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Tropan alkaloidok el6fordulasa élelmiszerekben
— valos és vélt kockazatok

Kulcsszavak: atropin, szkopolamin, antikolinerg hatés, antimuszkarinerg vegytletek, élettani hatas, human
expozicio, kokain, antidétumok, RASFF-riasztas, biotermékek gyommag-szennyezettsége

1. Osszefoglalas

A tropan alkaloidok szamos névénycsaladban el6fordulnak, toxikus hatasuk kdvetkeztében dozistol fliggéen
enyhe tlineteket, de akar halalt is okozhatnak. Az emberi szervezetbe leggyakrabban szennyez8dés, tévesztés
vagy bodité hatasuk miatti szandékos visszaélés kdvetkeztében kerlinek. Gabonafélék, hivelyesek, egyéb
szemes termények, de klldndsen a vegyszermentes termelésl biotermékek nem megfeleld tisztitasa
kovetkeztében altalanos koézfogyasztasra szant élelmiszerekben el6fordulnak, esetenként dokumentalt
meérgezést okoznak. A 2021-ben megjelent eurdpai unidés szabalyozas a ndvényi alapanyagok viszonylag
széles korére hatarozza meg a tropan alkaloidok megengedhetd mértékét, igy a rendelet kdvetkezetes
betartasaval elérhetd lesz atropan alkaloid szennyez8désbdl eredd élelmiszerbiztonsagi kockazat csdkkenése,
mindamellett, hogy az utébbi évek élelmiszer-eredetl mérgezéses esetei felhivjak a figyelmet a szabalyozas
ala esd élelmi anyagok kore bdévitésének sziikségességére.

' Budapesti Gazdasagi Egyetem
LUGASI Andrea Lugasi.Andrea@uni-bge.hu https://orcid.org/0000-0001-9895-2365
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2. Bevezetés

A tropan alkaloidok a novényvilagban gyakran eléfordulé masodlagos metabolitok. Elelmiszerbiztonségi
kockazatuk az utébbi néhany évben kerilt el6térbe, elsésorban élelmiszerek véletlen szennyez&désekbdl
adédo veszély kapcsan. Kiilondsen a vegyszermentes technoldgidaval termesztett termények jelenthetnek
élelmiszerbiztonsagi kockazatot, mivel a gyomirtdok haszndlatanak tiltasa miatt a tropan alkaloidokat
tartalmazé gyomnévények elszaporodhatnak és kiilénbozé részeik, de elsésorban a magvak belekerilhetnek
a hasznos termékbe, akut mérgezést okozd szennyez&dést eredményezve. Az utdbbi években a hazai piacon
is taldltak szennyezett élelmiszereket, illetve el6fordult tropan alkaloidoknak tulajdonitott, élelmiszer eredetl
mérgezés, ez utdbbi a kereskedelmi vendéglatés teriiletén jelent meg. igy a kockézat a végsé fogyasztot
az elérecsomagolt élelmiszereken és a vendéglatason keresztil egyarant érintheti. A tropan alkaloidra
vonatkozd, Kozdsségi szintli szabalyozas sziikségessége az elmult egy - masfél évtized mérgezéses esetei
okan el6térbe kerllt, és igy bizakodasra adhat okot a kdzelmultban megjelent eurdpai uniés szabalyozas,
melynek kdvetkezetes alkalmazasa elegendé védelmet tud biztositani a fogyaszténak.

3. Kémiai szerkezet, el6fordulas

A tropan alkaloidokra azabiciklo[3.2.1]oktan gydrUs szerkezet (biciklikus amin, amelyben egy pirrolidin és egy
piperidin gydrd, egy N és két C atomon osztozik) jellemzd (1. abra). Az aminocsoport, az alkaloidokra jellemzd
maodon a legtdbbszoér metilalt [1].

1. dbra. A tropan alkaloidok (1R, 5S)-8-metil-8-azabiciklo [3.2.1] oktan szerkezete [1]
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A tropan alkaloidok alatt mintegy 200 kiilonb6z8 molekulat értiink, melyek k6z6tt mono-, di- és triészterek,
valamint karboxilalt és benzoildlt vegylletek is megtalalhatok [2, 3]. Legjelentésebb és a leggyakrabban
el6fordulok tropan alkaloidok azonban az atropin és a szkopolamin. Az atropin valdjaban a D-hioszciamin
és L-hioszciamin racém keveréke (2. abra) [4], a kés6bbiekben bemutatasra kerlil§ élettani hatasokért
(antikolinerg hatas) donté részben az L-hioszciamin tehetd feleléssé [5].

2. dbra. A D- és L-hioszciamin szerkezete [4]

Az atropin — dozistdl fliggéen — potencidlisan haldlos méreg, nevét Atroposzrdl (Kérlelhetetlen), a Moirak (Sors
istenndi) egyikérdl kapta, aki olléjaval elvagja az élet fonalat a gérég mitologiaban és igy 6 donti el, ki fog
meghalni (3. abra) [6, 7]. Az atropin a VIIl. Magyar Gyogyszerkdnyvben Atropinum néven szerepel.

3. dbra. Giorgio Ghisi: A hdrom Sors, Clotho, Lachesis és Atropos [7]

A tropan alkaloidok kllénbdz6 ndvénycsaladokban eléfordulnak, ugy, mint a Brassicaceae (Cruciferae)
(,mustar” csalad), Convolvulaceae (,,szulak” csalad), Erythroxylaceae (,koka” csalad), Euphorbiaceae (,kutyatej”
csalad), Olacaceae, Proteaceae, és Rhizophoraceae (,mangrove” csalad), de legjellemz8bbek a Solanaceae
(»,nightsade” vagy ,burgonya”) csaladban [2]. Ez utébbi névénycsalad mintegy 100 nemzetséget és 3000 fajt
foglal magaban. Kilénésen a Datura, Brugmansia, Hyoscyamus, Atropa, Scopolia, Anisodus, Przewalskia,
Atropanthe, Physochlaina, Mandragora, Anthotroche, Cyphantera, és Duboisia nemzetség gazdagok tropan
alkaloidokban [2]. A Solanaceae csalad ismert tagjai a mandragoéra, beléndek, nadragulya, csattand maszlag
és ehetd rokonaik, a burgonya, paradicsom, a tojasgyimdlcs (padlizsan). A tropan alkaloidok legnagyobb
valtozatossagban a Datura és a Brugmansia nemzetségben fordulnak el6. Az ismertebb, tropan alkaloidokat
tartalmazé névényeket, a benniik talalhaté komponenseket az 1. tablazat foglalja dssze.
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1. tabldzat. Tropan alkaloidokat tartalmazd névények, névényi részek Adamse €s mtsai. alapjan [8]

tegin

Novény
Tropan alkaloid (TA) | TA-t tartalmazé
vegyiilet névényi rész
Botanikai név Magyar név Angol név
. Szkopolamin, hiosz- 3 ,
Atropa belladonna Nadragulya Deadly night- ciamin, atropin, kalis- Bo.gyE), level,
shade gyokér

Datura stramonium

Csattané masz-
lag

Jimsonweed,
thornapple

Szkopolamin, hioszci-
amin, atropin

Levél, gyoker,
mag, virag

Datura suaveolens

Angel's tears,

Szkopolamin, hiosz-

(Brugmansia suaveo- | Angyaltrombita snowy angel's ciamin Levél, virag, mag

lens) trumpet

Datura tatula Métel Jimsonweed, Atropin Levél, virag, mag
thornapple

Duboisia myopoides | Parafa Corkwood Szkopolamin, atropin | Levél

Hyoscyamus niger

Bolonditd belén-
dek

Henbane, black
henbane, stin-
king nightshade

Szkopolamin, hiosz-
ciamin, atropin, kalis-
tegin

Levél, virag, mag

tUk kokain

) Kdzdnséges Wolfberry, goji . . .
Lycium barbarum srdbgeéma berry Atropin bogyé (termés)
Mandragora offici- Mandragéra Mandrake Szk_opolam{n, hioszci- Gydkér, termés
narum amin, atropin

) ) . . Hedge false : . . .
Calystegia sepium Soévényszulak bindweed Kalistegin Levél, gyokér
Convolvulus arvensis Apro SZl,'"ak’ e | Field bindweed Kalistegin Levél, gyokér

zei szulak
Lampbionvira Bladder cherry,
Physalis alkekengi Amp 9 Chinese lantern, | Kalistegin Levél
paponya
etc.
. . Perui foldicse- Cape gooseber- | Tigloidin, szekotropan .
Physalis peruviana resznye, poha, . Gyokér
. ry, goldenberry | alkaloidok
zsidoécseresznye
Erythroxylum coca Kokacserje Coca Szamos alkaloid, koz- Levél

A tropan alkaloidokat tartalmazd, el6z6ekben bemutatott névényfajok egy része akar élelmiszerként is
fogyaszthatd, példaul a Brassicaceae (Cruciferae) és a Solanaceae csaladok tagjai, de human expozicioval
meégsem kell szamolni, mivel az ember altal fogyasztott névényi részek, példaul a burgonya gytkérgumdja,
vagy a paradicsom termése, nem tartalmaznak tropan alkaloidokat. Ugyanakkor a kulénb&z6 névényi
szervekben tropan alkaloidokat nagy mennyiségben tartalmazo6 névények szinte mindegyike gyomnovényként
fellelhetd termesztett, vagy szabadon termd, de fogyaszthaté névények kdrnyezetében, ezért a belblik
szarmazd tropan alkaloidok expozicié leggyakrabban véletlenszerl fogyasztasbdl adodik [8]. A 2. tablazat
a leggyakoribb, tropan alkaloidokat tartalmazé gyomndévények, tobbek kdzott a Datura stramonium és az
Atropa belladonna alkaloidtartalmat mutatja be a kiilénbdz6 ndvényi részekben.
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2. tablazat. Kiilénbdz6 névényfajok és névényi részek tropdn alkaloidtartalma (mg/kg szdrazanyag)

Faj (szarmazasi Noveényi A L oy . Osszes tropan . .
hely) rész (-)-Hioszciamin | (-)-Szkopolamin alkaloid Hivatkozas
D. stramonium Mag 1690-2710 360-690 2050-3400 [9]
(USA)
gyokér nd121 nd-14 Nd-135
hajtas 1-915 Nd-129 1-1044
D. stramonium levél 134-831 16-73 172-378 10]
(Olaszorszag)
virdg 270-299 66-106 336-405
mag 170-387 12-89 182-476
D. stramonium levél 425-1655 230-715 1000-1855 1]
(kdil. variansok) mag 710-1380 520-1275 1235-2655
D. stramonium
(Olaszorszag) mag 1280 680 1960 [12]
hajtas 360-5910 20-3320 380-8830
D. stramonium
(var. tutala is) levél 430-4710 130-1790 560-6430 [13]
(Magyarorszag)
virag 1690-3970 1360-2740 3050-6710
gyodkér 36-900
hajtas 29-200
D. ferox (Argentina) levél X 40-3200 X [14]
termés 130-210
mag 1500
D. ferox (Argentina) mag nd 610-820 610-820 [15]
A. belladonna gyoker 5290 51 x [16]
(Németorszag) levél 2500-9200 20-280
gyokeér 500-3700 nd-900 500-4000
A. belladonna levél 500-4900 nd-500 700-5100 [7]
(Eurdpa)
mag 1200-6900 nd-500 1300-7300
gyokeér 3700
100
A. belladonna hajtas 1800-3900 20430 . 8]
(Németorszag) levél 960-1400
90-130
termés+mag 2800-9200
gyokér 570-880 17-31
A. belladonna levél 740-770 28-180 X [19]
(Iran)
hajtas 190-1200 23-470
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Faj (szdrmazasi NO\’Ienyl (-)-Hioszciamin | (-)-Szkopolamin Osszes tr_opan Hivatkozas
hely) rész alkaloid
A. acuminata (Iran) levél 900-1200 140-470 X [19]
A. baetica o
(Spanyolorszag) gyokér 1000-10000 600 X [20]
H. niger
mag 140 430 570 [21]
(Bulgaria)

nd: Kimutatasi hatar alatt (nem detektalhatd)
x: Nem all rendelkezésre adat

4. Elettani hatasok

A tropan alkaloidok antimuszkarinerg vegylletek, blokkoljak a hérgékben a simaizomzat, a mirigyek és az
idegvégz6dések muszkarin-receptorait, gatoljak az izom-6sszehuzodast, a valadéktermelddést és fokozzak
a neuro-transzmitterek felszabadulasat. A tropan alkaloidok paraszimpatikus idegrendszer-bénitok,
befolyasoljak a sziv- és |égzés-frekvenciat, simaizom-gércsolddk, csdkkentik a nyal-, gyomornedv- és
fehérjeszekréciot. 3,0-8,0 mg dozisban izgatjak a kdzponti idegrendszert, azonban 10 mg f6l6tt bénitjak
annak mukodését. A vegylletekre jellemzd, hogy a nyalkahartyan at gyorsan és maradéktalanul képesek
felszivodni [22].

Az atropin human élettani hatasa a dozis fliggvényében nagyon eltéré. A vegyullet 0,5 mg felvétele enyhe
szivritmus-lassulast, gyenge szajszarazsagot okoz, gatolja a veriték kivalasztasat. Egy 1,0 mg-os mennyiség
mar erbteljesebb szajszarazsagot, szomjusagérzetet, gyors szivritmust, pupillatagulast valt ki. 2,0 mg
mennyiségnél gyors szivritmus, palpitacio, kitagult pupilldk, elmosddott latas jelentkezik. 5,0 mg bevitel
esetén az el6z6 tinetek mellett gatolt beszéd, nyugtalansag, fejfajas, szaraz, forrd bér tapasztalhaté. 10,0 mg
feletti mennyiség szervezetbe jutasa esetén a fenti tlinetek mellett gyors és gyenge pulzus, homalyos latas,
bdérkipirosodas, ataxia, hallucinacid, delirium, véguil kdémas allapot kévetkezhet be [23].

Az atropin mérgezés elsédleges tlinetei a tag pupillak, a gatolt nyaltermelés, a hipertermia, a csokkent
légzésszam és szivfrekvencia. A hatasok a kdzponti idegrendszert is érintik, almossag, depresszid is
megjelenhet. A mérgezési folyamat végsé kimenetele keringési elégtelenség, kdma. Az egyedi érzékenység
igen valtozo, a letalis dozis: 100-1000 mg, gyerekeknél 10 mg. A szkopolamin mérgezés ugyancsak tag
pupillakat, a nyaltermelés gatlasat eredményezi, kisdozisnal a szivfrekvencia csdkkenését, nagyobb dozisnal
azonban annak ndvekedését okozza. A kdzponti idegrendszerre gyakorolt hatdsa az atropinéval ellentétes,
azaz stimulalja azt. A szkopolamin letdlis dézisa 100 mg, amely légzésbénulast, majd ebbdl szarmazé halalt
okoz [24].

A mérgezés egyszeri expoziciora is bekovetkezik, lappangasi ideje 6 6ran belll, az expozici6 mddja
leggyakrabban ordlis, de inhalacio is eléfordul. A tropan-alkaloidok a gyomor-bélcsatornan at felszivodnak
[25]. A toxikus hatasok gyakran mar 60 percen bellll jelentkeznek a lenyelést kdvetben, és a szubletalis
klinikai tinetek akar 24-48 o6ran keresztll is fennallhatnak [26]. Kezelés nélkil gyerekek esetében 2-5,
felnGtteknél 10-20 nadragulya bogyé (mag) elfogyasztasa halalos. A csattané maszlag mérgezés 60 perccel
az elfogyasztas utan mar észlelhetd. A klinikai tiinetek 24-48 6ran keresztil fennmaradnak. Egy csattané
maszlag mag témege kb. 8 mg, igy mintegy 100 mag 10 mg atropinnal egyenértékd [27].

Az akut terapia az azonnali dekontaminacié (gyomormosas, bélmosas, bedntés), de a mérgezést kdvetéen akar
12 6éra mulva is. Mérgezés esetén az antidétum a physostigmin (0,02 mg/testtdmeg kg), amelyet annak jelentés
kardialis mellékhatasai miatt csak nagy dvatossaggal szabad alkalmazni [28]. Tuneti, szupportiv kezelésként a
fizikalis hlités, szedalas, folyadékpotlas, béta-blokkold beadasa, katéterezés johet széba. Elsésegélynyuijtaskor

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati Kozlemények — 2023. LXIX. évf. 1. szam

4300



elsédleges a méreg felszivodasanak megakadalyozasa hanytatassal, hashajtassal vagy aktiv szén adasaval, a
szomjusag csokkentése folyadékbevitellel, a testhé csdkkenése jeges borogatassal [29].

5. Tények és érdekességek a tropan alkaloidokrdl

Tébb mint 520 tropanvazas vegytilet rendelkezik CAS szammal. A tropan CAS regisztracios szama 529-17-9
[30]. A CAS adatbazisban a kokain 50-36-2 volt az elsé regisztralt tropan szarmazék, a tesofensin (402856-
42-2) az utolso [31, 32]. A legtdbb természetben fellelhetd tropan szarmazék természetes delirians. A “Bella
donna” (Atropa belladonna) kifejezés ,,szép hélgy”-et jelent, a reneszansz idékben kapta nevét, mivel a hol-
gyek gyakran csepegtettek a szemiikbe az A. belladonna atropint tartalmazé termésébdl nyert 1€b6I, mely
kitagitotta a pupillajukat és ezzel szépnek hatottak [33]. 1910-es és az 1960-as évek kdzott a szkopolamin és
a morfin keverékét a szilés kdzben altatoszerként (félalomszerd allapot elidézésére) hasznaltak. A vegyllet-
keverék beadasa egy atmeneti allapotot idézett el§, amely alatt az szil6 né félig éber allapotba kerllt a szlilés
alatt, és a szllési folyamat kiesett az emlékezetébdl [34].

A csattan6 maszlag a jimson weed nevet onnan kapta, hogy 1676-ban az USA-beli Jamestown-ban brit ka-
tonak mérgezédtek meg névényi salata fogyasztasakor, a tiinetek 11 napon keresztil delirium és hallucinacié
voltak [35].

A szintetikus gyogyszerek egyike a homatropin volt, ami egy félszintetikus észter, Ladenburg szintetizalta, és
a E. Merck Company hozta forgalomba 1883-ban, mint a pupillatagité [36]. A legismertebb tropan szarmazék
a kokain, amelyet Krisztus el6tt 3000 6ta gyogyszerként és narkotikumkeént is alkalmaznak. Kokaintartalmu
termék volt példaul a fogfajas elleni pasztilla [37], vagy French Tonic Wine [38] [39] (4-5. abra). A Coca-Cola
a masik népszerd( ital, mely kokacserje kokainmentes kivonatat tartalmazza. A kezdetekben a Coca Cola ital
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5. abra. Jules Chéret, Vin Mariani. Népszer(i 6. abra. A Coca Cola hirdetése
francia tonic..., 1894. Litografiai plakat, kiado: 1902-bdl [41]
Imprimerie Chaix; 123 x 86,3 cm. [38, 39]
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tartalmazott kokaint, a kokain-mentes valtozatot a Pure Food & Drug (USA) torvény bevezetése utan, 1906-
ban jelent meg [40]. A 6. abran a Coca-Cola hirdetése lathaté 1902-bdl [41].

A tropan alkaloidok és a kokain szerkezetét Richard Martin Willstatter (1872-1942) irta le. 1903-ban talalta meg
a tropanszintézis utjat, felfedezése alapvetd fontossagu mérféldkének szamit a szerves kémiaban. Willstatter
1915-ben kémiai Nobel dijat is nyert, els6sorban a klorofill és egyéb ndvényi pigmentek szerkezetének
felfedezéséért [42].

A tropan szarmazékok a gazdasagi szempontbdl legjelentésebb farmakonok kézé tartoznak [43]. A
gyogyszeripar tdbb mint hlisz tropanvazas aktiv gydgyszerhatéanyagot allit el, melyek felhasznalasi teriilete
szerteagazo: pupillatagitok, hanyinger-csillapitok, gércsoldok, fajdalomcsillapitok, horgétagitd hatasuak [5].
Az L-hioszciamin peptikus fekély, irritabilis bélszindréma, ill. Parkinson koér esetén hasznalatos, a kokain
helyi fajdalomcsillapito, a tiotropium-bromid a COPD ellenszere, az ipatropium-bromidot asztma esetén
alkalmazzak [8].

6. Tropan alkaloidok felhasznalasa, alkalmazasa, szandékos és véletlen fogyasztasa

A tropan alkaloidok, elsésorban az atropin, gydgyszerként hivatalos a VII. Eurépai Gyégyszerkényvben (VII.
Ph. Eur.), terapids alkalmazasa szerteagazo, ez a pupillatagulastol az émelygésen at, az utazasi betegség,
a bélgodrcsok, a bradikardia, egyéb sziv- és Iégzbszervi betegségek kezeléséig terjed [44]. Az atropint a
hagyomanyos kinai orvoslasban ajanljak az izileti gyulladas kezelésére [45].

Az atropint népi gydgyaszatban az idegzsaba, reuma enyhitésére, gorcsoldasra hasznaljak, asztmaciga-
rettaban (inhalacié) hérgdégdrcsok és a nyalképzdédés csdkkentésére alkalmazzak [46], de a tuladagolas
lehet6sége miatt haziszerként torténé hasznalata veszélyes lehet. Hallucinogén hatdsa miatt kabitdészerként
is hasznalatos [46].

Nem szandékos hasznalat, szennyez6dés esetén mérgezés eléfordulhat, tévesztés vagy carry-over hatas,
vagy szandékos bevitel, névényi anyag abuzusa (tuladagolas) kdvetkeztében. A szennyezédés elsésorban
ehetd novények termesztése, betakaritasa soran kovetkezik be, amikor a hasznos ndévényallomanyban
nagymennyiségben jelennek meg tropan alkaloidokat tartalmazé gyomndvények, elsésorban Datura
stramonis, Atropa belladonna, Hyosciamus niger.

Omlesztett formdban forgalmazott kereskedelmi magvak, a szdja és egyéb hiivelyesek, gabonak és
algabonak (buza, kukorica, cirok, koles, hajdina), napraforgd, lenmag szennyezddhet csattand maszlag,
angyaltrombita vagy beléndek magjaval. Ezek a gyomnd&vények a szemestakarmanyokkal egyitt érnek és a
betakaritaskor kerlilnek a takarmanyba. A gyommagvak méretiikben, alakjukban és sziniikben hasonlitanak
a hasznos termények magvaihoz, igy nehezen tavolithatok el valogatas vagy tisztitas utjan. Az ilyen tipusu
szennyezédések sulyos meérgezésekhez is vezethetnek. Példaul Ugandaban 2019-ben a humanitarius
élelmiszersegély (kukoricabdl és széjabdl allé Super Cereal néven ismert termék) volt szennyezett csattand
maszlagbdl szarmazo tropan alkaloidokkal, ennek elfogyasztasa miatt 300 f6 szorult korhazi kezelésre és 6t
halalesetet okozott [47].

Az emberi taplalkozas szempontjabdl kilondsen fontosak a szennyezett gabonafélék, algabonak, hiivelyesek,
mert ezek az élelmiszerek szinte valamennyi korosztaly étrendjének részét képezik. A tropan alkaloidok
el6fordulasaval kapcsolatban az egyik legtdbbet vizsgalt algabona a hajdina volt (Fagopyron esculentum
L.), ami gazdag polifenolokban, vitaminokban és fehérjékben, ezen tulmenden gluténmentes is. Az egyéb
gluténmentes termények, mint azamarant, a csicseriborso, a borso, kukorica, rizs, kdles, a quinoa és a beldlik
készlilt termékek, kenyerek, péksitemények, tésztak, cukraszsitemények, snackek egyre népszerlibbek
nem csak a gluténérzékenyek, hanem az egészségiikre jobban lgyeld fogyasztok kérében is. Emiatt egyre
fontosabba valik az ezekben a terményekben, termékekben jelen 1évé tropan alkaloidok el&fordulasanak
gondos ellenérzésének sziikségessége. A szakirodalomban szamos publikacié talalhatd, melyek az ilyen
alapanyagok tropan alkaloid szennyezettségét jellemzik, ezek kdzul néhanyat mutat be a 3. tablazat.
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3. tablazat Elelmiszerek tropdnalkaloid-szennyezettsége Gonzales-Gémez és mtsai nyomén [48]

_Minta' Atropin-tartalmu mintak Szkopolamin-tartalmu mintak Hivat-
(mintaszam) (mennyiség) (mennyiség) kozas
Reggeli gabona, reggeli
gabon? te”ell, keksz, 21 reggeli gabona (0,09-65,6 pg/kg) 18 reggeli gabona (0,28-15,2 pg/kg) [49]
sutemeny
(113 minta)
Lisztek (hajdina, kéles, .
. 46 liszt (0,5-149 pg/kg), . B
gabcl)(#;(lgggaez,telek 42 gabonalapu étel gyerekeknek 42 g:S;fgfa(gfétg%ygr/gfi’knek
gyerekeknek, reggeli 15 reggeli(géli_osr;ﬁougiggg,% ug/kg) (0,5-1,86 pg/kg), 15 reggeli gabona
cukrisssitomenyok, | 24 Keksz és oukrasasttemeny | B Z BEIE IS ISR | 160
péksiitemények, tésztak (0,5-1,85 pg/kg), 18 kenyér (0,5-0,36 yg/kg),
kenyerek, hiivelyesek 18 kenyer (0,5-3,80 ug/kg) 20 hivelyes, siitolaj keverék
s y. T Y . 20 hivelyes, sttéolaj keverék, . Yes, ! ’
stitéolaj keverékek, olajos olajosmag (0,5-0,11 pg/kg) olajosmag (0,5-0,09 pg/kg)
magvak (1305 minta) 7
Hajdina, hajdinaliszt és
tészta; sz0ja €s szojaliszt, 1 hajdina (<1 ug/kg) 1 hajdina (<2 pg/kg)
hantolt koles és kolesliszt, 1 kdlesliszt (13 pg/kg) 1 kdlesliszt (23 pg/kg) [51]
lenmag és lenmagliszt HO/Kg 979
(15 minta)
Bio hajdina liszt, tészta és 1 liszt (83,9 pg/kg) .
péksiitemény 1 tészta (21,3 pg/kg) 1liszt (10,4 ug/kg) [52]
1 tészta (5,7 pg/kg)
(26 minta) 1 péksttemény (13,9 pg/kg) ’
gabonalapu ételek
gyerekeknek (keksz,
snack, grissini) 1 keksz (11,5 pg/kg) 1 keksz (2,8 pg/kg) [53]
(18 minta)
Buza, kukorica, rizs,
zab és koles liszt,
kevert gabonalisztek, . .
gabonatermékek 1 paradlcsomoskrljspehely (9.6 ug/ 1 paradicsomos rizspehely (2,6 ug/kg) [54]
csecsemobknek, 9
gabonaalapu termékek
(95 minta)
Hajdina és hajdina liszt,
quinoa, amarant, teff liszt,
finomitott kukoricaliszt, 3 hajdina mag és liszt
IS 57t T qunen 7 )
. o 1 teff liszt (78 pg/kg), 1 finomitott 1 of teff liszt (28 pg/kg) [55]
hantolt kdles, zold
&5 vords lencse liszt kukoricaliszt (7 pg/kg), 1 cirokliszt
. . AN (15 pg/kg), 1 hantolt kdles (6,9 pg/kg)
csicseriborsoé-liszt,
borsdliszt
(15 minta)
citromf’l’j borsmentay’ 1 édeskémény (83 pg/kg) 8 borsmenta (20-208 pg/kg) [56]
ro,oibos ’ 8 borsmenta (20-208 pg/kg) 1 kamilla (2.1 pg/kg)
(70 minta) 1 of rooibos (2 pg/kg)
Szarltott(?e?hgoyzr;ovenyek 85 szaritott gyogyndvény 85 szaritott gyogyndveény [55]
(121 minta) (0,0067-295 pg/kg) (0,0067-134 pg/kg)
Kakukkfu, bazsalikom, 5 kakukkfl (<5-5,7 pg/kg) ,
koriander 5 bazsalikom (9-11,7 pg/kg) 12 Ilzsl(i:ﬁz?r ((éi pg//ig)) [567]
(16 minta) 4 koriander (9,9-42 pg/kg) HO/Kg
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Gyakran el6forduld mérgezés szarmazik — kildndsen gyerekek esetén — a hibasan azonositott ndévény
elfogyasztasabdl, példaul nadragulyatermését (bogyot) fekete afonya termésével téveszthetik dssze. Leirtak
Atropa belladonna téves hasznalatat malyvalevéllel (Malva silvestris), Datura stramonium levelének téves
beazonositasat teaként torténé hasznalat esetén, szintén csalannal, malyvalevéllel, Symphytum officinale-
val, csattané maszlag gyokerének hasznalatat Arcticum lappa helyett tradicionalis hasznalatban vértisztito,
vizhajto, bdrtisztitd teafézetként, zéldsalataként Datura viragat hasznaltak Paulownia (foxglove tree) helyett
[8, 58]. Szennyez8déssel, tévesztéssel vagy szandékos tuladagolassal sszefiiggd mérgezéses esetek kivalo
Osszefoglaldi olvashatok tobbek kdzdtt Adamse és szerzétarsai 2010-es és 2014-es kdzleményeiben [8, 58].

Allati takarmany szennyezddésébdl szarmazé tropan alkaloidok jelenléte allati eredetl élelmiszerekben
(tej, tojas, hus) carry-over bevitellel lehetséges. Nyers takarmany esetén ennek jelentésége és lehetésége
erésen korlatozott, mivel az allatok megtagadjak a tropan alkaloidokkal szennyezett takarmany fogyasztasat,
a gyomndvény jellegzetes és kellemetlen ize és illata miatt, azonban szaritott takarmanykeverék esetén a
gyommagvak jelenlétét mar nem fedezik fel, igy az ebbdl szarmazo expozicié lehetséges. A tropan alkaloidok
nem érzékenyek a h6kezelésre, szaritasra, Datura maggal szennyezett lisztbdl készllt kenyér siitését kdvetden
a toxin 72-100%-a kimutathat6 a termékben [9], igy érthet§, hogy mennyisége a szaritott takarmanyban is
szamottevd lehet. Szaritott takarmanykeverék esetén azonban a szaraz Datura mag jelenléte sulyos mérgezést,
tdmeges elhullast is okozhat haszonallatoknal, kildndsen a sertések érzékenyek a toxinra [59]. Egy ’worst
case exposure’ becslés szerint a 3000 mg/kg Datura ferox mag bevitel a takarmanyban a 2002/32/EU
iranyelv szerint malacokban sulyos mellékhatast okozhat [60]. Ugyanakkor a tropan alkaloidok felszivédasa
és lebomlasa, kilrlilése meglehetésen gyors folyamat, a szervekben, szévetekben nem raktarozédnak, igy
gazdasagi allatok husanak fogyasztasa esetén human mérgezéssel nem kell szamolni [59].

A mérgezés masik esete a szandékos hasznalatbdl, ill. a tuladagolasbdl szarmazik, részben a hallucinogén
hatas miatti kabitoszerként torténé alkalmazaskor, vagy terapias célu felhaszndlas (arthritis kezelésére,
érzéstelenitésre) esetén. A szandékos mérgezés patologias esete a gyilkossag, vagy 6ngyilkossag. Bizonyos
esetekben az atropin antidétumkeént is hasznalatos organofoszfat mérgezés esetén [61].

Sajndlatos moédon, hazai vizsgalati eredmények élelmiszerek tropan alkaloid szennyezddésére és ebbdl
ered6 mérgezésekre vonatkozéan nem érheték el, azonban véletlenszerli vagy szandékos meérgezéses
adatok fellelhet8k a Magyar Toxikoldgiai Informacios Szolgalat altal gy(ijtott adatok alapjan [62]. Ezek szerint
a Brugmansia és Datura fajok voltak leggyakoribbak a magyarorszagi névénymérgezések soran. Egy, 2005
és 2017 kozotti felmérés szerint a rendszeresen mérgezéseket okozé ndvényi taxonok kézétt a Brugmansia
fajok 1-7%-t, a Datura fajok 1-16%-ot, a Convallaria majalis 6-20%-ot, a Taxus baccata 8-19%-ot tettek ki.

7. Elelmiszeripari feldolgozas hatasa a tropan alkaloidokra

A tropan alkaloidok viszonylag héstabilak. List és Spencer vizsgalatai szerint a széjabab feldolgozasa soran
a szennyezddésként jelenlévé hioszciamin és a szkopolamin mennyisége is cstkkent, az elébbinek 90%,
az utodbbinak 84%-a maradt meg a zsirtalanitott szdjalisztben. A finomitatlan széjaolajban az eredeti
alkaloidmennyiség kb. 0,1% volt jelen, és ennek is tdbb mint 90%-a elveszett az olaj lugos finomitasa
és mosasa kovetkeztében [63]. Csattané maszlag magvakkal szennyezett buzabdl késziilt kenyér sitése
soran a hékezelés 0-28%-kal csdkkentette a tropan alkaloidok koncentracidjat [9]. Tropan alkaloidokkal
szennyezett hajdinalisztbdl készllt zganci (kasa-szer( étel) f6zése soran az atropin és a szkopolamin
koncentracioja 60, illetve 40%-kal cs6kkent [64].

