel kisebb gatlast mutatott, mint az
el6zdek (10,5 mm). Ez a kisérlet hasonld eredményt mutatott két korabbi vizsgalattal is, ahol
szintén a telepnovekedés gatlasat vizsgaltak Aspergillus flavus és Aspergillus carbonarius
torzsekkel. Hasonld modszerrel és hasonlo végeredményt kaptak, de mas Lactobacillus torzsek
felhasznalasaval. Taheur és munkatarsai 4 féle tejsavbaktérium torzset hasznalt, amelybdl a
legjobb a Lactobacillus kefiri FR7 lett. Nguyen és tarsai pedig 19 féle torzset izolaltak
fermentalt kakadbabbol, melyekkel az Aspergillus flavus UBOCC-A-10866 torzset gatoltak. A
legjelentdsebb baktériumok a kovetkezok voltak: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
brevis, Levilactobacillus brevis, Lacticaseibacillus paracasei. (Taheur et al., 2019; Nguyen et

al., 2025).
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16. abra Penészgomba novekedésének valtozasa cseppentéses vizsgalat alapjan

33



Mivel ebben az esetben 10° sejt/ml sejtszuszpenziot és 10° spora/ml sporaszuszpenziot
alkalmaztunk, kovetkezd kisérletiinkben arra kerestiik a valaszt, hogy hogyan befolyasolja a

baktériumok és penészsporak koncentracioja a gatlas mértékét.

4.3. Gatlas vizsgalat killonb6z6 koncentraciok esetén

3. tablazat. A  probiotikus baktériumaink gatlasi eredményei kiilonb6zo

koncentracidékon
Vizsgalt Kiilonbozo baktérium- és spdra sejtszdm aranyok
baktériumaink 95 25 o s
BEBA
P o P =
1izolatum — —
[ ] [ ]
Caseil 01 + p— fe— p—
Reuteri + + + p—
Shirota + / p— + / e = =

A tablazatban a + , hogy a baktérium gatolt, a -, hogy nincs gatlas, a kettd egyiitt
pedig, hogy volt gatlas, de nem teljes mértékben, csak részben.

Ebben a vizsgalatban kiilonb6z6 koncentraciokban cseppentettiink ugyanarra a

cre

sporakat, hogy megvizsgaljuk a gatlas mértékeét.

A gatlas szempontjabdl a reuteri, az La-5, a GG és a BEBA ebben az esetben is jO
eredményeket mutatott. A kétrétegli agarmddszer esetében nem volt egyértelmi, de
itt mar latszik, hogy a Shirota kiillonb6zd koncentraciokon mas gatlast mutat, a casei
01 esetében pedig meg lehetett allapitani, hogy kizarolag csak nagy koncentracid

mellett gatol (3. tdblazat). Az izoldtumunk tovabbra sem mutatott jelentds gatlo

aktivitast.
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Ahhoz, hogy megéllapitsuk melyik koncentracid parositds lenne alkalmas a
tobbnapon 4t tartd kinetikai vizsgalathoz, megnéztiik a tablazatban, melyik az a
legkisebb baktérium koncentracio, ahol még a legtobb torzs jelentésen gatolt. Ez
alapjan a 8:5 baktérium:spéra aranya kisérleti beallitast valasztottuk a tovabbi

kisérlethez.

4.4. Az A. flavus 7141 telepndvekedési kinetikaja a probiotikus baktériumok hatasara
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17. abra. Az A. flavus Zt41 telepndvekedési kinetikdja a probiotikus baktériumok hatisara

A kontrollhoz képest mindegyik baktérium mellett a penész kisebb novekedést mutatott. A
reuteri és La-5 teljes mértékben gatolt, a tobbi baktérium mellett is kisebb mértékii a novekedés,
az izolatum gatolt a legkevésbé. A kontrollhoz képest, az izolatum atmérdje 15,75 mm-el kisebb
volt, azaz 74,25 mm lett. Ezt kovette a GG, mint az elsé cseppentéses kisérletnél. Ennek a

baktériumnak az atlagos telepatméréje 67 mm lett.

A maradék harom mintank, azaz a Shirota, a casei 01 és a BEBA magasabb gatlo aktivitast
mutattak. A BEBA-¢ volt a legjobb, mivel a telepek, csak 51,5 mm koriil voltak. A casei 01 és
a Shirota nagyon hasonloan viselkedtek. A telepeik atlagos mérete 55,2 mm koriil volt (17.

abra).
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4.5. Sporaképzodés valtozasa baktériumok hatasara

Kisérletiink célja, hogy megvizsgdljuk milyen hatdsa volt a baktériumoknak a
sporuléciora az el6zo kisérletben ndvesztett telepeinken.
Ennél a kisérletiinknél a reuteri és az La-5 nem kertiltek a vizsgalatba, mivel teljesen

gatoltdk a penész novekedését.

