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Kedves Olvasodink!

A nyar id&jarasa szeszélyes volt, mintha a ta-
vasz ,minden csinyre friss’” aprilisa terjesz-
tette volna ki a hatalmat az idei esztendében.
A lehullott szokatlan mennyiségl csapadék
megnehezitette a gabona betakaritasat. A pa-
ras, csapadékos iddjaras miatt a szakemberek
aggodva vartak a learatott buza minéségének
elsé vizsgalati eredményeit. Az élet — ahogyan
a magyar nyelv a buzat az ,6t” megillet§ patosszal illeti — nem
szenvedte meg tulzottan a kedvezdtlen iddjarasi korlilményeket.
Egy szakmai rendezvényen? elhangzott el6adas alapjan bizhatunk
benne, hogy az Uj kenyér 2014-2015-ben is j6 minéségl alap-
anyagbol készillhet.

Szerkesztéséglink nagy 6rémére szolgalt, hogy az uj kenyér alap-
anyagaval kapcsolatos dolgozat képezheti 6szi szamunk vezetd
anyagat, amely Békés Ferenc akadémiai székfoglald eléadasanak
irdsos valtozata. A kézirataban 106 irodalmi hivatkozas — k6zottik
sajat kutatdmunkajanak eredményei — alapjan értekezik a buza si-
t6ipari minéségének bioldgiai és molekularis bioldgiai hatterérdl,
a buza és a bel6le készilt liszt korszer( vizsgalati médszereirdl.
A vilagban egyre nagyobb teret hoditanak a géntechnoldgiat alkal-
mazo6 monokulturas technolégiak. A molekularis bioldgia vivma-
nyainak azonban nemcsak elényei vannak, de sajnos valdésagos
hatranyaival és veszélyeivel is szembe kell nézniink. A glifozat-to-
lerans transzgénikus novények vetésteriiletének ndvekedésével a
Fold termétertletén szamolnunk kell a gyomirtd szer maradékai-
nak feldusulasaval. A Szigeti-Suszter-LaszIé szerz6harmas cikke
a glifozat élelmiszerekbdl végzett analitikai vizsgalatanak lehetd-
ségeit ismerteti.

Farkas Jozsef akadémikus és Mohacsiné Farkas Csilla dolgoza-
tanak témaja indirekt moédon Kozép-Eurdpa éghajlatanak valtoza-
sahoz kapcsolédik. A felmelegedd, gyakran paras idéjaras kedvez
a mikroszkopikus gombak altal termelt toxinok keletkezésének. E
rendkivil veszélyes vegylletek — mintha csak intelligens mdédon
alcazni akarnak magukat — arra is képesek, hogy kilénbdz6 biolo-
giai képletekhez kotédve ,alarcot” viseljenek, hogy az élelmiszere-
ket vizsgalo analitikus szeme el8l mintegy elbujjanak.

Belak Agnes kéziratdban pedig mar egyenesen harcolnak a mik-
roorganizmusok. A patogén és romlast okoz6 mikrobak szaporo-
dasat a mikrovilag belsé szabalyainak iranyitott alkalmazasaval
ugyanis oly médon tudjuk korlatozni, ahogyan a keleti klizd&spor-
tokat mUiveld ember az 6t megtamado fél energidjat hasznalva
védi meg magat kiléndsebb eré alkalmazasa nélkiil.

Egy cikksorozat részeként jelentetjik meg a Csdka-Tolnay-Sza-
b6 munkacsoport kdvetkezd tanulmanyat, amelyben a harsméz
enzimhaztartasanak valtozasat elemzik a méz technoldgiai keze-
lésének és tarolasi korllményeinek fliggvényében. A méz diasz-
tazaktivitasanak mértéke egyébként e nemes élelmiszer hamisitat-
lansaganak egyik jellemzdje is. JOl illeszkedik a témahoz Nagy Eva
és szerzétarsainak izgalmas kézirata, amelyben a gyogyndvények
jotékony hatasu hatéanyagainak mézekbdl tortént kimutatasarol
értekeznek, miutan a méhészetben a méhek takarmanyaba gyogy-
névénykivonatot tartalmazé komponenseket kevertek.

Németh Zsuzsanna és szerz6tarsainak cikke izgalmas kérdést
targyal: bizonyosak lehetlink-e abban, hogy a kereskedelemben
kaphato fert6tlenité szerek hasznalataval megoldottuk egy élel-
miszeripari Uzem, raktar, forgalmazé hely kémiai alapon végzett
mikrobioldgiai mentesitését? A valasz: nem! A szerz6ék vizsgalati
eredmeényei alapjan ugyanis nem ritka az olyan fertétlenité készit-
mény, amely él6 mikroorganizmusokat tartalmaz.

Nemzeti szabvanyositasi hireinket a Magyar Szabvanylgyi Testu-
let munkatarsai, Kurucz Csilla és Csik Gabriella allitotta 6ssze, 6szi
szamunkat pedig a mar hagyomanyossa valt kitekinté rovatunkkal
zarjuk.
Oktoberi szamunk forgatasahoz kellemes és hasznos idétoltést
kivanok:

—~

G

s
Dr. Szigeti Tamas Janos
f6szerkesztd

1 Téth Arpad: Aprilis
2 Ireks-Stamag Kft. szakmai rendezvény, Komarom, 2014. augusztus 26-28. Halasi Tibor eléadasa

Dear Readers,

The weather of this summer was as capricious as if the
spring power of April, ,ready for all kinds of mischief'”,
has been extended through the whole year. The unusual
amount of rain made it difficult to harvest grains. Be-
cause of the humid and rainy weather, experts waited
anxiously for the first test results of the wheat harvested.
Life — as wheat referred to in the Hungarian language,
using the pathos ,,He or She” deserves - did not suffer
too much from adverse weather conditions. Based on a
lecture that was given at a professional event?, we can
be confident that new bread will be prepared from high
quality raw materials in 2014-2015 as well in Hungary.

It was a cause of great joy for our editorial staff that a
paper related to the raw material of the new bread, the
written version of the academic inaugural lecture of Fe-
renc Békés, is the lead article of our fall edition. In his
manuscript, biological and molecular biological backg-
round of the baking quality of wheat and also modern
analytical methods of wheat and wheat flour are discus-
sed, based on 106 literature references, including the
results of his own research.

The mono-cultural technologies, applying genetic engi-
neering, are becoming more and more widespread all
over the world. However, the achievements of molecular
biology possess not only advantages, but, unfortuna-
tely, we have to face their very real disadvantages and
dangers as well. As the acreage of glyphosate-tolerant
transgenic crops increases, we have to consider the
possibility of the enrichment of the residues of this herbi-
cide in the agricultural areas of the Earth. Analytical pos-
sibilities for the determination of glyphosate in foods are
described in the article of Szigeti, Suszter and Laszl6.
The topic of the paper of academician Jézsef Farkas and
Csilla Mohacsiné Farkas is indirectly related to changes
in the weather of Central Europe. Increasingly hot and
often humid weather is favourable condition for the for-
mation of toxins produced by microscopic fungi. These
extremely dangerous compounds — as if they wanted to
disguise themselves in an intelligent way — are even ca-
pable of wearing ,,masks” by binding to different biologi-
cal formulas, quasi to hide from the sight of the analysts
testing foods.

Microorganisms even fight in the manuscript of Agnes
Belak. Proliferation of pathogenic and spoilage micro-
bes can be limited by directed application of the internal
rules of the micro world, in a way that is similar to how a
person proficient in Eastern martial arts uses the energy
of the attacker to protect himself, without resorting to
excessive violence.

The next study of the Csdka-Tolnay-Szabd work group,
analyzing the changes in the enzyme activity of linden
honey as a function of the technological treatment and
the storage conditions of the honey, is presented as part
of a series of articles. The diastase activity of honey is
actually an indicator of the genuineness of this precious
food. This topic is complemented well by the gripping
exciting manuscript of Eva Nagy et al., discussing the
detection of beneficial active ingredients of herbs in
honey, after mixing bee feed with herb extracts in the
apiary.

An exciting question is discussed by the article of Zsu-
zsanna Németh et al.: can we be sure that chemical
based microbiological decontamination of a production
plant or a warehouse of foods or a retail establishment
is solved by using commercially available disinfectants?
The answer is definitely ,no”! Based on the test results of
the authors, it is not rare at all that disinfectants contain
living microorganisms.

Our national standardization news were compiled by
associates of the Hungarian Standards Institution, Csilla
Kurucz and Gabiriella Csik, and our fall issue is comple-
ted by our already traditional outlook columns.

| wish you a pleasant and profitable time perusing our
October issue:

Dr. Tamas Janos Szigeti
Editor in chief
1 Arpad Téth (Hungarian poet): April

2 Ireks-Stamag Ltd. Professional event Komarom Hungary, 26-28 August
2014 lecture of Tibor Halasi
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Békés Ferenc az MTA kiilsé tagja’
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A buza ,,sutoipari minéseg” fogal-
manak alakulasa a kezdetektol
napjainkig a gabonavegyesz
szemevel - akadémiai szekfoglalo
eldadas reszletei

Elhangzott 2014. februar 14-én Budapesten az MTA olvasétermében

Kulcsszavak: buzakémia, sttéipari minéség, glutenin, gliadin, sikér, glutenin allélek (HMW, LMW allélek), mixograf,
Zeleny készulék, tésztakészités, sikérerdsség, genetika, géntranszformacio, Payne score, protein scoring system,
buza genetikai potencidlja, magyar buza minésége, acélossag, PPS modell lisztkeverék jellemzésére;

1. Osszefoglalas

A buzafehérjék fizikai és kémiai tulajdonsagai alapvetéen hatarozzak meg a buzaliszt
siitéipari minéségét, a sikér eroésségét. A sikér a polipeptid alapegységekbdl felépiilé
makropolimer, a gluteninekbdl és a monomer jellegii gliadinok keverékébdl all. A glu-
teninek a tészta rugalmassagat, a gliadinok a tészta plasztikussagat biztositjak. A két
fehérjecsoport egyiittesen adja ki a viz hozzaadasara kialakul6 sajatsagos komplex szer-
kezetet.

A buzafehérjék csoportositasanal oldhaté és nem oldhaté fehérjéket kiilonboztet-
hetiink meg. Az oldhato fehérjék csoportjaba tartoznak az albuminok és a globulinok.
A nem oldhaté csoportot az el6bb emlitett sikérfehérjék 6sszessége képezi: a-, -, y-, és
w-gliadinok, kénszegény prolaminok, kéndus prolaminok, kis és nagy molekulatomegti
glutenin alegységek (LMWGS és HMW GS) Ezen fehérjéket genetikai hatteriik alapjan a
nagy molekulatémegii, kénben szegény és kénben gazdag prolaminok csoportjaba is
sorolhatjuk. A buzafehérje kutatas az utobbi 25 évben a molekularis biolégia iranyaba
tolodott el, amelyet a polimerkémia és a kolloidika mddszereivel egészitenek ki. Mara
olyan vizsgalati modszerek és berendezések allnak rendelkezésiinkre, amelyek segit-
ségével a tésztajellemzok néhany gramm lisztb6l meghatarozhatok. A modszer cstcs-
teljesitményét a 2 gramm lisztbdl készitett probacipo siitési probaja jelenti egy gylszi
méretii edényt befogado specialis kemencében.

Aliszt kémiai 6sszetétele és funkcionalis tulajdonsagaiin vivo és in vitro kézvetleniil, illetve
in vivo kozvetetten is vizsgalhatok. Az arpa egy w-gliadin analdogjanak, egy C hordeinnek
a génjét szisztematikusan maédositva glutenin analég fehérjéket (ANG) allitottunk eld,
valtoztatva a géntermék méretét, a benne 1évé ciszteinek szamat és elhelyezkedésiiket a
polipeptidben. A bakterialisan expresszalt fehérjék minéségre valé hatasat in vitro inkor-
poracios kisérletekben vizsgaltuk, végiil az optimalisnak itélt hatast eredményezé génnel
buza-transzformaciot végeztiink. Ezzel a mdédszerrel olyan transzgénikus buzat sikeriilt
eléallitani, amelynek siitSipari mindsége 11%-kal haladta meg a kiindulasi buza adatait,
mikozben a dagasztasi energiasziikséglet 20%-kal csdkkent.

A nemesités vonatkozasaban a tanulmanyozott kiilonféle modellek alkalmazasanak leg-
fontosabb tanulsaga az, hogy a nagymérvii allél-allél kdlcsonhatasok kovetkeztében
a mindség javitasat célzé nemesitési gyakorlatban egy-egy allél bevitele helyett allél-
kombinaciodk kialakitasa a kivanatos.

" FBFD PTY LTD NSW 2119 Beecroft, 34 Hull Road Australia
" FBFD PTY LTD NSW 2119 Beecroft, 34 Hull Road Australia
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2. Bevezetés

Az 1880-as évek végén Fredrick Guthrie - az elsé
ausztral buzanemesitd, William Farrer mellett dolgoz6
vegyész - egy Budapesten, a Ganz gyarban, promoé-
cids célbdl gyartott és Ausztraliaba kerilt kisméretd,
mUkédd malom-modell alkalmazasaval mérésekkel

Osszehasonlitotta Farrer vonalait, meghatdarozta a
lisztkihozatalokat. igy sziiletett meg a ma gabonaké-
miaként ismert szaktudomany, amelyben a kis Ganz
hengerszékes prébamalom volt az elsé laboratériumi
vizsgalo eszkdz [1086].

1.dbra. Guthrie rekonstrualt proba-malma’
Figure 1. The reconstructed small scale mill of Guthrie’

Guthrie jutott el8szér arra a gondolatra, hogy a bu-
zanemesités folyamataban a szelekcid egyik fontos
kritériuma — a terméshozam mellett — a buza miné-
sége legyen. Koncepciodja — amely napjainkig a miné-
ségvizsgalatok alapja - az volt, hogy a laboratérium-
ban az &rlés, a tésztakészités és a sltés folyamatat
a malmi és pékségi berendezésekkel azonos elvd, de
aranyosan lekicsinyitett modellekkel vizsgalja. Re-
konstrualt probamalma az 1. abran lathato.

Az elmult masfél évszazadban a buzaminéség foga-
lomkoérébe esd tulajdonsag-egylttes nagymérték-
ben differencialédott, bévilt. A gabonakémia - a
mindenkori tudomanyos-technikai tudasszintnek és
lehet6ségeknek megfeleléen — igyekszik ezeknek a
tulajdonsagoknak a meghatarozasara, értékelésére,
elérejelzésére alkalmas metodikakat kidolgozni és

alkalmazni a buzavertikum kulonféle szintjein, a ne-
mesitéstél a mez8gazdasagi termesztésen at a buza
tarolasa, forgalmazasa soran illetve a malom- és si-
t6iparban [18],[19].

Evezredes empirikus tapasztalat, hogy a késziilé
tészta konzisztencidja alapjan a pék képes eldon-
teni, hogy mennyi vizet hasznaljon a dagasztasnal,
és mennyi ideig dagasszon egy adott lisztbdl késztilt
tésztat. Ez adta az alapot a buzakémia fogalom-
rendszerének kialakitasahoz az empirikus reoldgiai
fogalmak és az azok meghatarozasara szolgalé mi-
szerek kidolgozasahoz, annak felismeréséhez, hogy
a kivaléo minéségu kenyér készitésének kritériuma a
sikérerésség és nyujthatdsag egyensulya a tésztaban
[105].

A rekonstrudlt Guthrie dltal hasznalt malom-modell Sydney-ben, a CSIRO Buzakutatd Intézetében volt éveken at kidllitva, majd annak
Canberraba torténd dtkdltézésekor elkallodott. 2012-ben egy lomraktadrban talaltak meg és vitték vissza Budapestre, a Sydney-i Dedk
Ferenc kér nagyvonalli segitségével. Ma az Ontédei Mizeum Ganz-gydjteményének féltve 6rzott darabja.

! The reconstructed model-mill used by Guthrie has been on exhibition in Sydney, at the CSIRO Wheat Research Institute for many
years, and later on, during the relocation of the Institute to Canberra, it was lost. In 2012 it was found in a lumber room and was taken
back to Budapest, through the generous support of the Sydney Dedk Ferenc circle. Today, it can be found at the Foundry Museum,

Budapest, as a treasured piece of the Ganz collection.
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The evolution of the term
“baking quality’” of wheat
from the beginning to
present time through the
eyes of a cereal chemist
— a brief extract from an inau-
gural academic lecture

Presented at February 14, 2014 in Bu-
dapest, MTA, Reading Hall

Ferenc Békés, external member of MTA'

Keywords: wheat chemistry, baking quality, glutenin,
gliadin, gluten, glutenin alleles (HMW, LMW alleles), mixo-
graph, Zeleny apparatus, dough, gluten strength, genet-
ics, transformation, Payne-score, protein scoring system,
wheat genetic potential, the quality of Hungarian wheat,
wheat hardness, PPS model to describe mixed flour

1. Overview

Principally the physical and chemical properties of wheat
proteins determine the baking quality of wheat flour and
the strength of gluten. Wheat gluten, a unique complex
compound is formed during dough mixing from interact-
ing hydrated glutenin and gliadin proteins of the flour.
Glutenins are the macropolymers, built up by polypep-
tide subunits, gliadins are monomer type single polypep-
tides. The glutenins are responsible for the elasticity of the
dough, while the gliadins are responsible for the plasticity.