Marin-Saez és mtsai hajdina- és koéleslisztek Datura stramoniummal és Brugmansia arborea-val szennyezett
mintait vizsgaltak, a liszteket kelesztési (37 °C) és sitési (190 °C) folyamatoknak vetették ala [65]. A kelesztés
soran a tropan alkaloidok koncentracidja cstkkent (13-95% lebomlas), mig a sttési kérilmények kdzott
szinte teljesen eltlinnek (94-100% lebomlas). Ugyancsak Marin-Saez kutatdcsoportja vizsgalta tropan alka-
loidok lebomlasat tésztabdl és zold teabdl [66]. A tésztat 100 °C-on 10 percig forraztak, a teat 100 °C-os
vizzel készitették, majd 5 percig hilni hagytak. A tésztat és a zold teat Datura stramonium és Brugmansia

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati Kozlemények — 2023. LXIX. évf. 1. szam

4304



arborea magvakkal szennyezték, mig a kokalevél teat kdzvetlenil elemezték. A lebomlasi vizsgdlatok azt
mutattak, hogy a tropan alkaloidok koncentracidja csdkkent, és ez fliggdtt a vegydllettdl, a legnagyobb
mértékl degradacié a tropinon, tropan, a kuskohigrin (cuscohygrine) és a tropin vegylletek esetében volt
kimutathatd, de azt is megfigyelték, hogy a f6zési soran a vegylletek a vizes fazisba vandoroltak [66].

A legfrissebb tanulmany csattané maszlaggal szennyezett, kukoricalisztbdl késziilt, gluténmentes kenyér-
rudacskak tropan alkaloid-tartalmardl szamol be. A termikus lebomlasi vizsgalatok a tropan alkaloidok
mennyiségének csOkkenését mutattak sités kdzben (180 °C, 20 perc), ami - az alkalmazott elékészitési
kériiményektdl fliggden - az atropinnal 7-65%, a szkopolamin és az anizodamin 35-49% a esetében volt [67].

8. Elelmiszerbiztonsagi jogi szabalyozas takarmanyokban, élelmiszerekben

A tropan alkaloidok - mint potencidlisan toxikus vegyuletek - jelenléte altalanos kdzfogyasztasra szant élelmi-
szerekben, étrend-kiegészitékben, kilonleges taplalkozasi célu élelmiszerekben, vendéglatasban felszolgalt
ételekben nem kivanatos. Alapveté kivanalom a biztonsagos élelmiszer forgalmazasa, igy az élelmiszerjog
altalanos elveirdl és kovetelményeirdl, az Eurépa Elelmiszerbiztonsdgi Hatdsag létrehozasardl, valamint az
élelmiszerbiztonsagra vonatkozo eljarasok megallapitasarol sz6l6 178/2002 EK rendeletben irottak a megha-
tarozok [68].

Az Eurépai Unidban sokaig kellett varni a hatékony szabalyozas megjelenésére. Meglepé modon el6bb
jelent meg a maradékanyagokra vonatkozd rendelet a haszonallatok, mint az ember vonatkozasaban.
A takarmanyban el6fordulé nemkivanatos anyagokrél szolo 2002/32/EK iranyelv meghatarozza, hogy
alkaloidakat, glikozidakat vagy mas mérgezé anyagokat kiilon, illetve kombinacidban tartalmazé gyommagvak
és Orodletlen vagy 6ssze nem zuzott termések, beleértve a csattand maszlag magjat is maximum 3000 mg/kg
mennyiségben, igy a Datura stramonium L. magvak maximum 1000 mg/kg mennyiségben fordulhatnak el8
12 %-0s nedvességtartalmu takarmanyra vonatkozéan [60]. Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatésag (EFSA)
2008-ban kiadott allasfoglalasaban megallapitotta, hogy allati eredetl élelmiszerekkel tropan alkaloidok
nem jutnak be az élelmiszerlancba, igy ez a fogyaszték szamara nem okoz kockazatot. Ugyanakkor, az
allasfoglalast 6sszedllitdé tudomanyos panel felhivta a figyelmet a tropan alkaloidok mérési moédszerei
validalasanak fontossagara [59].

5 évvel késébb, 2013-ban az EFSA Ujabb szakértdi allasfoglalast bocsatott ki az élelmiszerekben és
takarmanyokban eléforduld tropan alkaloidokrol [69]. A rendelkezésre allé adatok alapjan az EFSA egy, a
(-)-hioszciamin és a (-)-szkopolamin &sszegében kifejezett 0,016 pg/testtdmeg kg mértékl csoportos akut
referenciaddzist (ARfD) hatarozott meg, egyenértékli hataserésség feltételezése mellett. Ezen tulmendéen
megallapitotta, hogy bar meglehetd8sen korlatozott szamu informacié all rendelkezésre, de ezek azt jelzik,
hogy a kisgyermekek tropan alkaloidokra vonatkozo étrendi kitettsége jelentés mértékben meghaladhatja a
csoportos akut referenciadézist.

Az EFSA allaspontjara alapozva jelent meg a Bizottsag 2016/239/EK [70] rendelete az élelmiszerekben
el6forduld egyes szennyezd anyagok felsé hatarértékeinek meghatarozasardl sz6l6 1881/2006/EK rendelet
[71] csecsemdk és kisgyermekek szamara készilt, kolest, cirokot, hajdinat vagy ezekbdl szarmazoé
termékeket tartalmazoé feldolgozott gabonaalapu éleimiszerekben és bébiételekben el&forduld atropinra
és szkopolaminra vonatkozo felsé hatarértékek tekintetében t6rténé mdédositasardl. Ennek megfeleléen, az
emlitett élelmiszerekben az atropin, ill. a szkopolamin megengedett felséértéke kildn-kilon 1,0 pyg/kg.

Az EFSA 2013-as allasfoglalasaban [69] kiemelte, hogy nélkllozhetetlen lenne az élelmiszerekben és
takarmanyokban természetesen el6forduld vagy szennyezd anyagként jelen 1évé tropan alkaloidok
részletesebb jellemzése, gabonafélékben és olajos magvakban valé eléfordulasukra vonatkozé analitikai
adatok Osszegyljtése. Ezen analitikai adatok dsszegylijtése az Eurdpai Bizottsag tagallamok élelmiszeripari
vallalkozdi felé iranyuld, a tropan alkaloidok monitorozasat célzé ajanlasa [72] alapjan meg is tortént. Az
Ajanlas felhivta a tagallamok az élelmiszerbiztonsagot felligyel6 hatésagait, hogy az élelmiszeripari vallalkozok
aktiv bevonasaval kdvessék nyomon a tropan alkaloidok élelmiszerekben vald el6fordulasat, kulénds
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tekintettel a gabonafélékben és belblik készilt termékekben (hajdina, cirok, kdles, kukorica és hajdina-,
cirok-, koles- és kukoricaliszt), csecsemd&knek és kisgyermekeknek szant gabonaalapu élelmiszerekben,
reggeli gabonapelyhekben, malomipari termékekben, emberi fogyasztasra szant magvakban, gluténmentes
termékekben, étrend-kiegészitbkben, teakban és gydgynévényteakban, hivelyes zodldségekben (hively
nélkul), hiivelyesek és olajos magvakban, valamint az ezekbdl szarmazé termékekben [72].

2016-ban megijelent a tropan alkaloidok élelmiszerekben valé el6fordulasardl szold, kilenc tagallamot érintd,
ad hoc adatgy(jtési vizsgalat eredményeit bemutatd dsszefoglald tanulmany [50]. Az eredmények értékelé-
sét kdvetden, 2018-ban az EFSA tudomanyos jelentést bocsatott ki az unids lakossag tropan alkaloidoknak
becsilt emberi akut étrendi tropan alkaloid expoziciét, 17 eurdpai orszag és egy szbvetség, a Tea & Herbal
Infusions Europe adatai alapjan a 2009-2016 koz6tti, majd 2019-ig terjedd idészakbdl szarmazd mérési ered-
mények segitségével. Az elemzéshez mintegy 7.900 élelmiszerbdl szarmazo, kdzel 45 ezer analitikai adatot
hasznaltak fel (6.943 atropin és 6.897 szkopolamin mérési eredmény, 14.851 egyéb Datura tipusu tropan-al-
kaloid és 15.493 egyéb tropan alkaloid). A leggyakrabban el6fordulé tropan alkaloidok az atropin (6.943 min-
taban; 15,7 %) és a szkopolamin (6.897 mintaban; 15,6%) voltak [73].

Nagy mennyiségl atropin szennyezddés volt jelen a kendermagban (77,2 pg/kg), kildonb6zé fliszerekben
(pl. koriandermag 35,0 pg/kg; édeskdménymag 6,1 pg/kg), teakban és fézetekben (z6ld tea 10,01 pg/kg),
gabonaszeletekben (atlag 6,3 ug/kg). Szkopolamin viszonylag nagy koncentraciéban volt jelen kendermag-
ban (64,9 pg/kg), tedkban és f6zetekben (kamillavirag 11 pg/kg, zold tea 10 ug/kg) és fliszerekben (kori-
andermag 22 ug/kg), burgonyaban és burgonyatermékekben kaliztegin A3 szennyez8dés volt kimutathato
(107 mg/kg) [73].

Az atropin és szkopolamin egylttes atlagos akut étrendi expozicidja a csecsemdknél volt a legmaga-
sabb: 1-19 ng/ttkg/nap, de az idésebb gyermekek kitettsége is hasonléan magas volt: kisgyermekeknél
2-19 ng/ttkg/nap, és a 18 év alatti gyermekek esetében 1-18 ng/ttkg/nap volt a megallapitott bevitel. A
tropan alkaloidok akut expoziciéjara vonatkozé becslés szerint a lakossag szamos csoportja (de kiildndsen
a fiatal, sérllékeny korosztaly) tullépi az akut referenciadézist (16 ng/ttkg/nap) és azt is megallapitottak,
legnagyobb mértékben, minden korosztaly tekintetében. A felmérési adatok szerint az élelmiszerlancban
aggalyos mennyiségben fordulnak elé a tropan alkaloidok, kiiléndésen az atropin és a szkopolamin.

Mindezek alapjan 2021-ben ismét mddositottak a 1881/2006/EK rendelet, igy a gabonafélék, az azokbdl
szarmazo termékek és egyes gydgynoveényforrazatok tekintetében is meghataroztak a felsé hatarértékeket
[74] (4. tablazat). A 2021/1408/EK rendelet mellékletében felsorolt, 2022. szeptember 1-je elbtt jogszerien
forgalomba hozott élelmiszerek a minéségmegdrzési vagy a fogyaszthatdsdagi idejik lejartaig forgalomban
maradhatnak. A szabalyozas tovabbra is kiemelten kezeli a csecsemdknek, kisgyermekeknek szant élel-
miszereket és meghagyja a korabbi értékeket, azaz az 1-1 pg/kg megengedhetd mennyiséget atropinra és
szkopolaminra. Ezen tulmenden, széles korben érinti a ndvényi eredetl élelmiszereket, gabonakat (kukorica,
koles, cirok), algabonat (hajdina) és gyogyndvényeket. Ismerve a magyarorszagi, kbménymag szennyez6dé-
sébdl ered6 mérgezéses esetet (lasd késébb), a szabalyozas ala vont élelmiszerek kdre hianyosnak tlnik, igy
a tropan alkaloidok vonatkozasaban célszerd lett volna a fliszernévény magvakra is el6irni felsé hatarértéket.

4. tablazat. A tropdn alkaloidok (atropin, szkopolamin) élelmiszerekben megengedhetd felsé hatarértéke
a 1881/2006/EK rendelet alapjan, egységes szerkezetben [70, 74]

Elelmiszerek Felsé hatarérték (ng/kg)

Atropin Szkopolamin

Kdlest, cirokot, hajdinat, kukoricat és ezekbdl
szarmazo termékeket tartalmazod, csecsemdk
és kisgyermekek szamara készllt, feldolgozott
gabonaalapu élelmiszerek és bébiételek

1,0 1,0
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Elelmiszerek Felsé hatarérték (ug/kg)

Az atropin és szkopolamin 6sszege (ug/kg)

Feldolgozatlan kéles és cirok 2022. szeptember 1-jétdl 5,0

Feldolgozatlan kukorica a kdvetkezdk kivételével:

- nedves brléssel torténd feldolgozasra szant

feldolgozatlan kukorica 2022. szeptember 1-jétél 15

- pattogtatasra szant feldolgozatlan kukorica

Feldolgozatlan hajdina 2022. szeptember 1-jétél 10

Pattogtatasra szant kukorica

Végsé fogyasztok szamara forgalomba hozott
koles, cirok és kukorica 2022. szeptember 1-jétdél 5,0
Kolesbdl, cirokbdl és kukoricabdl szarmazo
malomipari termékek

Végsé fogyasztok szamara forgalomba hozott
hajdina 2022. szeptember 1-jétél 10
Hajdinabdl szarmazé malomipari termékek

Gyogynoveényforrazat (szaritott
termék), a kdvetkezd sorban emlitett 2022. szeptember 1-jétél 25
gyogynoveényforrazatok kivételével

Anizsmagbdl szarmazé gydgyndvényforrazatok

(szaritott termék) 2022. szeptember 1-jétél 50

Gyogynoveényforrazatok (folyékony) 2022. szeptember 1-jétél 0,20

Az étrend-kiegészit6krdl sz6lé eurdpai unios 46/2002/EK iranyelv és annak hazai atiltetése, a 37/2004. (IV.
26.) ESZCSM rendelet az étrend-kiegészitékrél nem ad konkrét utmutatast az egészségre karos anyagokra,
ezek étrend-kiegészit6kben torténd alkalmazhatésagara, a megengedheté mennyiségre, hatarértékekre,
stb. vonatkozoéan [75, 76]. Ugyanakkor, az Orszagos Gydgyszerészeti és Elelmezés-egészségligyi Intézet
(korabban Orszagos Elelmezés- és Taplalkozastudomanyi Intézet, OETI) 4ltal az eurdpai unids csatlakozast
kovetben dsszehivott Szakértdi Testlilet 2006-ban dsszedllitott egy listat, mely az élelmiszerekben, beleértve

az étrend-kiegészitdket is, alkalmazasra nem javasolt névényeket tartalmazza [77]. Ezek k&z6tt szamos,
tropan alkaloidokat tartalmazé néveény, ill. ndvényi rész talalhatd, ugy mint Atropa belladonna, Hyosciamus
niger, Mandragora officinarum, Scopolia sp., Datura stramonis, Solanum nigrum, S. dulcimara, Brugmansia sp.
Erdemes megemliteni, hogy kordbban e negativ listan szerepelt a Lycium barbarum termése (gylimdlcse, goji
bogyo) is, tekintettel arra, hogy egy 1989-es kdzlemény [78] szerint a termésben (vékonyréteg kromatografias
— TLC technikaval meghatarozva) 0,95 % atropin és 0,29 % (-)-hioszciamin talalhaté. A szerzd utal arra is,
hogy ezek a tropan alkaloidok hasonlé mennyiségben megtalalhatok a gyokérben és a friss hajtasban is.
Ugyanakkor, Drost-Karbowska, 1984-es kdzleményében nem ir tropan-alkaloidokrdl a Lycium barbarum
termésében [79]. Adams 2006-ban HPLC-MS technikaval 19 pg alkaloid/kg termés mennyiséget mutatott ki,
mig Potterat (2010) nem tudta tropan alkaloidok jelenlétét igazolni a termésben [80, 81]. Ez utdbbi adatokra
torténd hivatkozassal jelenleg az OGYEI negativ lista ma nem tartalmazza a Lycium barbarum termését.

9. Tropan alkaloidok jelenléte élelmiszerekben, RASFF riasztasok

Az Eurdpai Unio élelmiszerekkel és takarmanyokkal 6sszefliiggd gyorsriasztasi rendszerében (RASFF: Rapid
Alert System for Food and Feed) 2006-2022 kdz6tt 67 olyan esemény (riasztas, informacio, visszautasitas a
hataron) talalhatd, mely tropan alkaloidokkal fiigg 6ssze [82]. Az érintett élelmiszerek dontd tdbbsége gabo-
naipari termék: kéles (arany, barna) liszt és termékek, cirok, hajdina, valamint kisgyerekeknek szant élelmi-
szerek (gabonapehely), kukorica (liszt, popcorn) spendt, koménymag, mizli, borsmenta, zab- és széjapehely,
gyogynodvénytedk, chipsek (7. abra). Valamennyi esetben a tropan alkaloidok szennyezédésként voltak jelen
a termékekben. A tropan alkaloidok forrasa tdbbségében csattané maszlag (Datura stramonium) és fekete
csucsor (Solanum nigrum) volt, de legtdbb esetben csak az atropin és a szkopolamin jelenléte/mennyisége
jelent meg a RASFF adatbazisban.
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7. dbra. Az egyes élelmiszertipusok megoszldasa az Eurdpai
Unid RASFF rendszerében megjelend, tropdn alkaloidokkal
dsszefliggd bejelentésekben, 2006-2022 julius

A legtdbb jelzés Németorszagbdl (24) és Ausztriabdl (15) érkezett (8. abra), de a szennyezett élelmiszerek
tobb mint 40 orszagba eljutottak, érintették szinte valamennyi EU tagallamot, de példaul Kinat, Japan,
Szenegalt, Bahreint, Svajcot, Dél-Afrikai Koztarsasagot, Andorrat, Bosznia-Hercegovinat is. A legtébb
bejelentés tropan alkaloidokkal kapcsolatban 2015-ben volt (9. abra), ekkor Németorszag és Ausztria 4-4
terméket, Csehorszag pedig egy esetet jelentett a RASFF rendszerben.

Egyesiilt Kirdlysag ;
2 Albania; 1_Hollandia; 1

Szlovénia; 7

Szlovakia; 1 Ausztria; 15

Magyarorszag; 2

Belgium; 4

Mémetorszag; 24 Cseh KGZSTéI'SESég;

Horvatorszag; 2
Franciaorszag; 2

8. dbra. A tropan alkaloidokat érinté RASFF esetek bejelenté
orszdg szerinti megoszlasa (2006-2022)

A 67 eseménybdl 22 eset érintette Magyarorszagot, vagy azért, mert az alapanyag hazankbdl szarmazott
(11 eset), vagy azért, mert a termék a hazai kereskedelemben is megjelent, illetve megjelenhetett (11 eset).
Hazank két esetben tett bejelentést a RASFF-rendszerbe tropan alkaloidokkal szennyezett élelmiszerrél.

Az egyik élelmiszer a 2018-ban a nagy sajtonyilvanossagot szerzett, csattand maszlaggal szennyezett
kdmeénymag volt (2018.0774), ami a RASFF portalon egyértelmlen ugy jelent meg, hogy a szennyezés
forrasa magyar termék volt. A masik magyar bejelentés egy lengyel zabpehelyhez kapcsolédik (2020.5838),
melyben a magyar hatésag szintén csattané maszlagot talalt. A 2021-2022-ben a NEBIH weboldalan és
tébb sajtétermékben is megjelend, csattand maszlag magvakat tartalmazo, kilénbozé vallalkozasok altal
eldallitott és forgalmazott fagyasztott zéldbab nem jelenik meg a RASFF-ban.

2006-ban Datura magvak voltak (130 mag/kg) Magyarorszagrél és Ausztriabdl szarmazo biokdlesben
(2006.0833), ugyancsak csattané maszlag magvait talaltak allateledelnek szant vords koélesben (2006.
BYZ) 2009-ben. 2009-ben Szlovénia jelentett a RASFF-ba hazankbdl szarmazé hajdina lisztben 110 pg/kg
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9. abra. Tropdn alkaloidokkal kapcsolatos RASFF bejelentések szama
évenkénti bontdsban, 1994, 2006-2022

atropint és 47 pg/kg szkopolamint (2009.0558). 2104-ben a német hatdésagok taldltak atropint (46 pg/kg) és
szkopolamint (25 pg/kg) Ausztriabdl szarmazoé barna koéles (Uroclora ramosa) lisztben, ahol az alapanyag
szarmazasi helye Magyarorszag és Hollandia volt (2014.1652). 2015 marciusaban egymas utan harom,
Ausztriabdl induld riasztasban szerepelt magyar alapanyag, bio puffasztott kdlesben 481 ug/kg atropin és
533 pg/kg szkopolamin, puffasztott kdlesben 384 ug/kg atropin és 388 ug/kg szkopolamin, tovabba kdles-
golyéban 304 pg/kg atropin és 358 pg/kg szkopolamin volt kimutathaté (2015.0338, 2015.0339, 2015.0399).
2016-ban ismét koleslisztben volt kimutathatd atropin (23,5 pg/kg) és szkopolamin (9,5 pg/kg) (2016.1298).
A 2018-as év a kbménymagrol szolt (lasd késébb), 2021-ben Magyarorszagrol szarmazo bio lenmaglisztben
mutatott ki a német hatésag atropint (100 - 238 pg/kg) (2021.6052), 2021-ben ugyancsak a német hatésag
tropan alkaloidok jelenlétét jelezte a RASFF-ban magyar petrezselyemben, de konkrét mérési eredmények
nem taldlhaték az adatbazisban (2021.3836).

Magyarorszagra bekerilé termékek tropan alkaloid szennyezettségét jelentették a RASFF-ban, 2006-ban
bio kélesben (2006.0737, 2006.0833), 2014-ben két esetben Németorszagbdl szarmazo, gabonaalapu bébi-
ételekben (2014.1694, 2014.1596), 2015-ben barna kdlesben és kukoricaliszt alapu biotermékben (2015.0203,
2015.0210). 2018-ban atropint és szkopolamint mutattak ki hazankban is forgalmazott, Lengyelorszagbdl
szarmazd ndvényi forrazatban (pontos Osszetétele nem ismert) (2018.2009), Franciaorszagbdl szarmazé
pattogatni valé kukoricaban (2018.1447), és osztrak bio mizliben (2018.2695). 2020-ban csattand maszlag
magvakkal szennyezett lengyel zabpehely (2020.5838), valamint atropint és szkopolamint tartalmazé bio
széjapehely (2020.0366) kerllt a hazai boltokba. 2022-ben Németorszagbdl szarmazd, tébbféle izesitésu
kukorica chips (2022.3840) kerilt hazankban forgalomba (a kézirat befejezéséig tropan alkaloid mérési
eredmények nem érhetdk el a RASFF oldalon).

A RASFF oldalon feltlintetett informaciok szerint, az érintett tagallamok a szennyezett termékeket visszahivtak
a piacrol, mérgezésekrél, egészségkarosité hatasrol nincsenek informaciok.

Erdemes még felhivni a figyelmet arra, hogy az elmult néhany évben (2018 és 2022 kdz6tt) a hazai hatésag
tdbb esetben is jelezte, ill. hivta fel a fogyasztok figyelmét kiilonb6zé élelmiszerekben tropan alkaloid, illetve
csattané maszlag jelenlétére, mely esetek azonban a RASFF-ban nem jelentek meg. A NEBIH 2016-ban
két, nagy valoszinliséggel hazai gyartasu extrudalt kélesgolydt (gluténmentes, extrudalt bio kélesgolyd,
foldimogyords izesitésU, ellenérzott 6koldgiai gazdalkodasbol, 75 g; enyhén sézott, gluténmentes, extrudalt
kélesgolyod ellendrzétt 6koldgiai gazdalkodasbal, 150 g) vont ki a forgalombdl magas atropin- és szkopolamin-

tartalom miatt [83]. 2020-ban a gyarté 6nellenbrzése alapjan kildénbdzd izd, német gyartmanyd muizli
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szeleteket hivtak vissza a kereskedelembdl [84]. 2021-2022-ben csattané maszlag jelenlétére hivta fel a
hazai hatésag a figyelmet, kiildonb6z8 markanéven, kiilénbdzé forgalmazdk altal piacra helyezett, 1000 g-os,
gyorsfagyasztott sargahuvelyl zoldbabban [85, 86]'.

10. Tropan alkaloidok jelenléte a vendéglatasban

A rendelkezésre allé szakirodalmi forrasok, valamint a RASFF riasztasok adatai alapjan tropan alkaloidokkal
leggyakrabban szennyez6dd, feldolgozott élelmiszerek azok, ahol alapanyagként gabonaféléket (buza,
kukorica, rozs, zab, rizs, kdles), dlgabonakat (hajdina, teff, amarant), hiivelyeseket hasznaltak. Sajnalatos
modon gyakran fordulnak eld sérlilékeny csoportoknak szant termékekben, mint példaul bébiételek, kisgyer-
mekeknek szant gabonaalapu élelmiszerek, reggelizd pelyhek. Felmerilhet fliszerndvények gyomndévény-
magvakkal térténd szennyezddése is. Bizonyos gyogyndvényekkel vald tévesztés okan, egészségre hatod
termékek, étrend-kiegésziték is a tropan alkaloidok potencidlis forrasai lehetnek. Szerencsére, allati eredet(
élelmiszerekben (els6sorban hus, de akar tej, tejtermék tojas), a tropan alkaloidok megjelenése nem varhato,
tekintettel arra, hogy a tropan alkaloidokkal szennyez6d6tt takarmany rossz izl, az allat azt nem fogyasztja
el, emésztérendszerébe nem keril, szervezetében nem szivodik fel.

A fentebb emlitett élelmiszerek, ill. élelmiszer-alapanyagok éhatatlanul megjelennek a vendéglatasban, igy
ezen a terlleten is foglalkozni kell a lehetséges egészségkarositd hatasokkal. Ha attekintjik a 2006-2022
kozotti, akar a tropan alkaloidok okozta mérgezésekrdl beszamolod nyilvanos hireket, akar a RASFF adatait,
akar a hazai hatésag, a NEBIH figyelmeztetéseit, felhivasait, megallapithatd, hogy ezek kéziil a legnagyobb
nyilvanossagot a kdvetkezé, 2018-as kdbménymagos esemény kapta: sajtohirek alapjan ismert, hogy 2018.
aprilisaban, vendéglatdhelyen elfogyasztott étel utan keriiltek fogyasztok (zdmmel kilfoldi turistak) akut
mérgezéses tlinetekkel korhazba [87]. A tlinetek alapajan, valamint a betegek szisztematikus kivizsgdlasa
utan vilagossa valt, hogy atropinmérgezésrél van szé. A Vendéglatds Magazin cim( szaklapban olvashato
cikk szerint, néhany hénappal korabban, 2017 decemberében szintén vendéglatdhelyen tértént hasonlo
mérgezes, majd a hatdsag latoterébe kertlt olyan élelmiszer, konkrétan fliszer, kbménymag, mely feleléssé
volt tehetd a fogyasztok tiineteiért [87]. A mérgezést kbzvetitd étel gulyasleves volt, amelyet a hagyomanyos
receptura szerint kbménymaggal (is) flszereznek [88]. A hatdsag az els6, 2017 decemberi esetet kdvetben
tébb cég altal forgalmazott tétel kapcsan hivta fel a fogyasztok, vendéglatasban, kdzétkeztetésben érdekelt
vallalkozasok figyelmétatropan alkaloidokkal szennyezett koménymagra [89,90]. Amagyar hatésag a marciusi
vizsgalatok eredményeit tovabbitotta a RASFF rendszerébe, ahol a riasztas 2018.0774 referenciaszammal
talalhato, tovabba egész koménymagra vonatkozoan konkrét mérési adatok is megjelennek, atropinra (16177,6
Hg/kg) és szkopolaminra (4658,3 pg/kg) vonatkozéan. Az eset érdekessége, hogy a RASFF riasztasban a
termék szarmazasi helyeként Magyarorszagot jelolték meg, ugyanakkor a sajtohirek szerint a fliszer tobb
allomason (importér, kereskedd, 6rl6, csomagolo, forgalmazo) keresztll érkezhetett az éttermekbe, ahol a
mérgezéseket okozta, lehetséges eredete azonban inkabb Egyiptom, de erre vonatkozé megerdsités nem
érhetd el sem a NEBIH honlapjan, sem a RASFF portalon. Erdemes még arra is felhivni a figyelmet, hogy egy
hazai bébiétel el6allitd cég is visszahivta azon kdménymaggal fliszerezett termékét, mely érintett lehetett a
szennyez&désben, ezzel is eleget téve a vallalkozoi felel8sség elvének. A hatésag az érintett forgalmazdk
bevonasaval a még forgalomban Iévd termékeket visszahivta, igy a kés6bbiekben mar nem érkeztek hirek
tovabbi mérgezésekrdl, mindamellett, hogy a szennyezett fliszer a maganhaztartasokba is eljuthatott.

A 2018-as kdménymagos mérgezések utan, a 2019-ben megrendezett Hungalimentaria 2019 konferencian
elhangzott egy NEBIH munkatars 4ltal tartott dsszefoglalé eléadas, amelyben az eseménnyel kapcsolatban
mérési eredmények is bemutattak [90]. Orolt fliszerkdményben &tlagosan 7219 mg/kg (689-745 mg/kg)
atropin és 237 mg/kg (232-244 mg/kg) szkopolamin volt kimutathatd, egész kéményben 15,8 mg/kg (16,1-
15,4 mg/kg) atropin, 4,5 mg/kg (4,3-4,6mg/kg) szkopolamin. Kiilénbdzé modon elékészitett, illetve elkészitett
buzafehérje (szejtan) termékekben atlagosan 145 pug/kg atropin és 124 pg/kg szkopolamin volt jelen, bébi-

' A NEBIH termékvisszahivasokat bemutaté oldaldn csak az utolsé 6 honapra vonatkozé adatok érhetdk el, igy kordbb
kiadott termékvisszahivasokra csak sajtohirek alapjan lehetséges hivatkozni.
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ételekben mindkeét tropanvazas alkaloid 10 ug/kg alatti mennyiségben volt jelen. Jollehet, az adatokat tudo-
manyos kbzleményben eddig nem erdsitették meg, de azt mindenképpen jelzik, hogy a hatésag altal vizsgalt
flszerkdmeény tételek jelentés mennyiségben tartalmaztak csattané maszlag-szennyezést. Egész termés
esetén a szennyezés szabad szemmel is észrevehetd, 6rolt fliszernél értelemszerlien mar nem ismerhetd fel
a gyomndvény magja.

Ahogy az altalanos kézfogyasztasu élelmiszerek esetében, ugy vendéglaté termékek terliletén is egyre
népszerlibbek a bio, vegan, nyers vegan és mentes termékek. A bio termesztésl ndvényi alapanyagok
esetében — a gyomirté szerek hasznalatanak tiltasa miatt — el6fordulhat gyomndvény-magvakkal, igy akar
tropan alkaloid-tartalmu magvakkal t6rténé szennyezddés. A hagyomanydrzés okan szamos gabonabal,
algabonabdl (kukorica, kéles, cirok, hajdina) készlilt étel kerlil egyre gyakrabban a vendéglatdhelyek étlapjara.
A gluténérzékeny egyének szamara kinalt, buzatél és egyéb, glutént tartalmazo &sszetevoktdl mentes,
tovabba a tisztan névényi alapanyagokbdl allé vegan termékek is forrasai lehetnek névényi szennyezéknek,
ezért nem csak az élelmiszeriparban, hanem a vendéglatasban mikédé vallalkozasoknak is figyelmet kell
forditaniuk erre a potencialis kockazatra.

11. A biotermékek tropan alkaloid szennyezettsége

Jelenleg az eurdpai szabalyozas alapjan szamos herbicid (gyomirtdszer) hasznalhatoé a névénytermesztésben
meghatarozott feltételek mellett, melyek megakadalyozzak a gyomok megjelenését és tovabbi szaporodasat
kilénbdz8é noévénykulturakban. Az dkoldgiai (bio) gazdalkodasban altalaban tiltjak a vegyszerek hasznalatat,
igy a gazdaknak a gyomok elpusztitasara is vegyszeres kezeléstdl eltérd, egyeb eljarasokat kell alkalmazniuk.
Tekintettel arra, hogy a tropan alkaloid-tartalmu gyomndvények gyakran jelennek meg azokon a terileteken is,
ahol kilénb6z6 szemes és hivelyes termények, gabonafélék termesztése zajlik, gyomirtd szerek hianyaban a
gyomnoévények dnmagukban a learatott termésben, vagy magvaik a hasznos magvak kézoétt gyakorta eléfor-
dulnak. A gyommagvak jelenléte nem jelentene veszélyt, ha a hasznos termény és a gyomnévény magja kozott
méretben, szinben vagy fajsulyban szamottevd kiilénbség lenne, mivel ezekben az esetekben kiilénbdz8 elven
mUkodé tisztitdberendezések alkalmazasaval a magvak egymastdl elvalaszthatoak lennének. Azonban a kéles,
hajdina, lenmag, szdja és néhany egyéb szemes termény és fliszernévény magja nagyon hasonlit a csattané
maszlag magjahoz, szinben, méretben és igy jelenleg nem all rendelkezésre megfelel technolégia, amelynek
alkalmazasaval a csattan6 maszlag magja a terménybdl hatékonyan eltavolithaté lenne [48]. A nem bio gazdal-
kodasban a vegyszeres gyomirtas a gyomndvény kelését megakadalyozza, bio gazdalkodasban csak a nagy
id8igényl kézi gyomirtas, és/vagy a betakaritast kdvetd laboratériumi ellendrzés johet széba, amely azonban
az alkalmazott mddszer figgvényében kilénbdz6 mértékben bonyolult, illetve kdltséges, igy az esetek tébbsé-
gében ez az Ut nem jarhato. Ezt az allitast ugyan kevés vizsgalati eredmény tamasztja ala, de az a tény, hogy a
RASFF riasztasok kdzétt gyakran talalkozunk biotermékekkel, mégis jelzik a biotermékek gyommagvakkal tor-
ténd lehetséges szennyezddésének nagyobb kockazatat. A szakirodalomban egy kézlemény érhetd el ebben
a témaban. Cirlini és mtsai 26 bio, azaz vegyszermentes termelésbdl szarmazoé hajdinaterméket (liszt, tészta,
pékstlitemény) vizsgaltak tropan alkaloid tartalomra. Harom mintaban talaltak szennyez&dést (13,9-83,9 ug/kg
atropin és 5,7-10,4 pg/kg szkopolamin), a legnagyobb mennyiségben egy hajdinalisztben 83,9 ug/kg atropint és
10,4 pg/kg szkopolamint taldltak [52]. gy a bioélelmiszerek potencidlis élelmiszerbiztonsagi kockazatai kozott
a gyommagvakbol szarmazé tropan alkaloid szennyezddést is meg kell emliteni.