1,20E+09

1,00E+09
8,00E+08
6,00E+08
4,00E+08
2,00E+08
0,00E+00 ] . - e

Kontroll izolalt Shirota Casei 01 BEBA GG

Spoéraszam/ml

18. dbra. A milliliterenkénti sporaszam valtozasa a kiilonbozd tejsavbaktériumok esetében

Ezen az dbran lathatjuk, hogy az izolalt mikrébank nemcsak, hogy nem gatolta, de
még inkabb eldsegitette a sporulaciot. Az LA-5 és a reuteri, mivel teljesen géatoltak
a penész novekedését, ezért ezeknél a sporulacio nulla volt. A BEBA és a GG nagy
mértékben hatraltattak a sporak képzddését. A Shirota esetében koriilbeliil dupla
annyi, a casei 01 esetében pedig koriilbeliil 6tszor annyi spoéra képzodott, mint GG

esetében (18. abra).

Itt a sporaképzddes gatlasat a kovetkezo képlet alapjan szamitottuk ki:
(N c— Nt
Nc

ahol az Nc¢ a kontroll minta spdra szdma

>*100
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az Nt pedig a baktériummal gatolt minta sporaszama

A kisérlet alapjan az latszik, hogy az izolalt minta egyaltalan nem gatolta a
sporaképzddést (183,7 %), és a Casei 01 is csak kisebb mértékben (77 %-os
csokkenés). A Shirota koriilbeliil 89 %-ban gatolja a sporaképzddést. A BEBA ¢és a
GG nagymértékben gatoltak (97,7-95,1 %) a spoérak képzdodését.

4.6. Baktériumok hatasa a spOra-sarjadzasra

Ennél a vizsgalatnal arra voltunk kivancsiak, hogy a sporak sarjadzasat mennyire

tudjak gatolni a vizsgalatba vont probiotikus baktériumok.

Sarjadzas kovetése 72 dran keresztil

100
100
20
80
70 6
60
50
40

S 40 -
30 18 2 22 pod
20 11 1 9
10 0?2 l i‘ 3 0 0 Al 0
0

Sarjadzott Sarjadzott Sarjadzott Sarjadzott Sarjadzott Sarjadzott Sarjadzott

Kisarjadzott sparak (db)

Kontroll  Reuteri BEBA Cas01  Shirota LA-5 GG

W246ra M48dra WMT726ra

19. abra A sarjadzas kovetése 72 oran keresztiil

A 19. abran azt lathatjuk, hogy a kontroll mintdban a spordk mar 24 ora elteltével
kezdtek el kisarjadzani.

A reuterivel kevert mintdban 72 ora elteltével is csak alig volt megfigyelhetd sarjadzas,
mivel a reuteri baktérium mar 24 ora elteltével elszaporodott. A casei 01-ben 48 6ra
elteltével hirtelen elkezdett megndni a kisarjadzott sporak mennyisége feltehetdleg az
miatt, mivel a casei 01 nem gatolta a sporak ndvekedését megfeleléen. Az LA-5 és a
GG sokaig gatoltak a sporak sarjadzasat, mivel 48 ora elteltével sem jelent meg 10-nél

tobb spora, de 72 ora elteltével, mar ezek sem gatoltak megfeleléen (19. dbra)

Ennél a kisérletnél is hasonld képletet hasznaltunk, mint az el6z6nél:

(Gc — Gt) 100
— | %
Gc

37



Az eredményekbdl latszik, hogy a reuteri gatolja legjobban a sarjadzast, majdnem 90%-
ban. Az La-5 is még 80% felett van (82,46%). A BEBA és a GG is még 70% felett volt,

mig a Shirota és a casei 01 mar csak 63%-ot és 56%-ot értek el.

A lentebbi fotokrol a kovetkezOket tudjuk megallapitani. A kontroll erdteljesen
novekedett 72 ora elteltével. A baktériumok mellett mérsékelt sarjadzas volt csak
megfigyelhetd, mivel a tejsavbaktériumok nagy mértékben -elszaporodtak ¢és
jelenlétiikkel és az altaluk termelt metabolitokkal gatoltak a penészsporak sarjadzasat..
24 ora elteltével elkezdddott a sporak sarjadzasa, de mivel a baktériumok felezési ideje
nagyon rovid, ezért 48 ora elteltével mar lényegesen tobb tejsavbaktérium volt
elszaporodva, 72 6ra mulva pedig a baktériumok jelentds mennyiségl tapanyagot
fogyasztottak el és gatlo metabolitot termeltek, hogy a spoérdknak nem maradt elegendd

tapanyag, illetve gatlodott a sarjadzasuk (20 - 41. abra).