Wheat proteins can be distinguished as soluble and insol-
uble proteins. The soluble proteins belong to the groups
of the albumins and globulins. Numerous polypeptides
form the group of the insoluble proteins group, the above
mentioned gluten proteins: a—, B-, y— and w-gliadins, low
and high molecular weight glutenin subunits (LMW GS
and HMW GS, respectively). Based on the genetic back-
ground of these polypeptides they also can be grouped
as sulphur poor, sulphur rich and high molecular weight
(HMW) prolamins.

Research activity on wheat proteins has shifted in the di-
rection of molecular biology during the last 25 years, sup-
ported by polymer- and colloid chemistry. Nowadays, with
the applications of available methods and new analytical
equipment allow the determination of the dough proper-
ties using just a few grams of wheat sample. As the state
of the art of these methods, it is possible to make a baking
trial from 2 grams of flour in a thimble sized special oven.

The chemical composition and functional properties of
flour can be examined directly or indirectly in in vivo and
in vitro conditions. The gene of an w-gliadin analogue of
barley, called C hordein, has been systematically modified
to produce analogue glutenin proteins (ANG) by varying
the size of the gene as well as the number and location
of cysteine groups in the polypeptide. The effects of sup-
plementing the bacterially expressed ANG proteins into
the flour on the mixing properties have been tested by
in vitro incorporation experiments and the optimal gene
variant has been selected for wheat transformation. The
successfully produced transgenic wheat showed an 11%
improvement in baking quality, while the mixing energy
consumption decreased by 20%.

In the light of wheat breeding, the most important out-
come of these model based investigations is that, instead
of targeting the introduction of a certain individual allele of
HMW GS, it is more desirable to construct different allele
combinations, because the high impact of the allele-allele
interactions.

2. Introduction

In the late 1880s Frederick Guthrie — the cereal chemist
who worked with the first Australian wheat breeder, Wil-
liam Farrer, — compared the different wheat lines from Far-
rer with accurate laboratory measurements, determining
the flour yields. He used a small scale model mill, manu-
factured in Budapest at Ganz factory for promotional pur-
poses and was allocated to Australia. It was the born of
the scientific discipline, cereal chemistry and the minia-
ture roller mill from Ganz was the very research instrument
applied in this area. [106].

Guthrie first came to the idea that throughout the wheat
breeding process the quality of the wheat should be the
highlighted criteria in the selection process - in addition to
the yield what used to be in the focus before. His concept
- which today still is the fundamental philosophy of the
quality related research - was that, for the proper inves-
tigation of milling, baking and pasta-making processes
in the laboratory he must apply the same principles as
used in the technology by applying proportionately scaled
down models of mills and bakery equipment’s. His recon-
structed small laboratory mill is shown in Figure 1.

During the last one and half century the attributes for evalu-
ating wheat quality significantly differentiated and expand-
ed. Grain chemistry — according to the state of scientific
and technical knowledge - intend to develop and apply
methodologies, capable to determine and evaluate, predict
these properties, in the whole wheat chain, in wheat breed-
ing, agricultural cultivation, grain storage and distribution,
at milling and in the baking industry. [18], [19].

Based on the thousands of years of empirical experience,
the baker is capable to determine how much water is
needed at the mixing process, and how long he has to
mix the dough from a specific flour to prepare the desired
dough based on the his checking its consistency by his
hand. This empiric experience provided the basis for de-
fining the terms and concepts of empirical rheology and
for the development of those essential instrumentations
which led us to realize that the essential criteria for the
quality of the bread-making is ultimately related to the bal-
ance of gluten strength and dough extensibility [105].

3. Wheat proteins and baking quality

At first approximation, the possible use of a wheat sam-
ple is determined by two of its properties, grain hardness
and the protein content of the grain: the higher protein
content, the higher quality products. However it is very
important to note that — beyond the protein content - that
is equally essential to know what type of proteins are pre-
sent in what proportion. So, the baking quality of wheat is
determined by its protein content and composition.

The all-time knowledge base in relation to the quality at-
tributes on macro- and molecular level is inseparable from
the current state of plant biology, genetics, plant protein
structure, analytical separation techniques and identifica-
tion processes.

Beccari in 1728 described that the washing of wheat
flour dough with water produces a sticky substance with
strange consistency; what he called gluten [6]. One hun-
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3. Buizafehérjék és a siitSipari minéség

Egy buzaminta felhasznalasi lehetéségeit elsd kozeli-
tésben annak két tulajdonsaga, a szem keménysége
és fehérjetartalma hatérozza meg: a magasabb fe-
hérjetartalom értékesebb és jobb mindségl termé-
kek elballitasat teszi lehetévé. Az azonban rendkiviil
Iényeges, hogy a fehérjetartalmat mely fehériék és
milyen aranyban reprezentaljak.

A buza sitéipari minéségét nagymértékben annak
fehérjetartalma és fehérje-Osszetétele hatarozza
meg: a minéségi paraméterek makro- és molekularis
szint(i értelmezésével, azok meghatarozasi lehets-
ségeivel kapcsolatos tudasszint elvalaszthatatlan a
ndvénybioldgia, a genetika illetve a ndvényi fehérjék
szerkezetével, elvalasztasi és azonositasi lehetdsé-
geivel kapcsolatos mindenkori ismeretektdl.

Glutenin
polipeptid alapegységekbdl
feléplil6 makro-polimer

Gliadin

monomer fehérjék

Beccari 1728-ban irta le, hogy a buzalisztbdl készilt
tésztat vizzel mosva egy ragacsos, furcsa konzisz-
tencidju anyagot, sikért allitott el§ [6]. Szaz évnek
kellett eltelnie ahhoz, hogy kideriljon, hogy a sikér
f6tdmegében fehérje, és tovabbi 6tvennek, hogy rea-
lizaljuk, ez az anyag tdbb mint szaz kullénféle fehérje
komplex kdlcsbnhatasanak produktuma. A sikérkép-
z8 képesség a buzafehériék unikalis sajatossaga,
erre a buzaval botanikai rokonsagban lévé ndévények
(rozs, arpa, stb.) fehérjéi sem képesek. E tulajdonsag
illetve a sikér specialis reoldgiai tulajdonsagai avatjak
a buzat az emberiség egyik legfontosabb élelmiszer-
névényévé. Mindennek az okdra csak a napjainkra
Osszegylilt ismeretek alapjan tudunk elfogadhato
magyarazatot adni.

Sikér
a hidrataloédott glutenin- és gliadin-fehérjék
kolcsonhatasa altal létrejott komplex

Elasztikus Plasztikus szerkezet
Glutenin Gliadin Gluten .
macropolymer built up by polypeptides monomer proteins complex systelr.n g_f hydrtat'ed glutenin and
Elastic Plastic gliadin proteins

2. abra A buzaliszt stitéipari minéségét alapvetéen meghatarozo fehériekomponensek
Figure 2. Baking quality determining protein components

Osborne [68] uttoré tevékenységét kovetéen, amikor
is a buza fehérjéit oldhatésag alapjan frakcionalva
bevezette az albumin-, globulin-, gliadin- és glutenin
fogalmakat. Ett6l kezdve a gabonakémia fejlédését
egyértelmlen a gabonafehériék kémidjaval, elva-
lasztas-technikajaval majd a késébbiek folyaman az
azok genetikajaval kapcsolatos fejl6dés hatarozta
meg. Ennek tdbbek kbzt az az oka, hogy a sikérerés-

ség és nyujthatésag emlitett egyensulya a buzaliszt
gluteninjeinek (fehérje-alegységekbdl diszulfid hidak
altal feléptild linearis makropolimerek) és gliadinjai-
nak (monomer prolamin polipeptidek) aranyatdl fligg
[105]. A sikér, illetve a tészta elasztikus, tulajdonsa-
gaiért a gluteninek, mig a plasztikus sajatossago-
kért a gliadinok felelések, az elébbi erdsiti, az utébbi
gyengiti a tésztat (2. és 3. abra).
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dred years had to pass to find out that the main mass of
gluten is protein, and another 50 to realize that, this mate-
rial is a product of the complex interactions of more than
hundred different proteins. The ability of gluten formation
is a unique feature of wheat, not found even at the botani-
cally related crops (rye, barley, etc). This property and the
special rheological characteristic of gluten made wheat
to one of mankind’s most important plant food material.
Today we can finally provide reasonable explanation for
the complex reasons behind this on the basis of our ac-
cumulated knowledge.

Following Osborne’s [68] pioneering work where wheat
proteins have been fractionated according to their solu-
bility, the terms albumin, globulin, gliadin and glutenin
have been introduced. Since the progress of the cereal
grain chemistry is determined by achievements of protein
chemistry and separation techniques, and later on by the
genetics of these proteins. The most important reason
behind this is the fact that the above mentioned balance
between the strength and extensibility of the wheat flour
dough are directly related to the ratio of the two gluten
protein classes, glutenins and gliadins. The glutenins are
macropolymer proteins, consisting from protein subunits
bonded by disulphide bridges, while gliadins are mono-
mer polypeptides) [105]. The glutenins are responsible for
the elastic properties, the gliadins for the plasticity of the
gluten, the former reinforces it, and the latter weakens the
dough (Figures 2 and 3).

In the 80’-es, the solubility-based Osborne classification
system of wheat proteins has been replaced by a new, ge-
netics-based system (Figure 4.). This allowed relating the
proteins of different plant species to each other, to identify
the analogous genes and their products in the hexaploid
wheat genome and to make comparative analysis on the
different alleles. The biological function of the gluten pro-
teins in wheat is a storage function, therefore the natu-
ral mutations in the gene pool are not lethal, they are not
followed by selection, and thus the mutated genes can
be inherited. It is the biological background of the large
variation — polymorphism — of storage proteins in wheat
[98], [99].

These ideas have been adapted in real practice quickly
among the breeders. The High Molecular Weight (HMW)
[72], and Low Molecular Weight (LMW) [49] glutenin alleles,
and the so called gliadin blocks [64] after electrophoretic
separation - become chemical markers, important tools to
select the lines with better quality attributes [40].

For a long time, the main focus of research related to the
polymeric structure of glutenin and its relationships to
quality attributes concentrated on the question whether it
is a linear or branched polymer. Based on our nowadays
knowledge, in the glutenin polymer HMW glutenin subu-
nits builds up a linear backbone on which branches can
be found built up from LMW subunits. The size distribu-
tion of the polymeric proteins is a fundamental parameter
which determines the gluten strength. The research of
Orth and Bushuk [67] revealed that the longest polymers
— larger than a cutoff size - have the most impact on the
rheological characteristics of the dough. Later on the rela-
tive amount of this macropolymers (UPP%) [47], become
one of the most essential chemical indicators for quality.
Along with other parameters like flour protein content, glu-
tenin/gliadin ratio, HMW/LMW glutenin subunit ratio.

In the last 25 year the rapid development in the genet-
ics and molecular biology of wheat proteins resulted in a

breakthrough in the understanding of wheat quality at mo-
lecular level. The new research strategies and techniques
based on the three pillar of the central dogma — with the
active involvement of other co-science areas (polymer
chemistry, colloid science) - made new possibilities to
reveal the quality of wheat, wheat flour, and dough, in re-
lation to link it to genetic (G), environmental (E) and tech-
nological (T) effects and their complex interaction (G x E
and G x E x T) (Figure 5.). It provided the opportunity to
investigate the effects of certain, individual components
of the very complex wheat flour matrix. [18].

4. Functional investigations in micro-scale

For these studies, It was necessary to develop a whole new
group of small and micro-scale investigation techniques
to carry out these fundamenthal investigations and then
to utilize the outcomes in applied research and at the level
of routine measurements. Several novel equipment and
methodologies, requiring limited amount of test sample
(in extreme cases, one grain of wheat) have been devel-
oped and successfully used at the Wheat Research Labo-
ratory of the Australian CSIRO (Commonwealth Scientific
and Industrial Research Organisation) partly through a
20-year long Hungarian-Australian collaboration [21], [22],
[23], [24], [30], [28], [45]. These devices have become in-
dispensable tools for basic research in wheat chemistry
in recent years and - after the establishment commercial
productions of certain equipment - these methodologies
appeared successfully in those commercial applications
where only a small amounts of test samples are available
(sch as in pre-breeding). Some of the instruments derived
from this fruitful partnership are listed here:

e 2g Mixograph [44],
e Micro-Extension Tester [82],
e Micro Noodle Machine [74],

e Micro Z-arm mixer, which is the micro sized version of
the still world-wide used valorigraph, developed by the
Hungarian Hankéczy at the 30’s [95], [50],

e METEFEM micromill [29], [97],
e Micro Zeleny apparatus [37],
e Micro-gluten washer [96];

The possibility of determining the characteristics of a
dough using only 2-5 grams of flour — and the capability to
monitor the effects on the rheological parameterscaused
by 2-20 mg of supplemented protein - provided a new
level investigating structure /function relationships. One of
the top performance of these efforts was to bake bread as
a baking test, requiring only 2 grams of flour, where the
mixed and rested dough was placed in the furnace in a
specially made thimble (figure 6).

5. Methods relating chemical composition to func-
tional properties

Three different strategic approaches can be applied to
examine the relationships between quality related proper-
ties and the chemical composition or its genetic makeup
(Figure 7.): applying in vitro or in vivo direct methods or
indirect methodology [39].

5.1. In vitro direct methods

In case of in vitro methods, the composition of a given
sample is sistematicly altered and the quality/functional
changes are monitored. This method was developed from
the so-called reconstruction methodology, where two or
more flour/dough samples have been fractionated into
their main componenets (starch, gluten, soluble com-
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3. abra A glutenin/gliadin arany hatasa a tészta dagasztasi tulajdonsagaira (A) és a kenyértérfogatra (B)
Figure 3. Effect of the glutenin/gliadin ration on the mixing properties (A) and on the bread volume (B)

Az Osborne-féle, oldhatosag alapjan kidolgozott fel-
osztast és nevezéktant a 80-as években a genetikai
alapokon allé rendszerezés valtotta fel (4. abra). Ez
lehetéve tette a kiilonbdzd ndvényfajok fehérjéinek
megfeleltetését, a hexaploid buza harom genomja-
ban lokalizalt azonos funkcioju gének illetve termé-
keik identifikalasat, a kiilonb6zé allélek 6sszehason-

litd vizsgalatat. A sikérfehérjék bioldgiai funkcidja a
buzandvényben raktarozasi funkcio, igy a természe-
tes mutdacioval el6alld modosulasok a genetikus allo-
manyban nem letalisak, azokat nem kdveti szelekcio,
tehat 6roklédnek. Ennek eredményképpen alakult ki
a raktarozasi fehérjék nagymértékl valtozatossaga
[98], [99].
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ponents), and these fractions have been systematically
combined, monitoring the functional parameters. In case
of the so called “base flour method” an isolated compo-
nent is added to the flour during the mixing process and
the functional properties, determined, are compared with
those of the original base sample. In this studies, it was
possible to use products of native and/or genetical modi-
fied genes produced by hetrolougous expression in E. coli
instead of the very complicated and labour intensive iso-
lation of individual flour protein compontns [92]. The ex-
perimental designe in case of supplementing monomeric
proteins is simple and problem-free [42], [102], while in
the case of polymeric subunits it must be ensured that
the supplemented polypeptide - like in case of the in vivo
situation — becomes the integral part of the protein poly-
mer. The technique to build glutenin subunits into the glu-
tenin polymer is called “incorporation”, which consist a
partial reversible reduction and subsequent redoxidation
step during mixing process carried out in the mixing bowl.
(Figure 8.) [25], [26].

Applying the incorporation technique, a direct relationship
has been successfully demonstrated between the size of
the natural HMW glutenin subunits and gluten strength
[20], [101]. These results were confirmed with the use
of bacterially expressed, gene modified HMW glutenin
subunits [3], [2]. The analogue experiments with LMW
glutenin subunits showed similar, but lower effects in ac-
cordance the smaller size of the polypeptides both in the
case of isolated [83], and bacterially expressed proteins
[63]. The chemical structure of HMW and LMW glutenins,
namely the number and location of cysteine groups in the
polypeptide also showed strong effects on the functional
properties [85].

The optimized parameters of the chemical processes,
namely the concentration of the reducing and oxidising
agents and the reaction time ensure that, - as it is shown
on Figure 8/A - the functional properties are remaining
unchanged, so the alteration in the measured parameters
originated from the incorporated subunit, marked with
red. (Figure 8/B). Particularly important results have been
achieved by the comparative analysis of G/lu-D1d and
Glu-D1a alleles (containing Dx5+Dy10 and Dx2+Dy12
polypeptides, respectively.). It was found that the signifi-
cantly different gluten strength between the investigated
samples is originated from the extra cysteine group locat-
ed on the N-terminal region of the Dx5 subunit [1]. Another
remarkable observation was achieved when the four Glu-
D1 subunits have been incorporated in pairs: synergic ef-
fects on the mixing properties and gluten strength was
found when the x and y type subunits were incorporated
in equimolar amounts [20].

The original idea of the model-flour method was inspired
by the Chemoton-theory of Ganti [43]. The aim was to de-
velop an experimental design, capable to study the dough
as a unit system?: to build up the simplest model flour,
which have analogue properties like the gluten or a real
dough matrix with the minimal number of the components
using starch, lipids, and different individual isolated wheat
proteins. Mixing the gliadin protein with in vitro synthe-
tized polymers of HMW and LMW glutenin subunits, and
by the addition of starch, soluble components, lipids re-
sulted in somewhat similar mixing characteristics like a
real dough, but it was found that to model the typical
visco-elastic properties, the system must contain more
polypeptide from each of the three main gluten protein
components. In the light of this experiment the unique na-

ture of wheat flour dough can be postulated: because of
the the large level of polymorphism of storage proteins in
the hexaploid wheat, the physical and physico-chemical
properties of the dough - such as the size of the aggre-
gates, the surface charge distribution etc.— can be in-
terpreted as continous parameters in large intervals as a
result of the interactions among the huge number of very
similar polypeptides.