12. Osszegzés
A gyommagvakbdl szarmazo tropan alkaloidokkal vald szennyez8dés bizonyos élelmiszer-csoportokban
szamottevd élelmiszerbiztonsagi kockazatot jelent, ezért javasolhatd, hogy az érintett élelmiszer-nyers-

anyagokat, félkész és kész élelmiszereket a jelenlegi gyakorlathoz képest nagyobb mintaszamban lenne
célszerl vizsgalni akar a hatésagi, akar a szolgaltato laboratériumokban.

13. Frissités

2023 els6 harom hénapjaban harom ujabb, tropan alkaloidokhoz k&ét8dd riasztas jelent meg a RASFF
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rendszerben. Mindharom terméket Németorszag jelentette, kettd holland, egy lengyel eredetl volt.
Biotermesztési hantolt kdlesben (2023.0140) 29 pg/kg atropin és 23 ug/kg szkopolamin volt jelen, pattogatott
kukoricaban (2023.1822) 16,7 pug/kg atropin, 2,3 pg/kg szkopolamin és bio teff lisztben (2023.1823) 190,4 pg/kg
atropin és 60,2 pg/kg szkopolamin volt jelen. Ez utébbi termék Magyarorszagon is kereskedelmi forgalomba
kerlilt, a termék szennyezettségérdl a sajtdhirben NEBIH felhivta a fogyasztok figyelmét és a terméket a
forgalombdl visszahivta [91].
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1. Summary

Tropane alkaloids occur in many plant families and their toxic effects can cause mild symptoms or even death,
depending on the dose. They are most commonly introduced into the human body through contamination,
misuse or deliberate abuse due to their intoxicating effects. They are present in food for general consumption,
sometimes causing documented poisoning, due to inadequate cleaning of cereals, pulses or other grain
crops, but especially organic products produced without chemicals. The EU legislation published in 2021
set tolerances for tropane alkaloids for a relatively wide range of plant materials, and therefore consistent
compliance with the regulation will reduce the food safety risk from tropane alkaloid contamination, although
food poisoning incidents in recent years have highlighted the need to broaden the range of food substances
covered.
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2. Introduction

Tropane alkaloids are secondary metabolites commonly found in plants. Their food safety risk has come to
the fore in the last few years, mainly in relation to accidental contamination of food. In particular, crops grown
using chemical-free technologies may pose a food safety risk, as the ban on the use of herbicides may lead
to the proliferation of weeds containing tropane alkaloids. Various parts of weeds but mainly seeds can be
introduced into products for human consumption, resulting in contamination that cause acute poisoning.

In recent years, contaminated food has been found in the Hungarian market and food poisoning cases
attributed to tropane alkaloids have occurred in the commercial catering sector. Thus, the risk may affect the
final consumer through both prepackaged food and catering. In the light of poisoning incidents over the last
decade and so, the need to regulate tropane alkaloids at Community level has been brought to the fore there
is reason for optimism that the recent EU legislation, if applied consistently, can provide sufficient protection
for the consumer.

3. Chemical structure, occurrence

The tropane alkaloids are characterised by an azabicyclo[3.2.1]octane ring structure (bicyclic amine, in which
a pyrrolidine and a piperidine ring, one N and two C atoms, are shared) (Figure 1). The amino group is, as is
typical for alkaloids, mostly methylated [1].

Figure 1 Structure of tropane alkaloids (1R, 5S)-8-methyl-8-azabicyclo [3.2.1] octane [1]

The tropane alkaloids include about 200 different molecules, including mono-, di- and tri-esters, as well
as carboxylated and benzoylated compounds [2, 3]. The most important and most commonly occurring
tropane alkaloids are atropine and Scopolamine. Atropine is in fact a racemic mixture of D-hyoscyamine
and L-hyoscyamine (Figure 2) [4], the latter being predominantly responsible for the physiological effects
(anticholinergic effect) which will be discussed later [5].
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Figure 2 Structure of D- and L-hyoscyamine [4]

Atropine - depending on the dose - is a potentially lethal poison, named after Atropos (The Inflexible One)
in Greek mythology, one of the Moirai (Goddesses of Fate), who cuts the thread of life with her scissors and
thus decides who will die (Figure 3) [6, 7]. Atropine is listed in the 8th edition of Hungarian Pharmacopoeia
as Atropineum.

Figure 3 The Three Fates Clotho, Lachesis, and Atropos by Giorgio Ghisi [7]

Tropane alkaloids are found in various plant families, such as Brassicaceae (Cruciferae) (“mustard” family),
Convolvulaceae (“bindweeds” family), Erythroxylaceae (“coca” family), Euphorbiaceae (“spurge” family),
Olacaceae, Proteaceae, and Rhizophoraceae (“mangrove” family), but most commonly in the Solanaceae
(“nightshade” or “potato”) family [2]. The latter family includes about 100 genera and 3000 species. In
particular, the genera Datura, Brugmansia, Hyoscyamus, Atropa, Scopolia, Anisodus, Przewalskia, Atropanthe,
Physochlaina, Mandragora, Anthotroche, Cyphantera, and Duboisia are rich in tropane alkaloids [2]. The
well-known members of the Solanaceae family are mandragora, henbane, nightshade and jimson weed as
well as their edible relatives, potato, tomato and eggplant. The tropane alkaloids are most abundant in the
genera Datura and Brugmansia. The best known plants containing tropane alkaloids and their constituents
are summarised in Table 1.
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Table 1. Plants and plant parts containing tropane alkaloids based on Adamse et al. [8]

Plant

Botanical name

Hungarian name

English name

Tropane alkaloids
(TA)

Plant parts contain
tropane alkaloids

Atropa belladonna

Nadragulya

Deadly night-
shade

Scopolamine,
hyoscyamine,
atropine, kalistegin

Berry, leaf, root

Datura stramoni-
um

Csattand maszlag

Jimsonweed,
thornapple

Scopolamine,
hyoscyamine,
atropine

Leaf, root, seed,
flower

Datura suaveolens

Angel's tears,

Scopolamine,

(Brugmansia sua- | Angyaltrombita snowy angel's . Leaf, flower, seed
hyoscyamine
veolens) trumpet
Datura tatula Métel Jimsonweed, Atropine Leaf, flower, seed
thornapple
Duboisia myopoi- Parafa Corkwood Scopolamine, Leaf

des

atropine

Henbane, black

Scopolamine,

Hyoscyamus niger Bol9ndlto henbane, stinking | hyoscyamine, Leaf, flower, seed

beléndek . . : :

nightshade atropine, kalistegin

Lycium barbarum t(oz"onssages Wolfberry, goji Atropine Berry

orddgcérna berry

.- Scopolamine,
Mandragora offici- Mandragéra Mandrake hyoscyamine, Root, berry
narum .
atropine

Calystegia sepium | S6vényszulak \T/zgge false bind- Kalistegin Leaf, root
Con\{o/vulus ar Apro .SZUlai,(’ Field bindweed Kalistegin Leaf, root
vensis mezei szuldk

Lambionvira Bladder cherry,
Physalis alkekengi | . P 9 Chinese lantern, Kalistegin Leaf

paponya

etc.

Perui foldicse- Cape gooseber Tigloidin, seco tropa-

Physalis peruviana | resznye, poha, e 9 r, 9 ¢ P Root
" goldenberry ne alkaloids

zsidocseresznye

Erythroxylum coca | Kokacserje Coca Several alkaloids, Leaf

including cocaine

Some of the plant species containing tropane alkaloids described above may be consumed as food, for
example members of the Brassicaceae (Cruciferae) and Solanaceae families, but human exposure is not
expected as plant parts consumed by humans, such as potato tubers or tomato fruits, do not contain tropane
alkaloids. However, almost all of the plants containing high levels of tropane alkaloids in various plant organs
can be found as weeds in the environment of cultivated or free-growing but edible plants, and therefore
exposure of tropane alkaloids from them is most often due to accidental consumption [8]. Table 2 shows the
alkaloid content of the most common weeds containing tropane alkaloids in various plant parts, including

Datura stramonium and Atropa belladonna.
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Table 2. Tropane alkaloid content of different plant species and plant parts (mg/kg dry matter)

Species

Total tropane

(place of origin) Plant part (-)-Hyoscyamine (-)-Scopolamine alkaloids Reference
D. stramonium | gqq 1690-2710 360-690 2050-3400 | [9]
(USA)

Root Nd121 Nd-14 Nd-135
D. stramonium Shoot 1-915 Nd-129 1-1044
( t.al ) Leaf 134-831 16-73 172-378 [10]
y Flower 270-299 66-106 336-405
Seed 170-387 12-89 182-476
D. stramonium Leaf 425-1655 230-715 1000-1855 [11]
(different variants) | Seed 710-1380 520-1275 1235-2655
b. stramonium Seed 1280 680 1960 [12]
(Italy)
D. stramonium Shoot 360-5910 20-3320 380-8830
(D. var. tutala) Leaf 430-4710 130-1790 560-6430 [13]
(Hungary) Flower 1690-3970 1360-2740 3050-6710
Root, Shoot 36-900
D. ferox Fruit 29-200

' . X 40-3200 X [14]

(Argentina) Leaf

Seed 130-210

1500
D. ferox
. Seed Nd 610-820 610-820 [15]
(Argentina)
A. belladonna Root 5290 51 N [16]
(Germany) Leaf 2500-9200 20-280
A belladonna Root 500-3700 nd-900 500-4000
(Iéuro o) Leaf 500-4900 nd-500 700-5100 [17]
P Seed 1200-6900 nd-500 1300-7300
3700

A. belladonna Root, shoot | 1440_3900 100

Leaf 70-130 X [18]
(Germany) Seed 960-1400 90-130

2800-9200

Root 570-880 17-31
G‘;atr’]‘?”ad"””a Shoot 740-770 28-180 X [19]

Leaf 190-1200 23-470
A. acuminata (Iran) | Leaf 900-1200 140-470 X [19]
A. baetica (Spain) | Root 1000-10000 600 X [20]
H. niger Seed 140 430 570 [21]
(Bulgary)

nd: not detectable

X: no information available
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4. Physiological effects

The tropane alkaloids are antimuscarinic compounds, blocking the muscarinic receptors of smooth muscles in
the bronchi, of glands and of nerve endings, inhibiting muscle contraction and secretion, as well as increasing
the release of neurotransmitters. The tropane alkaloids are parasympathetic neuromuscular paralysers, which
affect cardiac and respiratory frequency, they are smooth muscle antispasmodics and they also reduce
saliva, gastric juice and protein secretion. At doses of 3.0 to 8.0 mg they excite the central nervous system,
but above 10 mg they paralyse its function. The compounds are characterised by their rapid and complete
absorption through the mucous membrane [22].

The human physiological effects of atropine vary widely depending on the dose. Ingestion of 0.5 mg of the
compound causes a slight slowing of the heart rate and mild dry mouth, and it inhibits the secretion of sweat.
A dose of 1.0 mg produces more severe dry mouth, a feeling of thirst, rapid heart rate and dilated pupils.
At 2.0 mg, rapid heart rate, palpitation, dilated pupils and blurred vision occur. At intakes above 5.0 mg,
the above symptoms are accompanied by slurred speech, restlessness, headache and dry and hot skin. At
intakes above 10.0 mg, the above symptoms are accompanied by a rapid and weak pulse, blurred vision, skin
erythema, ataxia, hallucination, delirium and finally coma [23].

The primary symptoms of atropine poisoning are dilated pupils, inhibited saliva production, hyperthermia and
decreased respiratory rate and heart rate. The central nervous system is also affected, and drowsiness and
depression may occur. The final outcome of the poisoning process is circulatory failure and coma. Individual
sensitivity is highly variable, with lethal doses ranging from 100 to 1000 mg, 10 mg in children. Scopolamine
intoxication also results in dilated pupils, inhibition of saliva production, a decrease in heart rate at low doses,
but an increase at higher doses. Its effect on the central nervous system is the opposite of atropine, i.e. it
stimulates it. The lethal dose of scopolamine is 100 mg, which causes respiratory paralysis and eventual
death [24].

Poisoning can occur on a single exposure, with an incubation period of up to 6 hours, and the route of
exposure is most often oral, but inhalation also occurs. Tropane alkaloids are absorbed via the gastrointestinal
tract [25]. Toxic effects often occur within 60 minutes of ingestion and sub-lethal clinical signs may persist
for up to 24-48 hours [26]. Without treatment, consumption of 2-5 berries (seeds) of deadly nightshade can
be fatal for children and 10-20 berries for adults. Jimson weed poisoning can be detected 60 minutes after
ingestion. Clinical signs persist for 24-48 hours. A jimson weed seed weighs about 8 mg, therefore about 100
seeds are equivalent to 10 mg of atropine [27].

Acute therapy is immediate decontamination (gastric and/or bowel lavage, enema), but it can be applied to 12
hours after poisoning. The antidote for poisoning is physostigmine (0.02 mg/kg body weight), which should be
used with caution because of its significant cardiac side effects [28]. Symptomatic supportive treatment may
include physical cooling, sedation, fluid replacement, beta-blocker administration and catheterisation. When
providing first aid, the priority is to prevent the absorption of poison by vomiting, gastric emptying or giving
activated charcoal, reducing thirst with fluid intake and reducing body temperature with an ice compress [29].

5. Interesting facts about tropane alkaloids

There are more than 520 tropane base compounds that have a CAS number. The CAS registration number of
tropane is 529-17-9 [30]. In the CAS database, cocaine [50-36-2] was the first tropane derivative registered,
while tesofensine [402856- 42-2] was the last [31, 32]. Most naturally occurring tropane derivatives are natural
deliriants. The term “Bella donna” (Atropa belladonna) means “beautiful lady” and was given its name in the
Renaissance era because ladies often dripped into their eyes a juice from the atropine-containing fruit of A.
belladonna, which dilated their pupils and made them look beautiful [33].

Between the 1910s and the 1960s, a mixture of scopolamine and morphine was used as a sleeping pill to
produce twilight sleep during childbirth. The administration of the mixture induced a semi-conscious state
during labour and the birth process was lost from the mother’s memory [34].

Jimson weed was named after Jamestown, USA, where British soldiers were poisoned in 1676 by eating a
vegetable salad, with symptoms of delirium and hallucinations for 11 days [35].

Homatropine was a synthetic drug, a semi-synthetic ester synthesised by Ladenburg and marketed by the E.
Merck Company in 1883 as a pupil dilator [36]. The best known tropane derivative is cocaine, which has been
used as a drug and narcotic since 3000 BCE. Examples of cocaine-containing products included toothache
pastilles [37] and French Tonic Wine [38] [39] (Figure 4-5). Coca Cola is another popular drink containing
cocaine-free extracts of coca bush. Initially, Coca Cola did contain cocaine, and the cocaine-free version
appeared after the enactment of the Pure Food and Drug Act of 1906 [40]. Figure 6 shows an advertisement
for Coca Cola from 1902 [41].
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Figure 4 An advertisement for a cocaine toothache pastille from 1885 [37]
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Figure 5 Jules Chéret, Vin Mariani. Popular French Figure 6 Coca Cola
tonic wine..., 1894. Lithographic poster, published advertisement from 1902 [41]
by Imprimerie Chaix; 123 x 86.3 cm. [38, 39]

The structure of tropane alkaloids and cocaine was described by Richard Martin Willstatter (1872-1942). In
1903 he discovered the method of synthesising tropane, a discovery considered a fundamental milestone in
organic chemistry. Willstatter also won the Nobel Prize in Chemistry in 1915, mainly for his discovery of the
structure of chlorophyll and other plant pigments [42].

Tropane derivatives are among the most economically important pharmacons [43]. The pharmaceutical
industry produces more than twenty tropane-based active pharmaceuticals with a wide range of uses: pupil
dilators, antiemetics, anticonvulsants, analgesics and bronchodilators [5]. L-hyoscyamine is used for peptic
ulcer, irritable bowel syndrome and Parkinson’s disease, cocaine is a local analgesic, tiotropium bromide is
used for COPD, and ipratropium bromide is used for asthma [8].

6. Use, administration and intentional and unintentional consumption of tropane alkaloids

The tropane alkaloids, mainly atropine, are officially listed as medicinal products in the European Pharmacopoeia
VII (VII Ph. Eur.) and have a wide range of therapeutic uses, treatment of dilated pupils, nausea, motion sickness,
intestinal spasms, bradycardia and other cardiac and respiratory diseases [44]. Atropine is recommended in
traditional Chinese medicine for the treatment of arthritis [45].

In folk medicine, atropine is used to relieve nerve spasms, rheumatism and spasms, and in asthma cigarettes
(inhalation) to reduce bronchospasms and salivation [46], but its use as a home remedy can be dangerous
due to the potential r to overdose. It is also used as a drug because of its hallucinogenic effects [46].

In case of unintentional use or contamination, poisoning may occur due to misguided use or aftereffects,
intentional ingestion, or abuse (overdose) of the plant material. Contamination occurs mainly during the
cultivation and harvesting of edible plants, when weeds containing tropane alkaloids, mainly Datura stramonis,
Atropa belladonna and Hyosciamus niger species, appear in large quantities among edible plants.

& CONTENTS Journal of Food Investigation — Vol. 69, 2023 No. 1

4323



Commercial seeds sold in bulk, soya and other legumes, cereals and pseudocereals (wheat, maize, sorghum,
millet, buckwheat), sunflower and linseed may be contaminated with seeds of jimson weed, angel trumpet
or henbane. These weeds mature with the grain forage and are mixed into the forage at harvest. Weed
seeds are similar in size, shape and colour to the seeds of edible crops, so they are difficult to remove by
sorting or cleaning. This type of contamination can also lead to serious poisoning. For example, in Uganda in
2019, a humanitarian food aid product (known as Super Cereal, a product made from maize and soya) was
contaminated with tropane alkaloids from jimson weed, resulting in 300 people being hospitalised and five
deaths [47].

Of particular relevance to human nutrition are contaminated cereals, pseudocereals and pulses, as these
foods are part of the diet of almost all age groups. One of the most studied pseudocereals in relation to the
occurrence of tropane alkaloids was buckwheat (Fagopyron esculentum L.), which is rich in polyphenols,
vitamins and proteins, and is also gluten-free. Other gluten-free crops, such as amaranth, chickpeas, green
peas, maize, rice, millet, quinoa and their products, breads, pastries, pasta, confectionery and snacks are
becoming increasingly popular not only among gluten-sensitive consumers but also among those who are
more health-conscious. This makes it increasingly important to carefully monitor the presence of tropane
alkaloids in these products. There are many publications in the literature that show the tropane alkaloid
contamination of such raw materials, some of which are presented in Table 3.

Table 3. Tropane alkaloid contamination of foods according to Gonzales-Gomez et al. [48]

Sample Atropine-containing samples Scopolamine-containing
. . Reference
(number of samples) (concentration) samples (concentration)
Breakfast cereal, breakfast
cereal with milk, biscuits, 21 breakfast cereals 18 breakfast cereals [49]
cake (0,09-65,6 pg/kg) (0,28-15,2 pg/kg)
(113 samples)
46 flours (0,5-149 pg/kg),
42 cereal-based foods for
Flours (buckwheat, millet, children 46 flours (0,5-199 pg/kg), 42
corn), (0,5-3,73 pg/kg), cereal-based foods for children
(0,5-1,86 pg/kg), 15 breakfast
cereal-based foods for 15 breakfast cereals cereals (0,5-17,64 pg/kg), 24
children, breakfast cereals, (0,5-90,83 pg/kg), biscuits, pastries (0,5-0,65 pg/ [50]
biscuits, pastries, breads, |, s cuits, pastries (0,5-1,85 g/ | K9). 18 bread (0,5-0,36 ug/kg)
legumes cooking oil mixes, kg) 20 legumes cooking oil mixes,
oilseeds (1305 samples) 18 bread (0,5-3,80 pg/kg), oilseeds (0,5-0,09 ug/kg)
20 legumes, cooking oil mixes,
oilseeds (0,5-0,11 pg/kg)
Buckwheat, buckwheat flour
ta; flour;
and pasta; soy and soy flour; 1 buckwheat (<1 pg/kg) 1 buckwheat (<2 pg/kg)
hulled millet and millet flour; 1 millet flour (13 pg/kg) 1 millet flour (23 pg/kg) [51]
flaxseed and flaxseed meal Ho/kg Ho/kg
(15 samples)
Organic buckwheat. flour, 1 flour (83,9 pg/kg) 1 flour (10,4 pg/kg)
pasta and pastries 1 pasta (21,3 pg/kg) 1 pasta (5.7 pg/k) [52]
(26 samples) 1 pastry (13,9 pg/kg) P [ HY/KG
cereal-based foods for
children (biscuits, snacks,
o 1 snack (11,5 pg/kg) 1 snack (2,8 pg/kg) [563]
grissini)
(18 samples)
Wheat, corn, rice, oat and
millet flour, mixed cereal
flours, cereal products . .
for babies, cereal-based 1 tomato rice flakes (9,6 pg/kg) 1 tomato rice flakes (2,6 pg/kg) [54]
products
(95 samples)
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Sample Atropine-containing samples Scopolamine-containing
. . Reference
(number of samples) (concentration) samples (concentration)
Buckwheat and buckwheat
flour, quinoa, amaranth, 3 Buckwheat and buckwheat flour
teff flour, refined corn flour, (6,7-21 pg/kg), 1 quinoa
corn flour, blue corn flour, (7,1 pg/kg), 1 teff flour (78 pg/kg),
sorghum flour, hulled millet, 1 refined corn flour (7 pg/kg), 1 1 of teff flour (28 Lg/kg) [59]
green and red lentil flour, sorghum flour (15 pg/kg), 1 hulled
chickpea flour, pea flour millet (6,9 pg/kg)
(15 samples)
Green tea, black tea, 1 fennel (11 pg/kg)
chamomile, fennel, 1 fennel (83 pg/kg) 8 peppermint (20-208 pg/kg) [56]
lemongrass, peppermint, 8 peppermint (20-208 pg/kg) 1 chamomile (2.1 pg/kg)
rooibos (70 samples) 1 of rooibos (2 pg/kg)
Dried herbs (for infusion) (121 85 dried herbs 85 dried herbs [55]
samples) (0,0067-295 ug/kg) (0,0067-134 pg/kg)
Thyme, basil, coriander S thyme (<5-5,7na/kg) 2 thyme (<5 pg/kg)
(16 samples) 5 basil (9-11,7 Lg/kg) 1 coriander (34 pg/kg) 571
P 4 coriander (9,9-42 pg/kg) HY/kg

Common poisoning, especially in the cases of children, comes from consuming a misidentified plant, for
example mistaking the fruit of nightshade for blueberry. There are records of misidentification of Atropa
belladonna for mallow leaves (Malva silvestris); of the leaves of Datura stramonium when used as herbal
infusion for nettle, mallow leaf and Symphytum officinale; of the root of jimson weed for Arcticum lappa
when using traditionally as blood-cleansing, diuretic and skin-cleansing herbal infusion; and Datura flower
for Paulownia (foxglove tree) as a green salad [8, 58]. For excellent summaries of poisoning cases related
to contamination, mistaken identification or intentional overdose, see, among others, the publications by
Adamse et al. 2010 and 2014 [8, 58].

The presence of tropane alkaloids in food of animal origin (milk, eggs, meat) from animal feed contamination
can be the result of carry-over intake. In the case of raw feed, the relevance and possibility of this is very
limited, as animals refuse to eat feed contaminated with tropane alkaloids because of the characteristic and
unpleasant taste and smell of the weed. In the case of a dried feed mixture, the presence of weed seeds is
no longer detected by the animals, so the resulting exposure is possible. Tropane alkaloids are not sensitive
to heating and drying. 72 to 100% of the toxin can be detected in the product after baking bread made
from flour contaminated with Datura seeds [9], so it is understandable that its presence in dried feed can
be significant. However, in dried feed mixtures, the presence of dry Datura seeds can cause severe toxicity
and mass mortality in farm animals, especially pigs, which are sensitive to the toxin [569]. According to EU
Directive 2002/32/EU, a ‘worst case exposure’ estimate of 3000 mg/kg Datura ferox seed intake in feed may
cause severe adverse reactions in piglets [60]. However, the absorption, degradation and elimination of
tropane alkaloids is a rather rapid process and they are not stored in organs and tissues, and therefore human
poisoning is not expected when consuming farm animal meat [59].

Other cases of poisoning are from intentional use or overdose, partly when used as a drug because of
hallucinogenic effects, or for therapeutic purposes (arthritis treatment, anaesthesia). Pathological cases of
intentional intoxication are homicide and suicide. In some cases, atropine is also used as an antidote for
organophosphate poisoning [61].

Unfortunately, Hungarian data on tropane alkaloid contamination of food and resulting poisonings are not
available, although data regarding accidental or intentional poisoning are available from the Hungarian
Toxicological Information Service [62]. According to these data, Brugmansia and Datura species were the
most common poisoning species in Hungary. According to a survey conducted between 2005 and 2017,
Brugmansia species accounted for 1-7%, Datura species for 1-16%, Convallaria majalis for 6-20% and Taxus
baccata for 8-19% of the plant taxa that regularly caused poisonings.

7. Impact of food processing on tropane alkaloids

Tropane alkaloids are relatively heat stable. Studies by List and Spencer have shown that processing
soybeans also reduces the amount of hyoscyamine and scopolamine present as impurities, with 90% of the
former and 84% of the latter remaining in the defatted soybean meal. In unrefined soybean oil, about 0.1%
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of the original alkaloid content was present, and more than 90% of this was lost due to alkaline refining and
washing of the oil [63]. During baking of wheat bread contaminated with cracked jimson weed seeds, heat
treatment reduced the concentration of tropane alkaloids by 0-28% [9]. Cooking of Zganci (porridge-like dish)
made from buckwheat flour contaminated with tropane alkaloids reduced the concentrations of atropine and
scopolamine by 60 and 40%, respectively [64].

Marin-Saez et al. studied buckwheat and millet flours contaminated with Datura stramonium and Brugmansia
arborea, subjected to rising (37 °C) and baking (190 °C) processes [65]. During the rising process, the
concentration of tropane alkaloids decreased (13-95% degradation), whereas under baking conditions they
almost disappeared (94-100% degradation). Also, Marin-Saez’s research group investigated the degradation
of tropane alkaloids from pasta and green tea [66]. Pasta was boiled at 100 °C for 10 minutes, tea was
prepared with water at 100 °C and allowed to cool for 5 minutes. The pasta and green tea were contaminated
with seeds of Datura stramonium and Brugmansia arborea, while the coca leaf tea was analysed directly.
Degradation studies showed that the concentration of tropane alkaloids decreased and this was dependent
on the compound, with the greatest degradation being observed for the compounds tropinone, tropane,
cuscohygrine and tropine, but it was also observed that the compounds migrated to the aqueous phase
during cooking [66].

The latest study reports on the tropane alkaloid content of gluten-free bread sticks made from corn flour
contaminated with jimson weed. Thermal degradation studies showed a decrease in the amount of tropane
alkaloids during baking (180 °C, 20 minutes), ranging from 7-65% for atropine and 35-49% for scopolamine
and anisodamine, depending on the conditions used [67].

8. Food safety legislation in feed and food

The presence of tropane alkaloids as potentially toxic compounds in foods for general consumption, food
supplements, foods for particular nutritional uses and food served in catering is undesirable. The marketing of
safe food is a fundamental requirement and is therefore governed by EC Directive 178/2002 laying down the
general principles and requirements of food law, establishing the European Food Safety Authority and laying
down procedures in matters of food safety [68].

The European Union has had to wait a long time for effective regulation. Surprisingly, the regulation for farm
animals was introduced before the regulation for humans. Regulation 2002/32/EC on undesirable substances
in animal feed stipulates that weed seeds and unground or uncrushed fruits, including the seeds of the jimson
weed seeds containing alkaloids, glucosides or other toxic substances, either singly or in combination, may
be present up to a maximum of 3000 mg/kg, and Datura stramonium L. seeds at a maximum of 1000 mg/kg
in animal feed with a moisture content of 12% [60].

In its statement, the European Food Safety Authority (EFSA) concluded in 2008 that tropane alkaloids do not
enter the food chain via food of animal origin and therefore do not pose a risk to consumers. However, the
scientific panel that drafted the position paper drew attention to the importance of validating methods for the
measurement of tropane alkaloids [59].

5 years later, in 2013, EFSA issued a new expert opinion on tropane alkaloids in food and feed [69]. Based on
the available data, EFSA established an Acute Reference Dose (ARfD) of 0.016 pg/kg body weight expressed
as the sum of (-)-hyoscyamine and (-)-scopolamine, assuming equivalent potency. In addition, it concluded
that, although information is rather limited, it indicates that the dietary exposure of young children to tropane
alkaloids may significantly exceed the group acute reference dose.

Based on the EFSA’s opinion, Commission Regulation (EC) No 2016/239/EC [70] amending Regulation (EC)
No 1881/2006 [71] was published setting maximum levels for certain contaminants in foodstuffs as regards
maximum levels for atropine and scopolamine in processed cereal-based foods and baby foods for infants
and young children containing millet, sorghum, buckwheat or products thereof. Accordingly, the maximum
levels for atropine and scopolamine in those foods are set at 1.0 pg/kg each.

In its 2013 position paper [69], the EFSA highlighted the need for more detailed characterisation of tropane
alkaloids naturally occurring or present as contaminants in food and feed, and for the collection of analytical
data on their occurrence in cereals and oilseeds. Collection of these analytical data was carried out on the
basis of the Recommendation of the European Commission to food business operators in the Member States
to monitor tropane alkaloids [72]. The Recommendation called on the food safety authorities of the Member
States to monitor the presence of tropane alkaloids with the active involvement of food business operators
in foodstuffs, in particular in cereals and cereal products (buckwheat, sorghum, millet, maize and flours
thereof), cereal-based foods for infants and young children, breakfast cereals, mill products, seeds for human
consumption, gluten-free products, food supplements, teas and herbal teas, leguminous vegetables (without
pods), pulses and oilseeds and products derived from them [72].
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In 2016, a summary study presenting the results of an ad hoc data collection study on the prevalence of
tropane alkaloids in food in nine Member States was published [50]. Following the assessment of the results,
in 2018 EFSA issued a scientific report on acute dietary exposure of the EU population to tropane alkaloids
[73]. The report was updated in 2019. This report describes the estimated human acute dietary exposure to
tropane alkaloids based on data from 17 European countries and one association, Tea & Herbal Infusions
Europe, using nearly 45 000 analytical data from about 7,900 food samples (6 943 atropine and 6 897
scopolamine measurements, 14 851 other Datura-type tropane alkaloids and 15 493 other tropane alkaloids)
from 2009-2016 to 2019. The most abundant tropane alkaloids were atropine (in 15.7% of the samples); and
scopolamine (in 15.6% of the samples) [73].

High levels of atropine contamination were present in hemp seeds (77.2 pg/kg), in various spices (e.g.
coriander seeds 35.0 ug/kg, fennel seeds, 6.1 pg/kg), teas and brews (green tea 10.01 pg/kg), in cereal bars
(average 6.3 pg/kg). Scopolamine was present in relatively high concentrations in hemp seed (64.9 pg/kg),
in teas and infusions (chamomile flower 11 pg/kg, green tea 10 pg/kg) and spices (coriander seed 22 pg/kg),
while calystegine A3 contamination was detected in potatoes and potato products (107 pg/kg) [73].

The combined average acute dietary exposure to atropine and Scopolamine was highest in infants:
1-19 ng/kg bw/day, but the exposure in older children was similarly high: 2-19 ng/kg bw/day in young
children and 1-18 ng/kg bw/day in children under 18 years of age. Acute exposure to tropane alkaloids was
estimated to exceed the acute reference intake (16 ng/kg bw/day) in many population groups (but especially
in the young, vulnerable age group) and it was also found that bread and cereal products were the largest
contributors to the combined exposure to atropine and scopolamine for all age groups. The survey data
indicate that tropane alkaloids, in particular atropine and scopolamine, are present in the food chain in
quantities to cause concern.

On this basis, Regulation (EC) No 1881/2006 was amended again in 2021 to set maximum levels for cereals,
cereal products and certain herbal sources [74] (Table 4).

Foodstuffs listed in the Annex to Regulation 2021/1408 that were lawfully placed on the market before 1
September 2022 may remain on the market until their date of minimum durability or use-by date. The regulation
continues to give priority to foods intended for infants and young children and maintains the previous values
of 1-1 pg/kg for atropine and scopolamine. In addition, a wide range of foods of plant origin, cereals (maize,
millet, sorghum), pseudo-cereals (buckwheat) and herbs are also affected. In view of the case of caraway
seed contamination poisoning in Hungary (see below), the range of foods covered appears to be incomplete
and it would have been appropriate to include herb seeds in the maximum level for tropane alkaloids.