20-23. abra Kontroll

0. napos minta 24, ora

24-26. abra BEBA  24. 6ra 48. ora

27-29.4bra Casei 01 24. 6ra 48. 6ra




30-32. abra GG 24. 6ra 48. 6ra

36-38. abra Shirota 24. 6ra

39-41. dbra LA-5 24.




4.7. Penészgomba gatlasa probiotikus baktériumokkal kenyéren

Ennek a vizsgélatnak az volt a célja, hogy lassuk, hogy egy laboratériumi
tapkozegtdl eltérd élelmiszer-matrixon, mint egy kenyéren, ami egy mindennapi
boltban is megvehetd, milyen gatlasi aktivitassal rendelkeznek a probiotikus

baktériumok (42. abra)

2,00E+08
1,80E+08
1,60E+08
1,40E+08
1,20E+08

1,00E+08

8,00E+07
6,00E+07
4,00E+07
2,00E+07
0,00E+00

Kontroll LA-5 Shirota Cas01 BEBA Reuteri

Spoéra/ml

42. dbra A kenyérmintarol lemosott milliliterékénti sporaszdm valtozasa a kiilonbdzo
tejsavbaktériumok esetében

Az 4brén jol latszik, hogy a kontrollhoz (1,88*10%) képest, a Casei 01 kevésbé gatolta a
sporaképzddést (1,24*10%) a kenyér feliiletén. Az LA-5 (9,2*%107) és a reuteri (8,35*107) és
a GG (8,4*107) jobban gatoltak. A Shirota, ami az agaron vald vizsgalatkor kevésbé gatolt,
a kenyéren valo vizsgalatkor jobb gatlast mutatott (7,35%107 spéra/ml). A BEBA mutatta a
legjobb gatlast a kenyéren valo vizsgalat esetében (6,15%107).

1 g kenyér tomegére korrigalva a kdvetkezd penészszamokat kapjuk (43. abra):

Penészszam:
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43. abra. 1 gramm kenyéren megjelend telepképzd egység szdma

Szamoltunk telep gatlast a sarjadzas gatlas mintajara ennél a kisérletnél is:

(Nc — Nt) 100
— ) %
Nc
Telepképzddés gatlas
120,00
100,00
100,00
80,00
©
@ 60,00 1.32
< ’ 5
= ! 47,45
S, 42,00 44,98
40,00 35,17
20,00 I I
0,00
Kontroll BEBA Cas01 LA-5 GG Shirota Reuteri

44. 4bra. A telepképzddés gatlasa szazalékosan megjelenitve

A fenti diagrammon lathat6, hogy a kenyéren elvégzett kisérlet esetében is a reuteri
mutatta a legnagyobb gatlast, mivel 100%-ban gatolta a telepek képzodését. A méasodik
legjobb az LA-5 volt, amellyel viszont csak 51%-os gatlast értiink el. Harom
tejsavbaktériumunk eredményezett 40% feletti gatlast. A GG ~47,5; a Shirota ~45; a
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4.8.

Casei 01 pedig 42%-ban gatolta a telepek megjelenését. A BEBA mutatta a legkisebb
gatlast a telepek megjelenésével szemben (35,17%). (44. abra)

Kenyérmintan kindtt penésztelepek és sporak szamanak statisztikai 0sszehasonlitasa

A kontroll és baktériummal kezelt mintadk eredményeinek statisztikai kiértékeléséhez a
szamolt és a higitasokkal és bemért kenyér tomegével korrigalt, egy gramm kenyérre
kifejezett penésztelepszamok tizes alapu logaritmus értékeit vettiik alapul. Egyutas
ANOVA vizsgélatot végeztiink a mintdkon, hogy megéllapitsuk a tobb fliggetlen
csoport penészszdmanak, mint egyetlen szempont kozotti  kiilonbségek
szignifikancidjat, valamint Tukey post-hoc tesztet végeztiink, hogy meghatarozzuk

mely csoportok kiilonbdznek egymastol (45-46. abra)

Individual Value Plot of Kontroll; BEBA; Casei 01; La-5; GG; Shirota; Reuteri

0 [ ]

Kontraoll BEBA Casei 01 La-5 GG Shirota Reuteri

45. abra Kenyérmintak penészszamanak atlaga és egyedi értékei

One-way ANOVA: Kontroll; BEBA; Casei 01; La-5; GG; Shirota; Reuteri

Source DF 55 MS F P

Factor € 156,61 26,10 17,79 0,000

Error 16 23,48 1,47

Total 22 180,09

S=1,211 R-5q = 26,96% R-Sq(adj) = 82,07%

Individual 95% CIs For Mean Based on

Pooled StDev

Level N Mean StDev ----- Fom—————— Fo——————— S =
Kontroll 4 9

BEBA )