5.2. In vivo direct methods

The direct proof of usefulness of the in vitro incorporation
methodology carried out on small-scale dough testing
machinery was provided by the functional characterisa-
tion of genetically modified wheat transforms with altered
glutenin composition. After introducing the missing genes
of different glutenin subunits into certain members of the
HMW glutenin null set of produced by Lawrence and his
co-workers [62], the mixing properties of this genetically
modified wheats were in agreement with those found with
the analogue incorporation ewxperiments. (Figure 9.).

The primary objective of the large number of wheat trans-
formation attempts with wheat storage protein genes [14],
[51], [52], [70], [76], [79], [80], [81], [87], [86], [85], [93], [94]
has not been to produce germplasm what can be used
at the pre-breeding phase for quality improvement, rather
they were aimed to study the effects of introduced native
or genetically modified wheat or non-wheat genes on the
quality parameters in vivo. In this regard, the experimentst
carried out by Tamas et al. [90], [91] are worth to espe-
cially mention. Glutenin analogue proteins (ANG) with
the modification of an w-gliadin analogue C hordein gene
from barley have been produced changing the size of the
gene product and/or altering the number and location of
cysteines in the polypeptide. The effects on the quality
of the base flours, caused by incorporation of the prod-
ucts of these genetically modified ANG genes produced
by bacterial expression have been monitored throughout
in vitro experiments (Figure 10.), finally wheat-transfor-
mations have been carried out using the gene that pro-
vided the best results in the in vitro experiments. Using
this procedure the transgenic wheat containing the gene
of polypeptide with the optimised structure, showed an
11% improvement in baking quality, while the energy con-
sumption of dough mixing decreased by 20% [53].

Comparing the behaviour of the transforments with the
results of the in vitro incorporation experiments, certain
limitations of the in vitro technique also have been ob-
served. With the exchange of the C-terminal region of Dx5
and Dy10 subunits, the Dx5-Dy10 hybrid in vivo produced
an intramolecular disulphide bridge, which functioned as
a chain terminator while the in vitro investigations could
not predict such structural anomaly.

5.3. In vivo indirect methods

During the past 30 years, huge amount of genetic, bio-
chemical and quality data have been collected and ap-
plied to establish databases and mathematical models.
These informations have become widely used in grain sci-
ence to explore the relationships between genotypes and
phenotypes, both in basic and in applied research. The
success of Payne-score [73] in wheat breeding improved
the selection for quality and made it more effective as well
as contributed to better understand the basic questions
and the cause/effects relationships in wheat genetics and
wheat chemistry. Parallel with the wide spread and the
successful applications of the Payne-score, as early as
the 90’s active research has been initiated aimed to de-
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4. dbra. A buzafehérjék oldhatdsdgon illetve genetikai elveken alapuld felosztasa [84].
Az abra alsé harmadaban bemutatott fotok a fehérjék méret-, illetve téltéskilénbségein alapulo
elektroforetikus elvalasztasat szemiéltetik.
Figure 4. The solubility- and the genetics based classification of wheat gluten proteins [84].
The photos in the lower third of the figure show the proteins separated by their size and charge
differences by using different electrophoresis techniques

Ezen ismeretek igen gyorsan gyakorlati alkalmazast
nyertek a nemesiték korében. Az elektroforetikusan
meghatarozott nagy molekulatémegl (HMW) [72], és
kis molekulatémegl (LMW) [49] glutenin allélek illetve
gliadin “blokkok” [64], mint kémiai markerek a miné-
ségre torténd szelekcid fontos eszkdzévé valtak [40].

A glutenin polimer szerkezetével illetve ennek a mi-
néségi paraméterekkel valé viszonyaval kapcsola-
tos kutatasok homlokterében hosszu ideig a polimer
linearis illetve elagazasos volta allt. Ma mar tudjuk,
hogy a polimer HMW glutenin alegységekbdl feléptlé
linearis vazahoz az LMW alegységek elagazo lancok
formajaban kapcsolédnak. A polimerek méretelosz-
lasa alapvetd paraméter a sikérer8sség szempontja-
bol. Orth és Bushuk [67] kutatasai ravilagitottak a leg-
hosszabb polimerek kitlintetett szerepére a sikér reo-
I6giai sajatossagainak kialakitasaban. Ez, a kés6bb
makropolimernek nevezett frakcid relativ mennyisé-
ge (UPP%) lett [47], a liszt fehérjetartalma, a glute-

nin/gliadin arany és a HMW/LMW glutenin alegység
arany mellett a kémiai alapu mindségvizsgalat leg-
fontosabb paramétere.

Az elmult 25 évben a genetika és buzafehérjék mo-
lekularis biolégiaja rohamos fejl6désének kdszénhe-
téen attorés kovetkezett be a buza minéségét meg-
hatarozé molekuldris szintl alapok megismerésében.
A centralis dogma harom alappillérére épulé Uj ku-
tatasi stratégiak és technikak, a tarstudomanyokkal
(polimerkémia, kolloidika) kardltve lehetéséget te-
remtettek a blza-, a blzaliszt- illetve a tésztadssze-
tétel genetikai (G), kornyezeti (E) és technoldgiai (T)
tényez6ktdl valo fliggésének, tovabba ezek gyakran
bonyolult (G x E illetve G x E x T) kélcsdénhatasainak
feltarasara (5. dbra). Igy a rendkiviil bonyolult kémiai
Osszetételli buzaliszt komponenseinek egyedi hata-
sait illetve az egyes komponensek kdlcsdnhatasaval
kapcsolatba hozhaté hatasokat meg lehetett hata-
rozni [18].
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velop new models which exceed the capability of Payne
score [46], [48], [41], [27], [17 ], [39].

The novelty of these new models is four-fold:

e These mathematical models are capable to predict
both gluten strength and extensibility;

e They can consider the effects of several HMW glutenin
alleles which were not involved in the original Payne-
score;

e Having realised that the rheological properties of the
dough is influenced not only by the HMW glutenin al-
leles but LMW glutenin alleles have significant impact
largly on extensibility, and additionally, the allele-allele
interactions also have a significant effect, the new
models like the “Wheat Simulator” developed by Ea-
gles and his co-workers [41] or the Protein Scoring
System (PSS) [27] describe the gluten strength and
extensibility as the sum effects of the individual HMW
and LMW alleles and their interactions;

e Unlike the arbitrary factors of Payne-score, the two
above mentioned models use factors for the charac-
terisation of the contributions of the alleles and their
interactions, determined by special regression tech-
niques. The rheological properties of the samples are
defined by the genetic potential of the glutenin alleles
and the parameters are predicted in the dimensions of
“Rmax” and “Ext” determined on the Extensograph.

The numerous applications reported in the scientific lit-
erature [41], [34], [27], [39], [66], [7], [61], [65], [75] clearly
proved that, the prediction models with appropriate cau-
tion in selecting the database and the statistical methods
are capable to predict the most important rheological pa-
rameters of the bread dough and predict the genetic po-
tential of the wheat based on the glutenin allele composi-
tion. These genetic data with some additional parameters
determined by the growing conditions such as the pro-
tein content and glutenin to gliadin ratio, the actual gluten
strength and extensibility of a sample can be estimated,
therefore the PSS model and similar models are useful for
developing breeding strategies, and solving quality con-
trol tasks in the grain industry.

In relation of breeding, the most important outcome of the
above models is that because of the high level of allele-
allele interactions, integrating allele combinations instead
of targeting the introduction of a certain allele is the more
desirable strategy during quality orientated selection in
breeding [27].

One of the many examples of food industry related ap-
plications of the PSS model is mentioned here. The model
is suitable to describe not only the rheological properties
of individual samples, but - with the knowledge of allele
composition and blending formulation - it is also capable
to describe the properties of the flour blends of different
wheat varieties. It is important, because the core prob-
lem of the flour blending technology in the industry is that
the quality parameters are not additive: Because of the
interaction between the blended components, synergic
effects and inhibition occurs, therefore the weighted aver-
age of the quality parameters of the components is not
equal with the real, measured quality of the blend. The
PSS model is able to overcome this problem, even us-
ing it as aim-function for solving the inverse problem, it
also provides an opportunity to optimise the formulation,
providing the blending formulation for the desired quality
of flour blend [17] using a similar principle like the ‘least-
cost’ optimization.

A method has ben recently developed by Oszvald et al.
[69] for the experimental determination of a and 3 coef-
ficients describing the of individual and interactive of in-
crements HMW and LMW glutenin subunits in the PSS
model. Throughout two incorporation experiments carried
out with rice and wheat flours as base flours, the individual
and interaction based effects can be separated: the indi-
vidual effects of the incorporated protein can be deter-
mined from the rice flour mixing while in case of wheat
flour, the resulting alteration of the mixing properties is
the sum of the individual effects and those derived from
the interaction of the supplemented protein with the prola-
mins in the wheat base flour.

6. About the quality of the Hungarian wheat

Utilising the good climatic and agronomic conditions of the
Carpathian Basin, high-quality wheat has been cultivated
here for thousands of years. During certain historical peri-
ods this product has been exported to considerable parts
of Europe. Beyond the environmental conditions, the ulti-
mate basis of the high quality, namely the reasonably high
gluten content and the good elasticity, is the special gen
pool found in the landraces of this region which has been
successfully conserved and improved by the spontane-
ous selection followed by conscious breeding.

The gene pool of the Carpatian landraces and cultivars
— at least in case of the storage protein genes — show a
number of specific features. As the results of research
undertaken continuously from the 80s [9], [11], [12], [13],
[771, [78], [75], [66], [57], [7], [61] show that the best of
the old Hungarian landraces, such as Bankuti 1201 con-
tains two HMW GS alleles whith superior contribution to
the gluten strength. These are the Glul-Ax [55], [57], [36]
and Glu7-Bal [59], [36] alleles, the containing the Ax2*B
and the overexpressing Bx7 subunits, respectively. The
presence of these alleles is coupled in the superior culti-
vars with an interesting expression feature which typical
for the regional wheat cultures. The wheat varieties cul-
tivated in the Carpathian Basin show higher than usual
gluten-content which come from the significantly higher
gliadin content. So, the molecular explanation of the ex-
cellent and outstanding baking quality of these landraces
is the presence of ‘good’ glutenin alleles providing strong
and stable gluten and the low, balanced glutenin/gliadin
ratio ensuring good extensibility.

In recent years, the aims of the conscious breeding efforts
are to exploit the potential of this special gene pool at
»Hungaricum level” and to implement the old Hungarian
landraces into the breeding programs for quality improve-
ment. The first promising results of this activity are the Mv
Karizma variety which contains the pedigree of the Banku-
ti 1201, and the ,,Pannon wheat” consortium, established
by many Hungarian researchers, breeders, distributors
and users, with the aim to improve the good appreciation
of Hungarian wheat at international level [10].

7. Recent quality-oriented wheat research trends, new
challenges

In recent years the new challenges originated from the de-
mands of the industry and the consumer, altered the tra-
ditional priorities of quality related research and develop-
ment in two directions. In the industry it become essential
to implement processes capable to reduce the produc-
tion cost of the end-products and therefore to use source
materials, new genotypes which are suitable for these
technological challenges. New requirements such as the
need for wheats with less mixing energy requirement but
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5. dbra. A kémiai 6sszetétel és a mindse€gi tulajdonsagok dsszefliggésének sematikus vazlata, a genetikus (G), kbrnyezeti
(E) és technoldgiai (T) hatasok illetve az ezek nyomonkdévetésére alkalmazott technikak feltiintetésével [18]
Figure 5. Schematic diagram of the chemical composition and quality attributes in the context of genetic (G), environ-

mental (E) and technology (T) effects and with the indication of techniques used in the follow-up processes [18]

4. Funcionalis vizsgalatok mikro-méretben

Ezen alapkutatasi szintl vizsgalatok elvégzéséhez,
majd ezek eredményeinek az alkalmazott kutatasban
illetve a rutin vizsgalatok szintjén térténd alkalmaza-
sahoz a buzamindsités eszkodztaranak egy teljesen
Uj csoportjat, a kis- és mikroméretl vizsgalati tech-
nikakat kellett kidolgozni. Olyan berendezésekre és
metodikakra volt szikség, amelyek limitalt mennyi-
ségu vizsgalati minta (extrém esetben egy buzaszem)
felhasznalasat igénylik [21], [22], [23], [24], [30], [28],
[45]. Az ausztraliai CSIRO (Commonwealth Scientific
and Industrial Research Organisation) Buzakutato
Laboratériumaban kifejlesztett készllékcsalad be-
rendezései illetve az immar 20 éves magyar-ausztral
egyuttmikodés keretében kifejlesztésre kerllt beren-
dezések az alapkutatas nélkildzhetetlen eszkdzévé
valtak. Tobb készllék sorozatgyartdsa és kereske-
delmi forgalomba kertilése utan sikeres alkalmazast
nyert minden olyan gyakorlati terileten, ahol csupan
kis mennyiségl vizsgalati minta all rendelkezésre (pl.
el6étenyésztés, pre-breeding). Az alabbiakban felso-
rolok néhany kifejlesztett berendezést az itt emlitett
kutato-fejleszt6 tevékenység eredményeibdl:

e 2g Mixograph [44],
o Mikro-Extension Tester [82],
e Micro Noodle Machine [74],

e Mikro Z-karu dagasztd, amely a Hankoczy altal a
30-as években kidolgozott és mind a mai napig vi-
lagszerte hasznalt Valorigraf mikro-valtozata [95],
[50],

e METEFEM mikromalom [29], [97],
e Mikro Zeleny apparatus [37],

e Mikro-sikérmosé [96];

A tésztajellemzd6k 2-5 gramm lisztbdl térténd megha-
tarozasi lehetésége az, hogy 2-20 mg izolalt fehérje
hatasat a reoldgiai paraméteren reprodukalhaté mo-
don detektalni lehet, a szerkezet/funkcié 6sszefliggé-
sek Ujabb szintjén adott lehetéséget a vizsgalatokra.
A metodika alkalmazasanak csucsteljesitményét a 2
gramm liszt felhasznalasat igénylé mikrokenyérsitési
préba jelentette, ahol a megdagasztott és pihente-
tett tészta gy(iszliben kerllt a specidlis kemencébe
(6. abra).
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stable, strong dough, or the increased demand for higher
water absorption are good examples for this industry-
driven trends. The other major revolutionary change in the
term ‘quality’ is caused by the consumer's strong demand
to get healthier, more nutritious but low-calorie contain-
ing baked goods in a wide product range satisfying even
those individuals who are sensitive to gluten containing
products.

This latter requirement forces the quality-improving pro-
fessionals to characterize wheat proteins on a completely
different level with the contribution of plant biology, food
science and technology moreover with the assistance of
medical research. The types of the wheat sensitivity dis-
orders with different mechanism but the same or similar
symptoms are established recently [88], furthermore the
amounts of the wheat proteins with the triggering toxic
or allergen epitopes are much more clarified as the re-
sults of the intensive proteomis research in this area. In
this context the extent of the toxicity/allergic effect of
the wheat samples [58], the genetic background of the
diseases and their prevalence also subjects of intensive
research activity [104]. Completely new manufacturing
and product development areas have been evolved for
gluten-free bakery product manufacturing [5]. Intensive
research investigations are carried out regarding to seek-
ing or to develop new wheat genotypes, wheat analogues
at both levels of basic and applied research. According to
the clinical results, for patients suffering from the most
severe wheat caused disease (celiac disease) the only
treatment is the gluten-free diet, while most of those who
are allergic to wheat-made products are able to tolerate
products manufactured from certain Triticum spelta gen-
otypes [89], [104]. An adequate example for successful
application of the molecular biology research in this area
is the results of Breen et al. [35], where a possible couse
of the decreased allergenicity of a spelt line was found:
this germplasm contains a mutated form of the allergenic
expensin protein. The presence of three extra amino acids
in the mutant modifies the conformation of the receptor-
binding loop, eliminating the biological effect.

These new requirements with enhanced emphases on
quality appeared in an era when the whole wheat pro-
duction/commerce/utilisation chain going through a sig-
nificant shift, altering the conditions for the ecomomically
feasible, profitable production of wheat in the world mar-
ket. The fact that the chiep but lower quality products of
the new “players” of the wheat market (e.g. Kazakhstan,
Ukraine, Brazil, etc) reduce the average prices, clearly in-
dicate that the only way for the traditional exporters to
protect their status and income to produce enhanced
and steady quality. It strongly emphasizes the increased
importance of the quality oriented basic and applied re-
search in these countries.

Meanwhile the breeding activity for developing new wheat
varieties with better quality and higher yield has also to
deal with problems caused by the abiotic and biotic stress
and the changing climatic effects as well as with the in-
creasing demand of the processing industry for the con-
sistency of quality. This latter requirement, the need for
consistant quality parameters of the source mateterial in
the mills and bakeries led the industry to use wheat and/
or flour blends exclusively, instead of grain of one single
variety. The other consequence has even more important
effects on the quality-oriented research and development
work: traditionally a baker used to bake bread from bread

flour, water and yeast, while nowadays an average bakery
formulation contains 30-35 different additives (emulsifiers,
stabilizers and various enzymes). Consequently, the qual-
ity of the wheat and the flour, as raw materials, moves
more and more away from the experienced quality of the
given technology and formula, and the technological fac-
tors dominate (T) in the G x E x T effects (Figure 5).