Table 4. Maximum permitted levels of tropane alkaloids (atropine, scopolamine) in foodstuffs under Regulation (EC)
No 1881/2006, consolidated version [70, 74]

Foodstuffs Maximum level (ug/kg)

Atropine Scopolamine

Processed cereal-based foods and baby foods for infants and young
children, containing millet, sorghum, buckwheat, maize or their 1,0 1,0
derived products

Sum of atropine and scopolamine

Unprocessed millet and sorghum 5,0 as from 1 September 2022
Unprocessed maize with the exception of unprocessed maize

intended to be processed by wet milling and unprocessed maize for 15 as from 1 September 2022
popping

Unprocessed buckwheat 10 as from 1 September 2022
Maize for popping

Millet, sorghum and maize placed on the market for the final consumer 5,0 as from 1 September 2022

Milling products of millet, sorghum and maize

Buckwheat placed on the market for the final consumer
10 as from 1 September 2022
Milling products of buckwheat

Herbal infusions (dried product) with the exception of the herbal

infusions referred to in below cell 25 as from 1 September 2022

Herbal infusions (dried product) of anise seeds 50 as from 1 September 2022

Herbal infusions (liquid) 0,20 as from 1 September 2022

& CONTENTS Journal of Food Investigation — Vol. 69, 2023 No. 1

4327



The EU Directive 46/2002/EC and the Hungarian legislation [(37/2004). IV. 26. decree of the Minister of Health
(ESZCSM)] on food supplements do not provide specific guidance on substances harmful to health, their use
in food supplements, the permitted amounts, limits, etc. [75, 76]. However, the Expert Panel convened after
the accession to the European Union by the National Institute of Pharmacy and Nutrition (formerly the National
Institute for Food and Nutrition Science, OETI) in 2006 has compiled a list of plants not recommended for
use in food, including food supplements [77].These include a number of plants or parts of plants containing
tropane alkaloids, such as Atropa belladonna, Hyosciamus niger, Mandragora officinarum, Scopolia sp.,
Datura stramonis, Solanum nigrum, S. dulcimara, Brugmansia sp. It is worth noting that the fruit (fruit, goji
berry) of Lycium barbarum was previously included in this negative list, given that a publication in 1989
[78] reported that the fruit contained (as determined by thin layer chromatography - TLC) 0.95% atropine
and 0.29% (-)-hyoscyamine. The author also indicates that these tropane alkaloids are present in similar
amounts in the root and in the fresh shoot. However, Drost-Karbowska, in her 1984 publication, does not
report tropane alkaloids in Lycium barbarum fruit [79]. Adams, in 2006, detected 19 ug alkaloids/kg fruit using
HPLC-MS techniques, while Potterat (2010) could not confirm the presence of tropane alkaloids in fruit [80,
81]. With reference to the latter data, the negative list mentioned above does not currently include Lycium
barbarum fruit.

9. Presence of tropane alkaloids in food, RASFF alerts

The European Union’s Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) has 67 events (alerts, information,
rejections at the border) related to tropane alkaloids between 2006 and the beginning of August 2022 [82].
The vast majority of affected foods are cereal products: millet (golden, brown) flour and products, sorghum,
buckwheat, as well as foods for young children (cereal flakes), maize (flour, popcorn), spinach, cumin seeds,
peppermint, muesli, oat and soy flakes, herbal teas, crisps (Figure 7). In all cases, tropane alkaloids were
present as impurities in the products. In most cases, the source of tropane alkaloids was jimson weed (Datura
stramonium) and black nightshade (Solanum nigrum), but in most cases only the presence/amount of atropine
and scopolamine was reported in the RASFF database.

Nuts, nut products and__ Other fsrﬁgegruduct, Pet food Prepared dishes and

seeds

[ snacks
2% 2 % 4%

Wegetables, fruits and Herbs and spices
their products 6%
3%

Food additives and
flavourings
2%

Dietetic foods, food
supplements, fortified
foods
T%

Cocoa and cocoa
products, coffee, tea
10%

Cereals and bakery
products
63%

Figure 7 Distribution of food types in the European Union's
RASFF system for tropane alkaloid notifications, 2006-2022 July
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Figure 8. Distribution of RASFF cases involving tropane alkaloids
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Most of the notifications came from Germany (24) and Austria (15) (Figure 8), but contaminated food reached
more than 40 countries, affecting almost all EU Member States, but also China, Japan, Senegal, Bahrain,
Switzerland, South Africa, Andorra, Bosnia and Herzegovina, etc. The highest number of notifications of
tropane alkaloids was in 2015 (Figure 9), with Germany and Austria reporting 4-4 products and the Czech
Republic reporting one case to RASFF.
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Figure 9 Number of RASFF notifications on tropane alkaloids by year, 1994, 2006-2022

Of the 67 incidents, 22 involved Hungary, either because the raw material originated from Hungary (11 cases)
or because the product was or could have been placed on the Hungarian market (11 cases). Hungary has
notified two cases of food contaminated with tropane alkaloids to the RASFF system. One of the foodstuffs is
the caraway seed contaminated with jimson weed, which received a lot of press coverage in 2018, which was
clearly reported on the RASFF portal as the source of contamination was a Hungarian product (2018.0774).
The other Hungarian notification relates to a Polish oatmeal, in which the Hungarian authority also found
jimson weed (2020.5838). Frozen yellow beans containing jimson weed seeds produced and marketed by
different companies, which appeared on the website of the National Food Chain Safety Office (NFCSO) and
in several press releases in 2021-2022, are not included in the RASFF.

In 2006, Datura seeds (130 seeds/kg) were found in organic millet from Hungary and Austria (2006.0833),
and seeds of jimson weed were also found in red millet for animal feed in 2009 (2006.BYZ). In 2009, Slovenia
reported to RASFF 110 pg/kg atropine and 47 ug/kg scopolamine in buckwheat flour from Hungary (2009.0558).
In 2104, German authorities found atropine (46 pg/kg) and scopolamine (25 pg/kg) in brown millet (Uroclora
ramosa) flour from Austria, where the raw material originated in Hungary and the Netherlands (2014.1652).
In March 2015, three consecutive alerts were released from Austria included Hungarian raw material, with
481 ug/kg atropine and 533 ug/kg scopolamine in organic puffed millet, 384 pg/kg atropine and 388 pg/kg
scopolamine in puffed millet and 304 ug/kg atropine and 358 pg/kg scopolamine in millet balls (2015.0338,
2015.0339, 2015.0399). In 2016, atropine (23.5 pg/kg) and scopolamine (9.5 pg/kg) were again detected in
millet flour (2016.1298). The year 2018 was about caraway seeds (see later), in 2021 the German authorities
detected atropine (100 - 238 ug/kg) in organic flaxseed meal from Hungary (2021.6052), in 2021 also the
German authorities reported the presence of tropane alkaloids in Hungarian parsley in RASFF (2021.3836),
but no specific measurement results are available in the database.

Tropane alkaloid contamination of products entering Hungary was reported in RASFF in 2006 in organic millet
flours (2006.0737, 2006.0833), in 2014 in two cases in cereal-based baby foods from Germany (2014.1694,
2014.1596), in 2015 in brown millet and in a maize flour-based product (2015.0203, 2015.0210). In 2018,
atropine and scopolamine were detected in vegetable source material from Poland (exact composition
unknown) (2018.2009), in popcorn from France (2018.1447) and in organic Austrian muesli ((2018.2695) also
marketed in Hungary. In 2020, Polish oatmeal contaminated with jimson weed seeds (2020.5838) and organic
soybean meal containing atropine and scopolamine (2020.0366) were sold market. In 2022, multi-flavoured
corn chips from Germany were sold in Hungary (2022.3840) (tropane alkaloid measurement results are not
available on the RASFF website until the manuscript is closed).

According to the information on the RASFF site, the Member States concerned have recalled the contaminated
products from the market, and there is no information on poisoning or adverse health effects.
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It is also worth noting that in the last few years (between 2018 and 2022), the Hungarian authorities have
reported and alerted consumers to the presence of tropane alkaloids and jimson weed in various foods, but
these cases were not reported in the RASFF. In 2016, the Hungarian food safety authority (NFCSO) withdrew
two extruded millet balls (gluten-free, extruded organic millet balls, peanut flavoured, from controlled organic
farming, 75 g; lightly salted, gluten-free, extruded millet balls from controlled organic farming, 150 g), most
likely produced domestically, due to high atropine and scopolamine content [83]. In 2020, muesli bars of
different flavours from Germany were recalled from the market following a manufacturer’s self-check [84]. In
2021-2022, the presence of jimson weed seeds was detected by the national authority in 1000 g of quick-
frozen yellow beans marketed under different brands by different distributors [85, 86]" .

10. Presence of tropane alkaloids in catering

Based on available literature and RASFF alert data, the most frequently contaminated processed foods with
tropane alkaloids are those where cereals (wheat, maize, rye, oats, rice, millet), pseudo-cereals (buckwheat, teff,
amaranth), legumes are used as raw materials. Unfortunately, they are often found in products for vulnerable
groups such as baby foods, cereal-based foods for young children, breakfast cereals. Contamination of herbs
with weed seeds may also occur. Due to confusion with certain herbs, health products and food supplements
may also be potential sources of tropane alkaloids. Fortunately, the presence of tropane alkaloids in food of
animal origin (mainly meat, but also milk, dairy products, eggs) is not expected, given that feed contaminated
with tropane alkaloids tastes bad, is not consumed by the animal, is not absorbed by the digestive tract and
is not absorbed by the body.

The above-mentioned foods and food ingredients are inevitably present in catering, so potential adverse
health effects in this area also need to be addressed. If we look at the public news reports on tropane alkaloid
poisonings from 2006 to 2022, the RASFF data, or the warnings and alerts of the national food safety authority
(NFSCO) we can see that the most publicised of these was the following caraway seed event in 2018.

Based on press reports, it is known that in April 2018, consumers (mostly foreign tourists) were hospitalised
with acute poisoning symptoms after eating food at a restaurant [87]. Based on the symptoms and after a
systematic examination of the patients, it became clear that it was atropine poisoning. According to an article
in the Hungarian journal Gastronomy Magazine, a few months earlier, in December 2017, a similar poisoning
had occurred in a restaurant, and the authorities had come across a food, specifically a spice, caraway seed,
which could have been responsible for the consumers’ symptoms [87]. The food that had been implicated
in the poisoning was goulash soup, which was (also) seasoned with caraway seeds in accordance with
the traditional recipe [88]. Following the first case in December 2017, the authority drew the attention of
consumers and the catering industry to the presence of caraway seeds contaminated with tropane alkaloids
in several batches marketed by companies [89, 90]. The Hungarian authorities forwarded the results of the
tests to the RASFF system, where the alert is listed with the reference number 2018.0774, and specific
measurement data for whole caraway seeds are also available for atropine (16177.6 pg/kg) and scopolamine
(4658.3 pg/kg). The interesting thing is that the RASFF alert identified Hungary as the origin of the product, but
the press reports suggest that the spice may have reached the restaurants where the poisoning occurred via
several points of entry (importer, trader, milling and packaging company, distributor), but the possible origin
is more likely Egypt, but no confirmation is available on the NFSCO website or on the RASFF portal. It is also
worth noting that a Hungarian baby food company has recalled an own product spiced with caraway seeds
that may have been affected by the contamination, thus also complying with the principle of business liability.
The authority, with the involvement of the distributors concerned, recalled the products still on the market, so
that there were no further reports of poisoning, although the contaminated spice may have reached private
households.

After the 2018 caraway seed poisonings, a summary presentation was given by a NFCSO staff member at
the Hungalimentaria 2019 conference in 2019, in which the results of measurements were presented [90]. An
average of 721 mg/kg (688-745 mg/kg) atropine and 237mg/kg (232-244 mg/kg) scopolamine were detected
in ground spice caraway, 15.8 mg/kg (16.2-15.4 mg/kg) atropine and 4.5 mg/kg (4.3-4.6 mg/kg) scopolamine
in whole caraway. In variously prepared wheat protein products, an average of 145 pug/kg atropine and
124 pg/kg scopolamine were present, while in baby food both tropane alkaloids were present in amounts
below 10 pg/kg. Although the data have so far not been confirmed in any scientific publication, data published
in this presentation certainly indicate that the batches of spice mixtures tested by the Hungarian food safety
authority contained a significant proportion of jimson weed contamination. The contamination is visible to the
naked eye in the whole crop, while in ground spices the weed seeds are obviously no longer recognisable.

As in the general food sector, organic, vegan, raw vegan and free-from products are becoming increasingly

" The NFSCO'’s product recall page only provides data for the last 6 months, so product recalls issued earlier can only
be referred to on the basis of press releases.
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popular in the catering sector. Organic vegetable ingredients may be contaminated with weed seeds,
including tropane alkaloid seeds, due to the ban on the use of herbicides. In order to keep with tradition, a
number of dishes made from cereals and pseudo-cereals (maize, millet, sorghum, buckwheat) are increasingly
appearing on restaurant menus. Vegan products made from pure plant ingredients and products free of
wheat and other gluten-containing ingredients offered to gluten-sensitive individuals can also be a source
of plant contaminants, and therefore businesses in the food industry and catering sector should be aware of
this potential risk.

11. Tropane alkaloid contamination of organic products

At present, under European legislation, a number of herbicides can be used in crop production under specific
conditions to prevent the emergence and further growth of weeds in various crops. However, the use of
chemicals is generally prohibited in organic farming, so farmers must also use methods other than chemical
treatment to kill weeds. Given that alkaloid-containing weeds of tropane often appear in areas where various
grain and legume crops and cereals are grown, in the absence of herbicides, weeds are often found in the
harvested crop itself or in their seeds among the useful seeds.

The presence of weed seeds would not pose arisk if there were a significant difference in size, colour or specific
weight between the seeds of the useful crop and the weed, since in these cases the seeds could be separated
by using different cleaning devices. However, the seeds of millet, buckwheat, flaxseed, soybean and some
other grain crops and herbs are very similar to the seeds of jimson weed in colour, size and thus no suitable
technology is currently available to effectively remove weed seeds from the crop [48]. In non-organic farming,
chemical weed control prevents the weed from germinating, while in organic farming, only time-consuming
manual weed control and/or post-harvest laboratory control is an option, which is however complicated and
costly to varying degrees depending on the method used, and therefore in most cases this is not an real option.
Although there are few test results to support this claim, the fact that organic products are often found in
RASFF alerts does indicate a higher risk of possible contamination of organic products with weed seeds. One
publication is available in the literature on this topic. Cirlini et al. analysed 26 buckwheat products (flour, pasta,
pastry) from organic, i.e. chemical-free production for tropane alkaloid content. Contamination was found in
three samples (13.9-83.9 pg/kg atropine and 5.7-10.4 pg/kg scopolamine), with the highest levels found in one
buckwheat flour at 83.9 pg/kg atropine and 10.4 pg/kg scopolamine [52]. Thus, tropane alkaloid contamination
from weed seeds should be mentioned among the potential food safety risks of organic foods.

12. Summary

The contamination of certain food groups with tropane alkaloids from weed seeds poses a significant food
safety risk and it is therefore recommended that the testing of relevant food raw materials, semi-finished and
finished foods should be carried out in larger samples than is currently the case, either in official or service
laboratories.

13. Update

In the first three months of 2023, three new tropane alkaloid alerts were added to the RASFF system. All three
were reported by Germany, two were originated from the Netherlands and one from Poland. Organic hulled
milled (2023.0140) contained 29 pg/kg atropine and 23 pg/kg scopolamine, popcorn (2023.1822) contained
16.7 pg/kg atropine and 2.3 pg/kg scopolamine and organic teff flour (2023.1823) contained 190.4 ug/kg
atropine and 60.2 pg/kg scopolamine. The latter product was placed on the market in Hungary, NFCSO drew
the attention of consumers to the contamination of the product in a press release and recalled the product
from the market [91].
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Tejsavbakterium-izolatumok egyes probiotikus
tulajdonsagainak in vitro vizsgalata

Kulcsszavak: probiotikum, tejsavbaktérium, antibiotikum-rezisztencia, antimikrobidlis aktivitas

1. Osszefoglalas

Antibiotikum-rezisztenciaért felel6s géneket hordozd baktériumok nem hasznalhatdék fel élelmiszerek
eléallitasahoz, ezért a probiotikus torzsek antibiotikum-rezisztencia profiljanak feltarasa, valamint az
altaluk termelt antimikrobidlis anyagok megismerése elengedhetetlen a probiotikus térzsek szelektalasa
soran. Vizsgalataink célja komplex in vitro tesztrendszer tovabbi elemeinek kidolgozasa és értékelése
volt, melyekkel gyorsan és hatékonyan lehet nagyszamu, feltételezetten probiotikus izolatumot szelektalni.
Korabbi munkank soran erdélyi nyers juhtej-, aludttej- és juhsajt-mintakbdl izolalt baktériumtérzseket
(n=217) teszteltiink és Osszesen 6 db Gram-pozitiv, nem hemolizald, katalaz-negativ, j6l aggregalddo, j6
sav- és epesav-tiré képességl torzsre csdkkentettliik a mintaszamot. Jelen munkankban az el8szelektalt
torzsek (n=6) antibiotikum-rezisztenciajat és antimikrobidlis anyagok termelésére vald képességét vizsgaltuk.
Az izolatumok mikrobaellenes aktivitasat agardiffuzids lyukteszttel deritettik fel. Azt tapasztaltuk, hogy
az E15, E66, E173, E198 és E216 azonositészamu térzsek gatoltak a Salmonella Enteridis ATCC 13076
t6rzs szaporodasat éppugy, mint a kontroll t6rzs (Lactobacillus acidophilus ATCC 4356). Az antibiotikum-
rezisztencia vizsgalatok korongdiffuzids teszttel térténtek. A Levilactobacillus brevis és a Lactiplantibacillus
plantarum fajba tartozé hat izolatumunk tébb antibiotikummal szemben is rezisztensnek bizonyult, ezért
nem hasznalhatéak fel probiotikus termékek eléallitasahoz. Megallapitottuk, hogy in vitro tesztrendszeriink
alkalmas a nem biztonsagos izolatumok hatékony kisz(irésére.
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2. Bevezetés

A probiotikumok életképes mikrobak — jellemz&en, de nem kizardlag baktériumok —, amelyek kelléen nagy
mennyiségben alkalmazva joétékonyan hatnak az emberi vagy az allati szervezet egészségi allapotara [1,
2, 3, 4]. Pozitiv élettani hatasaik egy része (pl. karosodott mikrobiota helyredllitasa, patogének kompetitiv
kiszoritasa, savak és révid szénlancu zsirsavak termelése) széles korlien elterjedt a kdzismert és részletesen
tanulmanyozott probiotikus nemzetségekben, masik részik (pl. rakkelté anyagok semlegesitése, a bél véds-
gatjanak megerGsitése) gyakori egy probiotikus faj tdrzseinek t6bbségében (Un. fajszintli hatasok), mig a
jotétemények harmadik csoportja (pl. neurolégiai, immunoldgiai és endokrinolégiai hatasok) ritkan és egy
adott faj esetében csupan néhany térzsnél jelentkezik (Un. térzsszintl hatasok) [2].

Vilagszerte nagyszamu baktériumtdrzset izolalnak azzal a céllal, hogy kiemelkedd tulajdonsagu, feltételezetten
probiotikus tdrzseket taldljanak koztik. A draga és komplikalt allatkisérleteket meg kell eléznie egy in
vitro vizsgalatokbdl allo preszelekcidés rendszernek [5], mellyel gyorsan, egyszerlien és viszonylag olcson
kivalaszthatok azok a torzsek — akar tobb ezer izolatum koziil is —, amelyek remélhetéleg probiotikusnak
bizonyulnak a majdani in vivo kisérletekben [6, 7, 8].

Korabbi vizsgalataink soran, Erdélyben el8allitott nyerstej-, aludttej-, valamint sajtmintakbdl izolalt
baktériumtérzseket (n=217) teszteltlink, és 6sszesen 6 db Gram-pozitiv, nem hemolizald, katalaz-negativ, jol
aggregalddo, jo sav- és epesav-tlrd torzset talaltunk kdzottik [9]. Egy, nem jol aggregalédo, gyengén sav-
és epesav-tdrd izolatum (E10) tesztelését is célul tlztik ki. Jelen munkankban az igy el8szelektalt térzsek
(n=6+1) antibiotikum-rezisztenciajat és antimikrobidlis anyagok termelésére vald képességét vizsgaltuk.
Az antibiotikum-rezisztenciaért felel6s géneket hordozé baktériumok nem hasznalhaték fel élelmiszerek
eléallitasahoz, ezért a probiotikus térzsek antibiotikum-rezisztencia profiljanak feltarasa, valamint az altaluk
termelt antimikrobidlis anyagok megismerése elengedhetetlen a probiotikus térzsek szelektaldsa soran [10].

llyen el6zményeket kdvetéen, munkank célja az in vitro tesztrendszer tovabbi elemeinek kidolgozasa és
értékelése volt, melynek keretében tehat a kivalasztott baktériumtdrzsek antibiotikum-rezisztenciajat és
antimikrobidlis aktivitasat vizsgaltuk és elvégeztiik genotipusba sorolasukat is. Végsé soron olyan probiotikus
térzset szandékoztunk talalni, amely antimikrobialis hatasu anyagokat termel patogén mikroorganizmusokkal
szemben, mikdzben nem rezisztens egyetlen antibiotikumra sem és genetikailag a Lactobacillus nemzetségbe,
vagy annak valamelyik utédnemzetségébe tartozik [11].

3. Anyagok és médszerek
3.1. A kisérletekbe bevont baktériumtérzsek

Ahogy azt az el6z6ekben emlitettik, korabbi munkank [9] eredményei alapjan, Erdélyben elballitott nyers
juhtej-, aludttej- és juhsajt-mintakbdl izolalt 7 db baktériumtdrzset vontunk be a vizsgalatokba. A kivalasztott
térzsek RAPD-PCR modszerrel meghatarozott egy-egy kléncsoportot képviseltek. Hat izolatum kivaléan
teljesitett a klasszikus mikrobiolégiai tesztek (telepmorfoldogia, Gram-festés, katalaz-préba, hemolizis-
vizsgalat), az autoaggregacio-vizsgalat, valamint a sav- és epesav-tlirés tesztek soran, a hetediket (E10) pedig
azért vontunk be tovabbi kisérleteinkbe, mert az elézetes eredmények alapjan ez szerepelt leggyengébben
az 6sszes vizsgalatban. Szandékunk volt megallapitani, hogy a tovabbi tesztek soran képes lesz-e jobb
eredményeket elérni, vagy tovabbra is minden fontos tulajdonsagban jelentésen alulmdulja a tébbi térzset.

Az izolatumok tartdsitasa és tarolasa glicerines térzsoldatban tortént. 3 ml taplevesbe belemostunk egy
kacsnyi, MRS-CC agar, ill. MRS pH 5,4 agar fellletérdl levett torzset, majd inkubaltuk a térzs igényeinek
megfeleléen. Krio (fagyasztd) csébe adagoltunk 300 pl-t a felszaporitott tenyészetbdl és 900 pl 60%-0s
glicerinoldatot adtunk hozza, vortexeltliik és cseppfolyds nitrogénben fagyasztottuk kb. 30 mp-ig. A tarolas
-80 °C-on tértént, ultramély-fagyasztéban. A torzsek felélesztése és tenyésztése az 1. tablazatban feltiintetett
paraméterek szerint tortént.

1. tablazat. A kisérletekbe bevont sajat izolalasu és kontroll baktériumtérzsek
felélesztésének és fenntartasanak kérilmeényei

Torzs s T/H//K

Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans NBRC 15906 E10 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E15 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 EG6 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E92 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E173 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E198 MRS /37 +1/72/AN
Lactiplantibacillus plantarum JCM 1149” E216 MRS /37 +1/72/AN
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Torzs okl T/H/I/K

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 B1 MRS /37 +1/72/AN
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 B4 MRS /37 +1/72/AN
Lactobacillus acidophilus LA-5 B10 MRS /37 +1/72/AN
Escherichia coli ATCC 8739 B40 CASO/37+1/24/A
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 49775 B41 CASO/37+1/24/A
i$@8q§€7gnterica subsp. enterica serovar. Enteritidis B51 CASO /37 +1/24/A

T: fenntartd tapkozeg, H: tenyésztési héfok (°C), |: tenyésztésiidd (6ra), K: tenyésztési korlilmény (A: aerob, AN: anaerob).
"Sajat izolatumainkrdl a vizsgalatok végén, a genetikai azonositas eredményeként derilt ki, hogy mely fajba tartozé
torzsek.

3.2. A szelektiv tenyésztés koriilményei, tapkdzegei és elkészitésiik
3.2.1. Fiziologids sdoldat

A decimalis higitasi sor eléallitasahoz hasznalt higitofolyadékhoz 8,5 g NaCl-ot mértiink be, majd 1 L desztillalt
vizben feloldottuk. Sterilezését autoklavban, 121 °C-on, 15 percig végeztik. A kazein-peptonos sdéoldat
hasonlé médon készlilt, kiegészitve 1 g tripton (kazein-pepton) hozzaadasaval.

3.2.2. Foszfat-puffer (PBS) oldat

Kereskedelmi forgalombdl beszerzett 1 x PBS oldattal dolgoztunk (Biolab Zrt., Budapest, Magyarorszag),
amelyet felhasznalas elétt 121 °C-on, 15 percen at sterileztlnk.

3.2.3. De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar és leves (pH=6,2)

A kereskedelmi forgalomban kaphaté MRS agart és levest (Oxoid, Basingstoke, Egyeslilt Kiralysag) a gyarté
utasitasai szerint készitettik el. Az ajanlott mennyiségeket (62 g, ill. 52 g) analitikai pontossaggal bemértik,
majd 1-1 L desztillalt vizben feloldottuk. Fltheté magneses keverdvel segitettliik a komponensek oldédasat,
ezt kdvetden pedig autoklavban sterileztiik a tapkdzegeket (121 °C-on, 15 percig). A pH-értéket (6,2) sterilezést
kovetben ellendriztiik.

3.2.4. M17 agar és leves (Terzaghi szerint)

A gyartd (Biokar Diagnostics, Allonnen, Franciaorszag) utasitasait kdvetve, analitikai mérlegen 57,2 g-ot
mértlink be a dehidratalt M17 agarbdl, ill. 42,2 g-ot a levesbdl, majd 1000-1000 ml desztillalt vizben feloldottuk
6ket. A komponensek teljes oldédasaig melegitettik a tapkdzegeket, majd hdallé Gvegekbe adagoltuk és
autoklavban, 121 °C-on, 20 percig sterileztik.

3.2.5. CASO agar és leves

A CASO agart és a CASO levest szintén a gyarto (Biolab) utasitasai alapjan készitettik el. 45 g, ill.,, 36 g
mennyiségeket 1-1 L vizben oldottunk fel. Az oldédast kdvetéen standard paraméterek (121 °C, 15 perc)
mellett, autoklavban hajtottuk végre a sterilezést.

3.2.6. Anaerob tenyésztés

Az anaerob koérilmeényeket a kovetkezéképpen biztositottuk a vizsgalatok soran: AnaeroPack Rectangular
tégelyben (Merck, Darmstadt, Németorszag), GENbox anaer anaerob sé (bioMériux, Marcy-I’Etoile, Francia-
orszag) hozzaadasaval inkubaltuk az agarlemezeket. Az anaerob kdérilmények fennalldsardl a Microbiologic
Aerotest indikator (Merck) fehérrél kék szinre valé valtozasa adott tajékoztatast.

3.3. Antimikrobialis aktivitas vizsgalata

3.3.1. A vizsgalathoz szlikséges anyagok és eszkdzbk
3.3.1.1. CASO agar

Elkészitése a 3.2.5. alfejezetben leirtak szerint tértént.
3.3.1.2. Afilact® Fluid lizozim enzim

A Chr. Hansen cég (Hersholm, Dania) altal el6allitott konzervaldszer aktiv 6sszetevéje a lizozim, amely
szamos Gram-pozitiv baktérium szaporodasat gatolja. A lizozim t6bb mint 30 orszagban engedélyezett
komponens az élelmiszerekben. A termék tojasfehérjébdl kivont enzimet tartalmaz (E1105), az EU-ban
korlatozottan hasznalhato sajtok tartositasahoz.
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3.3.1.3. Fléraszept

A Floraszept (Unilever, Budapest, Magyarorszag) fert6tlenité hatasu tisztitdszer. F6 hatdanyaga a natrium-
hipoklorit, mely hatékony a baktériumok és a gombak ellen is. A terméket higitatlan formaban hasznaltuk fel
vizsgalatainkban.

3.3.2. Agardiffuzios lyukteszt
3.3.2.1. Patogén baktériumok szuszpenzidinak (inokulum) elkészitése

A torzseket felélesztettiik, majd kétszer passzaltuk. A masodik passzalas utani friss, 24 éras tenyészeteket
hasznaltuk fel a szuszpenzidk eldallitasahoz. A taptalajon kinétt telepekre 10 ml steril desztillalt vizet pipettaztuk,
majd dévatosan, lapos végu szélesztdpalca segitségével fellazitottuk a telepeket az agar fellletérdl. Ezutan
a szuszpenzidkat atpipettaztuk a Petri-csészékbdl miianyag Falcon-csévekbe. A kivant sejtlrliségeket az
optikai denzitas elve alapjan allitottuk be ugy, hogy 600 nm-es hulldamhosszon mértiink BioMate 160 UV-Vis
spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA), ezutan pedig az értékeket standardizaltuk,
0,1-re allitottuk minden egyes mintanal, hogy a mérési eredmények dsszehasonlithatdak legyenek.

Torzsélesztés taplevesben
[Sajat izolatumok, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 és Lb. acidophilus LA-5: MRS
levesben (pH = 6,2); Escherichia coli ATCC 5739, Staphylococcus aureus ATCC
49775 és Salmonella Enteritidis ATCC13076: CASO levesben]

1. passzalas: Torzsatoltas taptalajra
[Sajat izolatumok, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 és Lb. acidophilus LA-5: MRS
taptalajra (pH = 6,2); Escherichia coli ATCC 5739, Staphylococcus aureus ATCC
49775 és Salmonella Enteritidis ATCC13076: CASO taptalajra]

2. passzalas: Torzsatoltas taptalajra
[Sajat izolatumok, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 és Lb. acidophilus LA-5: MRS
taptalajra (pH = 6,2); Escherichia coli ATCC 5739, Staphylococcus aureus ATCC
49775 és Salmonella Enteritidis ATCC13076: CASO taptalajra]

Torzsszuszpenzio elkészitése
(Sajat izolatumok, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 és Lb. acidophilus LA-5) 5 x
50 ml MRS levesben

! ! | | !
1.,2.,3.,4.csbé 5. cs6
. Centrifugalas:
Centrifugalas: 4000 x g, 10 perc, 18°C 7500 x g, 10
perc, 4°C
N N NG NG N
1. kezelés 2. kezelés 3. kezelés 4. kezelés 5. kezelés
Centrifugalt, Centrifugalt Centrifugalt Centrifugalt Centrifugalt
élosejtes felliliszd feliiluszo felliliszo felliliszo sterilre
felliliszo, hékezelése: sterilre sterilre szlirése: CFS
nincs sz(irés 100°C, 30 sziirése: CFS szlirése: CFS (K5)
(K1) perc, (K3) (pH =6,5)
vizflirdben (K4)
(K2)

A patogén torzsekbél ODgg = 0,1 optikai denzitasu oldatok készitése steril fizioldgias
sooldatban

v

| 0,5 ml patogén térzsszuszpenzié (ODgq, = 0,1) leoltasa |

v

| Lemezdntés 25 ml TSA agarral |

v

| 10 mm atméréji lyukak furasa agarfuréval, agardarabok eltavolitasa |

v

| A felliluszokbdl 200-200 pl kipipettazasa a lyukakba |

v

| Antimikrobialis anyagok diffundalasa: 20 perc (laminaris box alatt) |

!

| Inkubacio: a patogén térzsek igényeinek megfeleléen (37°C, 24 h, aerob) |

v

Eredmények értékelése: gatlézona atmérdjének mérése tolomérével, agarlemezek
fotézasa

1. abra. Az antimikrobialis aktivitas vizsgdlatdnak folyamata

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati Kozlemények — 2023. LXIX. évf. 1. szam

4340



3.3.2.2. Agarlemezek elkészitése

Az el6z8ekben leirtak szerint el6készitett baktériumszuszpenzidkbdl 0,5-0,5 mi-t pipettaztunk a steril Petri-
csészékbe, majd 45 °C-ra leh(tétt CASO taptalajjal lemezeket ontéttink. A tesztmikrobak taptalajbéli
egyenletes eloszlasa érdekében dvatos, korkords, rotald mozdulatokat hajtottunk végre a lemezodntést
kovetben. A taptalaj megszilardulasa utan, lelangolt és leh(itétt steril agarfuréval lemezenként 4-4 db,
10 mm atméréjd lyukat vagtunk az agarba. Az igy kiszurt agarkorongokat steril, egyszerhasznalatos
muanyaglandzsaval tavolitottuk el a lemezekbdl.

3.3.2.3. Sajat izolatumok fellluszdinak kezelése

A négy lyuk kozil az els6be 200 pl steril fizioldgids sdoldatot pipettaztunk. Ez toltdtte be a kontroll szerepét,
hiszen a baktérium szaporodasat nem gatolta, ugyanakkor jelezte, hogy a torzs életképes allapotban volt
a kisérlet soran. A masik harom lyukba az izolatumok fellliszojanak valamelyik kezelt valtozatabol kerdilt
200-200 pl, ezzel megvalodsult egy lemezen a harom technikai ismétlés. Ezt kévetéen a patogén baktérium
igényeinek megfeleléen inkubaltuk a lemezeket.

A vizsgalando izolatumok felliluszoit Ot eltérd kezelésnek vetettik ala. A |épések eleje megegyezett: minden
térzsnél 5-5 db Falcon-cs8be mértiink 45 ml taplevest (MRS leves — De Man, Rogosa, Sharpe broth) és ebben
élesztettlik fel a torzseket, a szamukra megfeleld kdrllmények biztositva (37 °C, 24 h, anaerob kdzeg). Az

inkubalas letelte utan a mintael6készitések eltéréek voltak, ezeket az 1. abran részletezzlk.