Casei 01 4

La-5 3

GG 3

Shirota 2

Reuteri 2

Pooled StDev = 1,211

46. dbra Kenyérmintak penészszamanak egyutas ANOVA Osszehasonlitasa

Az ANOVA p valoszintiségi értéke (0.00) egyértelmiien jelzi, hogy van olyan csoport,

amelynek atlaga szignifikansan eltér a tobbitdl.
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Mig a Tukey-teszt konfidencia-intervallum vizsgalatdbol megallapitottuk, hogy a kontroll
minta mindegyik probiotikus baktériumos mintatdl szignifikdnsan kiilonbozik, valamint a
reuteri torzset tartalmazd minta penészszama tér el az 0sszes tobbi baktériumos mintaétdl, a

Shirota torzset kivéve (47. abra).

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons

Individual confidence level = 93,59%
Kontroll subtracted from:

BEBA
Casei 01
La-$

Shirota
Reuteri -13,470 -9,954
BEBA subtracted from:

Casei 01 -3,42
La-§

GG
Shirota
Reuteri

47. abra Kenyérmintak penészszdmanak Tukey post hoc tesztjének részlete

A statisztikai kiértékelés is megerdsitette, hogy a probiotikus baktériumok jelenléte
szignifikansan csokkenti a kenyéren a penészek szamat a tejsavbaktériumot nem tartalmazo
kontroll mintdhoz képest. Viszont az egyes torzsek penészgatld hatdsa kozott, a reuteri
torzset kivéve, nincs szignifikans kiilonbség. A reuteri probiotikus baktérium ebben az

esetben is a legjobb eredményt mutatta a penészek novekedésének teljes gatlasaval.

Kenyérmintan szamolt sporaszam statisztikai osszehasonlitasa

A kontroll és baktériummal kezelt mintdk eredményeinek statisztikai kiértékeléséhez a
szamolt és a higitdsokkal és bemért kenyér tomegével korrigalt, egy gramm kenyérre
kifejezett sporaszamok tizes alapu logaritmus értékeit vettiik alapul. Egyutas ANOVA
vizsgalatot végeztiink a mintdkon, hogy megallapitsuk a tobb fiiggetlen csoport
sporaszamanak, mint egyetlen szempont kozotti kiilonbségek szignifikancidjat, valamint
Tukey post-hoc tesztet végeztiink, hogy meghatdrozzuk mely csoportok kiillonboznek

egymastol (48-49. abra).
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prlot of Kontroll_1; BEBA_1; Casei 01_1; La-5_1; GG_1; Shirota_1; Reuteri|
8,507
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8,001

@ 7,757

7,507

7,257

7,007 - %

Kontroll_1 BEBA_1 Casei01_1 Lla-5_1 GG_1  Shirota_1 Reuteri_1

48. abra Kenyérmintak sporaszamanak boxplot diagramja

One-way ANOVA: Kontroll_1; BEBA_1; Casei 01_1; La-5_1; GG_1; Shirota_1;.

Source DF 5SS MS F P
Factor € 4,8235 0,803%9 9,93 0,000
Error 268 21,6864 0,0809

Total 274 26,5099

S = 10,2845 R-5q = 18,20% R-5q(adj) = l6,36%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Sthev —d————o——— e Fommm—— tmm————
Kontroll 1 40 7,8485 0,3436 s Nmmmm)
BEBA_1 37 17,4311 0,2617 (===t )
Casei 01_1 40 7,6046 0,3457 (==t )
La-5_1 40 7,5274 0,2356 e )
GG_1 39 7,5560 0,2279 (mmmmt e )
Shirota_l 40 7,4244 0,2821 (----- R )
Reuteri_1 3% 7,535¢ 0,2672 (=== Nommmm )
___________ S S ——
7,36 7,52 7,68 7,84

Pooled StDev = 0,284S5

49. dbra Kenyérmintak sporaszamanak egyutas ANOVA Gsszehasonlitasa

Az ANOVA p valdszinliségi értéke (0.00) egyértelmiien jelzi, hogy van olyan csoport,
amelynek atlaga szignifikansan eltér a tobbitdl.