As the report of the largest wheat quality research project
of all time [66] concludes: the consideration of the opti-
mal allelic composition of the wheat storage proteins is
the necessary starting point in the process of developing
excellent baking quality but it is solely not sufficient con-
dition. The key question here is that the characterization,
interpretation of the genetic background of the individual
macro- and micro components of the flour, the qualita-
tive and quantitative aspects of the chemical composi-
tion, furthermore its alterations caused by the technology
process must be carried out in a complex manner and
never on an isolated way. The effects of pentosans and
wheat lipids on the flour quality are known for example
for a long time. These effects on bread volume have been
intensively investigated in the 80s and 90s [33], [60], [71].
discovering the existence of specific interactions of polar
lipids with certain gliadin proteins during dough mixing.
The resulting membrane-like structures is responsible for
gas retention ability [31], [32]. The interaction of the pen-
tosans with the gluten proteins and their effects on the
dough characteristics has been already described in the
70s [54], but the researchers only nowadays start to de-
velop suitable mathematical models to predict the water
absorption capacity involving the amunts of pentosans,
and that of their interacting soluble proteins, together with
the damaged starch content of the flour [75].

The sequencing of the entire wheat genom — a grandiose
international research activity - is nearing to be finalised
soon providing the molecular basis for the quality-orient-
ed research of the future [15], [38]. The multiple require-
ments of the different participants of the wheat chain are
so complex that the development of specific databases
and computer programs have been initiated to help the
breeder in ranking the different demands [4]. The success-
ful interdisciplinary efforts in the last five years - where the
functional genomics and proteomics, applied immunolog-
ical techniques together with the traditional grain testing
methodologies started to form an integrated tool system
— allow us to believe that the very complex requirements
on the quality of wheat will be achievable in the future.
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6. abra. A cipdtérfogat fehérjetartalomtdl vald fliggésének demonstraldsa 2 gramm lisztet igénylé mikro slitési probaval.
A fehérjetartalmat szisztematikusan valtoztattuk az alapliszthez (4-es minta) 5, 10 és 15 mg keményitét (1, 2 és 3-as
minta) illetve sikért (5,6,7-es minta) adagolva [99]

Figure 6. Demonstration of the relationship between bread volume and protein content applying a micro baking proce-
durel using 2 grams of flour. The protein content of the same flour has been altered systematically, by supplementing 5,
10 and 15 mg starch (sample 1, 2 and 3) and gluten (sample 5, 6, and 7) to the base flour [99]

5. A kémiai 6sszetétel és a funkcionalis tulajdon- szempontjabdl fontos funkciondlis tulajdonsagokkal
sagok viszonyanak vizsgalati modszerei alapvet8en harom kisérleti stratégia alapjan tanulma-

nyozhatjuk (7. abra): in vitro kdzvetlen, illetve in vivo
A kémiai Osszetétel illetve az ezt minéségileg meg- kodzvetlen vagy kdzvetett metodikat hasznalva [39].
hatarozd genetikai informacié viszonyat a minéség
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A kémiai o0sszetétel és a funkcionalis tulajdonsagok
viszonyanak vizsgalati moédszerei
Methods investigating structure/function relationships

In vitro mddszerek (kdzvetlen)
In vitro methods (direct)

—p Rekonstitucios vizsgalatok

Model flour method

(direkt)/(direct)

In vivo modszerek
In vivo methods

— N\

(indirekt)/(indirect)

Reconstitution Transzformacio A fenotipus és genotipus
Transformation statisztikai elemzése
Statistical analysis between
L Alap-liszt médszer phenotype and genotype
,Base flour” method
Modell -liszt modszer Génszinten Géntermék

On gene level (fehérje) szinten
On gene product

(protein) level

7. abra. A kémiai 6sszetétel és a funkcionalis tulajdonsagok viszonyanak vizsgalati modszerei
Figure 7. Methods for the investigation of the relationship of chemical composition and functional properties

5.1. In vitro kdozvetlen moédszerek

Az in vitro metodikék alkalmazasakor egy adott minta
Osszetételét szisztematikusan moédositjuk és mérjik
a kémiai dsszetétel hatdsara bekdvetkez6 minéségi/
funkcionalis valtozasokat. A mddszer az ugynevezett
rekonstrukciés metodikabdl fejl6doétt ki, amikor is két
vagy tobb lisztet/tésztat alkotéelemeikre (keményitd,
sikér, oldhatdé komponensek) bontottak, és sziszte-
matikusan Ujraegyesitettek, vizsgalva, hogy az egyes
funkcionalis paraméterek mely komponens jelenlété-
hez koéthetdk. Az ugynevezett alapliszt-mddszernél
egy adott liszthez tésztakészités/dagasztas kdzben
egy izolalt komponenst adagolunk, és a kapott funk-
cionadlis tulajdonsagokat az eredeti alapliszt adatai-
hoz hasonlitjuk. A liszt fehérjekomponenseinek rend-
kivil munkaigényes és koltséges kinyerése helyett az
adott esetben genetikailag modositott buzafehérje
gének termékeinek termeltetése mikroorganizmu-
sokban [92] megnyitotta az utat, hogy ok-okozati
relacidkat deritsliink fel a szerkezet-funkcié vonatko-
zasaban.

A kisérleti technika a monomer fehérjék vizsgalatahoz
egyszer( és problémamentes [42], [102], ugyanakkor
a polimer-alegységek esetén a sikeres in vitro mo-

dellezés feltételeként gondoskodni kell arrdl, hogy a
vizsgalandé polipeptid — az in vivo szituaciéval analdg
modon — a fehérje-polimer integrans részeként fejtse
ki hatasat. A glutenin alegységeknek a dagasztasi fo-
lyamat kdzben a glutenin polimerbe vald beépitésére
szolgalo technika, az “inkorporalas” egy reverzibilis
parcialis redukcidés és azt kdvetd reoxidacios Iépést
tartalmaz (8. abra) [25], [26].

Az inkorporaciés technika segitségével kdzvetlen
Osszefiiggést sikertlt kimutatni a természetes HMW
glutenin alegységek mérete és sikérerGsségre gya-
korolt hatéasa kozott [20], [101]. Ezeket az eredmé-
nyeket a kildnbdzd hosszusagu repetitiv.domaine-
ket tartalmazé, génmddositott HMW glutenin gének
bakteridlis expresszidval nyert termékein végzett ki-
sérletek is megerdsitették [3], [2]. A LMW glutenin
alegységekkel végzett analdg kisérletek hasonld, a
polipeptidek méretével aranyosan kisebb hataso-
kat eredményeztek mind a lisztbdl izolalt [83], mind
a bakteridlis expresszidval elSallitott fehérjék esetén
[63]. A HMW és LMW gluteninek kémiai szerkezeti
sajatsagai kdzott a polipeptidekben talalhaté cisztei-
nek szama és molekulan bellli elhelyezkedése meg-
hatarozénak bizonyult a funkcionalis tulajdonsagok
kialakitasa szempontjabdl [85].
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8. abra A glutenin-polimer parcialis redukcidjan majd re-oxidacidjan (A) alapuld inkorporacios metodika (B)
sémaja és hatdsa az alapliszt dagasztasi gérbéjére [25], [26].
Figure 8.Schematics of the partial reduction and followed by re-oxidation of the glutenin polymer (A) and of the incorpo-
ration technique (B), with the related mixing curves. [25], [26].

A kémiai folyamatok optimalizalt paraméterei, a re-
dukalo- és oxidaloszer koncentracidi, illetve a reakci-
0id6k biztositjak, hogy a 8/A abran abrazolt esetben
a funkcionadlis tulajdonsagok valoban valtozatlanok
maradjanak, igy a 8/B abran bemutatott esetben
a jellemz6k megvaltozasa valéban a pirossal jelzett
alegység beépitésének a kdvetkezménye.

E vonatkozasban kiléndsen fontos eredményeket
hozott a Dx5+Dy10 polipeptideket tartalmazé Glu-
D1d és a Dx2+Dy12 alegységtartaimu Glu-D1a allél
Osszehasonlitd vizsgalata, bizonyitva, hogy a mintak
sikérer6sségében kimutathato szignifikans kilénbsé-
gért a Dx5 alegység N-terminalisaban talalhaté extra
cisztein a felelés [1]. A négy Glu-D1 alegység szisz-
tematikus inkorporalasi kisérleteinek masik érdekes

eredménye, hogy az x és vy tipusu alegységek ekvi-
molaris mennyiségben toérténd egylttes beépllése
szinergikus hatasokat eredményez a dagasztasi tu-
lajdonsagokban és a sikérerésségben [20].

A modell-liszt médszer kidolgozasanak indittatasat
a Ganti-féle Chemoton-elmélet [43] adta. A tészta,
mint rendszer egységrendszerének? meghataroza-
sara illetve tanulmanyozasara alkalmas kisérleti el-
rendezés kidolgozasa volt a cél: keményitd, lipidek
és kulonféle egyedi, izolalt buzafehérjék keverékébdl
“felépiteni” azt a legegyszer(ibb, legkevesebb kom-
ponenst tartalmazé modell-lisztet, amely képes a va-
I6sagossal analdg reoldgiai tulajdonsagokkal rendel-
kez6 sikért illetve tésztat képezni.

2 Egységrendszer alatt azt a minimalrendszert értjlik, amelynek barmely komponensét a rendszerbdl eltavolitva a fennmaradd rendszer
nem elégiti ki az eredeti rendszer kritériumait. Mig a Chemoton mint a prokaridta sejt egységrendszere, a sztéchiokinetikai €s kinetikai
[16] vizsgalatok alapjan megfelel a Ganti altal megfogalmazott életkritériumoknak [43], a tészta, mint rendszer esetén rendszer kritériu-
maként annak specidlis viszkoelasztikus reoldgiai sajatossdgai fogalmazhatdok meg.

2 The unit system refers to a system, where if any component is removed from the system, the remaining system is not meet with the
criteria of the original system While the Chemoton model refered to the unit system of the procaryota cell, and usied stochiometric
and kinetic studies [16] to meet with the criteria of the life by Ganti [43], dough as a system is defined as a system holding certain

viscoelastic rhelogical properties.
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A gliadint, a HMW és LMW glutenin alegységek in
vitro polimerizacioval eléallitott polimerjével valamint
keményitdvel, oldhaté komponensekkel és lipidekkel
Osszevegyitve a liszt dagasztasi goérbéjéhez valame-
lyest hasonlitd gérbéket kaphatunk, de ahhoz, hogy
a tipikus viszko-elasztikus tulajdonsagokat model-
lezhessiik, a harom sikérfehérje komponensbdl tobb
polipeptidet kellett a rendszernek tartalmaznia. A
buzaliszt unikdlis sajatossaga ezen eredmények tik-
rében éppen abbdl adodik, hogy benne a hexaploid
genom felépitése és a sikérfehérjéknek raktarozasi
szerepikbdl adédd nagymérvi polimorfizmusa ko-
vetkeztében nagyszamu, egymashoz igen hasonlé
polipeptid kdlcsdnhatasaként az egyes fizikai és fizi-
kokémiai jellemz8k — a kialakulé aggregatumok mé-
rete, fellleti toltéseloszlasa — egy széles tartomany-
ban folyamatosan értelmezhetdék.
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5.2. In vivo kozvetlen médszerek

A buza genetikai transzformacioval eléallitott médo-
sitott glutenin-Osszetételli genotipusok funkcionalis
tulajdonsagainak mikromddszerekkel végrehajtott
jellemzése szolgaltatta az inkorporacios technika
hasznalhatésaganak legkdzvetlenebb bizonyitékat. A
[62] Lawrence és munkatarasai altal eléallitott HMW
glutenin null-sorozat megfelelé tagjaiba a hianyzé
gént transzformacidval bejuttatva [8], a genetikailag
maodositott minta dagasztasi tulajdonsagai mege-
gyeztek az analdg inkorporacids kisérletek soran ka-
pott eredményekkel (9. abra).
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9. dbra. A mindségjavitasi célbdl elvégzett elsé buzatranszformacio termékének elektroforetikus
és mikro-dagasztasi eredményei: a GluD1 gént nem tartalmazd buzavonalba bevitt Dx5 gén terméke
szignifikdnsan erésebb és stabilabb tésztat eredményez [8]
Figure 9. Micro-scale mixing results with the first transformed wheat-lines, developed for quality improvement:
the introduction o fthe Dx5 coding gene into a wheat line, null for the GluD1 gene, resulted in significantly
stronger and more stable dough [8]
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A mindségjavitast célz6 nagyszamu buzatransz-
formacio [14], [561], [62], [70], [76], [79], [80], [81],
[87], [86], [85], [93], [94] elsbdleges célja nem az
el6bnemesitésben  felhasznalandd, transzformalt
germplasm eléallitdsa volt, sokkal inkabb a techni-
kaval bevitt természetes, vagy genetikailag médosi-
tott buza- vagy nem buza gének egyes mindségi
paraméterekre valo hatasanak in vivo tanulmanyoza-
sa. E tekintetben a Tamas és munkatarsai altal vég-
zett kisérletek [90], [91] kllon emlitést érdemelnek.
Az arpa egy w-gliadin analdgjanak, egy C hordeinnek
a génjét szisztematikusan médositva glutenin analdg
fehérjéket (ANG) dllitottunk elé, valtoztatva a gén-
termék méretét, a benne 1évé ciszteinek szamat és
elhelyezkedésiiket a polipeptidben. A bakteridlisan
expresszalt fehérjék minéségre vald hatasat in vitro
inkorporacios kisérletekben vizsgaltuk (10. abra),
végll az optimalisnak itélt hatast eredményez6 génnel
buza-transzformaciot végeztiink. Ezzel a modszerrel
olyan transzgénikus buzat sikerllt eléallitani, amely-
nek sitdipari minésége 11%-kal haladta meg a ki-
induldsi buza adatait, mik6zben a dagasztasi ener-
giasziikséglet 20%-kal csokkent [53].

A transzformansok viselkedésének dsszehasonlitasa
az in vitro inkorporacios kisérletekben kapott adatok-

kal ravilagitott a technika korlataira is. A Dx5 és Dy10
alegység C-termindlis szakaszat felcserélve, a Dx5-
Dy10 hibrid in vivo egy intramolekularis diszulfid hidat
képezve a polimerizacié soran lancterminatorként
funkcional, amelyet az in vitro kisérlet nem tudott
modellezni.

5.3. In vivo kdzvetett modszerek

Az elmult 30 évben a genetikai, fehérje 6sszetételi és
mindségi adatok sokéves gylijtése/értékelése soran
kapott adatbazisok felhasznalasaval készllt mate-
matikai modellek a gabonatudomany gyakran alkal-
mazott eszkdzévé valtak a két tulajdonsag-halmaz
kozti kapcsolatok feltarasara mind az alap-, mind az
alkalmazott kutatasi tertileteken. A Payne score [73]
térhoditasa a buzanemesitésben intenzivebbé és ha-
tékonyabba tette a minéségre t6rténd szelekcidt és
nagymértékben hozzajarult a buzagenetika és bu-
zakémia szamos alapkérdésének ok-okozat szinten
tértén6 megvalaszolasahoz. A moddszer altalanos
elterjedésével és sikeres alkalmazasaval parhuza-
mosan, mar a 90-es években elindult az a folyamat,
amely a Payne-score lehet&ségeit meghaladni képes
modellek kidolgozasat célozta meg [46], [48], [41],
[271, 171, [39].
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10. abra. Bakteridlisan expresszalt genetikusan mddositott C-hordein gének termékei (ANG féhérjék),
és hatdsuk a dagasztasi iddre in vitro inkorporacios kisérlet soran [90], [91].
Figure 10. Genetically modified, bacterially expressed products of C-hordein genes (ANG proteins) and their effects
on dough development time during in vitro incorporation study [90], [91].

Az igy létrehozott modellek négy vonatkozasban
nyujtanak tdbbet az eredeti formulanal:

o A kialakitott matematikai modellek mind a sikérerds-
ség mind a nyujthatésag becslésére alkalmasak.
Szamos olyan HMWglutenin allél értékelésére is ké-
pesek, amelyek az eredeti Payne-score-ban nem
szerepeltek.