1. kezelés: Az inkubalas utan az dsszes térzsiink elsé szamu Falcon-csévét 4000 g-n, 10 percen keresztil,
18 °C hémeérsékleten centrifugaltuk (Eppendorf Centrifuge 5804 R). A taplevest ezutan ledntéttik rola
és 1 x PBS oldatbdl 42 mi-t mértink a csé aljaban 1évé pelletre, majd 10 mp-en keresztil vortexeltik.
Ismételt centrifugdlas utan a fellluszot 50 mi-es, steril Falcon-csébe Ontéttlk at.

2. kezelés: A lépések megegyeztek az 1. kezelés |épéseivel, de a masodik szamu Falcon-csdvek
tartalmanak steril Falcon-csébe t6rténd atdontése utan ezeket a fellluszékat hékezeltik (100 °C-os
vizfird6ében, 30 percig).kezelés: A Iépések megegyeztek az 1. kezelés |épéseivel, de a harmadik
szamu Falcon-csdvek mintdinak esetében a masodik centrifugalas utan a fellluszékat vizeletgydjté
muUanyagpoharba 6ntéttik, amibdl 0,2 pm-es porusatmérdji membranszirén keresztil Uj, 50 mi-es,
steril Falcon-cs6be atszrtik.

3. kezelés: A négyes szamu Falcon-csovekrdl egyszeri centrifugalas (4000 g, 10 perc, 18 °C) utan a
taplevest ledntottik Uj, steril Falcon-csévekbe. Ezt kdvetden a felliluszo (taplevest is tartalmazta) pH-
értékét beadllitottuk 6,5-re. A kivant érték eléréséhez 1 M NaOH-ot hasznaltunk, a pH-értéket pedig
FiveEasy F20 tipusu pH-mérdvel (Mettler Toledo, Columbus, OH, USA) ellenériztik. Az érték beallta
utan a fellluszét 0,2 pm-es porusatmeérdjd membranszirén keresztil uj, 50 mi-es steril Falcon-csébe
atsz(rtik.

4, kezelés: Az 6tds szamu Falcon-csévek centrifugalasahoz az el6z8 kezelésekétdl eltérd paramétereket
alkalmaztunk. A mintdkat 10 percen keresztil 7500 g-n és 4 °C-on centrifugdltuk, majd itt is
ledntottik a taplevest és 42 mi-nyi 1 x PBS oldattal toltottik fel. Ismét centrifugaltunk a modositott
beallitasok szerint. Ezt kdvetben a fellluszoét vizeletgyjté mlianyagpoharba 6ntéttiik, amibdl 0,2 pl-es
porusatmeérdjd membranszirdén keresztil Uj, 50 ml-es steril Falcon-csébe atszrtik.

3.3.2.4. Inkubalas és a gatlasi zondk meghatdrozasa

Az elkészitett lemezeket 20 perces diffundalasi idé utan termosztatba helyeztiik, ahol a patogén baktériumok
igényei szerint tortént az inkubalas, majd értékeltiik az eredményeket. A gatlézéna atmérdjét tolomérdvel
hataroztuk meg. Minden egyes vizsgalatot 2-2 db parhuzamos lemezzel végeztiink el. Kétféle kimenetelt
tapasztaltunk: a felliliszot tartalmazdé lyuk korll gatlasi zéna alakult ki, vagy a lyuk kéril nem volt lathaté
eltérés. Utdbbi azt jelentette, hogy a baktérium-fellliszé nem gatolta, de nem is serkentette az adott
baktérium szaporodasat.

3.4. Antibiotikum-rezisztencia vizsgalat

3.4.1. A vizsgadlathoz sziikséges anyagok és eszk6z6k
3.4.1.1. De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar (pH = 6,2)
Elkészitése a 3.2.3. alfejezetben leirtak szerint tortént.
3.4.1.2. Iso-Sensitest agar

A gyarté (Oxoid) altal javasolt 31,4 g mennyiséget analitikai mérlegen bemértilk és 1 L vizben feloldottuk. A
komponensek teljes oldddasat kdvetéen, 121 °C-on, 15 percig sterileztik a taptalajokat.

3.4.1.3. Lactobacillus Susceptibility Medium (LSM)
Az LSM téptalaj elkészitéséhez szilkség volt MRS (Oxoid) és Iso-Sensitest (Oxoid) taplevesekre. Ezekbdl a
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kovetkez8képpen allitottuk el az LSM taptalajt: 6sszemértiink 900 ml Iso-Sensitest levest és 100 ml MRS
levest, melyet 15 g agar-agarral egészitettlink ki. A sterilezést standard paraméterek mellett (121 °C, 15 perc)
végeztik.

3.4.1.4. Rezisztencia korongok

Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatainkban felhasznalt érzékenységi korongok (Biolab) jellemzéit a
2. tablazatban foglaltuk dssze.

2. tabldzat. Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatokhoz hasznalt
érzékenyseégi korongok hatéanyag-koncentracioi

Antibiotikum neve Hatéanyag-koncentracio (ug) Rovidités
Ampicillin 10 AM10
Kloramfenikol 30 C30
Klindamicin 2 DA2
Eritromicin 15 E15
Gentamicin 10 CN10
Kanamicin 30 K30
Nalidixsav 30 NA30
Sztreptomicin 10 S10
Tetraciklin 30 TE30
Trimetoprim + Szulfametoxazol 1,25 + 23,75 SXT25
Vankomicin 30 VA30

3.4.2. Antibiotikum-rezisztencia vizsgalatanak folyamata
A 2. abran lathatdk az elvégzett antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok Iépései.

Szuszpenziok
Torzsek élesztése sejtsur'uge’genek Mintafelvitel steril
beallitasa tamponnal
(ODggo = 0.5)
. Antibiotikum-
E’red’mer)yek Inkubalas korongok
ertékelése

felhelyezése

2. dbra. Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalat sémdja

MRS taptalajon felélesztettlik a baktériumtorzseinket, majd a szamukra optimalis korilmények biztositasa
mellett inkubaltuk &ket. Ezutan egy szoliter telepet atoltottunk egy Ujabb MRS tdptalaj felszinére, hogy
biztosan egy telepbdl induljunk ki és ne kevert tenyészettel dolgozzunk. 24 éra elteltével a felndvekedett
telepekre 10 ml desztillalt vizet pipettaztunk és feloldottuk benne a telepeket, figyelve arra, hogy a taptalajt ne
keverjik bele a szuszpenzidba. Az oldatot a Petri-csésze tetejérdl Falcon-csébe pipettaztuk at. Ezt kdvetéen
a sejtszuszpenziok siriséget OD, = 0,5 értékre allitottuk be BioMate 160 UV-Vis spektrofotométerrel.
Minden egyes higitasnal visszaellendriztlik, hogy megfelelek voltak-e a szamitasaink. Ezutan steril tamponos
mintavevd-palcakkal vittik fel a sejtszuszpenzidkat a taptalajok (MRS agar, ISO-Sensitest agar, LSM agar)
felszinére oly mdodon, hogy a taptalaj teljes fellletét boritsa a felvitt mintamennyiség. 15 percen keresztil
allni hagytuk a Petri-csészéket, hogy a mikrobak alkalmazkodhassanak a kértilményekhez. Mindezek utan,
kézi adagoldval felhelyeztiink Petri-csészénként 6 db antibiotikum-rezisztencia korongot (k6ztik 1 db Ures
korongot) és megfelel6 korilményeket biztositva inkubaltuk a lemezeket (37 °C, 24 h, anaerob viszonyok).
Egy nap elteltével a lemezeken kialakult gatlézénakat toldomérével megmeértiik. A gatidézonak méretébdl mindig
levontunk a korong atmérgjét (6 mm).
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3.5. Genetikai azonositas
3.5.1. Felhasznalt anyagok és eszkdz6k
A genetikai azonositashoz sziikséges anyagok, ill. eszk6zok kore az alabbiakban 6sszegezhetd:
e Baktérium-tisztatenyészetek taptalajok felliletén
e NucleoSpin Microbial DNA izolalé egységcsomag (Macherey-Nagel kit)
e DreamTaq Green PCR Master Mix 2x
o 27f és 1492r primerek
o Agarozgél
e EcoSafe gélfesték
o  Gene Ruler 1kb plus DNA ladder
o GenelJet PCR purification kit (Thermo Fisher)
3.5.2. Azonositas folyamata

A genetikai azonositas I1épései az 3. abran lathatok.

Sajat izolatumok

v

DNS feltarasa DNS minta

v

16S rDNS PCR

!

PCR-termék tisztitasa,
koncentracio mérése

v

Gélfotd

4

v

DNS koncentracio

Szekvenalas > DNS szekvencia
i Ve
DNS szekvenciaelemzése, Javitott DNS
fajszinti meghatarozasa ‘szekvencia,
‘ fajmeghatarozas
Jegyz6konyv készitése Kész jelentés

3. abra. A genetikai azonositas Iépései és az egyes lépések eredménye

A hét Iépésbdl allo vizsgalati modszert a kdvetkezEképpen hajtottuk végre: (1) genomi DNS feltarasa; (2)
16S rDNS PCR futtatas; (3) agardz gélelektroforézis; (4) gélfotod kiértékelése; (5) PCR termék tisztitasa, DNS
koncentracié és tisztasag meghatarozasa; (6) DNS nukleotid-sorrend meghatarozasa (szekvenalas); (7)
szekvenciaelemzeés, kiértékelés.

3.5.2.1. Genomi DNS feltarasa

A baktériumtorzseket a glicerines stockbdl ritkitd szélesztéssel felvittik MRS taptalaj fellletére, majd egy
éjszakan keresztll, 37 °C-on, anaerob korlilmények kézott inkubaltuk. Ezt kdvetden szoliter telepeket passzaltunk
MRS taptalajra és megismeételtik az inkubalast. A genomi DNS-tisztitashoz sziikséges 6nallo telepeket 1,5 ml
fiziologias sooldattal t6ltott Eppendorf csdvekbe mostuk. A genomi DNS-tisztitds NucleoSpin Microbial DNA
csomaggal (Macherey-Nagel, Diren, Németorszag) tértént, a gyartd altal megadott protokoll alapjan [12].

3.5.2.2. 16S rDNS PCR futtatas

A kinyert DNS mintak meglétérdl polimeraz-lancreakcidval gyézédtink meg. Ehhez 1,5 ml-es Safe Seal
Eppendorf-csébe reakcidelegyet mértiik dssze az alabbi anyagokbdl: DreamTaq Green PCR Master Mix
(2x), 27f és 1492r primerek, molekularis bioldgiai tisztasagu AccuGENE viz (Lonza, Basel, Svajc) és a sajat
izolatumok tisztitott DNS-e. A vizsgalatot Mastercycler PCR (Eppendorf, Hamburg, Németorszag) géppel
végeztik, amelyen a 16S rDNS programot futtatuk. Ennek bedllitasai a 3. tablazatban lathatoak.
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3. tablazat. A 16S rDNS program egyes ciklusainak paraméterei

Lépés Folyamat neve Hémérséklet (°C) Id6é

1. Felmelegités 95 4 min \

2. Denaturacio 95 20 sec \

3. Primerek bekdtédése 54 30 sec } x40
4. Lanchosszabbitas 72 1 min /

5. Elongacio 72 5 min -

6. Hdntartas 10 oo

‘A 2-4. |épés Osszesen 40-szer jatszodott le.
3.5.2.3. Agaroz gélelektroforézis

A program lejarta utan, a felsokszorozott DNS-molekulak lathatéva tételéhez agardz gélelektroforézis technikat
alkalmaztunk. Az 1%-os agardzgél elkészitéséhez 0,6 g agardzt (VWR) 60 ml 1 x TBE (tris-bdrecetsav)
oldatban kellett feloldanunk. Ezt kévetéen forraltuk az elegyet az agar teljes feloldodasaig. A forralds utani
hdtés alatt magneses keverdvel kevertettilk az oldatot és 6 yl DNS ECO Safe festékoldatot (Pacific Image
Electronics, Torrance, CA, USA) adtunk hozza. A gélontés soran géltalcat és gélfésit hasznaltunk. Az agaroz
megdermedése utan a gélfésit a gélbdl eltavolitottuk, a géllel t0Itétt talcat pedig az elektroforézis tankba
helyeztlk, amit pufferrel toltottlink fel (1xTBE oldat). A PCR reakcio termékeit felvittlik a zsebekbe és elkezdtiik
az elvalasztast.

3.5.2.4. Gélfotd kiértékelése

A gélelektroforézis lefutdsat kdvetéen meggy6zédtiink réla, hogy minden minta terméke tartalmaz DNS-t.
Ebben segitséget jelentett, hogy az elvalasztas megkezdése el6tt, a mintakkal egyltt, molekulasuly markert
adagoltunk a gélbe.

3.5.2.5. PCR termék tisztitasa, DNS koncentracio és tisztasag meghatarozasa

Az egyes termékek DNS koncentraciojat és tisztasagat NanoDrop 2000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher)
mértik meg, majd egy kullsé céghez (Macrogen Europe, Amszterdam, Hollandia) kuldtik szekvenaltatni a
mintakat.

3.5.2.6. DNS nukleotidsorrend meghatarozasa (szekvenalas)

A munkafolyamatnak csak bizonyos részei torténtek mosonmagyarévari laboratériumunkban. llyen volt a
mintak el6készitése, elkiildése szekvendltatasra, majd az eredmények kiértékelése. Az azonositandé DNS
mintakat 1,5 ml-es Eppendorf-csévekbe adagoltuk, majd azonositdszammal ellatott matricakkal felcimkéztik,
melyekre rairtuk a primer nevét (27f, 1492r). A DNS szakaszok bazissorrendjét a forward és a reverse
primerekkel is meghataroztuk, ezért minden DNS mintat kétfelé kellett szétmérni (5-10 pl). A szekvendlashoz
szlikséges primereket is kiadagoltuk, szintén jeldlve és feliratozva a reakciocsdveket. Miutan minden csdvet
lezartunk, parafilmmel leragasztottuk azokat és elpostaztuk a szolgaltaté cégnek (Macrogen Europe).

3.5.2.7. DNS szekvenciak elemzése és kiértékelése

A DNS-ek nukleotidsorrendjét a szolgaltaté cég e-mailben kildte meg. A kdzolt linkrdl lehetett letdlteni az
allomanyokat. A fajlok kezeléséhez a Chromas és a ChromasPro programokat (Technelysium, Brisbane,
Ausztralia) hasznaltuk. A forward és a reverse primerekkel kapott szekvenciakat egymasba illesztettlik, majd
a kapott szekvencia elejérdl és végeérdl az értékelhetetlen bazisokat trimmeltiik. Ahol a két szekvencia eltért
egymastol, ott a kromatogram altal felajanlott javitast alkalmaztuk. Ezt kdveten a javitott szekvencia innen
kimasolhatd nukleotidsorrendjét a Basic Local Alignment Search Tool online weboldalan a “nucleotid blast”
opcioval értékeltik [13].

4. Eredmények és értékelésiik
4.1. Antimikrobialis aktivitas vizsgalata

Izolatumaink mikrobaellenes hatasanak megallapitasa céljabdl végzett vizsgalatok eredményei a 4. tablazat-
ban lathatok.
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4. tabldzat. Az antimikrobialis aktivitds vizsgalatanak eredményei (a gatldzonak értékei mm-ben megadva)’

Gatolando patogén baktérium

Gatlé agens Kezelés™ Escherichia coli | Staphylococcus aureus | Salmonella Enteritidis
ATCC 8739 ATCC 49775 ATCC 13076
Floraszept Higitatlan 8 14 9,0
Afilact Fluid Higitatlan 0 8 0,0
E10 izoldtum K1 0 0 0,0
K2 0 0 0,0
K3 0 0 0,0
K4 0 0 0,0
K5 0 0 0,0
E15 izolatum K1 0 0 15,3
K2 0 0 14,2
K3 0 0 16,5
K4 0 0 0,0
K5 0 0 10,9
E66 izolatum K1 0 0 7,3
K2 0 0 13,8
K3 0 0 13,7
K4 0 0 0,0
K5 0 0 11,7
E92 izoldtum K1 0 0 0,0
K2 0 0 11,7
K3 0 0 8,0
K4 0 0 0,0
K5 0 0 13,0
E173 izolatum K1 0 0 20,8
K2 0 0 22,3
K3 0 0 17,5
K4 0 0 5,8
K5 0 0 20,5
E198 izolatum K1 0 0 13,0
K2 0 0 13,8
K3 0 0 9,3
K4 0 0 0,0
K5 0 0 12,2
E216 izolatum K1 0 0 16,0
K2 0 0 15,0
K3 0 0 15,0
K4 0 0 0,0
K5 0 0 18,0

* A mm-ben feltlintetett eredmények 9 technikai x 2 biolégiai ismétlés atlagértékei.

" A kezelések részletes leirasat a 3.3.2.3. alfejezet tartalmazza.
ATCC: American Type Culture Collection (egy amerikai, szabvanyos mikroorganizmus-referencia térzseket szolaltatd

nonprofit szervezet. A szerk.)
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A pozitiv kontroll szerepét betoltd Fléraszept mindharom patogén baktériumtorzs élettevékenységét gatolta,
mig az Afilact Fluid lizozim enzim — az el6zetes varakozasoknak megfeleléen — csak a Gram-pozitiv Staph.
aureus térzs szaporodasat akadalyozta meg (4. tablazat).

Az E10-es izolatumunk semelyik kezelésének nem volt gatlé hatasa a tesztelt patogén baktériumokra.
Ehhez képest, Miao és munkatarsai [14] arrdl szamoltak be, hogy a tibeti kefirbdl izolalt Lacticaseibacillus
paracasei subsp. tolerans FX-6 un. F1 bakteriocint termel, mely széles antimikrobialis spektrummal
rendelkezik. A bakteriocin héallénak bizonyult és nem valtozott a természete 3,0-as, 6,0-os és 9,0-es pH-
értékl kozegekben sem. A nevezett szerz8k 6sszesen 49 db tejsavbaktérium-tdrzset izolaltak, melyeket
sterilezett tejben tenyészettek és a sejtmentes fellluszéjuk antimikrobialis aktivitasat vizsgaltak agardiffuzids
lyuktesztek segitségével. Hét térzs sejtmentes fellluszdja fejtett ki gatld hatast Escherichia colira. Az egyes
térzsek sejtmentes felliluszdi az indikator E. coli-val szemben 10,9+0,1 mm, valamint 12,0+0,4 mm nagysagu
gatlozonat képeztek. Az E10-es izolatumunk sejtmentes fellluszéjanak kinyerése nem tejbdl tértént, hanem
6,2-es pH-értékli MRS levesbdl, és ez okozhatta a két vizsgalat eredménye kozti eltérést.

Az E15-0s torzs él6sejtes tenyészete 15,3 mm atmérdjl gatlozonat produkalt Salmonella Enteritidis ATCC
13076 esetében. Azt tapasztaltuk, hogy a holt sejtek is képesek voltak gatolni, ugyanis a 100 °C-os, 30 percig
tartd hékezelés ellenére az E15-0s térzs 14,2 mm-es gatlast fejtett ki a Salm. Enteritidis-re. A 6,5-es pH-értékre
bedllitott kdzeg viszont nem tette lehetévé a nevezett kdrokozé gatlasat, amibdl arra kdvetkeztethetiink, hogy
az E15-6s torzs savtermészet(i antimikrobidlis hatasu anyagot termel. 7500 g-n végrehajtott centrifugalas
hatasara nem sikerUlt tébb antimikrobidlis anyagot kinyerni és nagyobb gatiézénat produkalni.

Az E66-0s torzs él6 tenyészete (K1 kezelés) csupan 7,3 mm-es gatlézénat alakitott ki, mig a K2 és a K3
kezelés fejtette ki a legnagyobb mérték(i gatiéhatast a tesztelt Salmonella tenyészettel szemben. A kozel
semleges pH-érték(i CFS-nek (K4) nem volt semmilyen kimutathaté hatasa egyik patogén térzsre sem. Az
intenziv K5 kezelés nem segitette el nagyobb atmérdjli gatlézona kialakulasat.

Az E92-es tdrzs él6 tenyészetének és semlegesitett sejtmentes fellluszéjanak sem volt kimutathatd
gatlohatasa a tesztelt patogén baktériumokra. Leghatékonyabbnak a K5 kezelés bizonyult, amit a 13,0 mm-
es gatlézona bizonyitott.

Az E173-as torzsnek mind az 6tféle kezelése gatolta a Salm. Enteritidis szaporodasat. A leghatékonyabb
a hépusztitason alapuld K2-es kezelés volt (22,3 mm-es gatlézéna). A torzs 6,5-es pH-értékre beallitott
sejtmentes fellluszéja kismértékd, 5,8 mm-es gatlast fejtett ki a Salm. Enteritidis-re. Ez azt bizonyitja, hogy
az E173-as térzs nem kizarolag savas természetli antimikrobidlis anyagokat termelt.

Az E198-as torzs hével eldlt tenyészete 13,8 mm-es, mig az él§ tenyészete 13,0 mm-es gatlozonat alakitott
ki a Salm. Enteritidis-szel beoltott agarlemezen. A K4 kezelésnek egyik patogén térzsre sem volt érzékelhetd
hatasa.

Az E216-0s torzs K1 és K5 kezelése (16,0 mm, ill. 18,0 mm) — ellentétben a K4 kezeléssel — kifejezetten
hatékonynak bizonyult a szalmonellézis kérokozojaval szemben.

Osszességében megdllapitottuk, hogy egyik tesztelt izolatumunknak sem volt kimutathaté hatdsa az E. coli
és a Staphylococcus aureus vizsgalt torzseire. Eredményeink hasonléak Maragkoudakis és munkatarsai [15]
eredményeihez, akik nyerstejbdl Lb. acidophilus ACA-DC 295, Cheddar sajtbol Lch. paracasei subsp. paracasei
ACA-DC 3345, Kasseri sajtbdl Lcb. paracasei subsp. tolerans ACA-DC 4038, valamint Feta sajt sélevébdl
Lactiplantibacillus plantarum ACA-DC 146 tdrzseket izolaltak és azok antimikrobidlis aktivitasat tesztelték
agardiffuziés lyuktesztekkel. Megallapitottak, hogy a 29 db tejsavbaktérium izolatum sejtmentes fellluszéjanak
egyike sem gatolta a patogén E. coli, a Salm. Typhimurium és a Helicobacter pylori térzseinek szaporodasat.

4.2. Antibiotikum-rezisztencia vizsgalat

Astandardizalt antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok soran felmerilt, hogy a tejsavbaktériumok tenyésztéséhez
altalanosan hasznalt MRS tapkdzeg antagonista hatast fejthet ki az egyes antibiotikumokkal szemben. A
gatlohatasok kikiiszobodlésének érdekében fejlesztették ki az LSM tapkozeget, amely 90%-ban Iso-Sensitest
agarbdl és 10%-ban MRS agarbdl all. Az LSM taptalaj (Lipase Salt Mannitol kdzeg) — a vonatkozd nemzetkdzi
szabvany [16] ajanlasainak megfeleléen — bizonyitottan el&segiti a laktobacilluszok és a bifidobaktériumok
szaporodasat, mikdzben minimalizalja a potencialis antagonizmust a tapkdzeg komponensei és a tesztelt
antimikrobialis szerek k6zo6tt [17]. Vizsgalataink eredményei az 5. tablazatban lathatok.

Mind a Lb. acidophilus ATCC 4356, mind az el6szelektalt izolatumaink rezisztensnek bizonyultak vankomicinre
és nalidixsavra, amire magyarazatul szolgal Charteris és munkatarsainak [18] kézlése, miszerint a Lactobacillus
fajok eredend@en nalidixsav-rezisztensek. Wolupeck és munkatarsai [19] Lactobacillus térzsek antibiotikum-
rezisztenciajattanulmanyozvaazttapasztaltédk, hogy az 6sszestérzsikrezisztens ciprofloxacinra, gentamicinre,
sztreptomicinre és vankomicinre, ugyanakkor viszont érzékeny tetraciklinre, valamint kloramfenikolra. A mi
izolatumaink — és a Lb. acidophilus ATCC 4356 is — hasonldképpen érzékenynek mutatkoztak az utobbi két
antibiotikumra.

Emlitést érdemel, hogy a Lb. acidophilus ATCC 4356 nem szaporodott Iso-Sensitest taptalajon, a vizsgalat
eredménye ezért értékelhetetlennek bizonyult (5. tablazat). Huys és munkatdrsai [17] szintén arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az Iso-Sensitest tapkdzeg altalanossagban nem ajanlhaté tejsavbaktériumok
antibiotikum-érzékenységének tesztelésére.
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5. tablazat. Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok eredményei (a gatlasi zonak értékei mm-ben értendék)’

i . . Ures Antibiotikum™
Torzs Taptalaj
korong CN10 C30 ‘ VA30 ’ S10 E15 DA2 AM10 TE30 K30 NA30 SXT25
Lactobacillus Iso-Sensitest Nem értékelhet6

acidophilus MRS 0,0 0,0 252 +1,6 0,0 87+23 | 23,6+0,8 0,0 9,0+£35 | 21,0+7,0 0,0 0,0 0,0

ATCC 4356 LSM 0,0 11,5+£4,6 | 23,8+1,5 0,0 10,2+4,7 | 25,5+2,9 0,0 0,0 18,8 +6,9 0,0 0,0 0,0
Iso-Sensitest 0,0 17,0+ 2,2 20,0 +2,3 0,0 18,2+2,7 | 295+35 | 7,7+0,8 0,0 26,7+46 | 25+21 0,0 4,7+ 2,7

izoi’lt?;m MRS 0,0 0,0 25,5 +2,1 0,0 0,0 212+46 | 11,0£76 | 57+1,0 | 20,3 +4,1 0,0 0,0 0,0
LSM 0,0 12,1+2,8 | 23,0+0,6 0,0 72+28 | 223+56 | 123+45 0,0 21,0+1,9 0,0 0,0 55+3.2
Iso-Sensitest 0,0 17,2 +4,1 242 +4)9 0,0 12,2+0,8 | 252 +2,6 0,0 0,0 10,8+2,0 | 85+24 0,0 17,0+ 2,4

izoi’;ltim MRS 0,0 2,705 25,0+0,9 0,0 0,0 20,3+1,9 0,0 0,0 12,5+2,6 0,0 0,0 0,0
LSM 0,0 14,3+£0,5 23,5+2,3 0,0 3,0+£09 | 21,8+23 0,0 0,0 10,0+ 2,0 0,0 0,0 22,7 +1,2
Iso-Sensitest 0,0 18,7+0,8 | 21,2+2)9 0,0 11,7+0,5 | 25,3+0,8 0,0 0,0 10,8 +2,0 | 8,821 0,0 16,0+£1,3

izo%éGtEL;Jm MRS 0,0 20+0,9 252 +1,6 0,0 0,0 222+1,6 0,0 57+12 | 143+08 | 23+05 0,0 0,0
LSM 0,0 145+15 21,8+3,4 0,0 43+21 | 222+1,5 0,0 0,0 12,7+0,8 | 25+1,0 0,0 22,7 +1,2
Iso-Sensitest | 0,0 | 17,127 | 194+38 | 00 | 8627 | 18246 0,0 86+40 | 83x17 | 60£19 0,0 14,3+33

iZOElztzum MRS 0,0 78+10 | 21422 | 00 | 1,001 | 176+19 0,0 102+1,8 | 10,2£29 0,0 0,0 0,0
LSM 0,0 13924 15,1+2,0 0,0 56+15 | 18,7+2,6 0,0 7,7+25 84+1,8 29+23 0,0 20,7 +4,5
Iso-Sensitest 0,0 15414 | 226+1,1 0,0 73+22 | 21,7+5.2 0,0 78+36 | 10,7+1,2 | 51+0,8 1,8+1,1 16,3 +2,4

iZEIL:Sm MRS 0,0 59+11 23,4+2,0 0,0 1,3+0,7 | 22,8+2,3 0,0 8,7+£3,7 | 11,742 0,0 0,0 0,0
LSM 0,0 129+2,3 21,722 0,0 52+08 | 21,6+23 0,0 176+2,1 | 10,8 +0,8 0,0 42+44 | 216 +3,6
Iso-Sensitest 0,0 15,0+ 2,2 19,8 +£2,9 0,0 6,4+0,7 | 204 +3,0 0,0 8,7 £3,2 9,8+2,0 2,7+0,7 0,0 21,9+1,6

izEIl’t?Em MRS 0,0 72+18 21,021 0,0 0,0 18,2 +2,7 0,0 10,8 +3,5 | 10,8+2,4 0,0 0,0 0,0
LSM 0,0 136+1,8 | 20,0+2,3 0,0 48 +1,7 | 199+41 0,0 7,2+3,0 99+25 1,8+0,7 0,0 223+1,4
Iso-Sensitest 0,0 14,8 +2,0 23,1+£1,5 0,0 88+20 | 202+19 | 6713 9,1+50 | 124+1,0 | 53+26 0,0 17,2+25
izglzélll?m MRS 0,0 3,017 21,8 £3,3 0,0 0,0 178+28 | 78+14 | 209+29 | 11,1 +1,3 0,0 0,0 12,0 £ 2,1
LSM 0,0 11,7+£1,2 22,4 +1,7 0,0 43+1,1 19,1+18 | 78+12 | 13,1+3,6 | 11,6 24 0,0 0,0 18,0+ 1,7

" A mm-ben feltlintetett gatlézéna-atmérdk 3 technikai x 2 bioldgiai ismétlés atlag- és szorasértékei.
“ CN10: 10 pyg gentamicin, C30: 30 pg kloramfenikol, VA30: 30 ug vankomicin, S10: 10 ug sztreptomicin, E15: ug eritromicin, DA2: 2 ug klindamicin, AM10: 10 pg ampicillin,
TES30: 30 pg tetraciklin, K30: 30 pug kanamicin, NA30: 30 pg nalidixsav, SXT25: 1,25 pg trimetoprim + 23,75 pg szulfametoxazol.
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4.3. Genetikai azonositas

A genetikai azonositas eredményeit a 6. tablazat foglalja 6ssze. Lathatd, hogy az erdélyi nyerstej-, aludttej- és
sajtmintakbdl izolalt térzsek mindegyike a laktobacilluszok k&zé tartozott [11]. A szekvenalas nyoman sikerilt
egy Lcb. paracasei subsp. tolerans-t, 6t Levilactobacillus brevis-t és egy Lpb. plantarumot beazonositani. A
pontossag 99-100%-os volt, tehat az azonositas mindenhol egyértelmi eredményt hozott.

6. tablazat. A genetikai azonositdas eredményeinek ésszefoglaldsa

.. Eltéré Hianyzo
lzolatum Azlglnoi/dosslzes Azonositott torzs
nukleotid szama bazisparok szama
1070/1070
E10 0 0 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans NBRC 15906
(100%)
1199 /1200
E15 1 0 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
(99,9%)
1194 /1194
E66 0 0 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
(100%)
1118 /1120
E92 2 0 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
(99,8%)
995 /999
E173 4 3 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
(99,6%)
1185/1198
E198 13 11 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
(98,9%)
1102 /1102
E216 0 0 Lactiplantibacillus plantarum JCM 1149
(100%)

5. Kovetkeztetések

A probiotikus torzsek szelektalasara szolgald in vitro tesztrendszer tovabbi elemeinek kimunkalasara és alkal-
mazasara iranyuld térekvésiink dsszességében sikeres volt. Az egyes |épéseket nem feltétlenll szliikséges
tovabb finomitani, hiszen mar jelenlegi formajukban is alkalmasak akar nagyobb izolatummennyiség elészelek-
télasara. Amennyiben a toérzseket probiotikumként tervezzik felhasznalni, érdemes lehet szamos, egyéb
patogén mikrobara gyakorolt gatlé aktivitasukat tesztelni, valamint az atadhaté antibiotikum-rezisztencia-
gének jelenlétét molekularis bioldgiai médszerekkel feltérképezni. Az in vitro tesztrendszer 6sszes elemének
alkalmazasa soran, izolatumaink kozoétt nem talaltunk olyat, amely teljes biztonsaggal alkalmazhaté lenne
probiotikus termékek eléallitasahoz. Ugyanakkor bebizonyosodott, hogy tesztrendszerlink alkalmas a nem
biztonsagos izolatumok hatékony kiszlirésére.

6. Koszonetnyilvanitas
Hatvan Zoltan kdszéni az Innovaciés és Technoldgia Minisztérium Uj Nemzeti Kivalésag Programjanak
tamogatasat (projekt azonositd: UNKP-21-2-1-SZE-32).
A szerz6k kdszonik a Helyreallitasi és Ellenalloképességi Eszkz és Nemzeti Helyreallitasi Alapbdl finanszirozott
RRF-2.3.1-21-2022-00001 szamu projekt tamogatasat.
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1. Abstract

Bacteria carrying genes responsible for antibiotic resistance cannot be used in food production. For this
reason, exploring the antibiotic resistance profile of probiotic candidates and the antimicrobial substances
they produce are essential for probiotic strain selection. The aim of this study was to develop and evaluate
additional elements of a complex in vitro test system for rapid and efficient selection of a large number
of putative probiotic isolates. In a previous work, we had tested bacterial strains (n=217) isolated from
Transylvanian raw sheep milk, cultured sheep milk, and sheep cheese samples and we reduced the sample
number to a total of six Gram-positive, non-hemolytic, catalase-negative, well-aggregating, good acid and bile
acid tolerating strains. In this research, we investigated the antibiotic resistance and antimicrobial production
capacity of the pre-selected strains (n=6). The antimicrobial activity of the isolates was determined by the
agar well diffusion assay. Strains E15, E66, E173, E198, and E216 were found to inhibit the growth of both
Salmonella Enteridis ATCC 13076 and the control strain (i.e., Lactobacillus acidophilus ATCC 4356). Antibiotic
resistance tests were performed by the agar disk diffusion method. All six isolates belonging to the species
of Levilactobacillus brevis and Lactiplantibacillus plantarum were found to be resistant to several antibiotics
and, therefore, cannot be used for the manufacture of commercial probiotic products. In conclusion, our in
vitro test system proved to be capable of effectively screening out unsafe isolates.
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2. Introduction

Probiotics are viable microbes - typically, but not exclusively, bacteria - that, when administered in sufficiently
large quantities, exert positive effects on human or animal health [1, 2, 3, 4]. Some of their physiological
benefits (e.g., restoration of damaged microbiota, competitive exclusion of pathogens, production of acids
and short-chain fatty acids) are widespread in the well-known and extensively studied probiotic genera,
whereas others (e.g., neutralization of carcinogens, strengthening of the intestinal barrier) are common in the
majority of strains of a probiotic species (so-called species-level effects), while a third group of beneficial
effects (e.g., neurological, immunological, and endocrinological effects) are rare and occur in only a few
strains of a given species (so-called strain-level effects) [2].