A Tukey-teszt konfidencia-intervallum vizsgalatdbol megallapitottuk, hogy a kontroll minta
mindegyik probiotikus baktériumos mintatol szignifikansan kiilonbozik, valamint hogy a

baktériumos mintdk spéraszama nem kiilonbozik egymastol (50. 4bra).
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Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons

Individual confidence level = 99, 65%

Kontroll 1 subtracted from:

BEBA_1
Casei 01_1
La-5_1
GG_1
Shirota_l
Reuteri_l

BEBA_l subtracted from:

Lower Center
Casei 01_1
La-5_1
G6_1
Shirota_l
Reuteri_1

50. abra Kenyérmintak spéraszdmanak Tukey post hoc tesztjének részlete

A statisztikai kiértékelés is megerdsitette, hogy a probiotikus baktériumok jelenléte
szignifikansan csokkenti a kenyéren, mint élelmiszer-matrixon, kialakul6 sporak szamat a
tejsavbaktériumot nem tartalmazd kontroll mintdhoz képest. Viszont az egyes
tejsavbaktérium torzsek sporaképzodés csokkentd hatdsa kozott nincs szignifikans
kiilonbség.

A penészszam és a spéraszam gatlasanak eredményei kozotti kiillonbséget, kiillondsen a
reuteri torzs esetén, az okozhatta, hogy noha a kenyéren az arra rdoltott eredeti sporaszam

megmaradt, a baktérium gatolta a spora sarjadzésat, illetve a penész kifejlodését.

49. Az Aflatoxin B1 képz6désének valtozasa probiotikus baktériumok hatasara

A penész altal termelt Aflatoxin B1 mennyiséget RP- HPLC modszerrel hataroztuk meg. A

mennyiségi meghatarozashoz elséként kalibracios gorbét készitettiink (51. abra).

Aflatoxin B1 kalibracios egyenese

3000 5

2500 y=1414512,20x- 140,24 ...

2000 R°=0,99 .-
IV R S B ®
© 1500
< o

1000 | e

500 -
.-
0
0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025
AB1 pg

51. édbra Aflatoxin B1 kalibracids egyenes
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A mintak elsd csoportjanal (az agar esetében) az eredményt pg/ 10 ml extrakcios
elegyre adtuk meg, a kenyér esetében pedig png/ 1 g kenyérmintara. Utébbindl még
a pontosan bemért tomegre kellett korrigdlnunk az eredményket.

Ehhez kiszamoltuk az atlagokat az Osszetartozd mintdk esetében (52. abra. az
egylttesen felvitt; 53-56. abra: a kiilon-kiilon felvitt és ezen beliil a kiilonb6zd
baktériumokhoz tartozé eltérd higitast mintdk a kontroll mintaval egytitt; és az 57.

abra: a kenyéren vizsgalt) oszlopdiagrammon abrazoltuk.

0,35
0,30
0,25
€ 0,20
o
& 0,15
a
0,10
0,05
0,00
kontrol Cas01 Reuteri BEBA fehér A-5 Shirota
izolatum

52. dbra. Az étlag toxin mennyisége pg/ 10 ml-re szdmitva kiilonb6z6 tejsavbaktériumok
esetében agarra cseppentétes modszer esetén

Az 52. abran lahato, hogyha az agarra cseppentétes modszerrel vissziik fel a mintékat,
akkor a Casei 01 gatolja legjobban a toxintermelddést, amig az izolatum a legkevésbé.
Erdekes, hogy ebben az esetben a sporazast és szaporodast jol gatlé fajok, mint a reuteri

¢és az LA-5 mellett is tortént toxin termelés.

A kovetkezd abrdkon a kiilonb6z6 koncentracioban végzett gatldsok folyaman

termel6dott toxinmennyiségeket lathatjuk (53-56. abra).
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Atlag toxin mennyiség kiilbnbdzé
koncentraciok esetében (ug/ 10 ml)
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Atlag toxin mennyiség kiilonbdzé
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53-56. abra A kiilonb6z6 baktérium:spdra koncentracioban végzett kisérletek soran

termelddott aflatoxin B1 atlag mennyisége png/10 ml-mosdoldatra szdmolva

Az éabrakrdl le tudjuk vonni azt a kovetkeztetést, hogy a vizsgalt torzsek koziil a BEBA, a

Limosilactobacillus reuteri és az LA-5 bizonyultak a leger0sebb toxintermelést gatld hatast

tejsavbaktériumoknak. Tobb koncentracio esetében is teljes toxinmentességet eredményeztek

(kivéve a 6:5-0s koncentraciot). A GG és Shirota torzsek kozepes mértékili, mig a Casei 01 €s

az izolatum csak gyenge gatld hatast mutattak. Az eredmények egyértelmiien azt mutatjak,

hogy a tejsavbaktériumok toxin-csokkentd képessége sejt-koncentraciofiiggd, €s bizonyos

torzsek mar viszonylag alacsony sejtkoncentracid mellett is hatékonyan gatoljadk a

toxintermelést.