Azon felismerés kapcsan, miszerint a tészta reolo-
giai tulajdonsagait a HMW glutenin allélek mellett az
LMW glutenin allélek is befolyasoljak, tovabba az
allél-allél kdélcsdnhatasoknak is szignifikans szerepe
van, az Ujabb modellek, mint az Eagles és munka-
tarsai [41] altal kidolgozott “Wheat Simulator” illetve

a Protein Scoring System (PSS) [27] mindezt figye-
lembe véve a sikérer@sséget és a nyujthatésagot a
HMW és LMW glutenin allélek egyedi és kdlcsdnha-
tasaikbdl szarmazo hatasok dsszességeként irjak le.
A Payne-score Onkényesen felvett egyutthatoival
szemben a fenti két modell specialis regresszios
technikaval, statisztikai uton hatarozza meg az al-
[élek, illetve kdlcsdnhatasaik jellemzésére alkalmas
egyltthatdkat. igy az adott minta reoldgiai tulajdon-
sagai, a glutenin allélek altal meghatarozott gene-
tikai potencidlja az Extenzografos 'Rmax’ és ’Ext’
paraméterek dimenzidjaban becsulhetd.
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A szakirodalomban k6zolt alkalmazasok [41], [34],
[27], [39], [66], [7], [61], [65], [75] egyértelmlien bi-
zonyitjak, hogy megfelel6 koriltekintéssel valasztott
adatbazison és statisztikai médszerekkel kidolgozott
predikcidos modellek a buzaminta glutenin alléljeinek
ismeretében alkalmasak a kenyértészta legfontosabb
reoldégiai paramétereinek becslésére, a buza geneti-
kai potencidljdnak el6rejelzésére. Ezen genetikai ada-
tokat néhany, a termesztési kortilmények altal meg-
hatarozott paraméterrel, példaul a fehérjetartalommal
és a glutenin/gliadin arannyal kiegészitve, egy adott
minta sikérer8ssége és nyujthatosagi tulajdonsagai
megbecsllheték, igy a PSS modell illetve a hasonlo
modellek hasznosak a nemesitési stratégia kialakita-
sdban, illetve a gabonaipar minéségszabalyozasi fel-
adatainak megoldasaban.

A nemesités vonatkozasaban a fenti modellek alkal-
mazasanak legfontosabb tanulsdga az, hogy a nagy-
mérvU allél-allél kdlcsdnhatasok kdvetkeztében a mi-
ndség javitasat célzé nemesitési gyakorlatban egy-
egy allél bevitele helyett allél-kombinacidk kialakitasa
a kivanatos [27].

Az élelmiszeripari alkalmazasok kozil példaként egy
érdemel itt emlitést. A PSS modell nem csak egyedi
mintak reoldgiai tulajdonsagainak leirdsara alkalmas,

Rmax‘,

I 1 T 1
u: o 20 40 60 80 100
V100 80 60 40 20 0

Keverékosszetétel/Blend composition
[%]

i=1j=1

de az egyes komponensek allélosszetételének és a
keverési recepturanak az ismeretében képes kilon-
b6z6 buzafajtak keverék lisztjeinek jellemzésére is.
Mindez azért fontos, mert az iparban &ltalanosan
hasznalt liszt-keverési technoldgia sarkalatos prob-
[émaja az, hogy a mindségi paraméterek nem addi-
tivak. A keverék komponensek kdlcsdnhatasa miatt
inhibiciés és szinergikus hatasok lépnek fel, igy a
komponensek min&ségi paramétereinek a receptura
adataival sulyozott atlaga nem egyenlé a keverék-
bdl mért minéséggel. A PSS modell ezt a problé-
mat képes athidalni, sét, mint célfiiggvény az inverz
probléma megoldasara is alkalmat ad: A ’least-cost’
optimalizalashoz hasonlé elven, a kivant minéségu
lisztkeverék keverési aranyanak megadasara alkal-
mas [17].

A HMW illetve LMW glutenin allélek egyedi, illet-
ve kolcsdnhatasbdl szarmazd inkrementumait le-
ir6 - regressziés modszerrel meghatarozott - a és
egyUtthatok kisérleti meghatarozasara Oszvald és
mtsai [69] dolgoztak ki modszert: inkorporacios ki-
sérletben alaplisztként buzalisztet illetve rizslisztet
alkalmazva, rizsliszt esetén az inkorporalt fehérje
egyedi hatasa hatarozhaté meg, mig buzaliszt esetén
ehhez hozzaadddik az inkorporalt fehérjének az alap-
liszt prolaminjaival valé kdlcsénhatdsabdl szarmazoé
hatas is.

Linearis modell/Liear model

Rmaxyn= X,*Rmax, + x,*Rmax,

=11

i=1 F1
RmaXLIN = XU* (%Gii(HMW)u,i+Z’GJ*(LMW)U,J+ %%BU*(HMW)u, *(LMW)UJ) +

i=1j=1

=1 =
x (ZaCx FHMW),, +5 0(LMW), * T 26,2 (HMW), ; "(LMW),;) +

i=1j=1

Nem-linearis modell pay. rmax,, +x,*(ZZ By*HMW),; * (LMW)V,J)+ x,* 22 Bi*HMW),; *(LMW) ul,)
33 33

Non-linear model

11. abra A PSS model matematikai kifejtése egy kétkomponenst(i lisztkeverék sikérerésségének (Rmax) leirdsdra [17]
Figure 11. The mathematical description of the the nonlinear behaviour of dough strength (Rmax) in a two component
flour blend system using the PSS model [17]

6. A magyar buza minésége

A Karpat medencében a jo klimatikus és agrondémiai
feltételek mellett az itt él6 népek évezredek 6ta term-
esztenek kivalé minéségl buzat, bizonyos térténelmi
korszakokban Eurdpa tekintélyes részét latva el ke-
nyérgabonaval. A fenti kdrnyezeti koérilmények mel-

lett a kivalé minéségl ,,acélos”, de ugyanakkor rend-
kivll elasztikus, magas sikértartalmu tészta alapja a
spontan szelekcid, majd a tudatos nemesités altal
nagymeértékben befolyasolt génkészlet, amely - lega-
labb is a raktarozasi fehérjék vonatkozasaban — sza-
mos specifikus tulajdonsagot mutat.
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A 80-as években megkezdett és napjainkban is folyd
kutatasok eredményei szerint [9], [11], [12], [13], [77],
[78], [75], [56], [67], [7], [61] a régi magyar tajfajtak
legjobbijai, igy példaul a Bankuti 1201 tajfajta két, a
sikérerésséget szignifikansan nével6 HMW GS allélt
is tartalmaz. Ezek az Ax2*B alegységet magaban fog-
lalé Glu1Ax [55], [67] és a GluBx7 alegységet tulter-
meld (Glu1Bal) allélek [59], [36]. Ezeknek az allélek-
nek a jelenléte egy, a régio buzaira jellemzé érdekes
expresszios sajatossaggal parosul.

A Karpat medence buzaiban az atlagosnal maga-
sabb sikértartalom a szokdsosnal szignifikansan
magasabb gliadintartalomnak kdészénhetd. A kivald
sut8ipari minéség molekularis magyarazata ezeknél
a tajfajtaknal az erés és stabil sikért biztositd glute-
nin allélek és a j6 nyujthatésagot biztosité alacsony
glutenin/gliadin arany egymast kiegyenlitd jelenléte.

Az elmult évek tudatos nemesitési tOrekvése ezen
sHungaricum” szintld specialis génkészlet lehet6sé-
geinek kiaknazasa, a régi magyar tajfajtak felhaszna-
lasa a mindségjavitasra torekvd nemesitési munka-
ba. E torekvés elsé sikeres eredménye a pedigréjé-
ben a Bankuti 1201-et tartalmazé Mv Karizma fajta
illetve a magyar kutatok, nemesiték, forgalmazok és
felhasznalok Osszefogasaval Iétrehozott ,Pannon
buza” konzorcium, amelynek célja a magyar buza
hagyomanyos j6 nemzetkdzi megitélésének oregbi-
tése [10].

7. Napjaink mindség-orientalt buzakutatasi ira-
nyai, Uj kihivasok

A minéséggel kapcsolatos kutaté-fejleszt, az ipar
illetve a fogyasztd kdvetelményeit egyarant kielégi-
t6 kihivasok a korabbi prioritasokat két iranyban is
maodositottak. Egyrészt alapvetd fontossaguva valt a
késztermékek 6nkoliségét cstkkenteni képes folya-
matok, illetve az ezek hasznalatara alkalmas nyers-
anyagok, Uj genotipusok hasznalata. igy keriiltek el6-
térbe olyan mindségi kdvetelmények, mint a megfele-
I6 konzisztencia minél kevesebb dagasztasi energia-
szlikséglettel t0rténd biztositasa, vagy a fajlagosan
minél magasabb vizfelvev6képesség. A masik nagy
horderejl valtozast a mindség-fogalom alakulasaban
a fogyaszté azon egyre er6sebben megfogalmazott
igénye diktalta, hogy egészségesebb, magasabb
tapértékd, de alacsonyabb kaldriatartalmu sitSipari
termékeket igényel, olyan valasztékban, hogy a meg-
felel6 termékeket a kildnféle lisztérzékenységben
szenvedd fogyaszto is megtalalja.

Ez utébbi kivanalom a blza fehérjéinek teljesen mas-
fajta jellemzését igénylé feladatokat r6 a minéséget
biztositani, javitani szandékozé szakemberre egy
olyan tevékenységi korben, ahol a ndvénybioldgia,
az élelmiszertudomany és -technoldgia mellett az
orvostudomany képviselSire is fontos szerep var.
Napjainkban tisztazédnak a gyakran hasonlé tline-
teket okozd, de mechanizmusukban kiilénb6z6 buza
okozta rendellenességek tipusai [88], valamint a ki-

valtd okokat képez6 toxikus illetve allergén epitépo-
kat tartalmazo buzafehérjék mennyisége. Ennek kap-
csan fény derll egy buzaminta toxicitasanak/allergi-
as hatasanak mértékére [58], a betegségek genetikai
hatterére, el6fordulasanak gyakorisagara is [104]. A
gyartas- és gyartmanyfejlesztés teljesen Uj terlilete
fejlédott ki a sikérmentes sttdipari termékek elballi-
tasara [5]. Ezzel parhuzamosan az alap- és alkalma-
zott kutatas szintjén intenziv kutatas folyik a specialis
tulajdonsagokkal biré genotipusok és buza-analégok
keresése illetve kifejlesztése vonatkozasaban. A klini-
kai gyakorlat bizonysaga szerint a legsulyosabb buza
okozta megbetegedés, a colidkia esetén az egyedili
megoldas a sikérmentes diéta, ezzel szemben a buza
allergiaban szenveddk tekintélyes része toleralni ké-
pes bizonyos Triticum spelta genotipusokbdl készilt
termékeket [89], [104]. A molekularis bioldgia aktiv al-
kalmazasara ezen a terlileten j6 példa Breen és mun-
katarsai munkaja [35], ahol ennek a csOkkent allergén
hatasnak egy lehetséges okat sikeriilt felderiteni: a
kevésbé allergén spelta vonalak az egyébként aller-
gén expenzin fehérjének egy mutalt formajat tartal-
mazzak, amelyben az extra harom aminosav jelenlé-
te — médositva a receptorkétd hurok konformaciojat
— egyik oka lehet a megvaltozott bioldgiai hatasnak.

Az uj, illetve fokozott hangsulyt kapott igények olyan
korszakban kertiltek napirendre, amikor maga a bu-
zavertikum vilagszerte komoly valtozasokon ment
keresztll, modositva a gazdasagos, megfelel ha-
szont felmutatni tudd termelés feltételeit. Az a tény,
hogy a buza vilagpiacan megjelend ,,uj szereplék”, pl.
Kazahsztan, Ukrajna, Brazilia olcsd, de atlagos mi-
ndségl termékei perspektivikusan az atlagar csok-
kenését okozzak, illetve, hogy a hagyomanyos ex-
portérok csak a mindség fokozasaval, javitd buzak
elballitasaval képesek piacaikat megtartani és be-
vétellket szinten tartani, a mindéség jelentéségét és
az ezzel kapcsolatos alap- és alkalmazott kutatasok
fontossagat hangsulyozzak. Ugyanakkor az uj, jobb
mindségld és megfeleld terméshozamu buzafajtak
nemesitésekor szembe kell nézni az abiotikus és bi-
otikus stresszek, a valtozo klimatikus hatasok okozta
terméshozam- és mindéségcsdkkenés problémajaval
és a feldolgozdipar egyre fokozddd igényével a ter-
mény mindségének konzisztens volta irant. Ez utdbbi
kévetelmény, az allandé mindségi paraméterek iranti
igény vezetett arra, hogy manapsag a malom- illetve
sut8ipar szinte kizardlag csak buza- illetve lisztkeve-
rékekbdl dolgozik, nem egy-egy fajta termésébdl.

A masik kdvetkezménynek még ennél is fontosabb
hatéasa van a min&ségre orientalddé kutatd-fejlesztd
munka vonatkozasaban: mig valaha a pék lisztbdl,
vizbdl és éleszt6bdl készitett kenyeret, addig ma egy
atlagos sutodei receptura 30-35 kilonféle adaléka-
nyagot (emulgeatort, stabilizatort, kilonféle enzime-
ket) tartalmaz. Ennek kdvetkeztében a buza illetve a
liszt, mint alapanyag mindsége egyre tavolabb kertil
az adott technoldgia és receptura esetén tapasztalt
mindségtdl, a G x E x T hatasokon belll a technolo-
giai (T) hatas dominal (5.abra).
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Amint ezt a buzakémia torténetének legszélesebb
kor( vallalkozasaként szervezett brit kutatécsoport
altal kozzétett jelentés megfogalmazza [66], a buza
raktarozasi fehérjéinek optimalisan kivalasztott allé-
|6sszetétele a kivald sitdipari minéség szikséges,
de nem elégséges feltétele. A kivaldé minéség biz-
tositasanak zaloga az, hogy a buzaliszt makro- és
mikrokomponenseinek genetikai hatterét, a kémiai
Osszetétel mindségi és mennyiségi vonatkozasait a
lisztben, illetve ezek valtozasait a techoldgia soran ne
izolaltan, hanem koélcsdnhatasaiban, komplex médon
jellemezziik és értelmezziik. A buzalipidek és pento-
zanok hatasa a liszt mindségére régdta ismert. Az
el6bbiek és a kenyértérfogat viszonyat a 80-as, 90-
es években intenziven vizsgaltak [33], [60], [71]. Meg-
allapitottak, hogy a polaros lipidek bizonyos gliadin
fehérjékkel torténé specifikus kdlcsbnhatasa a da-
gasztas soran adja azt a membranszer(i szerkezetet,
amely a gazvisszatartd képességért felel6s [31], [32].
A pentozanok sikérfehérjékkel valé kdlcsdnhatasait,
illetve ennek hatasat a tészta jellemzéire mar a 70-es
években leirtak [54], de csak a kdzelmultban tortént
probalkozas a pentozanokat, oldhaté fehérjéket és az
6rlés soran keletkeztett sériilt keményité mennyisé-
gét tartalmazo, a vizfelvevbképesség elbrejelzésére
alkalmas matematikai modellek kidolgozasara [75].

A kozeljdvBben befejez8d6 grandidzus kutatasi pro-
jekt, a teljes buza-genom nemzetkdzi 6sszefogassal
torténd felderitése megteremti a molekularis alapo-
kat a jov6 min&ség-orientalt kutatasaihoz is [15],
[38]. A sokféle kdvetelmény, igény a minéség javita-
saval kapcsolatban oly sokrétl, hogy a prioritasok
tisztazasara specialis szamitdogépes adatbazisok és
programok kidolgozasa van folyamatban a nemesité
munkajanak megkdnnyitése érdekében [4]. Az elmult
Ot év sikeres interdiszciplinaris eréfeszitései — ahol a
funkcionalis genomika és proteomika az immunologi-
ai modszerekkel és a hagyomanyosabb gabonavizs-
galé metodikakkal egyitt alkalmazva fontos eszkdz-
ként vonul be a vizsgalati arzenalba — azt mutatjak,
hogy a minéséggel kapcsolatos igen komplex koéve-
telmények a jovében teljesitheték lesznek.
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1. Osszefoglalas

Amikor a mezbégazdasagi termel6k 1974-ben megismerkedtek az akkor vadonatuj
és nagy elényoket igéré gyomirté szerrel, a glifozattal, vajon ki gondolta volna, hogy
kézel 40 év multan a molekularis bioldgiai nagyipar olyan névényeket fog eléallitani,
amelyek az addigra elavulni latszo hatéanyag diadalutjat fogjak belathatatlan idére
meghosszabbitani?

A glifozat — N-(foszfonometil)-glicint —, mint leendd herbicid hatéanyagot 1971-ben az
amerikai Monsanto cég szabadalmaztatta. A beléle eléallitott készitmény a ,,Roundup”
fantazianevet kapta. A szer a névények levelébe szivodva blokkolja az 5-enolpiruvat-
sikiminsav-3-foszfat szintaz enzim (EPSPS) miikdodését, igy megakadalyozza az
aromas gy(irit tartalmazé aminosavak (fenilalanin, tirozin, triptofan) szintézisét. igy a
permet felszivodasat kévetd, néhany napon beliil a névény elpusztul. A glifozat hazi
kertekben is alkalmazhat6 az agressziven tért hadité tarackbuza ellen, azonban - sajat
tapasztalatunk szerint - kissé tuladagolva, a szer totalis gyomirtoként tonkreteheti a
kert kulturnévényeit is.

Az 1980-as évek végén uj fejezet kezd6dott a molekularis bioldgiai kutatasok
eredmeényeinek agrotechnikai vonatkozasu alkalmazasaban. Megjelentek az elsé
szabadféldon termesztett genetikailag modositott névények. Kézottiik az egyik, talan
legnagyobb jelentdségii ,,termék” a glifozattal szemben ellenallé n6vény, a Roundup
Ready Soybean (RR szédja) volt. Az RR szdja szabadalmanak tulajdonosa szintén a
Monsanto.