A large number of bacterial strains are being isolated worldwide with the aim of finding strains with superior
properties that are believed to be probiotic. Expensive and complicated animal studies must be preceded by
a pre-selection system of in vitro studies [5], which can quickly, easily, and relatively cheaply select strains -
from thousands of isolates - that are hoped to be probiotic in subsequent in vivo experiments [6, 7, 8].

In a previous study, we tested bacterial strains (n=217) isolated from raw milk, cultured milk and cheese
samples produced in Transylvania and found a total of 6 Gram-positive, non-hemolytic, catalase-negative,
well-aggregating, good acid and bile acid tolerating strains [9]. We also aimed to test one isolate (E10), which
is not well-aggregating and has poor acid and bile acid tolerance. In this work, we investigated the antibiotic
resistance and antimicrobial production capacity of the pre-selected strains (n=6+1). Bacteria carrying genes
responsible for antibiotic resistance cannot be used for food production, therefore, the elucidation of the
antibiotic resistance profile of probiotic strains and the knowledge of the antimicrobial substances they
produce is essential for the selection of probiotic strains [10].

With this in mind, the aim of the present research was to develop and evaluate further elements of the in vitro
test system, which included the assessment of antibiotic resistance and antimicrobial activity of the selected
bacterial strains and their genotyping. Ultimately, we aimed to find probiotic strains that show antimicrobial
activity against pathogenic microorganisms, while not being resistant to any antibiotics and genetically
belonging to the genus Lactobacillus or one of its descendant genera [11].

3. Materials and methods
3.1 Bacterial strains used in this study

As mentioned above, based on the results of a previous work [9], seven bacterial strains isolated from raw
sheep milk, fermented sheep milk and sheep cheese samples produced in Transylvania were included in
this study. The selected strains represented a single clonal group as determined by RAPD-PCR. Six of the
isolates performed excellently in the classical microbiological tests (i.e., colony morphology, Gram staining,
catalase assay, hemolysis test), the auto-aggregation test and the acid and bile acid tolerance tests, whereas
the seventh (E10) was included in our further experiments because it performed the least well in all the tests
based on preliminary results. Our intention was to find out if it would perform better in further tests or if it
would continue to significantly underperform the other strains in all important traits.

Isolates were preserved and stored in glycerol stock solution. A loopful of the strain taken from the surface
of MRS-CC agar or MRS pH 5.4 agar was washed into 3 ml of medium and incubated according to the
requirements of the specific strain. 300 pl of bacterial culture and 900 pl of 60% glycerol solution were added
to a freezer tube. They were vortexed and then frozen in liquid nitrogen for about 30 s. Storage was at -80 °C
in an ultra-low freezer. Strains were revived and cultured as shown in Table 1.

Table 1. Revival and maintenance conditions of isolated and control bacterial strains involved in this study

Strain i;’::t'i':gr M/T/P/C

Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans NBRC 15906 E10 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E15 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E66 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E92 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E173 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E198 MRS /37 +1/72/AN
Lactiplantibacillus plantarum JCM 1149” E216 MRS /37 +£1/72/AN
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Strain i;’::tri';f;r M/T/P/C

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 B1 MRS /37 +1/72/AN
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 B4 MRS /37 +1/72/AN
Lactobacillus acidophilus LA-5 B10 MRS /37 +1/72/AN
Escherichia coli ATCC 8739 B40 CASO/37x1/24/A
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 49775 B41 CASO/37+1/24/A
fgg;gnella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis ATCC B51 CASO /37 +1/24 /A

‘M: maintenance medium, T: incubation temperature (°C), P: incubation period (hour), C: incubation conditions
(A: aerobic, AN: anaerobic).
"Bacterial isolates were identified to species level, based on the results of genetic tests, at the end of the study.

3.2. Conditions and media used for selective culturing
3.2.1. Physiological saline solution

For the dilution fluid used to prepare the decimal dilution series, 8.5 g of NaCl was added and dissolved in
1 L of distilled water. Sterilization was carried out in an autoclave at 121 °C for 15 min. The casein peptone
solution was prepared in a similar manner with the addition of 1 g of tryptone (casein peptone).

3.2.2. Phosphate buffer solution (PBS)

We used commercially available 1 x PBS solution (Biolab Zrt., Budapest, Hungary), which was sterilized at
121 °C for 15 min before use.

3.2.3. De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar and broth (pH 6.2)

The commercially available MRS agar and broth (Oxoid, Basingstoke, UK) were prepared according to
the manufacturer’s instructions. The recommended amounts (62 g and 52 g, respectively) were measured
analytically and dissolved in 1 L of distilled water each. A heated magnetic stirrer was used to assist dissolution
of the components, followed by sterilization of the media in an autoclave (121 °C for 15 min). The pH (6.2) was
checked after sterilization.

3.2.4. M17 agar and broth (according to Terzaghi)

Following the manufacturer’s instructions (Biokar Diagnostics, Allonnen, France), 57.2 g of dehydrated M17
agar and 42.2 g of broth were weighed on an analytical balance and dissolved in 1000 ml of distilled water
each. The culture media were heated until the components were completely dissolved, then transferred to
heat-resistant vials and sterilized in an autoclave at 121 °C for 20 min.

3.2.5. CASO agar and broth

CASO agar and CASO broth were also prepared according to the manufacturer’s (Biolab) instructions. 45 g
and 36 g, respectively, were dissolved in 1 L of water each. After dissolution, sterilization was performed in
an autoclave under standard parameters (121 °C, 15 min).

3.2.6 Anaerobic culturing

Anaerobic conditions were generated during the trials as follows: agar plates were incubated in AnaeroPack
Rectangular jars (Merck, Darmstadt, Germany) with GENbox anaerobic salt (bioMériux, Marcy-I'Etoile,
France). The presence of anaerobic conditions was indicated by the change from white to blue color of the
Microbiologic Aerotest indicator (Merck).

3.3. Antimicrobial activity testing
3.3.1. Materials and tools needed for this study
3.3.1.1. CASO agar
It was prepared as described in subsection 3.2.5.
3.3.1.2 Afilact® Fluid lysozyme enzyme

The active ingredient in the preservative, produced by Chr. Hansen (Hgrsholm, Denmark), is lysozyme,
which inhibits the growth of a number of Gram-positive bacteria. Lysozyme is an approved food
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ingredient in more than 30 countries. The product contains an enzyme extracted from egg white
(E1105) and is suitable for use in the EU for the preservation of cheese.

3.3.1.3. Fléraszept

Fléraszept (Unilever, Budapest, Hungary) is a disinfectant. Its main active ingredient is sodium
hypochlorite, which is effective against both bacteria and fungi. The product was used undiluted in
our experiments.

Revival of bacterial strains in culture broths
[Own isolates, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, and Lb. acidophilus LA-5:
MRS broth (pH 6,2); Escherichia coli ATCC 5739, Staphylococcus aureus ATCC
49775, and Salmonella Enteritidis ATCC13076: CASO broth]

Passage 1: Subculturing of bacterial strains in solid culture media
[Own isolates, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, and Lb. acidophilus LA-5:
MRS agar (pH 6,2); Escherichia coli ATCC 5739, Staphylococcus aureus ATCC

49775, and Salmonella Enteritidis ATCC13076: CASO agar]

Passage 2: Subculturing of bacterial strains in solid culture media
[Own isolates, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, and Lb. acidophilus LA-5:
MRS agar (pH 6,2); Escherichia coli ATCC 5739, Staphylococcus aureus ATCC

49775, and Salmonella Enteritidis ATCC13076: CASO agar]

Preparation of strain suspensions
Own isolates, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, and Lb. acidophilus LA-5: in 5
x 50 ml MRS broth

Tubes 1, 2, 3, and 4 Tube 5
i . X Centrifugation:
Centrifugation: 4000 x g, 10 min, 18 °C 7500 x g, 10
min, 4 °C
N N N N N
Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3 Treatment 4 Treatment 5
Centrifuged Heat Sterilization Sterilization Sterilization by
live cell treatment of by filtration of| by filtration of} filtration of
supernatant centrifuged centrifuged centrifuged centrifuged
without supernatant: supernatant supernatant supernatant
filtration (K1) 100 °C, 30 (CFS) (K3) (CFS pH 6.5) CFS (K5)
min in water (K4)
bath (K2)

Preparation of ODgy, = 0.1 optical density suspensions of pathogenic bacterial strains
in sterile physiological saline

Inoculation with 0.5 ml of pathogenic strain suspension (ODgy, = 0.1)

.

Pour plating with 25 ml of TSA agar

.

Aspetic creation of wells (diameter of 10 mm) with a sterile cork borer

.

Pipetting 200 pl of supernatant into each well

.

Diffusion of antimicrobial substances for 20 min (in a laminar flow cabinet) |

.

Incubation at 37 °C for 24 h under aerobic conditions

.

Evaluation of results: measuring the diameter of inhibition zones with a caliper;
photographing agar plates

Figure 1. The process of antimicrobial activity testing
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3.3.2. Agar well diffusion assay
3.3.2.1. Preparation of pathogenic bacteria suspensions

The bacterial strains were revived and then passed twice. After the second passaging, 24 h fresh cultures
were used to prepare suspensions. 10 ml of sterile distilled water was pipetted onto the colonies grown on the
medium and the colonies were carefully loosened from the agar surface using a flat-ended cell spreader. The
suspensions were then pipetted from the Petri dishes into plastic Falcon tubes. Cell densities were adjusted,
based on the principle of optical density, by measuring at 600 nm wavelength with a BioMate 160 UV-Vis
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA). The values were standardized to 0.1 for
each sample to allow comparison of the measurement results.

3.3.2.2. Preparation of agar plates

0.5-0.5 ml of the bacterial suspensions prepared as described above were pipetted into sterile Petri dishes
and plates were then poured with CASO agar cooled to 45 °C. To ensure uniform distribution of microbes
in the medium, gentle circular rotating movements were performed upon pouring of agar plates. After the
culture medium had solidified, 4 wells of 10 mm in diameter were punched in each agar plate using a sterilized
cork borer. The agar disks were aseptically removed from the plates.

3.3.2.3. Treatment of own isolate supernatants

200 pl of sterile physiological saline was pipetted into the first of the four wells. This served as a control because
it did not inhibit bacterial growth, indicating that the strain was in a viable state. In the other three wells, 200
pl aliquots of the supernatant from one of the treatments of a specific isolate was added, thus achieving
three technical replicates on one plate. The plates were then incubated according to the requirements of the
particular bacterial pathogen.

The supernatants of the isolates to be tested were subjected to five different treatments. The first phase
of the treatments was identical in that five Falcon tubes each were filled with 45 ml of MRS broth (De Man,
Rogosa, Sharpe broth) and each strain was thus revived under optimum growth conditions (i.e., 37 °C, 24
h, anaerobiosis). After incubation, however, the sample preparation procedures were different as shown in
Figure 1.

Treatment 2: The steps were the same as in treatment 1, but after pouring the contents of the second set of
Falcon tubes into a sterile Falcon tube, these supernatants were heat treated (in a water bath set at 100 °C
for 30 min).

Treatment 3: The steps were the same as in treatment 1, but for samples from Falcon tubes no. 3, after the
second centrifugation, the supernatants were poured into a plastic urine collection cup and filtered through a
membrane filter with 0.2 pm pore size into a sterile 50 ml Falcon tube.

Treatment 4: After a single centrifugation (4000 g, 10 min, 18 °C) of Falcon tubes no. 4, the culture medium
was poured into new sterile Falcon tubes. The pH of the supernatant (containing the broth) was then adjusted
to 6.5. 1 M NaOH was used to reach the desired value, and the pH was checked with a FiveEasy F20
pH meter (Mettler Toledo, Columbus, OH, USA). After adjustment, the supernatant was filtered through a
membrane filter with 0.2 pm pore size into a sterile 50 ml Falcon tube.

Treatment 5: The centrifugation parameters of Falcon tubes no. 5 were different from those used in the
previous treatments. The samples were centrifuged at 7500 g for 10 min at 4 °C, and the culture medium was
also drained and filled with 42 ml of 1 x PBS solution. Then centrifugation followed according to the modified
settings. The supernatant was poured into a plastic urine collection beaker and filtered through a membrane
filter with 0.2 pm pore size into a sterile 50 ml Falcon tube.

3.3.2.4 Incubation and measurement of inhibition zones

Following 20 min of diffusion, the plates were placed in a thermostat and incubated according to the
requirements of the pathogenic bacteria. The diameter of inhibition zones was measured with a caliper. Each
test was performed with two parallel plates. Two types of outcomes were observed, i.e., either an inhibition
zone developed around the well containing the supernatant or no change was visible around it. The latter
meant that the bacterial supernatant neither inhibited nor stimulated bacterial growth.

3.4. Antibiotic susceptibility testing
3.4.1. Materials and tools needed for the study
3.4.1.1 De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar (pH 6.2)

It was prepared as described in subsection 3.2.3.
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3.4.1.2. Iso-Sensitest agar

As recommended by the manufacturer (Oxoid), 31.4 g of product was dissolved in 1 L of water. After complete
dissolution of the components, the media were sterilized at 121 °C for 15 min.

3.4.1.3 Lactobacillus Susceptibility Medium (LSM)

MRS (Oxoid) and Iso-Sensitest (Oxoid) media were required for the preparation of LSM agar. 900 ml of
Iso-Sensitest broth and 100 ml of MRS broth were mixed together and 15 g of agar-agar was also added.
Sterilization was carried out under standard parameters (121 °C, 15 min).

3.4.1.1.4. Antibiotic-impregnated filter paper disks
The characteristics of the antibiotic susceptibility disks (Biolab) used in this study are summarized in Table 2.

Table 2. Active substance concentrations of antibiotic sensitivity disks used for antibiotic resistance testing

Name of antibiotic Concentration of active substance (ug) Abbreviation
Ampicillin 10 AM10
Chloramphenicol 30 C30
Clindamycin 2 DA2
Erythromycin 15 E15
Gentamicin 10 CN10
Kanamycin 30 K30
Nalidixic acid 30 NA30
Streptomycin 10 S10
Tetracycline 30 TE30
Trimethoprim + Sulfamethoxazole 1.25 + 23.75 SXT25
Vancomycin 30 VA30

3.4.2 Process for antibiotic resistance testing

Figure 2 illustrates the steps of the antibiotic resistance tests performed.

Adjusting the cell
Revival of bacterial density of Sample application
strains suspensions with a sterile swab

(ODggo = 0.5)

\ 4

Evaluation of : Placing atibiotic
Incubation S
results sensitivity disks

Figure 2. Scheme of antibiotic resistance testing

We revived our bacterial strains on MRS medium and incubated them under optimal conditions. We then
inoculated a solitary colony onto the surface of a new MRS medium to ensure that we were starting from
a single colony and not working with mixed cultures. After 24 h, 10 ml of distilled water was pipetted onto
the grown colonies to dissolve them, taking care not to mix medium into the suspension. The solution was
pipetted from the top of the Petri dish into a Falcon tube. The density of the cell suspensions was then
adjusted to OD,, = 0.5 using a BioMate 160 UV-Vis spectrophotometer. For each dilution, we checked
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whether our calculations were correct. Cell suspensions were then applied to the surface of the media (MRS
agar, ISO-Sensitest agar, LSM agar) with sterile swabs in such a way that the entire surface of the media was
covered by the applied sample volume. The Petri dishes were allowed to stand for 15 min to let the microbes
adapt to the conditions. Six antibiotic resistance disks (including 1 blank disk) were placed in each Petri dish,
which were then incubated under optimum conditions (37 °C, 24 h, anaerobiosis). After 1 d of incubation, the
inhibition zones were measured with a caliper. The diameter of the disk (6 mm) was always subtracted from
the size of the zones.

3.5. Genetic identification
3.5.1. Materials
The specific materials used for genetic identification included:
e Bacterial cultures on the surface of agar media
e NucleoSpin Microbial DNA isolation kit (Macherey-Nagel kit)
e DreamTaq Green PCR Master Mix 2x
e 27fand 1492r primers
e Agarose gel
e EcoSafe nucleic acid staining solution
e Gene Ruler 1kb plus DNA ladder
e Genedet PCR purification kit (Thermo Fisher)
3.5.2. Identification process

The steps of genetic identification are shown in Figure 3.

Bacterial isolates

v

DNA extraction DNA sample

v

16S rDNA PCR

'

Gel photo

\ 4

Purification and quantification .
of PCR product — DNA concentration
Sequencing > DNA sequence
v
DNA sequence analysis, Improved DNA
species level identification sequence, identification
* of species
Preparation of test report > Final report

Figure 3. Steps of genetic identification and the result of each step

The seven-step assay method was performed as follows: (1) extraction of genomic DNA; (2) 16S rDNA PCR
run; (3) agarose gel electrophoresis; (4) evaluation of gel photo; (5) Purification of PCR product, determination
of DNA concentration and purity; (6) DNA sequencing; (7) sequence analysis, evaluation.

3.5.2.1. Extraction of genomic DNA

Glycerol-containing stock solutions of bacterial strains were spread with a loop on MRS agar plates and
incubated overnight at 37 °C under anaerobic conditions. Solitary colonies were transferred to MRS agar plates
and incubated again. The solitary colonies required for genomic DNA extraction were washed into Eppendorf
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tubes filled with 1.5 ml of physiological saline. Genomic DNA purification was performed using the NucleoSpin
Microbial DNA kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) according to the manufacturer’s protocol [12].

3.5.2.2. 16S rDNA PCR

The DNA samples extracted were verified by polymerase chain reaction. For this purpose, a reaction mixture
of DreamTaq Green PCR Master Mix (2x), primers 27f and 1492r, AccuGENE water of molecular biological
purity (Lonza, Basel, Switzerland) and purified DNA from the bacterial isolates was weighed in a 1.5 ml Safe
Seal Eppendorf tube. The assay was performed on a Mastercycler PCR machine (Eppendorf, Hamburg,
Germany) running the 16S rDNA program. The specific settings are shown in Table 3.

Table 3. Parameters for each cycle of the 16S rDNS program

Step Name of process Temperature (°C) Time

no.

1 Warm up 95 4 min \

2 Denaturation 95 20 sec \

3 Annealing 54 30 sec ) x40
4 Extension 72 1 min /

5 Elongation 72 5 min /

6

Maintaining temperature 10 oo

"Steps 2-4 were repeated a total of 40 times.
3.5.2.3. Agarose gel electrophoresis

Upon completion of the program, agarose gel electrophoresis was used to visualize the amplified DNA
molecules. To prepare a 1% agarose gel, 0.6 g of agarose (VWR) was dissolved in 60 ml of 1 x TBE (Tris/
Borate/EDTA buffer) solution. The mixture was then boiled until the agar was completely dissolved. During
cooling after boiling, the solution was stirred with a magnetic stirrer and 6 pl of DNA ECO Safe staining
solution (Pacific Image Electronics, Torrance, CA, USA) was added. A gel tray and gel comb were used for
gel casting. After solidification of the agarose, the comb was removed from the gel and the tray was placed
in the electrophoresis tank, which was filled with buffer (1xTBE solution). PCR reaction products were added
to the wells and separation was started.

3.5.2.4. Evaluation of gel photo

After running gel electrophoresis, we checked whether the products all samples contained DNA. To this end,
a DNA size marker was added to the gel with the samples before starting the separation.

3.5.2.5 Purification of PCR product, determination of DNA concentration and purity

The DNA concentration and purity of each product were measured using a NanoDrop 2000 spectrophotometer
(Thermo Fisher) and sent to an external company (Macrogen Europe, Amsterdam, The Netherlands) for
sequencing.

3.5.2.6. DNA nucleotide sequence determination (sequencing)

Only a part of the workflow was done in our laboratory located in Mosonmagyarévar, Hungary. This included
the preparation of samples, sending them for sequencing, and the evaluation of results. The DNA samples
to be identified were dispensed into 1.5 ml Eppendorf tubes, which were labeled with a sticker bearing the
identification number and the name of the primer (i.e., 27f, 1492r). DNA was sequenced with both forward
and reverse primers. For this reason, each sample was split in two (5-10 pl). The primers to be used for se-
quencing were also dispensed and labelled. Finally, all tubes were sealed with parafilm and sent to the service
provider (Macrogen Europe).

3.5.2.7. Analysis and evaluation of DNA sequences

The service provider sent the nucleotide sequences of DNA samples via email. The files could be downloaded
from the link provided. The Chromas and ChromasPro programs (Technelysium, Brisbane, Australia) were
used to manage the files. The sequences obtained with forward and reverse primers were aligned and the
non-evaluable bases were trimmed from the beginning and end of the resulting sequence. Where the two
sequences differed, the correction offered by the chromatogram was applied. The corrected nucleotide
sequence that could be extracted from here was then evaluated using the “nucleotide blast” option of the
Basic Local Alignment Search Tool online [13].

& CONTENTS Journal of Food Investigation — Vol. 69, 2023 No. 1

4357



4. Results and discussion

4.1. Antimicrobial activity tests

The results of tests carried out to determine the antimicrobial activity of our isolates are shown in Table 4.

Table 4. Results of antimicrobial activity tests (diameter of inhibition zone expressed in mm)’

Bacterial pathogen to be inhibited
Inhibitory agent Treatment” Escherichia coli | Staphylococcus aureus | Salmonella Enteritidis
ATCC 8739 ATCC 49775 ATCC 13076
Floraszept Undiluted 8 14 9.0
Afilact Fluid Undiluted 0 8 0.0
K1 0 0 0.0
K2 0 0 0.0
Isolate E10 K3 0 0 0.0
K4 0 0 0.0
K5 0 0 0.0
K1 0 0 15.3
K2 0 0 14.2
Isolate E15 K3 0 0 16.5
K4 0 0 0.0
K5 0 0 10.9
K1 0 0 7.3
K2 0 0 13.8
Isolate E66 K3 0 0 13.7
K4 0 0 0.0
K5 0 0 1.7
K1 0 0 0.0
K2 0 0 11.7
Isolate E92 K3 0 0 8.0
K4 0 0 0.0
K5 0 0 13.0
K1 0 0 20.8
K2 0 0 22.3
Isolate E173 K3 0 0 17.5
K4 0 0 5.8
K5 0 0 20.5
K1 0 0 13.0
K2 0 0 13.8
Isolate E198 K3 0 0 9.3
K4 0 0 0.0
K5 0 0 12.2
K1 0 0 16.0
K2 0 0 15.0
Isolate E216 K3 0 0 15.0
K4 0 0 0.0
K5 0 0 18.0

* Values are means of 9 technical x 2 biological replicates.
“For a detailed description of the treatments, see subsection 3.3.2.3.

ATCC: American Type Culture Collection [a U.S.-based nonprofit organization that provides standard microbial reference

strains (Ed.)].
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Fléraszept, which served as a positive control, inhibited the growth of all three pathogenic bacterial strains,
whereas the lysozyme-containing Afilact Fluid only inhibited the growth of gram-positive Staph. aureus, as
was expected (Table 4).

No treatment of the E10 isolate had an inhibitory effect on the pathogenic bacteria tested. By comparison,
Miao et al. [14] have reported that Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans FX-6 isolated from Tibetan kefir
produces a so-called F1 bacteriocin with a broad antimicrobial spectrum. The bacteriocin was found to be
heat resistant and its nature did not change at pH values of 3.0, 6.0, and 9.0. A total of 49 lactic acid bacteria
strains were isolated by the named authors. The isolates were cultured in sterilized milk and the antimicrobial
activity of their cell-free supernatants was tested by the agar well diffusion assay. The cell-free supernatants
of seven strains showed an inhibitory activity against Escherichia coli. The cell-free supernatants of strains
produced an inhibition zone of 10.9+0.1 mm and 12.0+0.4 mm against the indicator E. coli. The cell-free
supernatant of our isolate E10 was not recovered from milk, but from MRS broth with pH 6.2, and this may
have caused the difference between the results of the two studies.

The live cell culture of strain E15 produced an inhibition zone of 15.3 mm in diameter for Salmonella Enteritidis
ATCC 13076. Interestingly, dead cells of this isolate were also able to inhibit Salm. Enteritidis because,
despite being heated at 100 °C for 30 min, strain E15 produced an inhibition zone of 14.2 mm. In contrast,
the medium adjusted to pH 6.5 had no inhibitory effect on salmonellae, indicating that the antimicrobial
agent synthesized by strain E15 is of acidic nature. Centrifugation at 7500 g did not result in the extraction of
increased levels of antimicrobial substances and an extended inhibition zone.

The viable culture of strain E66 (treatment 1) formed an inhibition zone of only 7.3 mm in diameter, whereas
treatments K2 and K3 showed the highest level of inhibition against the Salmonella strain tested in this study.
Treatment 4 had no detectable effect on any of the pathogenic strains. The intensive treatment 5 did not
promote the formation of a larger zone of inhibition.

Neither the live culture nor the neutralized cell-free supernatant of isolate E92 had any detectable inhibitory
effect on the pathogenic bacteria tested. Treatment 5 proved to be the most effective, as demonstrated by
the 13.0 mm zone of inhibition.

All five treatments of strain E173 inhibited the growth of Salm. Enteritidis. The most effective method was heat
destruction based treatment 2 with an inhibition zone of 22.3 mm. The cell-free supernatant of this isolate at
pH 6.5 slightly inhibited Sa/m. Enteritidis (inhibition zone of 5.8 mm). This demonstrates that strain E173 does
not exclusively produce antimicrobials of an acidic nature.

The heat-killed and live cultures of strain E198 produced inhibition zones of 13.8 mm and 13.0 mm, respectively,
against Salm. Enteritidis. Treatment 4, however, had no detectable effect on any bacterial pathogenic tested.

Unlike treatment 4, treatments 1 and 5 of strain E216 were found to be highly effective against Salm. Enteritidis,
producing inhibition zones of 16.0 mm and 18.0 mm, respectively.

Overall, none of our lactic acid bacteria isolates had a detectable effect on the tested strains of E. coli and
Staph. aureus. Our results are similar to those of Maragkoudakis et al. [15], who isolated Lb. acidophilus
ACA-DC 295 from raw milk, Lcb. paracasei subsp. paracasei ACA-DC 3345 from Cheddar cheese, Lcbh.
paracasei subsp. tolerans ACA-DC 4038 from Kasseri cheese, and Lactiplantibacillus plantarum ACA-DC 146
from the brine of Feta cheese and tested the antimicrobial activity of these isolates by the agar well diffusion
method. It was found that none of the cell-free supernatants of the 29 lactic acid bacteria isolates inhibited
the growth of pathogenic E. coli, Salm. Typhimurium and Helicobacter pylori strains.

4.2. Antibiotic resistance testing

Standardized antibiotic resistance studies have suggested that the MRS culture medium commonly used for
culturing lactic acid bacteria may have an antagonistic effect against certain antibiotics. The Lactobacillus
Susceptibility Medium (LSM), consisting of 90% Iso-Sensitest agar and 10% MRS agar, was developed to
eliminate these inhibitory effects. LSM has been shown to promote the growth of lactobacilli and bifidobacteria,
as recommended by the relevant international standard [16], while minimizing potential antagonism between
the medium components and the antimicrobials tested [17]. Our findings are shown in Table 5.
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Table 5. Results of antibiotic susceptibility tests (diameter of inhibition zone expressed in mm)’

Strain Cult_ure En:npty Antibiotic™
medium | disk CN10 C30 | VA3 | S10 E15 DA2 AM10 TE30 K30 NA30 | SXT25
Lactobacillus | 'S0-Sensitest -
acidophilus MRS 0.0 0.0 252+16 | 00 | 87+23 | 235+08 0.0 9.0£35 | 21.0+7.0 0.0 0.0 0.0
ATCC 4356 LSM 00 | 115+46 | 23815 | 0.0 | 10247 | 255+2.9 0.0 0.0 18.8+6.9 0.0 0.0 0.0
Iso-Sensitest | 0.0 | 17.0+22 | 20.0+2.3 | 00 | 182+27 | 295+35 | 7.7+0.8 0.0 26.7+4.6 | 2.5+ 2.1 0.0 47+27
'Sgﬁ;‘e MRS 0.0 0.0 255+2.1 | 0.0 0.0 21.2+46  11.0+7.6 | 57+1.0 | 20.3 4.1 0.0 0.0 0.0
LSM 00 | 12128 | 23.0+0.6 | 00 | 72+28 | 223+56 | 12.3=45 0.0 21.0+1.9 0.0 0.0 5532
Iso-Sensitest | 0.0 | 17.2+41 | 242+49 | 00 | 122+08 | 25226 0.0 0.0 108+2.0 | 8524 0.0 17.0+2.4
'Sg‘?e MRS 0.0 27+05 | 250+09 | 0.0 0.0 20.3+1.9 0.0 0.0 125+2.6 0.0 0.0 0.0
LSM 00 | 14305 | 235+23 | 00 | 3.0+09 | 21.8+23 0.0 0.0 10.0 2.0 0.0 0.0 22712
Iso-Sensitest | 0.0 | 187+0.8 | 21.2+2.9 | 00 | 11.7+05 | 25308 0.0 0.0 10.8+2.0 | 8821 0.0 16.0+ 1.3
'Sgg"’ge MRS 0.0 20£09 | 252+16 | 0.0 0.0 222+1.6 0.0 57+12 | 143:08 | 2305 0.0 0.0
LSM 00 | 145+15 | 21.8+34 | 00 | 4321 | 22215 0.0 0.0 127+08 | 25+1.0 0.0 22712
Iso-Sensitest | 0.0 | 171+27 | 19.4+38 | 00 | 8627 | 182+46 0.0 86+40 | 83+1.7 | 6.0+19 0.0 143 +3.3
'Sgg‘e MRS 0.0 73+10 | 21422 | 00 | 1.0£01 | 17.6+1.9 0.0 102+1.8 | 102£2.9 0.0 0.0 0.0
LSM 00 | 139:24 | 15120 | 00 | 56+15 | 187+26 0.0 77+25 | 84+18 | 29:23 0.0 20.7 + 4.5
Iso-Sensitest | 0.0 | 154+14 | 226+11 | 00 | 7.3+22 | 21752 0.0 78+36 | 10712 | 51+08 | 1.8+11 | 16324
'SE‘:'?ZG MRS 0.0 59+1.1 | 234+20 | 00 | 1.3+07 | 22.8+2.3 0.0 8737 | 11742 0.0 0.0 0.0
LSM 00 | 129:23 | 21.7+22 | 00 | 5208 | 21.6+23 0.0 176+21 | 10.8+0.8 0.0 42+44 | 21.6+3.6
Iso-Sensitest | 0.0 | 15.0+22 | 19.8+2.9 | 00 | 6.4+07 | 204+3.0 0.0 87+32 | 9.8+20 | 27+07 0.0 21.9+1.6
'Séﬂ'gge MRS 0.0 72+18 | 21.0+21 | 00 0.0 18.2+2.7 0.0 10.8+3.5 | 10.8+2.4 0.0 0.0 0.0
LSM 00 | 136+18 | 20.0+23 | 00 | 4817 | 19.9+4.1 0.0 72+30 | 9.9+25 | 1.8x07 0.0 223+1.4
Iso-Sensitest | 0.0 | 14.8+20 | 231+15 | 00 | 88+20 | 202+1.9 | 6.7+13 | 91+50 | 124+10 | 5326 0.0 17225
'Sé‘;'j‘ge MRS 0.0 30+17 | 21.8+33 | 0.0 0.0 178+28 | 78+14 | 209+29 | 11113 0.0 0.0 12.0 + 2.1
LSM 00 | 11.7+12 | 22417 | 00 | 43+11 | 191+18 | 7.8+12 | 13136 | 11.6+2.4 0.0 0.0 180+ 1.7

" Values are means + SD of 3 technical x 2 biological replicates.

“ CN10: 10 pg gentamicin, C30: 30 pg chloramphenicol, VA30: 30 yg vancomycin, S10: 10 ug streptomycin, E15: pg erythromycin, DA2: 2 pg clindamycin, AM10: 10 pg ampicillin,

TES30: 30 pg tetracycline, K30: 30 ug kanamycin, NA30: 30 pg nalidixic acid, SXT25: 1.25 ug trimethoprim + 23.75 pg sulfamethoxazole.
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Both Lb. acidophilus ATCC 4356 and our pre-selected isolates were found to be resistant to vancomycin
and nalidixic acid, which is explained by the report of Charteris and et al. [18] that Lactobacillus species are
inherently resistant to nalidixic acid. Wolupeck et al. [19], studying the antibiotic resistance of lactobacilli,
found that all of their strains were resistant to ciprofloxacin, gentamicin, streptomycin, and vancomycin,
but were sensitive to tetracycline and chloramphenicol. Our isolates (and Lb. acidophilus ATCC 4356) were
similarly sensitive to the latter two antibiotics (Table 5).