A kenyéren vizsgalt toxinmennyiség meghatdrozasdhoz a kenyérdarabkaink valds tomegével

kellett korrigadlnunk. Az alabbi eredményeket kaptuk (57. &bra).
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57. bra Atlag aflatoxin B1 toxin mennyisége 1g kenyér mintdn

Az 57. éabra a kiilonbozoé tejsavbaktérium-torzsekkel kezelt mintdkat, illetve a
kontrollban mért atlagos toxinmennyiséget mutatja 1 g kenyérre vonatkoztatva. Kimutathat6
volt, hogy valamennyi vizsgalt térzs jelentdsen csdkkentette a toxin mennyiségét a kontrollhoz

képest.

A kontroll mintdban a legmagasabb toxinérték volt mérhetd (2,53 pg/g). A
legalacsonyabb toxinmennyiség a BEBA torzs esetében volt tapasztalhaté (0,35 pg/g), ezt
kovette a reuteri (0,38 pg/g) és a GG torzs (0,40 pg/g). A Casei 01, Shirota és LA-5 mintakban
valamivel magasabb értékeket mértiink (0,43-0,54 pg/g). Ez az eredmény elég jO egyezést
mutat egy korabbi irodalmi adattal, ahol a reuteri altal termelt reuterin metabolit teljes gatlast
vagy jelentds csokkentést okozott az Aspergillus flavus konidium-germinacidjaban és aflatoxin-
termelésében (Purnawita et al., 2024). A GG esetében is taldlhatunk tovabbi tanulmanyokat,
amik azt tamasztjak ald, hogy ez a torzs képes az aflatoxin Bl fizikai megkotésére és

inaktivalasara (Gratz et al., 2007).

Erdekes megfigyelés, hogy a BEBA, reuteri mellett a GG torzs mutatta a legerdsebb
toxin csokkentd hatédst, mig a LA-5 esetében a gatlas mértéke valamivel mérsékeltebb volt, mint
a korabbi kisérletek esetében. Azonban az egyes tejsavbaktériumokat tartalmazd mintak kozott

nincs olyan jelentds kiilonbség.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A kisérletek tapasztalatai alapjan elmondhat6, hogy a probiotikus tejsavbaktériumok megfeleld
potenciallal rendelkeznek a penészek novekedésének, sporaképzodésének €s az aflatoxinok
kialakulasadnak gatlasara. Megfigyelheté volt, hogy egyes baktériumok tobbféle kisérleti
beallitds mellett is gatoljadk a penészgombak szaporodésat. Kozvetleniil akadalyozhatjak a
hifanovekedést és a spoéraképzodést vagy csokkenthetik a toxintermeléshez sziikséges

anyagcserét is.

Az eredményekbdl egyértelmiien lathatd, hogy a probiotikus baktériumok Asp. flavus Zt41-es

torzs szaporodasara és toxintermelésére kifejtett hatdsa koncentracié fiiggd.

A Limosilactobacillus reuteri és a Lactobacillus acidophilus LA-5 torzseknek stabil ¢és
reprodukdlhatd penésznovekedés-gatld hatdsa volt, amely nem csak a laboratériumi

tapkozegen, de az élelmiszermatrixon is megmutatkozott.

A penésznovekedés-, sporazas-, sarjadzas-, €s toxintermelés-gatlas kozott nem talaltunk szoros

Osszefiliggést.

A BEBA gyermektapszer mintajabol kimutathato volt, hogy a benne megtalalhat6 baktériumok
Osszesége jelentds toxin-csokkenést eredményez, amely egy nagyon fontos szempont az
¢lelmiszerlanc  aflatoxin-szennyezettségének  mérséklésének, Dbiztonsdgossa tételének

érdekében.

Javaslatok a jovOre nézve:

Célszerli lehet a leghatékonyabb torzsek (reuteri, BEBA, LA-5) kombindlt alkalmazasat is

megvizsgalni, mivel additiv, st akar szinergikus hatas is felléphet egyiittes hasznélatuk esetén.

Indokolt lenne a gatldas mechanizmusanak mélyebb vizsgalata, kiilonds tekintettel a
baktériumok 4ltal termelt szerves savakra, fehérjékre €s egyéb metabolitokra egyarant, egy

szélesebb korli ismeret megszerzése érdekében.