A glifozat felhasznalasanak novekvo liteme, és az a tény, hogy egy eurdpai felmérés
soran 182 ember vizeletében 44% gyakorisaggal sikeriilt a hatéanyag jelenlétét kimu-
tatni, arra 6szténzé6tt benniinket, hogy a WESSLING Hungary Kft. laboratériumaiban
modszert allitsunk be a glifozat maradékainak kimutatasara névényi és allati eredet
élelmiszerekbél, mezégazdasagi terményekbdl. A mérésekhez LC-MS-MS technikat
alkalmaztunk electrospray ionforrassal és negativ ionizacioval. A vegyiilet azonositasat
az LC-MS-MS rendszerben a 168—63, 168—79 és 168150 atmenetek figyelésével
végeztiik. Kidolgozott mdédszeriinket almabdl és tehéntejbdl késziilt mintakivonatok
elemzésével validaltuk. Ezen tulmenéen a laboratériumba érkez6 egyéb matrixok
elemzésénél kapott analitikai teljesitményjellemzék felhasznalasaval folyamatos
validalast (,on-going” validation) is végeztiink. Kidolgozott mdédszeriinkkel 10 és
100 pg/kg szinten R=79,4%-o0s atlagos visszanyerést és RSD=12,6%-0s relativ
széras-adatot értiink el. igy modszeriink ismételhetéségét, valamint torzitatlan-
sagat megfelelonek itéltik.

Bizunk benne, hogy e herbicid-molekula maradékainak laboratériumi vizsgalataval
hozzajarulhatunk hazank élelmiszer- és koérnyezetbiztonsaganak javitasahoz.

' WESSLING Hungary Kft.
" WESSLING Hungary Kft.
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2. Bevezetés és irodalmi attekintés

A mezégazdasagi kartevd él6lények a termények
mintegy 35%-at pusztitjak el, ezen belldl a gyomok
hozzavetblegesen 9% veszteséget okoznak. A gyom-
novények a termdbtalaj vizkészletét és tapanyagkész-
letét csokkentik, el6segitik a kulturndvényeket karo-
sité egyéb éldlények terjedését, esetenként mérgezé
magvaikkal élelmiszerlanc-biztonsagi aggalyt is je-
lenthetnek. A gyomndvények fizikai jelenléte nehexziti
a betakaritast és a termény biztonsagos feldolgoza-
sat [1].

A névényvédelem héskoraban féként a rovarok ellen
hasznalt szerves foszforvegylletek és a ndvénybe-
tegségeket okozd gombak féken tartasara szolgald
réz-sok és az elemi kén voltak ismeretesek. A Mon-
santo kutatdi a 70-es években figyeltek fel arra, hogy
a szerves foszforvegylletek kdz6tt gyomirtd hatasu
molekulakat is lehet talalni [2]. A John E. Franz al-
tal 1971-ben felfedezett, majd néhany évvel késébb
szabadalmaztatott N-(foszfono-metil)-glicin, kozis-
mert nevén a ,glyphosate” (magyar helyesirassal gli-
[3]. Napjainkban a glifozat a vilagon a legszélesebb
koérben forgalmazott szisztémikus herbicid, amelyet
vetés el6tt és vetés utan egyarant alkalmaznak. A
leggyakoribb gyomirté szere a mdvelés nélkdli, un.
non-tillage agrotechnikanak is [4]. A hatdanyag az
USA-ban Roundup (Monsanto), Magyarorszagon Gli-
alka (Alkaloida, Tiszavasvari) és Nitosorg (Nitrokémia,
Pét) nevl készitményekben volt ismeretes, amelye-
ket eredetileg mélygyokeri gyomok (pl. tarackbuza -
Agropyron repens, szulakfélék — Convolvulus sp. — és
fenyércirok — Sorghum halepense) ellen hasznaltak
sikeresen. Mivel e szerek hatéanyaga a melegvér(
élélényekre alig mérgez6 — LD, -értéke 4320 mg/ttkg
[2] - felhasznalasuknak féként a kezelendd ndvény-
kultdra érzékenysége és nyilvan a készitmények ara
szabott hatart. A nagyaranyu felhasznalast tovabb
ndvelte a biotechnoldgiai ipar eléretdrése, aminek

soran glifozat-tolerans kulturnévények is megjelen-
tek. Kozottik a legismertebb a Monsanto altal sza-
badalmaztatott glifozat-tolerans ,,Roundup Ready”
fantazianevl széja.

Szamitasaink szerint a vilagon felhasznalt glifozat
Osszes mennyisége és a vilag teljes, transzgénikus
szbja vetésterllete egymassal aranyosak. Ahhoz,
hogy ezt az allitdsunkat igazolni tudjuk, szikségink
volt a vilag glifozat felhaszndlasanak adataira, illet-
ve a GMO kulturak vetésteriletének globalis dsz-
szegére is. A hatdanyag vilagméretl felhasznalasi
adatait csak korlatozott mértékben taldltuk meg a
szakirodalomban. Megbizhaténak tekinthet§ adatra
csak 1977-re és 2011-re vonatkozdan bukkantunk.
Egy 2000-bdl szarmazé dolgozat szerint 1977-ben
a becslult felhasznalas 74 ezer tonna volt [5], amely
2011-re hozzavetblegesen 650 ezer tonnara, azaz
kozel kilencszeresére emelkedett [6]. A transzgéni-
kus novények vetésteriileteinek globalis 6sszegére a
GMO Compass honlapjan kézdlnek évekre lebontott
adatokat. Az 1. abra az 1996 és 2013 évek kozotti
globdlis vetésterilletek szigordan monoton noévek-
v8 Osszegét mutatja be [7]. Az dbra adatai szerint
a transzgénikus novények vetésterllete ~10 millio
hektarrdl ~159 millié hektarra emelkedett, vagyis
az 6sszes GMO vetésterilet ebben az id6szakban
16-szorosara emelkedett. Ugyancsak a GMO Com-
pass honlapjan talalhaté adatokbdl becstilhetd, hogy
a transzgénikus (Iényegében glifozat-tolerans) szo-
ja vetésterlilete az 6sszes GMO-vetésterilethez vi-
szonyitva 60-70%. [8]. Ha a rendelkezéslinkre allé
vilagadatok megbizhatosagat kielégitének tekintjik,
akkor helytallénak tlnik az a feltevéslink, miszerint
a glifozatfelhasznalas aranyos a transzgénikus szdja
vetésteriletének ndvekedésével.

A mezd8gazdasagilag fejlett, intenziv termesztést foly-
tato orszagokban a biotechnoldgiai ipar vivmanyai a
monokultuirak iranyaba mozditottak el a gazdasago-
kat, és nincs ez masként napjainkban sem.
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1. Summary

When, in 1974, agricultural producers first learned about the
then brand new herbicide glyphosate, promising great ben-
efits, who would have thought that in close to forty years
the molecular biology industry would be producing plants
that will prolong for the unforeseeable future the triumphant
march of an active ingredient that seemed to become ob-
solete?

Glyphosate — N-(phosphonomethyl)glycine — was patented
by the American company Monsanto as a future herbicide in
1971. The product containing the compound was given the
trade name ,,Roundup”. It acts by entering plant leaves and
inhibiting the enzyme 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase (EPSPS), preventing the the synthesis of amino
acids containing aromatic rings (phenylalanine, tyrosine,
tryptophan). Thus, within a few days after the absorption of
the spray, the plant dies. Glyphosate can also be applied
in vegetable gardens against agressively spreading couch
grass, however, in our own experience, if slightly overdosed,
as a total herbicide, it can wipe out the cultivated plants of
the garden as well.

In the late 1980s, a new chapter has begun in the agrotech-
nical application of the results of research in molecular biol-
ogy. The first genetically modified plants produced outdoors
appeared. Among these was Roundup Ready Soybean (RR
soybean) resistant to glyphosate, probably the ,product”
of greatest significance. The patent for RR soybean is also
owned by Monsanto.

The increasing rate of use of glyphosate and the fact that,
according to a European survey, the presence of the com-
pound was detected in the urine of 182 people at a fre-
quency of 44%, encouraged us to set up a method in the
laboratories of WESSLING Hungary Kft. for the determina-
tion of glyphosate residues in foods of vegetable and animal
origin, and agricultural products. LC-MS-MS technique was
used for the measurements with an electrospray ion source
and negative ionization. Identification of the compound in
the LC-MS-MS system was performed by monitoring the
168—63, 168—79 and 168—150 transitions. The method
developed was validated by the analysis of sample extracts
obtained from apples and cow’s milk. In addition, an on-go-
ing validation has also been performed using the analytical
performance characteristics obtained while analyzing other
matrices received by the laboratory. With our method, an
average recovery of R=79.4% and a relative standard devia-
tion of RSD=12.6% was achieved at the 10 and 100 pg/kg
levels. Thus, repeatability and accuracy of our method were
deemed satisfactory.

We hope that we can contribute to the imporvement of food
and environmental safety of Hungary with the laboratory
analysis of the residues of this herbicide molecule.

2. Introduction and literature overview

Approximately 35% of produce is destroyed by agricultural
pests, and of these, roughly 9% of the loss is caused by
weeds. Weeds decrease the water and nutrient supply of
soil, promote the spreading of other organisms harmful to
cultivated plants, and can sometimes raise a food chain
safety concern because of their poisonous seeds. The
physical presence of weeds hinders the harvest and safe
processing of the produce [1].

In the glory days of plant protection, mainly organic phos-
phorus compounds used against insects, and copper salts
and elemental sulfur for restraining fungi causing plant dis-
eases were known. It was discovered by researchers of
Monsanto in the 1970s that there were molecules with her-
bicidal effects among organic phosphorus compounds [2].
N-(Phosphonomethyl)glycine, commonly known as glypho-
sate, was discovered by John E. Franz in 1971, it was pat-
ented a few years later, and it started to conquer the world
from 1974 [3]. Nowadays, glyphosate is the most widely
used systemic herbicide in the world, used both before and
after sowing. It is also the herbicide used most frequently
in no-till farming [4]. Glyphosate was the active ingredient
in the products Roundup (Monsanto) in the USA, and Gli-
alka (Alkaloida, Tiszavasvari) and Nitosorg (Nitrokémia, Pét)
in Hungary, and originally these were used successfully
against deep rooted weeds (e.g. couch grass — Agropyron
repens, the bindweed and morning glory family — Convul-
vulus sp. — and Johnson grass — Sorghum halepense). Be-
cause the active ingredient of these products is only very
slightly toxic to warm-blooded animals - its LD, value is
4320 mg/kg [2] -, their use was only limited by the sensitivity
of the plants to be treated and, of course, the price of the
products. Large scale application was increased further by
the upsurgence of the biotechnology industry that resulted
in the appearance of glyphosate-tolerant cultivated plants.
Among the latter, the most well-known are glyphosate-tol-
erant ,Roundup Ready” soybeans patented by Monsanto.

According to our calculations, the total amount of glypho-
sate used in the world and the total acreage of transgenic
soybeans are proportional to each other. To be able to jus-
tify this statement, we needed the figures for the glyphosate
use of the world, and also the global acreage of GMO crops.
Unfortunately, worldwide usage data were only available in
the scientific literature to a limited extent. There were re-
liable data only for 1977 and 2011. According to a paper
from 2000, the estimated usage in 1977 was 74 thousand
tons [5], increasing almost 9-fold, to roughly 650 thousand
tons by 2011 [6]. Global figures for the acreage of transgenic
crops are published annually on the GMO Compass web-
site. Constantly increasing global acreage date between
1996 and 2013 are shown in Figure 1 [7]. According to the
figure, the acreage of transgenic crops increased from ~10
million hectares to ~159 million hectares, so the increase in
total GMO acreage over this period was 16-fold. It can also
be estimated, based on data found on the GMO Compass
website, that the acreage of transgenic (basically glypho-
sate-tolerant) soybeans is roughly 60-70% of the total GMO
acreage. [8]. If the reliability of available world data is con-
sidered satisfactory, then our assumption that glyphosate
use is proportional to the increase in acreage of transgenic
soybeans seems to be also correct as well.

Farms in agriculturally developed countries performing in-
tensive production have moved towards monocultures due
to the achievements of the biotechnology industry, and this
trend holds true these days as well.

Elelmiszervizsgalati kozlemények — 2014. LX. évf. 3. szam

32



33

200

180

160

140

120

100

M ha

80

60

40

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Evek / Years

1. abra A vildag GMO vetéstertiilete
Figure 1 Global GMO cultivation (Millié ha/Million ha)

A monokulturakban a glifozat rendszeres felhasz-
nalasaval viszonylag koran megjelent a vele szem-
beni nem-kivanatos gyomtolerancia. Az elsé, tole-
rans gyomrol szolo kézlemény 2000-ben jelent meg,
amelyben a szerz6k Malajziaban felbukkand glifo-
zat-tolerans gyomrdl, egy aszalyflifélérdl (Eleusine
indica (L) Gaertn) szamoltak be. Ez a gyom a glifozat
agrotechnolégiai dozisanak 12-szeres mennyiségét
is képes volt tulélni [9].

Follings és munkatarsai a tavalyi évben jelentettek
meg egy dolgozatot, amelyben a glifozat-tolerans
parlagfl térhoditasa veszélyeire hivtak fel a figyelmet
kanadai megfigyelések alapjan [10]. A glifozat-hato-
anyag felhasznaldsanak kdvetkezményeit Darvas és
munkatarsai egy, 2011-ben kdzzétett tanulmanyuk-
ban részletesen elemezték [11].

A glifozat-tartalmu készitmények toxikoldgiai hata-
sairél napjainkban is folynak a vitak. A glifozatnak
és készitményének, a Roundup-nak kornyezeti és
melegvérliekre gyakorolt hatasat a szer gyartdja és
forgalmazéi alapvetéen kdézombosnek allitottak be.
A gyomirtd készitmények cimkéjén, kilénbozé hir-
detésekben tobbek kdzott ilyen mondatokat tintet-
tek fel: ,,A glifozdt kevésbé mérgezi a patkanyokat,
mint a nagy mennyiségben fogyasztott konyhaso”.
Egy masik meghdkkentd allitas: ,,A Roundup-ot ott
is lehet hasznalni, ahol gyerekek vagy hazi allatok jat-
szanak, mivel természetes elemekre bomlik le.” Mivel
az el6bb idézett allitasok valétlannak bizonyultak, a
gyomirté szer eléallitdjat megbirsagoltak, és a ha-
tosagok kényszeritették, hogy a termék csomago-

I6anyagardl tavolitsa el a fogyasztokat megtéveszté
hirdetési sz6vegeket [12].

A kutatdk bizonyos kétéltliekre, madarakra néz-
ve gyanithatéan teratogén és mutagén hatasokat,
egyéb szervezetek esetében tovabbi kedvezdtlen
élettani hatasokat észleltek [13], [14], [15].

2.1. A glifozat kérnyezet-toxikoldgiai hatasai

Mar a transzgénikus névények termesztési idésza-
kanak korai stadiumaban jelentkeztek figyelmeztetd
jelek, amelyek a koérnyezeti elemek glifozattal vald
fokozatos telitédésére utaltak. Egy daniai folydirat
hasabjain Anders Legarth Schmidt 2003-ban ar-
rél szamolt be, hogy a Daniaban is legnépszerlbb
gyomirtd szer hatéanyaga atlagosan 0,54 pg/L kon-
centracidoban volt jelen a felsd talajvizrétegekben,
veszélyeztetve ezzel az orszag ivovizkészletét is.
A glifozat ilyen mérték(i megjelenése egyértelmien
céfolja azt a feltételezést, hogy a molekulat a talaj
baktériumai a detektalhatd szint alatti koncentraci-
6ra bontjak [16].

A glifozat és a Roundup toxikoldgiai viselkedése
szamos kellemetlen meglepetést rejteget a kérnye-
zetbioldgia, a taplalkozastudomany és a human mé-
regtan mdvel8i szamara. Lappe és munkatarsai kuta-
tasai szerint a glifozat képes megvaltoztatni az egyes
mezdgazdasagi termékek Osszetételét. llyen mddon
a glifozattal kezelt Roundup Ready szdéjaban keve-
sebb flavonoid tipusu vegytilet szintetizalddik, mint a
hagyomanyos névényekben [17].
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In monocultures, due to regular use of glyphosate, un-
wanted weed tolerance against it appeared relatively soon.
The first paper on tolerant weeds was published in 2000, in
which the authors reported a glyphosate-tolerant weed, a
species of grass in the family Poaceae (Eleusine indica (L)
Gaertn), that had appeared in Malaysia. This weed was ca-
pable of surviving 12-fold amounts of the agrotechnological
doses of glyphosate [9].

A paper was published last year by Follings et al., in which
attention was drawn to dangers of the spreading of glypho-
sate-tolerant ragweed, based on observations in Canada
[10]. Consequences of glyphosate use were analyzed in
detail by Darvas et al. in their study published in 2011 [11].

There are still ongoing discussions about the toxicological
effects of products containing glyphosate today. Environ-
mental effects of glyphosate and its product, Roundup,
as well as their effects on warm blooded animals were
purported to be basically neutral by the manufacturer and
the distributors. On the labels of herbicide products, as
well as in commercials, sentences like this could be found:
+Glyphosate is less toxic to rats than table salt consumed
in large quantities”. Another shocking statement: ,,Roundup
can even be used in areas where children or pets play, as it
breaks down to its natural constituents.” Since the above
statements were proven to be untrue, the manufacturer of
the herbicide was fined, and it was forced by the authorities
to remove from product packaging those statements that
were misleading to consumers [12].

Physiological effects that were suspected to be teratogenic
and mutagenic to certain amphibians and birds, and further
adverse effects to other organisms were observed by re-
searchers [13], [14], [15].