It is worth mentioning that Lb. acidophilus ATCC 4356 could not grow in Iso-Sensitest agar (Table 5). Huys
et al. [17] also concluded that Iso-Sensitest agar cannot be recommended for use in antibiotic susceptibility
testing of lactic acid bacteria.

4.3. Genetic identification

The results of genetic identification are summarized in Table 6. All seven strains isolated from Transylvanian
raw milk, fermented milk, and cheese samples were found to belong to lactobacilli [11]. Sequencing resulted
in the identification of one Lcb. paracasei subsp. tolerans, five Levilactobacillus brevis, and one Lpb. plantarum
with an accuracy percentage of 99-100.

Table 6. Results of genetic identification

Number of
Number of
Isolate identical / total | differing | missing Identified strain
nucleotides base pairs
E10 1070/ 1070 0 0 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans
(100%) NBRC 15906
1199 /1200 . . .
E15 (99,9%) 1 0 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
1194 /1194 . , .
E66 (100%) 0 0 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
1118 /1120 . . ,
E92 (99,8%) 2 0 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
995 /999 . . ,
E173 (99,6%) 4 3 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
1185/1198 . . ,
E198 (98,9%) 13 11 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
E216 1 18%62/01)02 0 0 Lactiplantibacillus plantarum JCM 1149

5. Conclusions

Overall, our efforts to develop and apply additional elements of an in vitro test system for the selection of
probiotic strains have been successful. Further refinement of the individual steps may not be necessary, as
they are already suitable for pre-selection of even high numbers of isolates. If the strains are to be used as
probiotics, it may be worthwhile to test their inhibitory activity on a number of other pathogenic microbes
and to explore the presence of transferable antibiotic resistance genes by molecular biology methods. Using
all the elements of the in vitro test system, we have found no isolates that could safely be used for the
manufacture of probiotic products. However, our test system has been shown to be capable of effectively
screening out unsafe isolates.
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1. Osszefoglalas

A husfeldolgozé iparban nagy jelentéséggel birnak a tébbfunkcidos komplex fliszerkeverékek, amelyek
egyszerUsitik és felgyorsitjak az élelmiszer-el6allitast. A kutatas célja egy fliszerkeverék-el6allitd vallalat altal
gyartott termékek minéségének meghatarozasa volt. Megallapitottak, hogy az érzékszervi, fizikai és kémiai
paraméterek tekintetében a fokhagymat és grillfliszereket tartalmazé készitmény Osszetétele megfelel az
el6éirasoknak. A fokhagymakészitményben a gyartd altal nem bejelentett étkezési sé jelenlétét mutattuk ki.
Elelmi rost az &sszes vizsgalt fliszerkeverékben kimutathaté mennyiségben volt jelen. A fokhagymakészitmény
Al-, Li-, Mg-, P-, Si-, Sr-, Te-, tartalma, illetve megndvekedett Mo-, Ti-, V- és W-tartalma miatt kilénb6z6tt a
t6bbi komplex készitménytél. A masodik szamu keverék viszonylag nagy mennyiségben tartalmazott Ca-ot,
Cr-ot és Fe-at, de kimutathaté mennyiségben nem tartalmazott a gyarto altal az E551 adalékként bejelentett
Si-ot. A grillfliszer 6sszetétele a Mn, Na és Zn magas tartalma miatt tlint ki, egy masik aroma-keverék pedig a
magas Cu-tartalom miatt. Meg kell jegyezni, hogy az egyik fliszerkeverékben E627 és E631 izfokozokat, mig
egy grillkeverékben pedig E450 stabilizatort és emulgealdszert talaltunk.

Szamos szakértd szerint ezek az 6sszetevék veszélyt jelentenek az emberi szervezetre, mivel bél- és
gyomorpanaszokat okozhatnak. Ebben a tekintetben meg kell érteni, hogy mely élelmiszer-adalékanyagokat
kell kizarni az ember étrendjébdl, melyek kildndsen veszélyesek, és melyeket lehet a huskészitmények
Osszetevéként biztonsagosan fogyasztani id6rél idére kis mennyiségben.
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2. Bevezetés

Az élelmiszer-adalékanyagok haszndlata a husiparban egyszerUsiti és felgyorsitja a termelést, cstkkentik
termelési koltségeket, és bizonyos mértékig segitenek megoldani a minéséggel, biztonsaggal és tartdsitassal
kapcsolatos problémakat. A fliszerkeverékek felhasznalasa altalanos gyakorlat Oroszorszagban a legkere-
settebb huskészitmények, a fustolt huskészitmények, félkész termékek, kolbaszok eléallitasi technoldgiaiban
[1, 2, 3].

Az utdbbi id6ben nagy érdekl6dés dvezi a tébbfunkcios komplex fliszerkeverékeket, amelyek kdzé az izesi-
t6k, a vizmegkotd foszfatkészitmények, a szinstabilizatorok, valamint a hiskészitmények mikrobidlis €és nem
mikrobialis romlasat lassité tartdsitdészerek és antioxidansok is tartoznak [4, 5, 6].

Minden élelmiszer-adalékanyagot mindségvizsgalatnak kell alavetni, és bizonyitani kell, hogy a fogyaszték
egészseége szempontjabdl biztonsagosak [7, 8, 9, 10, 11]. Tanulmanyunk célja a husiparban hasznalt, néhany
komplex élelmiszer-adalékanyag minéségének meghatarozasa.

3. Anyag és modszer

A kutatas alapanyaga egy orosz gyarto, (Moszkvai régio), altal gyartott komplex élelmiszer-adalékanyag volt,
a TU 10.89.19-008-58251238-20 specifikacidonak megfeleléen, a kdvetkezd dsszetevdkkel:

e 1. minta (aromakeverék): dextréz, maltodextrin, étkezési s6, E621, E627, E631, élesztékivonat, fok-
hagyma-, bors-, kardamonnal és korianderrel készllt kivonatok; E551;

e 2. minta (grillfiszer-keverék 1): dextréz, E450-E452, maltodextrin, E300, E301, étkezési s6, E1442,
E407, E415, granulalt névényi alapu husleves, E508, bors- és zellerkivonat, E551;

o 3. minta (grillfiszer-keverék 2): étkezési so, granulalt névényi alapu husleves, flszerek (hagyma, fok-
hagyma, bors, kbmény), E621, "Grill" aroma, zeller- és kdbménymagkivonat, E551;

¢ 4. minta (fokhagymakészitmény): dextréz, fokhagymapor, fokhagymakivonat, E551.

A termékek érzékszervi tulajdonsagait a GOST 15113.3-77 szabvany szerint vizsgaltuk. A nedvességtartal-
mat a GOST 15113.4-77 szabvany, az étkezési sét a GOST 15113.7-77 szabvany, a fém- és egyéb idege-
nanyag-szennyezédéseket, a gabonakartevékkel vald szennyezettséget a GOST 15113.2-77 szabvany, a fe-
hérje- és élelmirost-tartalmat az Oroszorszagban altalanosan elfogadott médszerekkel [12] hataroztuk meg.
Az dsvanyianyag-tartalmat a MUK 4.1.1482-03 és MUK 4.1.1483-03 iranyelvek szerint elemeztik.

4. Eredmények és diszkusszié

A vizsgalt keverékek megjelenésiiket tekintve (1. abra) a rajuk jellemzd allagu, gazdag illatd, finomra 6rolt,
laza porok voltak, amelyek rendre, fehér szinl (aroma keverék), krémszin(i (fokhagyma készitmény), vilagos

krémszind (grill flszer) és krémszind, szirke arnyalatu (‘grill fliszerkeverék 2’ készitmény).

1. minta (Aromakeverék) 2. minta (Grillfiszer-keverék 1)
3. minta (Grillfiszer-keverék 2) 4. minta (Fokhagymakészimény)

1. dbra. A vizsgalt adalékanyagok megjelenése

& TARTALOM Elelmiszervizsgélati Kozlemények — 2023. LXIX. évf. 1. szam

4365



A vizsgalati eredmények alapjan a nyersanyagok mindségének érzékszervi, fizikai és kémiai mutatdi megfe-
leltek a tajuk vonatkozé kdvetelményeknek (1. tablazat).

El6zetesen meg kell jegyezni, hogy az arukat kiséré6 dokumentumok, nevezetesen a termékleirasok nem hata-
roztak meg a vizsgalt készitmények Osszetételének egyes tapanyagok tartalmara vonatkozé (minimalis vagy
maximalis) hatarértékeket. E tekintetben nehéz volt 6sszehasonlitani a kapott eredményeket a fehérje- és
zsirtartalom tekintetében a gyarté altal megadott értékekkel. Ettél fliggetlenll a fokhagyma készitmény fe-
hérjetartalma 4,6-szorosa volt a deklaralt értéknek, az aromakészitmény — 2,9-szerese, a grill fliszerkeverék
— 2,2-szerese, a hikoridio készitmény - 1,9-szerese. Az alapanyagok fehérjetartalmat els6sorban a névényi

alapu husleves, valamint az E621 és E627 izfokozok jelenléte okozta.

1. tablazat. Az élelmiszeradalékok mindségi jellemzdi

A termék Eredmények

Mért jellemz6 leirasaban Aroma- Grill Grill Fokhagyma-
deklaralt érték | készitmény | fiiszerkeverék 1 | fiiszerkeverék 2 | készitmény

Fizikai és kémiai jellemzék

Nedvességtartalom,

o <15,0 4,8+0,3 5,5+0,2 5,7+£0,3 11,7+0,3
m/m%
F_fames sz’ennyezok < 0,001
téomegaranya, %
Kértevé-fertdzottség Nem Nem volt kimutathaté
Idegenanyag m/m% megengedett
F6 O0sszetev6k
Fehérie m/m % Osszetétel 4,1+0.2 2,4+0.1 18,0+1,3 3,2+0,2
J ° szerint (1,4%) (1,19 (9,39 0,79
Konyhasé m/m % 19,3+1,6 9,4+0,7 44,5+3,2 3,5+0,2
Elelmi Nem jelezték
rosttartalom, g/100 g J 3,5+0,2 1,8+0,1 1,5+0,1 6,0+0,5

Megjegyzés: * a gyarto altal megadott érték szerint, g/100 g

Kullénosen érdekes volt az étkezési s6, amely a huskészitmények eléallitdsa soran hasznalt komplex élelmi-
szer-adalékanyagok részeként szamos funkciét t6lt be. Nevezetesen befolyasolja a termék nedvességtartalmat,
hozamat, vizaktivitasat, tarolas kdzbeni eltarthatésagat stb. [13]. Mennyisége a ‘grill fliszerkeverék 1’-ben ma-
ximalis, a fokhagymaban pedig minimalis volt 1:6, ami az elébbinél megfeleld, az utdbbinal pedig elfogadhatat-
lan (mivel nem szerepel az adalékanyag 6sszetételében).

A novényi 6sszetevok (fokhagymapor), karragének (E407) és a xantalgumi (E415) jelenléte a vizsgalt termé-
kekben tovabbi vizsgalatok elvégzését tette sziikségessé a bennik lévé élelmi rostok mennyiségének megal-
lapitasara. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt mintak kozll a fokhagymakészitményben volt a legmagasabb az
élelmi rostok szintje, ami fontos példaul a daralt hus készitésekor, mivel az élelmi rostok befolyasoljak annak
tapadasat, valamint funkciondlis és technoldgiai tulajdonsagait (nedvességtartalom, zsirtartd képesség stb.)
[14]. Emellett az élelmi rostok bevitele a huskészitményekbe megoldja a szlikséges konzisztencia elérésének és
a termék tulajdonsagainak javitasanak technoldgiai problémajat, valamint megakadalyozza a zsirosodast [15].

Figyelembe véve, hogy a fliszerkeverékek dsszetevdi sokat, fémoxidokat és egyéb kémiai vegylleteket tar-
talmaztak, részletesen megvizsgaltuk asvanyi 6sszetételliket (2. tablazat). A fokhagymakészitmény ebbdl a
szempontbdl kiemelhetd, mivel kildonb6zott a tobbi komplex terméktdl a jelenlévd asvanyi anyagok széles
listdja miatt (22 elemet tartalmazott). A készitményben Al-ot, Li-ot, M-ot, P-t, Si-ot, Sr-ot, Te-t mutattunk ki,
valamint megndvekedett Mo-, Ti-, V- és W-tartalma is. Ez a fliszerkeverék volt az egyetlen, amely csak annyi
6lmot tartalmazott, amelynek szintje nem haladta meg a TR CU 021/2011 és a SanPiN 2.3.2.1078-01 szabva-
nyait. Figyelembe véve a fenti élelmiszer-adalékanyag 6sszetételét, megallapithatd, hogy annak asvanyi anya-
gértékéhez elsésorban a fokhagymapor jarult hozza. Ezzel kapcsolatban 6sszehasonlitottuk a szaritott fok-
hagymaban talalhaté egyes asvanyi elemek mennyiségére vonatkozo, tdbb tudomanyos kdzleményben [16,
17] kdzzétett adatokat a kapott eredményekkel. Megallapitottuk, hogy a fokhagymakészitménybdl hianyzott
egy fontos makrotapanyag, a K, amelynek jelenléte a hasonlé nyersanyagokban meghaladta a nyolcezer mg/
kg mennyiséget. A Ca-tartalom tagadhatatlanul alacsony volt (25,2 a 3976 mg/kg-mal ellenében), a Fe-, Na-,
Mg- és P-tartalom megfelelt az altalanosan ismert adatoknak (rendre 36; 378; 561 és 3435 mg/kg).
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2. tabldzat. Az élelmiszeradalékok dsvanyi 6sszetevdi

Eredmények mg/kg
Vizsgalt elem Aroma keverék ft’isze?I:Z{/eré K ft’iszer?gllleré k2 Fokhagymakészitmény
Al 3,55+0,22 - 1,45+0,09 4,38+0,27
B - 0,74+0,03 0,80+0,01 0,52+0,02
Ba - 0,15+0,01 - 0,13+0,01
Ca - - 28,03+1,17 25,21+1,11
Cr 0,50+0,02 2,50+0,12 4,80+0,33 0,11+0,01
Cu 1,15+0,07 - 0,75+0,04 0,33+0,02
Fe 2,50+0,11 7,87+0,41 16,00+1,20 6,22+0,38
Li - 1,48+0,09 - 2,88+0,13
Mg 0,60+0,02 2,50+0,14 3,45+0,25 65,20+3,04
Mn 0,30+0,01 1,75+0,12 - 0,27+0,01
Mo - - - 0,047+0,002
Na 25,00+1,90 94,90+4,18 28,00+1,81 75,52+5,08
P 2,50+0,12 115,02+8,32 7,50+0,44 496,11+20,41
Pb - - - 0,088+0,003
Si 1,50+0,08 161,14+9,16 - 381,09+17,63
Sn 0,10+0,01 0,10+0,01 0,10+0,01 0,13+0,01
Sr - 0,05+0,01 - 0,26+0,02
Te - 1,60+0,08 - 2,28+0,14
Ti - - - 0,59+0,02
\Y - - - 0,11+0,01
W - - - 0,096+0,004
Zn 4,50+0,20 12,50+1,03 7,50+0,31 3,15+0,16

A ‘grill fliszerkeverék 2’ viszonylag magas Ca, Cr és Fe-tartalommal rendelkezett. Ugyanakkor az asvanyi 6sz-
szetételében nem mutattak ki a Si-t, annak ellenére, hogy a gyarto allitasa szerint az E551 csomodsodast-gatlo
anyag (szilicium-dioxid) jelen van benne.

A ‘grillkeverék 1’ dsszetételét a Mn, Na és Zn megndvekedett tartalma, az aroma flszerkeveréket pedig csak
Cu-tartalma kildnbdztette meg a hasonlé termékektdl.

Tudnivald, hogy bizonyos anyagok kis doézisban ugyan, de gyakran fogyasztva, nagyobb veszélyt jelent-
hetnek az emberi szervezetre, mint a nagy, de ritkan fogyasztott adagok. llyen példaul a citromsav (E330),
amelynek a termékekben Iévd tartalma nem szabalyozott, de gyomorfekélyes egyéneknél gyomorgdrcsot
okozhat [10]. Ha attekintjlk a vizsgalt fliszerkeverékek dsszetevdinek listajat, feltlinik az E627 és E631 jelen-
léte az aromakeverékben, és az E450 jelenléte a grill fliszerkeverékben. Tobb szakértd szerint ezek az dsz-
szetevOk karosak, mert bél- és gyomorpanaszokat okozhatnak [7, 8]. Ezért fontos megérteni, hogy mely élel-
miszer-adalékanyagokat kell kizarni az ember étrendjébdl, melyek kildondsen veszélyesek, és melyek azok,
amelyeket kis mennyiségben, huskészitmények részeként, idénként biztonsagosan fogyaszthatunk [10].

5. Kovetkeztetések

A vizsgalt fliszerkeverékek érzékszervi, fizikai és kémiai paraméterek tekintetében megfeleltek az eldirasok-
nak. A fokhagymakészitmény mintajaban azonban a gyarto altal nem deklaralt étkezési so jelenlétét mutattuk
ki. Az élelmi rostok minden vizsgalt adalékanyagban jelen voltak. A fokhagymakészitmény mintaja kiemelke-
dett a tébbi vizsgalt termék kozll magas Al-, Li-, Mg-, P-, Si-, Sr-, Te-tartalma, valamint a Mo, Ti, V és W jelen-
léte miatt. A hikoridio adalékanyagban viszonylag magas volt a Ca, Cr és Fe mennyisége. A készitmény-minta
a tébbi vizsgalt készitmény kodzil kiemelkedett az Al-, Li-, Mg-, P-, Si-, mennyisége miatt, de nem tartalmazta
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a gyarto altal az E551 részeként bejelentett Si-ot. A fokhagymakészitmény Sr-, Te- tartalma, valamint a Mo,
Ti, V és W jelenléte miatt volt kiugré Osszetételll. A grill fliszerkeverék 6sszetételét a megndvekedett Mn, Na
és Zn tartalom jellemezte, mig az aroma készitményben a Cu értéke volt magas.

6. Osszeférhetetlenségek

Kijelentjik, hogy nem allunk olyan pénzligyi és személyes kapcsolatban mas személyekkel vagy szerveze-
tekkel, amelyek helyteleniil befolyasolhatnak munkankat, nincs semmilyen szakmai vagy egyéb személyes
érdekeltséglink semmilyen termékben, szolgaltatasban és/vagy cégben, amely ugy értelmezhetd, hogy befo-
lyasolna a jelen dolgozat tartalmat.

7. Készonetnyilvanitas

A munkat az Orosz Foéderacio kormanyanak 211-es torvénye, a N° 02.A03.21.0011 szamu szerz6dés tamo-
gatta.
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1. Abstract

Multifunctional complex flavour mixtures, which simplify and speed up food production, are of great
importance in the meat processing industry. The aim of the research was to identify the quality of complex
food spice mixes prepared by a producer. It was found that the compositions of the grill spice mix met the
regulations in terms of organoleptic, physical, and chemical parameters. The garlic mixture sample revealed
the presence of edible salt, not declared by the manufacturer. Dietary fiber was present in all the mixes under
study. Garlic 1:6 sample differed from the other complex additives by the increased content of Al, Li, Mg, P,
Si, Sr, Te, as well as the presence of Mo, Ti, V, and W. The ‘grill spice mix’ had relatively high amounts of Ca,
Cr, and Fe, but did not contain detectable amount of Si, declared by the manufacturer as part of E551. The
composition of the grill spice mix stood out because of the high content of Mn, Na, and Zn, an aroma mixture
— Cu. It should be noted that E627 and E631 flavor enhancers were found in an aroma mixture, whereas E450
stabilizer and emulsifier was found in a grill aroma mixture.

According to a number of experts, these components pose a threat to the human body as they can cause
intestinal and stomach disorders. In this regard, it is necessary to understand which food additives need to
be excluded from a person’s diet, which are especially dangerous, and which are safe to consume from time
to time in small quantities as part of meat products.
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2. Introduction

The use of food spice mixtures in the meat industry simplifies and speeds up production, reduces the cost
of goods and to a certain extent helps to solve problems of their quality, safety, and preservation. Food ad-
ditives have come into common use in the production of smoked meat products, semi-finished products,
sausages, which are the most demanded meat products in this country [1, 2, 3].

Recently a great deal of interest has been drawn to multifunctional complex food flavour mixes, which include
flavorings, water-binding phosphate preparations, color stabilizers, as well as preservatives and antioxidants
that slow down microbial and non-microbial spoilage of meat products [4, 5, 6].

All food additives must be tested for quality and prove safe for the health of consumers [7, 8, 9, 10, 11]. The
purpose of the study was to identify the quality of complex spice mixtures for the meat industry.

3. Materials and methods

The material for the research were complex food additives produced by a Russian producer (Moscow Region)
in accordance with TU 10.89.19-008-58251238-20 specification, having the following ingredients:

e Sample 1 (aroma mixture) dextrose, maltodextrin, edible salt, E621, E627, E631, yeast extract, ex-
tracts of garlic, pepper, cardamon, and coriander; E551;

e Sample 2 (grill mixture 1) dextrose, E450-E452, maltodextrin, E300, E301, edible salt, E1442, E407,
E415, granulated vegetable-based broth, E508, extracts of pepper and celery, E551;

e Sample 3 (grill mixture 2) edible salt, granulated vegetable-based broth, spices (onion, garlic, pepper,
caraway), E621, “Grill” flavoring, extracts of celery and caraway seeds, E551;

e Sample 4 (garlic product) dextrose, garlic powder, garlic extract, E551.

Organoleptic characteristics of the additives were tested according to GOST 15113.3-77. Moisture content
was determined according to GOST 15113.4-77, edible salt — according to GOST 15113.7-77, metal and
foreign impurities, contamination with grain pests — according to GOST 15113.2-77, protein and food fibers —
using the generally accepted methods [12], minerals — according to MUK 4.1.1482-03 and MUK 4.1.1483-03
guidelines.

4. Results and discussion
In terms of appearance (Figure 1) the additives under study were finely ground loose powders with specific

rich odors, characteristic of their constituent spices, of white color, white color with a cream hue (garlic), light
cream color (grill mixture), and creamy color with a gray hue (hickory).

Sample 1 (Aroma mixture) Sample 2 (Grill mixture 1)
Sample 3. (Grill mixture 2) Sampe 4 (Garlic product)

Figure 1. Appearance of spice mixture products
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Based on the test results, organoleptic, physical, and chemical indicators of the quality of the raw materials
were compliant with the regulations (Table 1).

It should be noted upfront that the documents accompanying the goods, namely specifications, did not spec-
ify the limits (minimum or maximum) for the content of certain nutrients in the composition of the mixtures
under study. In this regard, it was difficult to compare the obtained results in terms of the amount of protein
and fat with the levels declared by the manufacturer. Regardless of this, the garlic spice mixture had protein
content 4.6 times higher than the regulated value, the aroma mixture — 2.9 times, the grill mixture — 2.2 times,
the hickory product — 1.9 times. The protein content in the raw materials was primarily due to the presence of
vegetable-based broth, and E621 and E627 flavor enhancers.

Table 1: The Quality of Spice Mixtures

Declared in Results
Indicator Product Aroma mix- Grill Hickory Garlic
Specification ture mixture product product
Physical and Chemical Indicators
Mass fraction of moisture, % not "}%rgtha“ 4.8+0.3 5.5:0.2 5.7+0.3 11.70.3

not more than

1 H H 1+ o,
Mass fraction of metallic impurities, % 0.001

Pests infestation not detected

not allowed
Foreign impurities

Main Components

4.1+0.2 2.4+0.1 18.0+£1.3 3.2+0.2
Mass fraction of protein, % as per tth ©
Mass fraction of edible salt, % 19.3+1.6 9.4+0.7 44.5+3.2 3.5+0.2
not stated
Dietary fiber content, g/100 g 3.5+0.2 1.8+0.1 1.5+0.1 6.0+0.5

Note: * as declared by the manufacturer in the specification, g/100 g

Of particular interest was edible salt, which performs several functions as part of complex food flavour
mixtures used in the production of meat products. Namely, it affects the moisture content in the product,
its yield, water activity, shelf-life stability during storage, etc. [13]. Its content was maximum in ‘grill spice
mixture 2’ and minimum in Garlic, which is accepptable for the first one and is unacceptable for the second
(as not declared in the composition of the product).

The presence of plant ingredients (garlic powder), carrageenans (E407), and xantal gums (E415) in the tested
additives prompted further study of the amount of dietary fiber in them. It was found that the dietary fiber
level in the garlic sample was the highest among the tested samples, which is important, for example, when
making minced meat, as dietary fiber affects its adhesive, as well as functional and technological properties
(moisture, fat holding capacity, etc.) [14]. Also, the introduction of dietary fiber into meat products solves the
technological problem of obtaining the necessary consistency and improving the properties of the product,
as well as preventing fatting out [15].

Taking into account that the composition of food flavour mixtures included salts, metal oxides, and other
chemical compounds, their mineral composition was studied in detail (Table 2). The garlic sample can be
singled out in this respect, as it differed from the other complex mixtures by the extensive list of minerals
present (containing 22 elements), the increased content of Al, Li, Mg, P, Si, Sr, Te, as well as the presence of
Mo, Ti, V, and W. This product was the only one containing lead, the level of which did not exceed standards
of TR CU 021/2011 and SanPiN 2.3.2.1078-01. Taking into account the composition of the above spice
mixture we can see that the main contribution to its mineral value was made by garlic powder. In this regard,
we compared the data on the amount of certain mineral elements contained in dried garlic published in a
number of scientific papers [16, 17] with the results obtained. It was found that the garlic sample lacked K,
an important macronutrient, the content of which in similar raw materials was 8622 mg/kg. The content of
Ca was undeniably low (25.2 against 3976 mg/kg), the levels of Fe, Na, Mg and P were consistent with the
generally known data (36; 378; 561 and 3435 mg/kg respectively).
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Table 2: Mineral Composition of Flavour Mixtures

Test Results, mg/kg

Tested Element

Aroma mixture Grill mixture 1 Grill mixture 2 Garlic product
Al 3.55+0.22 - 1.45+0.09 4.38+0.27
B - 0.74+0.03 0.80+0.01 0.52+0.02
Ba - 0.15+0.01 - 0.13+0.01
Ca - - 28.03+1.17 25.21+1.11
Cr 0.50+0.02 2.50+0.12 4.80+0.33 0.11+0.01
Cu 1.15+0.07 - 0.75+0.04 0.33+0.02
Fe 2.50+0.11 7.87x0.41 16.00+£1.20 6.22+0.38
Li - 1.48+0.09 - 2.88+0.13
Mg 0.60+0.02 2.50+0.14 3.45:0.25 65.20+3.04
Mn 0.30+0.01 1.75+0.12 - 0.27+0.01
Mo - - - 0.047+0.002
Na 25.00+1.90 94.90+4.18 28.00+1.81 75.52+5.08
P 2.50+£0.12 115.02+8.32 7.50+0.44 496.11+20.41
Pb - - - 0.088+0.003
Si 1.50+0.08 161.14+9.16 - 381.09+17.63
Sn 0.10+0.01 0.10+0.01 0.10+0.01 0.13+0.01
Sr - 0.05+0.01 - 0.26+0.02
Te - 1.60+0.08 - 2.28+0.14
Ti - - - 0.59+0.02
\Y - - - 0.11+0.01
W - - - 0.096+0.004
Zn 4.50+0.20 12.50+1.03 7.50+0.31 3.15+0.16

The ‘grill spice mix 2’ had relatively high levels of Ca, Cr, and Fe. At the same time Si was not detected in its
mineral composition, despite the presence of the anti-caking agent E551 (silica), as stated by the manufac-
turer.

The ‘Grill mixture2’ composition was distinguished by the increased content of Mn, Na, and Zn, the aroma
mixture — only in Cu content.

It is a known fact that small doses of a substance, if consumed frequently, can pose a greater threat to the
human body than large but rarely consumed ones. For example, citric acid (E330), the content of which in
products is not regulated, can cause an attack in patients with stomach ulcer [10]. If we refer to the list of
ingredients in the tested products, we can notice the presence of E627 and E631 in the aroma mixture and
E450 in the grill mixture. According to a number of experts, these are harmful components because they can
cause intestinal and stomach disorders [7, 8]. So, it is vital to understand which food additives need to be
excluded from a person’s diet, which are especially dangerous, and which are safe to consume from time to
time in small quantities as part of meat products [10].

5. Conclusions

The tested food flavour mixtures met the regulations in terms of organoleptic, physical, and chemical
parameters. However, the garlic sample revealed the presence of edible salt, not declared by the manufacturer.
Dietary fiber was present in all the tested products. The garlic sample stood out from the other products under
study because of the high content of Al, Li, Mg, P, Si, Sr, Te, and presence of Mo, Ti, V, and W. The ‘grill spice
mix 2’ had relatively high amounts of Ca, Cr, and Fe, but did not contain Si, declared by the manufacturer
as part of E551. Grill Combi PF composition was distinguished by the increased content of Mn, Na, and Zn,
whereas Aroma Perfect — Cu.
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1. Osszefoglalas

Hattérinformdcid: Az egészség meglrzésének egyik legfontosabb eleme az egészséges taplalkozas.
Egyes étrendek, mint a flexitarianus, vegetarianus és vegan taplalkozasi trendek tarsithatok az egészséges
életmoddal, melynek kdszdnhetben napjainkban egyre népszerlibbé valtak.

Cél: Kéziratunk megirasanak célja az, hogy attekintést adjon a flexitarianus, vegetarianus és vegan étrendek
jellemz@irdl, a kritikai elemzésnek alavetett és dsszehasonlitott szakirodalmak segitségével.

Mddszerek: A cikk anyagahoz a Google Scholar, Medline, PubMed és Science Direct adatbazisokban
elektronikus keresést végeztink. A kéziratunk 6sszefoglalja a flexitarianus, vegetarianus és vegan étrendekrdl
gyujtott cikkek informacioit, tovabba keresi a taplalkozasi iranyzatok 6sszefliggéseit is.

Eredmények: A vegan (100%-ban névényi alapu étrend), vegetarianus (ndvényi eredetl termékekben gazdag
étrend) és flexitarianus (névényi alapu, de a min8ségi allati eredet(i termék (pl.: hus) fogyasztast elényben
részesitd étrend) taplalkozasi iranyzatok kerlltek az eredmények kdézéppontjaba.

Kévetkeztetés: A flexitarianus, vegetarianus és vegan étrendek a taplalkozasi ajanlasok betartasaval
hozzajarulnak az egészséges életmdédhoz és a fenntarthaté mezégazdasaghoz. A diétak kozos alapja a
természeti értékek megbecsiilése és az egészség megdrzése.
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2. Bevezetés

Az egészséges taplalkozas nagyban hozzajarul az egészséges életmddhoz és a betegségek megelézéséhez
[1, 2, 3]. Ezért szamos egészséges taplalkozasra vonatkozo ajanlast fogalmaztak meg a taplalkozastudoma-
nyi szakemberek hazai és nemzetkdzi szinteken. Ezek kozlil a legUjabb ajanlas az OKOSTANYER (1. dbra).

w
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1. dbra. OKOSTANYER a kiegyenstilyozott étkezésért (médositott séma) [4]

Az OKOSTANYER legnagyobb aranyban (V2 részben) véltozatos és szines formaban van tele zéldségekkel és
gyumolcsokkel. A burgonya magas vércukoremel6 hatasa miatt nem ezen egységben foglal helyet [4].

A teljes ki6rlés(i gabonaféléknek az egészséges taplalkozasban is nagy szerepe van, melyek az OKOSTA-
NYER-ban ¥ részt foglainak el. Tébbek kozott a teljes kibrlési buza, arpa, quinoa, zab vagy barna rizs is jelen-
t8s hatassal vannak a human szervezet egyensulyi allapotaira (példaul a vércukor- és inzulinegyensulyra) [4].

A fehérjeforrasok (az OKOSTANYER % -ét foglaljak el, mint hal, baromfi, bab, dié) szintén hozzajarulnak
az egészséghez a fogyasztasi ajanlasok betartasaval. A legtdbb fehérjeforrasnak jo kiegészitdi lehetnek a
salatak az étlapon, mig a vords husok vagy a feldolgozott husipari termékek (szalonna, kolbasz) mérsékelt
fogyasztasa ajanlott [4].

Az egészséges ndvényi olajok, példaul az oliva, a repce, a szbjabab, a kukorica, a napraforgo és a foldimo-
gyoro olaj mértékletes fogyasztasa javasolt. Az ivéviz a legegészségesebb folyadékforras, igy annak fogyasz-
tasa ajanlott a cukros italok vagy gyimolcslevek helyett [4].

Mindemellett az OKOSTANYER legfébb lizenete az, hogy a legnagyobb hangsulyt az étrend minéségére fek-
tesslink, példaul arra, hogy milyen tipusu szénhidratokat vagy zsiradékokat hasznaljunk [4].

Az egészséges taplalkozas alapelvei mellett szamos alternativ taplalkozasi iranyzat kerilt a fokuszba, amelyek
kozll a flexitarianus [5], a vegetarianus [6] és a vegan [7] étrendek a legjelentsebbek. Ezek a széles kdrben
ismert és kovetett taplalkozasi trendek jol strukturdlt formaban maximalizaljak az emberi energia- és tapanyag-
szlikségletet. Tovabba a flexitarius, vegetarianus és vegan taplalkozasi iranyzatok szoros dsszefliggést mutat-
nak az 6koldgiai gazdalkodas, a kdrnyezetbarat és a fenntarthaté mezégazdasag filozofigjaval [8, 9].