A probiotikus baktériumok aflatoxin-csokkentd képességének vizsgélata (sejtmentes feliiliiszo,
adszorpcids kisérletek elvégzése) segithetne pontositani, hogy a toxintermelés gatlodik, vagy

bioldgiai Gton torténd aflatoxin-lebontds, esetleg megkotés altal torténik-e a detoxifikacio.
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6. Osszefoglalas

Kutatdsom célja az aflatoxin Bl toxint termeld Aspergillus flavus ZT41 torzs
novekedésének és toxintermelésének gatlasa volt kiilonbdzd probiotikus tejsavbaktériumok
alkalmazasaval. A vizsgalatok sordn hét baktériumtorzs gatld aktivitdsat elemeztem
kiilonboz6 taptalajokon, kiillonbozé modszerekkel és koncentracidaranyok mellett, valamint
egy ¢élelmiszer-matrixon (kenyéren) is megvizsgaltam a hatasukat, hogy minél szélesebb
korli eredményt tudjak levonni.

A kétrétegli agar modszerrel végzett eldzetes kisérletek alapjan, amikor a két napos
baktérium inkubaciot kovetden keriilt a penész a tejsavbaktériumok mellé, a
Limosilactobacillus reuteri torzs bizonyult a leger0sebb gatld hatdsunak, mig a
Lacticaseibacillus casei Shirota és a Lactobacillus acidophilus LA-5 részleges gatlast
mutattak.

A cseppentéses modszerrel végzett vizsgéalatok soran, amikor a baktériumok és
penészsporak egyazon helyben és idOben talalkoztak, a reuteri, LA-5, GG és BEBA torzsek
is jo eredményeket adtak. A kiilonbozé baktérium és penész koncentraciokkal végzett
kisérletek azt mutattdk, hogy a Casei 01 kizar6lag magas sejtkoncentracio mellett fejtett ki
szamottevd gatlast. A BEBA-bol izolalt ismeretlen tejsavbaktérium nem mutatott
szignifikans aktivitast egyik esetben sem.

A kinetikai vizsgalatok (8:5 baktérium—spdra arany mellett) igazoltak, hogy a legtobb
tejsavbaktérium csokkentette az A. flavus telepek novekedési sebességét, sét a reuteri és az
LA-5 torzsek teljes mértékll gatlast eredményeztek. A sporaszam-meghatarozas szintén
megerdsitette, hogy a baktériumok jelenléte jelentdésen redukalta a képzddott sporak
mennyiségét. Valamint a folyékony tapkodzegben végzett 72 6rés spora-sarjadzas vizsgalat
1s megerdsitette a baktériumok gatlo aktivitasat.

A kenyérmintadkon végzett vizsgélatok soran a probiotikus baktériumok szintén hatékonyan,
szignifikans mértékben (p<0,05) csokkentették mind a penésztelepek szamat és az atlagos
sporaszamot is. A reuteri torzs 100%-o0s penésztelep képzddés-gatlast mutatott, mig a GG,
Shirota és Casei 01 40-50% kozotti gatlo aktivitast fejtettek ki.

Az RP-HPLC mérések szerint az aflatoxin B1 mennyisége minden kezelt mintaban
jelentdsen alacsonyabb volt, mint a kontrollban. A BEBA, reuteri és GG torzsek esetében
80—90%-o0s toxinredukcio6 volt kimutathatd a kenyéren végzett kisérletek soran.

Ezen eredmények alapjan megallapitottam, hogy a vizsgalt probiotikus tejsavbaktériumok

képesek gatolni az aflatoxintermeld A. flavus ZT41 novekedését és toxintermelését. A
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legnagyobb hatékonysagot a Limosilactobacillus reuteri, a Lactobacillus acidophilus LA-5

¢s a BEBA izolalt kevert baktériumtenyészete mutattak.
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A hallgatd neve: ' Patak Balint Ferenc
A Hallgaté Neptun kédja: WKXPZS
A dolgozatcime: .  Aflatoxin termel6 penészek szaporodasanak és toxintermelésének gatlasa

probiotikus tejsavbaktériumokkal

A megjelenés éve: 2025
A konzulens intézetének neve: Biomérndk és Erjedésipar Technoldgia Tanszék

A konzulens tanszékének a neve: Biomérnok és Erjedésipar Technoldgia Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott szakdolgozat egyéni, eredeti jelleg(, sajat szellemi alkotasom. .
Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkajabdl vettem &t, egyértelmilien megjeloltem, és az
irodalomjegyzékben “szerepeltettem. Tovébba kijelentem, hogy a dolgozat elkészitése soran
alkalmazott mesterséges intelligencia-eszk6z6k (pl. - szoveggeneralas, nyelvi javitas, forditas,
adatelemzés) haszndlata nem helyettesitette a sajat kutatasi és alkotoi munkamat, azok alkalmazasat
a forrasok kozdtt vagy a modszertani részben feltiintettem, és a szakmai-etikai elvarasoknak
megfelel6en jartam el.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant éllitottam, tudoméasul veszem, hogy a zdrdvizsga-bizottsag a
zardvizsgabol kizar és a zardvizsgat csak Uj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatdsdt
engedélyezem.