2.1. Toxicological effects of glyphosate on the environ-
ment

Even at the early stages of the growing period of transgenic
plants there were warning signs about gradual saturation of
environmental elements with glyphosate. It was reported by
Anders Legarth Schmidt in a Danish journal in 2003 that the
average concentration of the active ingredient of the herbi-
cide, also most popular in Denmark, was 0.54 pg/L in the
upper layers of groundwater, thus endangering the drinking
water supply of the country. The appearance of glyphosate
to such a high extent clearly disproves the assumption that
the molecule is decomposed by soil bacteria to a concen-
tration level below the limit of detection [16].

The toxicological behavior of glyphosate and Roundup
presents many unpleasant surprises to practitioners of en-
vironmental biology, nutritional science and human toxicol-
ogy. According to the research of Lappe et al., glyphosate
is capable of altering the composition of certain agricultural
products. For example, in Roundup Ready soybeans treat-
ed with glyphosate, the amount of flavonoids synthesized is
lower than it is in traditional plants [17].

As was already mentioned above, a detailed study was
published by Béla Darvas and his research group about the
environmental health problems of the use of glyphosate.
These are a few conclusions from the summary of the pa-
per: With the increasing acreage of glyphosate-tolerant GM
crops, one must expect that glyphosate will appear in de-
tectable amounts in foods and feeds. This active ingredient
lowers the resistance of certain plants to diseases. Glypho-
sate is clearly toxic to amphibians, and is suspected to be
teratogenic to amphibians and birds [11]. At the same time,
it promotes the colonization of the roots of cultivated plants
by Fusarium fungi [11], [18].

The appearance of glyphosate in environmental elements
was followed by a significantly more surprising and alarming
sign. The amount of glyphosate and its metabolite, AMPA
(aminomethylphosphonic acid) in the urine of 174 volun-
teers from member states of the EU — including 10 Hungar-
ian citizens — were analyzed by GC-MS-MS by the research
group of the Medical Laboratory Bremen in Germany. Ac-
cording to the results of the analyses, 42.5% of the sam-
ples contained glyphosate in amounts exceeding the limit of
quantification (LOQ >0.150 pg/L).

Calculating with the same limit of quantification, the fre-
quency of the metabolite of glyphosate, AMPA, was found
to be 34.5%. The histogram of urine samples with analytical
results above the limit of quantification is shown in Figure 2.
The figure shows that results exceeding the limit of quantifi-
cation were in the range of 155 to 260 pg/L for glyphosate,
and 155 to 200 pg/L for AMPA, respectively [19]. Analytical
results of the campaign of the Bremen laboratory confirm
the definite need for an analytical method capable for the
measurement of the active ingredients of high polarity pes-
ticides.

3. Materials and methods

3.1. Analytical possibilities to determine glyphosate res-
idues

The glyphoaste molecule (Figure 3) is strongly polar, and
even though it is small — its molecular mass is only 169
atomic mass unit —, it is not volatile. Its light absorption is
weak, has no fluorescence activity, and has a low retention
in reverse phase liquid chromatographic systems. All these
properties are fundamentally unfavorable for the determina-
tion and quantification of the compound. Supposedly this
is the reason why there are very few laboratories in the Eu-
ropean Union who can determine glyphosate and several
other pesticide residues of similar polarity with low limits
of quantification (0.01-0.05 mg/kg). Nevertheless, there is
ample material in the scientific literature about the determi-
nation of the residues of glyphosate and its decomposition
product, AMPA, using methods based on different princi-
ples.

The analysis of glyphosate residues was developed at the
end of the 1990s mainly for testing water and soil samples,
probably because residues of the active ingredient and its
decomposition product, AMPA (aminomethylphosphonic
acid), were primarily observed in soils and aqueous environ-
mental elements in the beginning. The methods described
in the sicentific literature and reviewed by us were based
mainly on the preparation of post-column OPA (o-phtha-
laldehyde) derivatives and pre-column FMOC (9-fluore-
nylmethyloxycarbonyl) derivatives. Let’s first review a few
methods based on post-column derivatization!

According to an EPA (Environmental Protection Agency,
USA) method from 1990 by Winfield et al., glyphosate resi-
dues of drinking water samples filtered through a 0.45 pm
filter were separated on a Bio-Rad Aminex A-9 cation ex-
change column, and molecules eluted from the analytical
column were oxidized at 68 °C by calcium hypochlorite. The
reaction product of the oxidation, glycine, reacted at 38 °C
with o-phthalaldehyde (OPA) in the presence of mercaptoe-
thanol. Detection was performed at 455 nm after excitation
at 340 nm of the fluorescent compound obtained. The lin-
ear range of the method was between 25 and 2500 pg/L
glyphosate concentrations. Recovery in this range was be-
tween 96% and 108%, and the relative standard deviation
was 1.25%< RSD <12.3% [20].
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Amint azt mar fentebb emlitettiik, Darvas Béla és ku-
tatécsoportja részletes tanulmanyt kozolt a glifozat
alkalmazasanak kornyezet-egészségligyi problémai-
rél. Kdévetkezzék néhany gondolat a dolgozat 6ssze-
foglaldjabol: A glifozat-tlir6 GM-ndvénykulturak tert-
letének ndvekedtével szamitani kell arra, hogy a gli-
fozat detektalhaté mennyiségben fog megjelenni az
élelmiszerekben és takarmanyokban is. A hatéanyag
csOkkentheti bizonyos nodvények betegségekkel
szembeni ellenalld képességét. A glifozat egyértel-
muen mérgezé a kétéltliekre, teratogenitasat kétéltd-
ek és madarak esetében gyanitjak [11]. Ugyanakkor
el6segiti a Fusarium gombak megtelepedését a kul-

tarnovények gyokerein [11], [18].

A glifozat kérnyezeti elemekben valdo megjelenését
ennél egy szamottevéen meglepdbb, és figyelmezte-
tébb jel kdvette. Németorszagban a Medical Labora-
tory Bremen kutatdcsoportja az Eurdpai Unié tagalla-
maibol 174 6nkéntes személy — kdzottik 10 magyar
allampolgar - vizeletében GC-MS-MS technikaval
vizsgaltak a glifozat és bomlastermékének, az AMPA
(aminometil-foszfonsav) mennyiségét. A vizsgalat
eredményei szerint a mintak 42,5%-aban mutattak ki
a mérési hatar (LOQ >0,150 pg/L) feletti mennyiség-
ben a glifozatot.

LOQ (>0,150 pg/L) feletti vizeletmintak glyhosate- és AMPA-tartalma
Urine samples above the LOQ value (>0,150 pg/L) of glyphosate and AMPA
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2. dbra. A Medical Laboratory Bremen mérési eredményeibdl készitett hisztogram [19].
Figure 2 Histogram of the analytical results of the Medical Laboratory Bremen [19].

Ugyanezzel az alsé méréshatarral szamolva a glifo-
zat bomlastermékének, az AMPA-nak a gyakorisaga
34,5%-nak adddott. A 2. abran az als6 méréshatar
feletti vizeletmintak mérési eredményeinek hisztog-
ramjat mutatjuk be. Az abrardl leolvashatd, hogy a
méréshatar feletti vizsgalati eredmények a glifozat
esetében 155 és 260 pg/L tartomanyba, AMPA ese-

tében pedig a 155 és 200 pg/L tartomanyba estek
[19]. A brémai laboratérium figyelemremélté kampa-
nyanak vizsgalati eredményei is alatamasztjak, hogy
feltétlenll sziikséglink van a nagy polaritasu névény-
védd szerek hatéanyagainak mérésére szolgal6 ana-
litikai modszerre.

A kép illusztrdcio / The picture is illustration
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The test method of the AOAC is based on similar techniques
and principles. According to this procedure, environmental
water samples, after filtration, are evaporated to dryness
on rotary vacuum evaporator. The evaporation residue was
dissolved in an EDTA solution (ethylenediaminetetraacetic
acid), glyphosate content of the sample was oxidized by
calcium hypochlorite, and the glycine eluted from the HPLC
column was then reacted with OPA in the presence of mer-
captoethanol. The measurement range was found to be
linear between glyphosate concentrations of 0.5 and 5000
pg/L [21].

A standard operating procedure (SOP) issued by Monsanto
in 2004 was validated for the determination of glyphosate
and AMPA residues in agricultural products. The method
was developed for the analysis of soybeans, cereals, pea-
nuts, cottonseed, alfalfa, cabbage, grapes and vegetable
oils. Active ingredient content of the different crops was ex-
tracted using a 1:3 mixture of chloroform and hydrochloric
acid (0,1 mol/L). The extract was centrifuged, and analysis
was performed on the supernatant. Glyphosate and AMPA
was bound on a column containing Chelex® 100 cation
exchange resin in the Fe(lll) form. Active ingredients were
eluted from the ion exchange column using hydrochloric
acid, the eluate was evaporated to dryness, and post-col-
umn OPA derivatization was applied after HPLC separation,
in accordance with the literature references cited above. In
this case the oxidation agent was a sodium hypochlorite so-
lution. Lower limit of quantification of the method was 0.05
mg/kg glyphosate and AMPA content, with sample amount
between 4 and 30 g. Recovery of the method was between
70 and 90%. Relative standard deviation was RSD<30%,
depending on the matrix analyzed [22].

As an interesting point, let’s review a gas chromatographic
glyphosate determination method as well! Glyphosate and
its decomposition product, AMPA, were extracted from ag-
ricultural products using water by Alferness and Wiebe. The
raw extract was purified on a cation exchange column and
aqueous solution of the purified sample was reacted directly
with heptafluorobutanol and trifluoroacetic anhydride. The
derivative was separated on a capillary column and detect-
ed using a mass selective detector. The method developed
by them was tested in 13 laboratories of 5 countries as part
of a proficiency testing scheme, during which cereals, feeds
produced from soybeans, and peanuts were analyzed.
Glyphosate recovery was 91% in their experiments. Rela-
tive standard deviation was found to be RSD=11% [23].

In recent years, there have been several multi residue meth-
ods (MRM) published for pesticide residue analysis, which
are capable of analyzing the residues of a large number of
active ingredients in only a few steps in different samples.
Such methods include, for example, methods indicated by
the following acronyms: QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and Safe), QuPPe (Quick Polar Pesti-
cides Method). These methods usually require the applica-
tion of separation techniques coupled with triple-quad MS
(QQQ), or quadrupol-time-of-flight MS (Q-TOF) spectrom-
eters. Despite the flexibility and versatility of these meth-
ods, there remain always several active ingredients whose
residues cannot be determined using multi-methods, with
the required sensitivity and accuracy. Molecules of certain
polar herbicides, such as glyphosate, glufosinate or the
glyphosate metabolite AMPA, and also the analysis of some
phenoxycarboxylic acid derivatives requires special pre-
column derivatization if one wants to avoid low sensitivity
at detection, which is general in the case of methods with

no derivatization. When analyzing glyphosate, glufosinate or
AMPA, °C and "N nuclide labelled internal standards are
added to the aqueous extacts of the samples. Samples are
then purified on a dispersive solid phase cation exchange
(DSPE) column, and active ingredients are converted into
FMOC (9-fluorenylmethyloxycarbonyl) derivatives immedi-
ately. FMOC derivatives are dissolved in acetonitrile, and
the solution is analyzed by some kind of UPLC-MS-MS (UI-
tra High Pressure Liquid Chromatography) system [24].

Next, a few methods based on pre-column derivatization
are reviewed, again with no claim to being exhaustive.

A completely automated water analysis method was devel-
oped by Vreeken et al. In their method, the active ingredi-
ent contents of drinking waters, different groundwaters and
communal wastewaters was converted into FMOC deriva-
tives, and these were purified using solid phase extraction
(SPE). The purified derivatives were separated by liquid
chromatography, followed by detection using an MS-MS
system with an ionspray ion source. Substances in the con-
centration range of 0.05 to 3.0 pg/L were measured in the
water samples analyzed. 390, 168 and 150 transitions of the
FMOC derivative of glyphosate were detected in the MS-
MS total ion chromatogram. Chromatographic separation
required 62 minutes. The lower limit of quantification (LOQ)
for glyphosate was 0.03 pg/L, recovery was 94%, and the
relative standard deviation (SD) was <9% [25].

FMOC derivatives were prepared by Lee et al. as well, in
order to analyze water samples. Tha analytical technique
used by them [26] was identical to that applied by Vreeken
et al. [25].

A procedure was developed by Ibanez et al., also for the
analysis of water and soil samples. The method involved
the preparation of FMOC derivatives in their case as well.
Herbicide residues in water samples were derivatized di-
rectly with FMOC-CI at pH 9.0, then filtered through a 45
pm filter. Soil samples were extracted with a potassium
hydroxide solution, diluted, the pH was then adjusted to
9.0, and FMOC derivatives were prepared. Derivatized
samples again were filtered through a 45 pm filter. The
componds sought were detected using a tandem MS-MS
system with an electrospray ion source, following high per-
formance liquid chromatography separation. The method
was validated for surface and groundwaters, as well as soil
samples. The lower limit of quantification for water samples
was 50 ng/L, while it was 5 pg/kg for soil samples. Recov-
ery was between 89 and 106%. Relative standard deviation
was RSD <9% when analyzing water samples, and RSD
>7% for soil samples [27].

In addition to FMOC, several other derivatization reagents
were tried by Le Fur et al. in order to determine glyphosate
in water samples: dansyl chloride, p-toluenesulfonyl chlo-
ride, and also phenyl isothiocyanate. During their experi-
ments, FMOC was found to be the most favorable and most
efficient pre-column derivatization reagent. The linear range
of their method was reported to be between 0.10 pg/L and
2.00 pg/L. Relative standard deviation of the analyses was
RSD<20% [28].

Methods without derivatization for the determination of
glyphosate and other polar pesticides were developed by
several researchers. Works cited below report just such
analytical methods.

A procedure without derivatization was developed by Shu-
ang et al. for the determination of glyphosate and its de-
composition product, AMPA (aminomethylphosphonic acid)
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3. Anyag és modszer

3.1. A glifozat maradékanyagai meghatarozasa-
nak analitikai lehet6ségei

A glifozat molekulaja (3. abra) er6sen polaros, mérete
kicsiny — tomegszama minddssze 169 atomi témeg-
egység —, ennek ellenére nem illékony. Fényelnyelése
gyenge, fluoreszcencias aktivitasa nincsen, retenci-
Oja forditott-fazisu folyadékkromatografias rendsze-
rekben csekély. Mindezek a tulajdonsagok alapve-
téen kedvezétlenek a vegyllet kimutatasa és meny-
nyiségi meghatarozdsa szempontjabol. Feltehetéen
ez az oka annak, hogy az Eurépai Unidban kevés la-
boratérium vaéllalkozik a glifozat és még néhany, ha-
sonlo polaritasu névényvédd szermaradék analizisére
alacsony kimutatasi hatar (0,01-0,05 mg/kg) mellett.
Mindemellett a szakirodalomban gazdag anyag ta-
lalhato, amely a glifozat és bomlastermékének, az
AMPA maradékainak meghatarozasrol szol kiilonbdzé
elveken alapulé médszerek alkalmazasaval.

A glifozat maradékainak vizsgalatat a 90-es évek vé-
gén féként viz- és talajmintak elemzése végett dol-
goztak ki, valoszin(lileg azért, mert a hatdbanyag mara-
déka és bomlasterméke az AMPA (aminometil-fosz-
fonsav) kezdetben elsésorban a talajokban és a vizes
kérnyezeti elemekben tlint fel. Az attanulmanyozott
szakirodalomban ismertetett modszerek féként ko-
lonna utani OPA-szarmazékok (o-ftal-aldehid) és
kolonna el6tti FMOC-szarmazékok (9-fluorenil-me-
til-kloroformat) képzésén alapultak. Els6ként tekint-
slink at néhany, oszlop utani szarmazékképzésen
alapulé modszert!

Egy 1990-bdl szarmazd EPA (Environmental Protec-
tion Agency, USA) modszer szerint Winfield és mun-
katarsai 0,45 pm-es szlirén sz(irt ivovizmintak glifo-
zat maradékait Bio-Rad Aminex A-9 kation-cserél§
oszlopon valasztottak el, majd az analitikai oszloprol
elualédd molekulakat 68 °C-on kalcium-hipoklorittal
oxidaltak. Az oxidacié reakciotermékeként kapott
glicint 38°C-on o-ftal-aldehiddel (OPA) reagaltattak
merkaptoetanol jelenlétében. A kapott fluoreszkald
vegylletet 340 nm-en gerjesztve 455 nm-en detek-
taltak. A modszerrel elérhetd linearis tartomany 25 és
2500 ug/L glifozat koncentraciot olelt fel. A vissza-
nyerés e tartomanyban 96% és 108% kozotti érték
volt, a relativ széras pedig 1,25%< RSD <12,3% ér-
tékek kozé esett [20].

Az elébbihez hasonlé technikan és elven alapul az
AOAC teszt modszere is. Az eljaras szerint a kor-
nyezetbdl szarmazd vizmintakat szlrés utan rotacios
vakuumbeparlé készlilékben szarazra paroltak. A be-
parlasi maradékot EDTA-oldattal (etilén-diamin-tet-
raecetsav) vették fel, majd a mintak glifozattartalmat
kalcium-hipoklorittal oxidalva a HPLC-oszlopon gli-
cinként elualédé vegylletet merkaptoetanol jelenlé-
tében OPA-val reagaltattak. A mérési tartomanyt 0,5
és 5000 pg/L glifozat koncentraciok kozott talaltak
linearisnak [21].