A kézirat 16 célja a flexitarianus, vegetarianus és vegan taplalkozasi iranyzatok jellemz8inek bemutatasa. To-
vabba fontosnak tartottuk a bemutatott taplalkozasi trendek taplalkozas- jellemz8inek 6sszehasonlité elem-
zését az egészséges taplalkozas nyujtotta lehetéségekkel.

3. Anyag és modszer

Az attekintd dolgozat elkészitéséhez elektronikus keresést végeztiink a Google Scholar, Medline, PubMed
és Science Direct adatbazisokban. A kulcsszavak kozott a flexitarianus, vegetarianus, vegan, egészséges
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taplalkozas, fenntarthaté mez&gazdasag, biogazdalkodas szerepeltek. Kéziratunkat a legujabb és legjelen-
t6sebb irodalmak elemzésével végeztik, hogy bemutassuk a flexitarianus, vegetarianus és vegan étrendek
jelent6ségét az egészséges életmadd és az egészséges taplalkozas szempontjabdl.

4. Eredmények

4.1. A flexitarianus étrend

A flexitarianus kifejezést el6szor 1992-ben fogalmaztak meg, amely az utébbi idében egyre népszertibb tap-
lalkozasi iranyzatta nétte ki magat. A flexitarianusok (a flexibilis és vegetarianus szavak &sszevonasaval:
srugalmas vegetarianusok”) féként novényi eredetl élelmiszereket valasztanak. Emellett fogyasztanak hust
és egyéb allati eredetl termékeket is. A diéta nem kdveti a merev szabadlyokat, de figyel a husfogyasztas
mennyiségének és gyakorisaganak csokkentésére. A flexitarianusok nem korlatozzak étkezési terviikben a
fogyasztasra szant husok tipusat sem [10]. A vizsgalt taplalkozasi iranyzatok kozil a vegan étrend kilénbdzik
leginkabb a flexitarianus étrendtél. A veganok csak novényi eredetl ételeket fogyasztanak. Az egészséges
taplalkozas elvét kovetd flexitarianus diéta lehetévé teszi az dsszes makro- és mikrotapanyag (pl. komplex
fehérje vagy B,, vitamin) biztositasat az emberi szervezet szamara a minéségi husfogyasztas altal (2. abra).

MERTEKKEL
FOGYASZTANDO

FOGYASZTASRA
AJANLOTT

TEJES
TEJTERMEKEK

e

GYUMOLCSOK ES ZOLDSEGEK

KEZDETBEN HALADOKNAK MESTERSZINTEN
2 HUSMENTES NAP A HETEN 3-4 HUSMENTES NAP A HETEN 5 HUSMENTES NAP A HETEN

2. abra: Flexitarianus taplalkozasi piramis (modositott séma) [11]

Szamos tanulmanyt végeztek a flexitarianus étrend mélyebb megismerése céljabdl, amelyek kdzll néhanyat
az 1. tablazatban foglaltunk dssze.

1. tabldzat: A flexitarianus étrend megismerésére szolgald irodalmi hivatkozasok

A kézlemények téemai Hivatkozasi szam
Motivaciok és jovébeli tervek a flexitarianus étrendben [12]
A flexitarianus fogyasztok felmérése [13]
A flexitarianus étrend egészséguigyi és kdrnyezeti hatasai [14]
Flexitarianus
étrend T o iy
Flexitarianus étrend az egészséges bolygoért [15]
A flexitarianus és vegan étrend koltségei, kdrnyezeti és egészségligyi hatasai [16]
Flexitarianus, vegetarianus és pescetarianus étrend [17]
Flexitarianizmus Hollandiaban [18]

4.2. Vegetarianus étrend
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A vegetarianizmus névényben gazdag specidlis étrend. Altaldban a vegetarianizmus alatt a his és a hisalap
termékek kizarasat értjik az egyén étrendjébdl. A vegetarianizmusnak azonban kilénb6z8 tipusai vannak,
mint példaul az ovo-vegetarianus, a lakto-vegetarianus és a lakto-ovo-vegetarianus étrend, amikor az embe-
rek allati eredetl termékeket, példaul tojast, tejet vagy tejtermékeket fogyasztanak (példaul: sajt). A legtdbb
esetben a vegetarianus étrend megvalasztasa pozitiv hatassal van az emberi szervezetre. Egyes esetekben
azonban, a vegetarianizmus az életminéségre is negativ hatassal lehet (példaul vas- vagy B, ,-hiany alakulhat
ki), a hus kertlilése vagy az allati eredetl termékek fogyasztasanak hianya miatt. Fontos megemliteni, hogy
kllénbozé tényezdk is vezethetnek a vegetarianus étrend adaptalasahoz, mint példaul etikai megfontolasok,
a vegetarianizmus jétékony hatasai az emberi egészségre vagy kérnyezeti hatasok [6] (3. abra).
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3. dbra: Vegetarianus taplalkozasi piramis (mddositott séma) [19]

Szamos tanulmany szliletett a vegetarianus étrenddel kapcsolatban, amelyek kézil néhanyat a 2. tablazat-
ban foglaltunk 6ssze. Egyes esetekben olyan publikacidkat talaltunk, melyek a vegan étrenddel valé 6ssze-
hasonlitasat is magukba foglaljak.

2. tabldzat: Fedezze fel a vegetarianus étrendet kiilénbdzé tanulmanyokkal

A kézlemények témai Hivatkozasi szam
A vegetarianus étrend és a cukorbetegség [20]
A vegetarianus étrend és az egészség [21]
Vegetarianus csecsemdk, gyermekek és serdiilék [22]
A névényi alapu étrend és a testtdmeg Osszefliggései [23]
Veg;i‘a;l;l;inus N&vényi alapu étrend és az agy egészsége [24]
Vegetarianizmus és |. tipusu (;uk,orbet,eg’ség Osszefliggései a gyermekek [25]
taplalkozasaban
A vegetarianizmus és a vérnyomas 6sszefliggései [26]
A vegetarianizmus és a sziv- és érrendszeri betegségek 6sszefliggései [27]
Vegetarianus gyerekek és serdulék Németorszagban [28]
Indiai vegetarianus étrend [29]
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4.3. Vegan étrend

A veganizmus f6 jellemzéje, hogy tiltja az allati eredet(i termékek fogyasztasat. A vegan étrend egyre jobban lat-
hatéva valik a kozosségi médiaban, kdszdnhetben az Uj informacidknak, tapasztalatoknak és a témaval kapcso-
latos nyilt vitaknak. Az étrend kdvetése szamos hasznos egészségigyi elénnyel rendelkezhet, példaul hozza-
jarulhat a sziv- és érrendszeri betegségek, 2-es tipusu cukorbetegség és a rak kockazatanak csokkentéséhez.
A veganizmus a teljes életmodot korildleld taplalkozasi iranyzat, amely sok esetben etikai meggy6z6désbdl is
adddik. A rosszul 6sszedllitott 100 %-ban névényi alapu étrend hajlamosithatja az egyéneket makrotapanyagok
pl.: fehérjék és mikrotapanyagok pl.: B, ,-vitamin, D-vitamin, vas-, cink-, kalcium- és jod hianyara. Ezek a makro-
és mikrotapanyagok nélkllozhetetlenek a szervezet normal mikddéséhez. A vegan étrend potencidlis hatassal
van az emberi egészségre, a fogyasztott élelmiszerek hatéanyag tartalmaval, mint antioxidansok (polifenolok),
mikrotapanyagok (C-, E-vitamin) és szénhidratban gazdag élelmiszerek [30] (4. abra).

ZSIRSAVAK,
B12 ES D VITAMIN

2-3 ADAG 2-3 ADAG

LEGALABB LEGALABB
2 ADAG 2 ADAG

6-11 ADAG

4. abra: Vegan taplalkozasi piramis (mddositott séma) [31]
A kézirat tovabbi részében 6sszegyljtottiink néhany relevans kéziratot a vegan étrendrdl (3. tablazat).
3. tablazat: A vegan étrend jellemzdit sszefoglald irodalmi hivatkozdasok

A kézlemények téemai Hivatkozasi szam

A vegan taplalkozasi iranyzat elemzése [32]

Informacidk a vegan étrendrdl [33]

Nemek kozotti kiildonbségek a veganok/vegetarianusok kozott [34]
Vegan
etrend

A vegetarianus és vegan taplalkozasi iranyzat pszichopatoldgidja [35]

A vegan férfi [36]

A veganizmus és a gyermekkori ételallergia [37]

A veganizmus és a férfiak [38]
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Végezetll a ndvényben gazdag étrend és a 100 %-ban ndvényi alapu étrend dsszehasonlitasa lathaté a ve-

gan és vegetarianus emberek taplalkozasi piramisan keresztil (5. abra).

i) 100% NOVENYT
g ALAPU ETREND

Bl

NOVENYEKBEN
GAZDAG ETREND

5. dbra: N6évényekben gazdag étrend é€s 100%-ban névényi alapu étrend (Mddositott séma) [39]

5. Kovetkeztetés

Az dsszehasonlitott étrendek kozll a flexitarianus biztositja a szervezet szamara a legbiztonsagosabb ta-
panyagbevitelt a j6 mindségl husfogyasztas révén. A vegetarianus étrend bizonyos tipusai (pl.: ovo-lakto
vegetarianus étrend) szintén hozzajarulnak az emberi szervezet makro- és mikrotapanyag-szikségletének
teljes kielégitéséhez. A vegan (100 %-ban névényi alapu taplalkozasi iranyzat) étrend kdvetSinek szamos
jotékony hatasa mellett feheérje-, B, ,-vitamin és vashiany is el6fordulhat. Vegan étrend esetén ezeknek az
OsszetevOknek a potlasa sziikséges. Emellett mindharom étrend kulcsszerepet jatszik a modern, fenntarthato

taplalkozasban, a fenntarthaté mezégazdasagban és a kérnyezetvédelemben.
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1. Abstract

Background: Healthy eating is one of the main factors of maintaining health. Certain diets such as flexitarian,
vegetarian and vegan can be associated with a healthy lifestyle. These diets have recently become more
common.

Aim: This review aims to summarize the characteristics of a flexitarian, vegetarian, and vegan diet by
comparing these specific nutritional trends through the processed literature.

Methods: Electronic searches were performed on the Google Scholar database, Medline, PubMed, and
Science Direct. The manuscript summarizes publications on flexitarian, vegetarian, and vegan diets.
Furthermore, it examines the relationships between different nutritional trends as well.

Result: The summarized vegan (100% plant-based diet), vegetarian (plant-rich diet), and flexitarian (plant-
based with high-quality meat consumption diet) have become the focus of results through this literature.

Conclusion: Flexitarian, vegetarian and vegan diets contribute to a healthy lifestyle and sustainable agriculture
by following nutritional recommendations. The common basis of diets is to appreciate natural values and
maintain health.
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2. Introduction

Healthy eating contributes greatly to ahealthy lifestyleand disease prevention[1, 2, 3]. Severalrecommendations
for healthy eating have now been described by nutritionists. Of these, the latest recommendation is the
Healthy Eating Plate (Figure 1).
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Figure 1. Healthy Eating Plate for a balanced meal (Modified scheme) [4]

Most of the Healthy Eating Plate (1/2 of the plate) is filled with vegetables and fruits in varied and colourful
forms. Potatoes don’t count as vegetables on the Healthy Eating Plate because of their negative effect on
blood sugar in the human body [4].

Whole grains also have a big role in healthy eating (1/4 of the plate). The whole and intact grains like whole
wheat, barley, wheat berries, quinoa, oats and brown rice have a significant effect on health balance (for
example, blood sugar and insulin balance) [4].

The protein sources (1/4 of the plate: fish, poultry, beans, nuts) are all healthy. Most protein sources can be
mixed with salads in healthy eating plans. It is also recommended to limit the consumption of red meat or
processed meats (bacon, sausage). In addition, consumption of healthy vegetable oil such as olive, canola,
soybean, corn, sunflower and peanut in moderation is recommended. Furthermore, drinking water is better
than other alternatives such as sugary drinks or juices [4].

However, the main message of the Healthy Eating Plate (Smart Plate) is to focus highly on diet quality, for
example, the types of carbohydrates or healthy oil people use [4].

In addition to the principles of healthy eating, several specific nutritional trends have been the focus, of
which flexitarian [5], vegetarian [6] and vegan [7] are the most significant. These widely known and followed
nutritional trends, in a well-structured form, maximize human energy and nutrient needs. Furthermore, the
flexitarian, vegetarian and vegan dietary trends and their guidelines are closely related to the importance of
organic farming, environmental friendliness and sustainable agriculture [8, 9].

The purpose of the manuscript is to present the characteristics of flexitarian, vegetarian, and vegan eating
trends. Furthermore, the manuscript considers it important to have a comparative analysis of the presented
nutritional trends and the characteristics of a healthy diet.

3. Material and method

Electronic searches were conducted on Google Scholar database, Medline, PubMed and Science Direct. A
further search was conducted on internet. The search items included flexitarian, vegetarian, vegan, healthy
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nutrition, sustainable agriculture, organic farming. This review was conducted to demonstrate the importance
of flexitarian, vegetarian, and vegan diets for healthy living and healthy eating.

4. Results
4.1. The flexitarian diet

The term flexitarian was first used in 1992 and has recently become an increasingly popular nutritional trend.
The flexitarians (‘flexible vegetarian’) choose mainly plant-based food products. However, they also eat meat
and other animal-based products. This diet doesn’t subscribe to a rigid set of rules but pay attention to re-
duce quantity and frequency of meat consumption. The flexitarians don’t limit the type of meat on their eating
plan [10]. Furthermore, the vegan diet is very different from the flexitarian diet. The vegans eat only plant-
based foods. The flexitarian diet, following the principle of a healthy diet, allows the necessary intake of all
macro —and micronutrients (for example: complex protein or B,,) into the human body with the completeness
of meat consumption and moderation (Figure 2).

SPICES,
SUGARS,
FATS. OILS

TEMPEH, TOFU | GRAINS

FRUITS AND VEGGIES

Figure 2: Flexitarian eating pyramid (Modified scheme) [11]

A number of studies have been conducted to explore the flexitarian diet, some of which are summarized in
Table 1.

Table 1: Explore the flexitarian diet with different studies

The topic of the publications References
Motivations and future intentions in flexitarian diet [12]
Finding flexitarians from consumers [13]
Health and environmental effect of flexitarian diet [14]
Flexitarian diet
Flexitarian diet for health planet [15]
Cost, environmental and health effect of flexitarian and vegan diets [16]
Flexitarian, vegetarian and pescatarian diets [17]
Flexitarianism in Netherlands [18]
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4.2. The vegetarian diet

Vegetarianism is a plant-rich special diet. Generally, vegetarianism is understood as the exclusion of meat
and meat-based products from an individuals diet. However, vegetarianism has different types such as ovo-
vegetarian, lacto-vegetarian, and lacto-ovo-vegetarian diet, when people consume products of animal origin
such as eggs, milk or dairy products (for example: cheese). In most cases, the choice of a vegetarian diet has
positive effects on the human body such as better physical health. In contrast, vegetarianism also could have
a negative effect on the quality of life (for example: iron or B,, deficiency) because of the avoidance of meat
or lack of animal product consumption. It is important to mention, different reasons can lead to the adaption
of a vegetarian diet such as ethical considerations, beneficial effects to human health of vegetarianism or

environmental impact [6] (Figure 3).

A number of studies have been conducted on the vegetarian diet, some of which are also summarized in
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* A reliable source of vitamin B12 should be included if no dairy or eggs are consumed.

Other lifestyle recommendations:daily exercise, water, sunlight

Figure 3: Vegetarian eating pyramid (Modified scheme) [19]

Table 2. In some cases, these sources also include a comparison with the vegan diet.

Table 2: Explore the vegetarian diet with different studies

The topic of the publications References
Vegetarian diet and diabetes [20]
Vegetarian diets and health [21]
Vegetarian diets in infants, children and adolescents [22]
Plant-based diet and weight [23]
Vegetarian diet Plant-based diet and brain health [24]
Vegetarianism and diabetes | type in children nutrition [25]
Correlation between vegetarianism and blood pressure [26]
Vegetarianism and cardiovascular disease [27]
Vegetarian children and adolescents in Germany [28]
Indian vegetarian diets [29]
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4.3. The vegan diet

Veganism prohibits the consumption of animal products. The vegan diet is becoming more visible in social
media thanks to new information, experiences and open discussions regarding this topic. It has several useful
health benefits such as reduced risk of cardiovascular diseases, type Il diabetes and cancer. Furthermore,
veganism is a product of strong ethical beliefs in individual lifestyles. Poorly 100 % plant-based diet can pre-
dispose individuals to macronutrient such as protein, and micronutrient including vitamin B
zinc, calcium and iodine deficiencies. These macro -and micronutrients are necessary to implement in diets.
However, vegan diets have a potential effect in human health with antioxidants (polyphenols), micronutrients

(vitamins C, E) and carbohydrate-rich food [30] (Figure 4).

FATTY ACIDS,
VITAMINS, B12 AND D

12?

BETWEEN BETWEEN
2ZANDS3 2ZANDS3
SERVINGS SERVINGS
2 OR MORE 2 ORMORE
SERVINGS SERVINGS

Figure 4: Vegan eating pyramid (Modified scheme) [31]

In the remainder of the manuscript, we collected some relevant manuscripts about the vegan diet Table 3.
Table 3: Explore the vegan diet with different studies

BETWEEN
6AND 11
SERVINGS

vitamin D, iron,

Vegan diet

The topic of the publications References
Analysis of vegan eating [32]
Information about vegan diet [33]
Gender differences between vegans/vegetarians [34]
Psychopathology of vegetarians and vegans [35]
Vegan men [36]
Veganism and paediatric food allergy [37]
Veganism and men’s [38]
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The following is a comparison of plant-rich diet and 100% plant-based diet through the eating pyramid for

vegan and vegetarian people (Figure 5).

100 %
PLANT-BASED

PLANT-RICH

Figure 5: Plant-rich diet and 100% plant-based diet (Modified scheme) [39]

5. Conclusion

Among the diets compared, flexitarian provides the safest nutrient intake for the body through high-quality
meat intake. Some types of vegetarian diet (e.g., ovo-lacto) also contribute to the full satisfaction of macro-
and micronutrient requirements in the human body. Followers of a vegan (100% plant-based) diet may have
protein, vitamin B,, and iron deficiency in addition to many beneficial effects. In the case of a vegan diet, it is
necessary to supplement these components. In addition, all three diets play a key role in modern, sustainable

nutrition, sustainable agriculture and environmental protection.
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Az MTA Elelmiszeranalitikai
Bizottsaganak beszamolodja

Kormosné Bugyi Zsuzsanna, Muskovics Gabriella, Tomosk6zi Sandor (Budapesti Mliszaki és Gazdasag-
tudomanyl Egyetem, Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomanyi Tanszék, Gabonatudomanyi
és EIeImlszermlnoseg Kutatécsoport): Elelmiszerekkel szemben jelentkezd tilérzékenységi reakciok
helye és szerepe az élelmiszerbiztonsagi rendszerekben

Az élelmiszerek bizonyos komponensei kilénbdzd tipusu tulérzékenységi reakcidkat valthatnak ki az arra ér-
zékeny emberek szervezetében. Ezek kdzll a legjelentdsebbek kbzé tartoznak a klasszikus élelmiszerallergi-
ak, valamint a lisztérzékenység vagy cdliakia. K6zds vonasuk, hogy kezelésik jelenleg csak élethosszig tartd
eliminécios diétaval oldhatdé meg. Ennek tdmogatasara az élelmiszerallergének jogszabalyban meghatarozott
korének jelenlétét kotelezd feltiintetni a termékek csomagolasan, mig a gluténmentes termékek jeldléséhez
klilon hatarérték is rendelkezésre all. Mivel a térvényi szabalyozas a véletlen keresztszennyezédésekre nem tér
ki, valamint allergénekre hatarértéket nem fogalmaz meg, jelentésen elharapdztak a kockazatértékelést gyakran
teljesen nélkiilozé ,nyomokban tartalmazhat” tipusu un. elévigyazatossagi jeldlések, melyek egyrészt felesle-
gesen korlatozhatjak, masrészt kockazatvallalé magatartasra sarkallhatjak az érintett fogyasztokat. A probléma
megoldasahoz egyrészt megfelel6 allergénmenedzsment Utmutatok sziikségesek az ipar szamara, melynek leg-
Ujabb igéretes alternativaja a Codex Alimentarius 2020-ban megjelent Utmutatéja. Emellett pedig szilkség van
az elévigyazatossagi jeldlések megreformalasara és kockazatértékelési alapokra helyezésére, melynek alapjat
varhatoan a kiilonb6z6 allergénekhez kiiszébdozisokat meghatarozé VITAL program fogja megteremteni.

Muskovics Gabriella, Kormosné Bugyi Zsuzsanna, Tomoskézi Sandor (Budapesti Mliszaki és Gazdasag-
tudomanyl Egyetem, Alkalmazott Biotechnoldégia és EIeImlszertudomanyl Tanszék, Gabonatudomanyi
és Elelmiszermindség Kutatécsoport): Az allergénanalitika lehetdségei és kihivasai: fokuszban a glutén

Agabonafélékfogyasztasaazelénydk mellettazarraérzékenyek szamarahatranyokkalisjarhatatulérzékenységi
reakciok kialakulasa miatt. Biztonsagos gluténmentes élelmiszerek biztositasahoz szlikséges, hogy a glutént
a jogszabalyi hatarértéknek (20 mg/kg) megfeleléen képesek legylink az élelmiszerekbdl megbizhatéan
meghatarozni. Erre a célra kiilénbdz6 mddszercsaladok allnak rendelkezésilinkre, melyek egy része a fehérjék
meghatarozasan alapul, mint az immunanalitikai, elvalasztastechnikai, vagy témegspektrometriat alkalmazé
proteomikai médszerek.

A rutinanalitikaban leginkabb az ELISA-mddszer terjedt el az immunmaddszerekre jellemzd specifikussaga,
jO érzékenysége és egyszerlisége miatt. A kereskedelmi forgalomban referencia mddszer hianyaban tébb,
mint 20-féle kulénb6z8 glutén ELISA-teszt kaphatd, melyek eltérd antitestekkel, kalibraléanyagokkal és
mintael8készitési mddszerekkel mikddnek, ennek kdvetkeztében a mért eredmények kozott jelentds
variabilitas tapasztalhato. A jelenség kivaltd oka nem kizarélag médszertani jellegti. A glutén fehérjék komplex
keveréke, emellett a fehérjék genetikai és kdrnyezeti valtozékonysaga miatt a kitek altal mért fehérjék és a
mérendd epitdpok mennyiségeis eltérd lehet. Afehérjék tovabbakulonféle médokon valtozhatnak afeldolgozasi
folyamatok soran, ami az analitikai mdédszerek hatékonysagara is hatassal lehet. A referenciamdédszer hianya
mellett nehézség a megfeleld, tanusitott referenciaanyag hianya is.

Kutatécsoportunk egy nemzetkézi kutatas keretei kdzott elészor buzaalapu referenciaanyag fejlesztéssel
kezdett foglalkozni, melynek soran sikerllt egy olyan lisztkeveréket elééllitani, amely megfeleléen modellezte a
vizsgalt nemzetkdzi buzaminta-sereget. A reprezentativ lisztkeverék alkalmazasaval a genetikai és kdrnyezeti
valtozékonysag altal okozott mérési hiba jelentésen cstkkenthetd volt. A buza mellett azonban a rozs és
az arpa fehérjéi is kivaltjak a rendellenes immunvalaszt, igy ezen gabonak mérése, illetve a referenciaanyag
fejlesztésbe vald bevonasa is indokolt.

A rozs és arpa mintak ELISA-eredményein jol megfigyelhet6 a genetikai valtozékonysag hatasa, illetve a
kiildnb6z6 kitek kdzotti eltérések ezzel 6sszevethetd mértékd variabilitasa is. Az ELISA- és a HPLC-s mérések
kozotti korrelaciok a rozs esetében viszonylag magasnak mondhatdk, azonban az ELISA-méréseknél a
gluténtartalom felllmérését tapasztaltuk. A buzaalapu kalibraldanyag és az arpafehérjék kozotti eltérések
a vartnal nagyobb hatassal voltak a kapott eredményekre. A specifikusan rozsra, illetve arpara eléallitott
referenciaanyagok eléallitasat kdvetéen célunk egy olyan univerzalis kalibraléanyag eléallitasa, mely mind a
buza, mind a rozs, mind az arpaeredet(i glutén méréséhez alkalmas.

Hegyi Adrienn, Baar Csaba (Campden BRI Magyarorszag Nonprofit Kft.): Az allergének kezelésének
gyakorlata az élelmiszeriparban

Az Elelmiszeranalitika és -minéség Munkabizottsagon elhangzott eladas célia az volt, hogy bemutassa
az allergénkezelés helyes ipari gyakorlatat és ravilagitson az ipari tapasztalatok alapjan fejlesztésre szoruld
terlletekre.
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A téma fontossagat mi sem bizonyitja, mint hogy az ételallergidban és -intoleranciaban szenved6 emberek
szama Magyarorszagon és vilagszerte is egyarant novekszik. Ennek kdszénhetéen, nemcsak élelmiszeripari
szakemberként, hanem fogyasztoként is egyre toébbet akarunk tudni az allergén- és intoleranciat okozdé
anyagokrol. Amennyiben lehetéséglink van ra, ugy kertljik alkalmazasukat és olyan élelmiszereket valasszunk,
amelyekrél megfeleld és pontos informacioval rendelkeziink ezen jellemzdk tekintetében.

A jogszabalyi hattér és az dnkéntes élelmiszerbiztonsagi szabvanyok révén az élelmiszergyartok alapvetd
és kotelezd fontossagunak tekintik az allergénkezelést, az allergén anyagok ismeretét és azonositasat, a
véletlenszerli keresztszennyezés lehetéségeinek és forrasainak szambavételét, és kockazatalapu allergén-
kezeld rendszert alkalmazasat. Tovabba nagyon fontos még a cimkézéssel kapcsolatos eléirasok betartasa
és az allergén-6sszetevék megfeleld mdédon torténd feltlintetése.

Egy felelésségteljes allergénkockazat-kezeld rendszer alkalmazasakoételezé az éleimiszeriparban. Erendszerek
helyes gyakorlata a teljes élelmiszerlancot lefedi. Egy ilyen rendszer a kdvetkezd elemeket tartalmazza: az
OsszetevBkre vonatkozé dokumentumok beszerzése, a sziikség szerinti beszallitdilanc-auditok elvégzése,
a GMP és GHP alkalmazasa, a folyamatok, alapanyagok és termékek rendszeres ellendérzése allergének
szempontjabdl (vizsgalatok a vallalat belsé ellenérzései révén és kiilsé laborokban elvégeztetett ellenérzé
mérések altal), a folyamatokban résztvevé emberek képzése és oktatasa (allergénekrdl és az allergéntartalmu
anyagok, termékek kezelésérdl és ellendrzésérdl), stb.

Az élelmiszeripari Uzemekkel vald kozos fejlesztések, projektmunkak és atvizsgalasok soran dsszegydjtott
tapasztalatok alapjan elmondhatd, hogy annak ellenére, hogy sok esetben alkalmaznak allergénkockazat-
kezelést, ez a keresztszennyezddések lehet8ségeinek és forrasaink felkutatasara és szambavételére nem
mindig terjed ki. Tovabba a veszélyeket minimalizalo és kizard szabalyozasok tekintetében, s a szabalyozasok
megfeleléségét biztositd validalasoknal (példaul a takaritasi folyamatok validalasa) vannak még teend6k. Am
nem konnyiti meg az ellendrzést a rendelkezésre allé gyors mddszerek és az analitikai médszerek limitaltsaga
sem.

A szakmai forumok munkaja, a kozds gondolkodas, az élelmiszeripar munkajat segité ujabb Utmutatdk adap-
talasa az élelmiszeriparban lehet6séget teremtenek az allergénkezelés elemeinek fejlesztésére, tokéletesite-
sére.

Tovabbi informacidért keresse:

Campden BRI Magyarorszag Nonprofit Kft., 1096 Budapest Haller u.2
Tel: +36 14 331470

Email: campden@campdenkht.com

Weboldal: https://campdenbri.hu/

LinkedIn: https://www.linkedin.com/company/27062305
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Summary of the Food Analytical
Committee Workshop of the Hungarian
Academy of Sciences

Zsuzsanna Kormosné Bugyi, Gabriella Muskovics, Sandor Tomoskoézi (Budapest University of
Technology and Economics, Department of Applied Biotechnology and Food Science, Research Group
of Cereal Science and Food Quality): The role of food hypersensitivity reactions in food safety systems

Certain food components are able to trigger different hypersensitivity reactions in susceptible individuals. Of
these, the most prominent ones are classic food allergies and celiac disease. What they have in common is a
need for a lifelong elimination diet as the only possible way of treatment. To support this need, it is mandatory
to indicate the presence of a legally bound list of allergens on the package of food products, while for
labelling gluten-free foods there is even a threshold dose available. Regulations do not include instructions for
inadvertent allergen cross-contaminations and they do not provide thresholds for allergens, which resulted
in the proliferation of the ,may contain traces of” type of so-called precautionary labelling without actual
risk assessment. This either unnecessarily limits food choices for allergic consumers or encourages them
to take on risk-taking behaviors. The solution of this problem requires, on the one hand, suitable allergen
management guidelines for the industry, of which the latest promising candidate is the guideline published
by the Codex Alimentarius in 2020. Additionally, precautionary labelling must also be reformed and supported
by risk assessment tools, which are expected to be created by the VITAL project that aims to determine
threshold levels for different allergens.

Gabriella Muskovics, Zsuzsanna Kormosné Bugyi, Sandor Témosko6zi (Budapest University of
Technology and Economics, Department of Applied Biotechnology and Food Science, Research Group
of Cereal Science and Food Quality): Potentials and challenges in allergen analytics: focusing on gluten

Among the various benefits, cereal consumption may cause hypersensitivity reactions in some patients. For
providing safe gluten free food, quantitation of gluten is essential at the 20 mg/kg concentration limit declared
by EU legislation. Different methods are available for the determination of gluten in food, part of those are
protein-based methods such as immunoanalytical methods, separational techniques or proteomic methods
using mass spectrometry.

In routine analyses the most commonly used methods are ELISA tests due to their high specificity, sensitivity
and simplicity. In the lack of a reference method more than 20 different gluten ELISA kits are commercially
available applying different antibodies, calibration and sample preparation methods, therefore, the measured
gluten values have great variability. However, among the methodological differences this variability is also
caused by the complexity of the gluten proteins or the genetic and environmental variability that results in
different protein and epitope composition. Moreover, proteins in food may change during the processing
methods that may have a significant effect on the analytical results as well. Among the lack of a reference
method another critical point of gluten determination is that there is no certified reference material available.

As part of an international project our research group focused on wheat-based reference material development
first. A representative flour mixture was prepared that was appropriate for decreasing the genetic and
environmental variability among the examined cultivars. However, rye and barley proteins also trigger the
hypersensitivity immune reactions, thus they should also be measured and included in the reference material
development.

The gluten concentration of the rye and barley cultivars determined by the ELISAs show a great genetic
variability and results between the two applied methods have the same extent as the differences between
the cultivars. In case of the rye samples the correlations between the ELISA and the chromatographic results
were high, however an overestimation of the gluten content was observed. In case of barleys the differences
between the wheat calibrator and the barley proteins may have a greater effect than it was presumed. After
preparation of a specific rye and barley reference material, development of a universally applicable wheat-
rye-barley mixture may also be considered.

Adrienn Hegyi, Csaba Baar (Campden BRI Magyarorszag Nonprofit Kft.): Allergen management in the
food industry

The presentation given in the framework of Food Analysis and Quality Work Commission summarized good
industry practices in allergen management. It highlighted the areas that need improvement based on industry
practice.
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The growing number of people with food allergies and intolerances in Hungary and worldwide demonstrates
the importance of this topic. As a result, not only as food professionals but also as consumers, we want to
know more and more about substances causing allergies and intolerances. We avoid their use and/or choose
foods with adequate and accurate information on these characteristics where possible.

Through the legislative background and voluntary food safety standards, food manufacturers consider
allergen management, knowledge and identification of allergenic substances, the identification of possibilities
and sources of cross-contamination, and the use of risk-based allergen management systems as essential
and mandatory. Compliance with labelling requirements and the appropriate declaration of allergens are also
crucial.

Implementing a responsible allergen risk management system is mandatory in the food sector. With the
following elements, it should cover the whole value chain: obtaining ingredient documentation, carrying
out supply chain audits if required, applying GMP and GHP, regular inspection of processes, raw materials
and products for allergens (internal inspections by the company and measurements carried out in external
laboratories), training of staff involved in the processes (on the handling and control of allergenic materials
and products), etc.

The experience from collaborative work, projects, and audits of food businesses suggest that, although food
companies often use allergen risk management, not each case includes proper identification and evaluation
of the cross-contamination risks and sources. It has to be mentioned that there is still room for improvement
in control and monitoring activities to minimize and exclude hazards and validations to ensure the adequacy
of such activities (e.g. validation of cleaning processes). The limitation of the available rapid methods and
analytical techniques can also pose obstacles and create more challenges for the food sector.

The work on the professional forums, collective thinking and discussion, and the adaptation of new guidelines
will create opportunities to develop and improve the elements of the allergen management system to help
the sector.

For more information, please contact:

Campden BRI Magyarorszag Nonprofit Kft., 1096 Budapest Haller u.2
Phone: +36 14 331470

Email: campden@campdenkht.com

Website:https://campdenbri.hu/

LinkedIn: https://www.linkedin.com/company/27062305
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