Tudomadsul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotds felhaszndldsara,
hasznositdsdra a Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-kezelési
szabdlyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltéltésre keril a Magyar Agrar- és
Elettudomanyi Egyetem kdnyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kovetSen ;

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyujtasatél szamitott 5 év eltelte utan
nyilvanosan elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem konyvari repozitori rendszerében.

Kelt: 2025. év 11. h6 03. nap

N2ABAN,

Hallgato aldirasa




Hallgaték, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia (M1)

alkalmazasarél
1. Altaldnos adatok
Hallgaté neve: Patak Balint Ferenc
Neptun-kédja: WKXPZS

x BSc/BA O MSc/MA [J Doktori (PhD)
L Egyeh: i

Tantargy neve/kédja*: Tacpaorar (eas 2.

Aflatoxin termelé penészek
szaporodasanak és toxintermelésének
A munka cime: gatlasa probiotikus tejsavbaktériumokkal
- szakdelgozat

Képzési szint {a megfelelbt jelolje X-szel):

* doktori értekezés esetén nem kitdltendd

2. Nyilatkozat az Ml hasznélatarél .

Alulirott, etikai feleldsségem teljes tudataban az alabbi nyilatkozatot teszem:

{Kérjiik, valasszon egyet az aldbbi lehetbségek kozil!)
[] A} Nem alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.
{Amennyiben ezt jeldlite, a tovabbi tabidzatok kitoltése nem sziikséges.)
x B} Alkalmaztam mesterséges inteﬂigericia rendszert vagy szolgéltatast.

(Kérjuk, tdltse ki a vonatkozo tablazatokat!)

3. A mesterséges intelligencia hasznalatanak részletezése

I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mértékii felhasznalas (pl. forditas, nyelvi korrektura,
otletelés sth.)

(Ezen felhaszndidsok esetében a konkrét promptok és vdlaszok csatoldsa nem sziikséges.)

A felhasznélds célja Alkavlmazott Mi-eszkdz neve | Erintett rész (ha nem a
és verzidja szoveg egészére vonatkozik)

Szakirodalmi forditds

Il. TABLAZAT: Jelentds tartalmi hozzdjarulds (pl. egy teljes abra vagy egy hosszabb
szovegrész generaldsa)

(Ezekben az esetekben a felhaszndlt kulcsfontossdgu promptok és az Mi aital adott nyers
vélaszok dokumentdldsa és @ munka mellékietében vald csatoldsa sziikséges.)




Alkalmazott Mi- A &rintett fejezet / A prompt-naplét

A felhasmnslds célja | 5592 neve,| sbra / tiblgsae| rraimazs mellbkiet
verzidja, T bejegyzésének
elérhetdsége P sorszéma

3/A. Oktaté dltal elSirt kiegészit§ szabalyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantargy oktatéja vagy témavezetSje az Mi-eszkézok hasznalatira
vonatkozéan killon szabélyokat vagy elvarasokat hatarozott meg, kérjiik, az aldbbi mezében
foglalja 6ssze ezeket:

Pl. az Mi hasznélaténak tilaima bizonyos feladattipusokra;.csak konkrét eszkéz haszndlata
engedélyezett; eltérd hivatkozasi elvardsok; dokumentacios forma stb.

Oktatd vagy témavezetd ltal elbirt szabalyok:

4. Minden hallgatéra vonatkoz6 nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az MI altal esetlegesen generdlt tartalmakat minden esetben kritikailag
felllvizsgaltam, szerkesztettem és a munkaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéeért és tudomdényos helytallosagaért teljes kord felelfsséget vallalok
Tudomdsul veszem, hogy a Magyar Agrar- és Elettudoményi Egyetem a benydjtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellendrizheti, és eljarast kezdeményezhet, amennyiben
a nyilatkozatom valétlan vagy hidanyos.

Kelt: Biatorbagy, 2025. 11. h6 03. nap
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NYILATKOZAT

Patak Balint Ferenc (név) (haligatd Neptun azonositéja: WKXPZS} konzulenseként nyilatkozom
arrdl, hogy a szakdolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrdsok korrekt
kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét a zdrdvizsgan torténd
védésre javaslom / nem javasiom®.

A dolgozat dllam- vagy szolgdlati titkot tartalmaz: igen nem*?

Kelt: Budapest, 2025. év November ho 10. nap
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t A megfeleld aldhtzandé.
* A megfelel aldhizandd.