A Monsanto altal 2004-ben kiadott sztenderd mérési
eljarast (SOP) mez6gazdasagi termékek glifozat- és
AMPA-maradékainak meghatarozasara validaltak. A
modszert széjabab, gabonafélék, mogyoro, gyapot-
mag, lucerna takarmany, kaposzta, sz616 és névényi
olajok vizsgalatara dolgoztak ki. A kilénbdzé termé-
nyek hatéanyagtartalmat 1:3 aranyu kloroform-sésav
(0,1 mol/L) elegyével extrahaltattak. A kivonatot cent-
rifugaltak, majd a fellliszo vizes fazisbol végezték
az analizist. A glifozatot és az AMPA-t Fe(lll) formaju
Chelex® 100 kation-cserélé gyantat tartalmazé osz-
lopon koététték meg. Az ioncseréld oszloprol a ha-
tdanyagokat sésavval eludltattak, szarazra paroltak,
majd az el6bbi irodalmi hivatkozasokban részletezett
modon HPLC-elvalasztast kovetéen oszlop utani
OPA-szarmazékképzést alkalmaztak. Az oxidald szer
ez esetben natrium-hipoklorit oldat volt. A mdédszer
als6é mérési hatara 0,05 mg/kg glifozat- és AMPA-tar-
talom, 4 és 30 g kozotti mintabeméréssel. A modszer
visszanyerése 70 és 90% kozé esett. A relativ széras
RSD<30% volt a vizsgalt matrixtdl figgéen [22].

Az érdekesség kedvéért tekintslink at egy gazkro-
matografias glifozat-meghatarozasi modszert is!
Alferness és Wiebe mez6gazdasagi terményekbdl
vizzel extrahalta a glifozatot és bomlastermékét, az
AMPA-t. A nyers extraktumot kation-cserélé oszlo-
pon tisztitottak. A tisztitott minta vizes oldatat kdzvet-
lentl reagaltattak heptafluor-butanol és trifluor-ecet-
sav-anhidriddel. A szarmazékokat kapillaris oszlopon
elvalasztva tdmegszelektiv detektorral hataroztak
meg. Kidolgozott mddszeriiket 5 orszag 13 labora-
toriumaban korvizsgalat keretein belll tesztelték,
aminek soran gabonaféleségeket, széjabol késziilt
takarmanyt, mogyordbelet vizsgaltak. Kisérleteikben
a visszanyerés glifozatra vonatkozdan 91%-nak ado-
dott. A relativ szorast RSD=11%-nak talaltak [23].

Az utdbbi években a névényvédd szerek maradéka-
inak vizsgalata céljabdl szamos multi maradék mod-
szer (Multi Residue Method; MRM) latott napvilagot,
amelyeknek alkalmazasaval néhany lépésben nagy-
szamu hatéanyag maradéka analizalhatd kildonbdzé
mintakbdl. llyen mddszerek példaul a QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe),
QuPPe (Quick Polar Pesticides Method) mozaik-
szavakkal jelzett eljarasok. A mddszerek altaldban
triple-quad MS (QQQ), vagy quadrupol-repulési id6
MS (Q-TOF) spektrométerekkel kapcsolt elvalasz-
tas-technika alkalmazasat kévetelik meg. E mddsze-
rek rugalmassdaga és sokoldalisaga ellenére mindig
marad néhany olyan hatdéanyag, amelynek maradé-
kait a multi-mddszerek alkalmazasaval mégsem lehet
kell6 érzékenységgel és pontossaggal meghatarozni.
Bizonyos polaros herbicidek molekulai, mint példaul
a glifozat, glufozinat, illetve a glifozat metabolitja, az
AMPA, valamint néhany fenoxi-karbonsav szarmazék
analitikaja specialis, kolonna elétti szarmazékképzést
igényel, ha el akarjuk kerilni a kimutatasnal jelentke-
z@ alacsony érzékenységet, amely a szarmazékkép-
zés nélkuli eljarasoknal altalanos jelenség. A glifozat,
glufozinat és AMPA vizsgalatanal a mintak vizes ext-
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raktumahoz 3C és ®N nuklidokkal jeldlt belsd sztender-
deket adnak. A mintakat ezutan diszperziv szilardfazisu
kation-cserél6 kromatografids oszlopon (DSPE) tisztit-
jak, majd a hatéanyagokbdl azonnal FMOC-szarmazé-
kokat (9-fluorenil-metil-oxi-szarmazékokat) képeznek.
Az FMOC-szarmazékokat acetonitrilben oldjak fel, majd
a kapott oldatot valamilyen UPLC-MS-MS (Ultra High
Pressure Liquid Chromatography) rendszerben analizal-
jak [24].

A tovabbiakban néhany, kolonna el6tti szarmazékkép-
zésen alapulé modszert tekintlink at, tovabbra is a tel-
jesség igénye nélkdl.

Vreeken és munkatarsai egy teljesen automatizalt vize-
lemzési modszert dolgoztak ki. Mddszeriikben az ivo-
vizek, kilénboz6 felszin alatti vizek, valamint telepulési
szennyvizek hatéanyagtartalmabol FMOC-szarmazéko-
kat allitottak el6, majd szilard-fazisu extrakciéval (SPE)
tisztitottak azokat. A tisztitott szarmazékokat folyadék-
kromatografias elvalasztast kovetéen ionspray ionfor-
rassal ellatott MS-MS rendszerben detektaltak. A vizs-
galt vizmintakban 0,05 és 3,0 pg/L koncentracié-tarto-
manyokban mérték az anyagokat. Az MS-MS totalion
kromatogramon a glifozat FMOC-szarmazékanak 390,
168 és 150 atmeneteit detektaltak. A kromatografias el-
valasztas 62 percet vett igénybe. A glifozatra vonatkozé
alsé méréshatar (LOQ) 0,03 pg/L, a visszanyerés 94%-os,
a relativ széras (SD) <9% volt [25].

Lee és munkatarsai szintén FMOC-szarmazékokat alli-
tottak el, vizmintak vizsgalata céljabdl. Analitikai tech-
nikajuk azonos volt a Vreeken és munkatarsai [25] altal
alkalmazott technikaval [26].

Ibafez és munkatarsai szintén viz- és talajmintak vizsga-
latara dolgoztak ki eljarast. A médszer az 6 esetiikben is
FMOC-szarmazékképzést foglal magaban. A vizmintak-
ban a herbicid-maradékokat 9,0-es pH mellett FMOC-
val kdzvetlenll szarmazékoltak, majd 45 pm-es szlrén
szlirték. A talajmintakat kalium-hidroxid oldattal extrahal-
tak, higitottak, majd a pH-t 9,0-re allitva elkészitették az
FMOC-szarmazékokat. A szarmazékolt mintakat szintén
45 pm-es szlirdn szlrték. A nagyteljesitményd folyadék-
kromatografias elvalasztast kdvetéen electrospray ion-
forrasra kapcsolt tandem MS-MS rendszerrel detektaltak
a keresett vegylleteket. A mddszert felszini, felszin alat-
ti vizre és talajmintakra is validaltak. Az als6 méréshatar
vizmintakra 50 ng/L, talajmintakra pedig 5 pg/kg volt. A
visszanyerés 89 és 106% kozé esett. A vizmintak elem-
zésénél a relativ széras RSD <9%-nak, talajmintak vizs-
galatanal pedig RSD >7%-nak adddott [27].

Le Fur és munkatarsai az FMOC-n kivil t6bbféle szar-
mazékképzd reagenst probaltak ki a glifozat vizmin-
takbol vald meghatarozasa céljabdl: danzil-kloridot,
p-toluol-szulfonilkloridot, valamint fenil-izotiocianatot.
Kisérleteik soran ugy talaltak, hogy a legkedvezdbb és
leghatékonyabb oszlop elétti szarmazékképzd reagens
az FMOC. Mddszerik linearis tartomanyat 0,10 pg/L és
2,00 pg/L értékek kdzott jelolték meg. A mérések relativ
szérasa RSD<20% volt [28].

in different food raw materials of plant origin. Different
teas, green dates, green soybeans and radishes were
analyzed by them. Samples were extracted with high pu-
rity water, extracs were cleaned on an anion exchange
column. Following high performance liquid chromatog-
raphy, electrospray ionization was applied. Detection
was performed on an MS-MS system in negative ion
mode, with the 168—124, 81 and 63 transitions. Detec-
tion limit was 0.01 mg/kg, and the lower limit of quanti-
fication for glyphosate was 0.02 mg/kg. Recovery was
between 78 and 113%, depending on the matrix. Rela-
tive standard deviation was 3.2% <RSD<11.0% [29].

Methods without derivatization were set up for the
measurement of high polarity pesticide molecules that
cannot be analyzed by the above-mentioned QUECh-
ERS procedure (e.g. fosetyl, maleic hydrazide, etephon,
glyphosate, glufosinate etc.) by Anastassiades et al. as
well. One of the methods was dedicated for the analy-
sis of foods of animal origin [30], while the other one for
products of plant origin (fruits, dried fruits, vegetables,
cereals, processes products and honey) [31].

The procedure designed for the analysis of plant-based
foods starts with an acidic methanol-water extraction.
Extracts were filtered through the usual 0.45 pm pore
size filter, and the molecules were determined using an
LC-MS-MS coupled technique. The internal standards
used were pesticide molecules labelled with '*C and
N nuclides. In the case of glyphosate, the 1,2-'3C,"*N
standard was used. Sample extracts were introduced
onto the Dionex lonPac AS11 (2x250 mm) analytical
column throuh a Dionex lonPac AG11 (2x50 mm) pre-
column. Separation temperature was 40 °C. The (A)
component of the binary eluent was water, while the (B)
component was aqueous dimethylamine solution with
its pH adjusted to 11 with 1 mM citric acid. 10 and 20
pL volumes of the extracts were injected into the liquid
chromatograph. The ion transitions monitored were the
following: 168—63, 168—124, 168—81. In the case
of ®C and N nuclide labelled internal standards, the
ion transition 171—63 was monitored. Lower limits of
quantification (LOQ) were validated with the analyses
of tomato, gourd, apple, orange and barley samples.
In their experiments, LOQ values were in the range of
0.01 mg/kg < LOQ = 0.02. Recovery and relative stand-
ard deviation data obtained during validation were not
included in the paper [30].

The method without derivatization, developed for foods
of animal origin, has already been tested for milk and
chicken eggs so far. An aliquot of the acidic methanol-
water extract used for plant samples was diluted with
acetonitrile and purified on an ODS (octadecylsilane)
dSPE column. The purified extract was centrifuged, fil-
tered through a 0.45 pm pore size filter, and injected into
the LC-MS-MS system. During validation of the method,
a recovery of 196% and relative standard deviation of
RSD=9.6% were obtained for whole milk. In the case
of chicken eggs, performance characteristicswere much
more favorable: recovery was 117%, while the RSD
value was 1.0%. The lower limit of quantification of the
method was not erported by the authors [31].

3.2. Laboratory method for the determination of
glyphosate residues

Several methods have been tried in our laboratory for

the detection of glyphosate residues. Post-column de-
rivatization with OPA was dismissed, because being
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A glifozat és mas polaros névényvédd szerek vizsga-
latara egyes kutatok szarmazékképzés nélkili mod-
szereket is kidolgoztak. A kdvetkez8, néhany idézett
munka ilyen analitikai médszerekrél szamol be.

Shuang és munkatarsai szarmazékképzés nélku-
li eljarast dolgoztak ki a glifozat és bomlasterméke,
az AMPA (aminometil-foszfonsav) meghatarozasara
kilénb6z8, novényi eredetld élelmiszer-alapanya-
gokbdl. Vizsgalataikat kildénbdzé teakbdl, zéld da-
tolyabdl, zold széjababbdl és retekbdl végezték. A
mintakat nagytisztasagu vizzel extrahalték, az ext-
raktumot anion-cseréld oszlopon tisztitottak. A nagy-
hatékonysagu kromatografias elvalasztast kévetéen
electrospray ionizaciét alkalmaztak. A detektalast
negativ ion dzemmodu MS-MS rendszerben végez-
ték 168—124, 81 és 63 atmenetekkel. A detektala-
si hatar 0,01 mg/kg, az alsé méréshatar glifozatra
0,02 mg/kg volt. A visszanyerés a matrixtol figgéen
78 és 113% kozotti értéknek adddott. A relativ széras
3,2% <RSD<11,0% volt. [29].

Anastassiades és munkatarsai szintén szarmazék-
képzés nélklli médszereket allitottak be nagy polari-
tasu peszticid molekulak vizsgalatara, amelyek a fen-
tebb emlitett QUEChERS eljarassal nem vizsgalha-
tok (pl. foszetil, maleinsav-hidrazid, etefon, glifozat,
glufozinat stb.). Az egyik médszert az allati eredet(
élelmiszerek [30], a masikat pedig a ndvényi eredet(
termékek (gylmolcsok, szaritott gyimolcsok, zold-
ségfélék, gabonaféleségek, feldolgozott termékek és
méz) vizsgalatara dedikaltak [31].

A ndvényi eredetl élelmiszerek vizsgalatara tervezett
eljaras savas metanolos-vizes extrakciéval indul. A
kivonatokat a szokasos 0,45 pm poérusméretl sz(i-
rén szlirték és a molekulakat LC-MS-MS kapcsolt
technikaval hatdroztdk meg. Az alkalmazott belsé
sztenderdek *C és >N nuklidokkal jelolt névényvédd
szermolekulak voltak. A glifozat esetében 1,2-'3C,"*N
sztenderdet alkalmaztak. A mintakbdl készilt kivo-
natokat Dionex lonPac AG11 (2x50 mm) el&tétoszlo-
pon keresztil vezették a Dionex lonPac AS11 (2x250
mm) analitikai kolonnara. Az elvélasztas hémérsék-
lete 40 °C volt. A biner mozgdfazis (A)-komponen-
se viz, (B)-komponense pedig 1 mM citromsavval
11-es pH-ra allitott vizes dimetilamin oldat volt. Az
extraktumokbdl 10 és 20 pL térfogatokat injektaltak
a folyadékkromatografba. A figyelt ionatmenetek a
168—63, 168—124, 168—81 értékek voltak. A °C és
N nuklidokkal jeldlt belsd sztenderdek esetében a
171—63 ionatmenetet monitorozték. Az alsé mérés-
hatarokat (LOQ) paradicsom, tok, alma, narancs és
arpamintak vizsgalataval validaltak. Kisérleteikben az
LOQ értékei 0,01mg/kg < LOQ = 0,02 mg/kg tarto-
manyba estek. A validalasnal kapott visszanyerési és
relativ szorasi adatokat e dolgozat nem tartalmazza
[30].

Az allati eredetl élelmiszerekre kidolgozott szar-
mazékképzés nélkili mddszert egyeldre tejre és tyuk-
tojasra tesztelték. A ndévényi mintaknal hasznalatos

savas metanolos-vizes kivonat alikvot részét aceto-
nitriles higitassal és ODS (oktadecil-szilan) dSPE tol-
teten tisztitottak. A tisztitott kivonatot centrifugaltak,
0,45 pm porusméretli szlrén engedték at, majd az
LC-MS-MS rendszerbe injektaltak. A modszer va-
lidalasanal telies tehéntejbdl 196% visszanyerési
aranyt és RSD=9,6% relativ szérast kaptak. Tyukto-
jas esetében ennél jéval kedvez6bbek a teljesitmény-
jellemzdk: a visszanyerés 117%-nak, az RSD-érték
pedig 1,0%-nak adddott. A modszerrel elérhetd alsé
méréshatart ebben a dokumentumban nem jeldlték
meg a szerzdk [31].

3.2. A glifozat maradékainak meghatarozasanak
laboratoriumi médszere

Laboratériumunkban tébb maddszert is kiprobaltunk
a glifozat maradékainak kimutatédsara. Az OPA-val
végzett, kolonna utani szarmazékképzést annak ko-
rilményessége miatt elvetettiik. Az FMOC-vel vég-
zett, kolonna el6tti derivatizaciét tartalmazoé analiti-
kai médszerekkel ugy talaltuk, hogy a mintakban — a
matrixtdl figgéen — sok olyan komponens talalhato,
amely az FMOC-vel szintén szarmazékot képez, és
egyarant zavarja a kromatografias elvalasztast és
a tdbmegszelektiv detektalast is. Anastassiades és
munkatarsai altal kidolgozott, az Eurdpai Uniéban
hivatalos modszereket [30], [31] is kiprobaltuk a glifo-
zat maradékainak kimutatasara és mennyiségi meg-
hatarozasara kilonbozé élelmiszer-alapanyagokbdl.
A szakirodalmi forrasokbdl atvett modszerekkel vég-
zett kisérleteink soran szerzett tapasztalataink alap-
jan ugy dontottiink, hogy a WESSLING Hungary Kift.
Elelmiszerbiztonsagi Uzletdga Laboratériumaban az
irodalomban fellelhetd ismeretek felhasznalasaval az
Eurdpai Uniéban hivatalos modszert honositjuk az
er6sen polaros noévényvéddszer-maradékok meg-
hatarozasa élelmiszerekbdl, élelmiszer-nyersanya-
gokbdl, névényi eredetl takarmanyokbol LC-MS-MS
modszerrel, amelyet validalni is fogunk.

3.2.1. A glifozat maradékai meghatarozasanak
mérési elve és alkalmazasi teriilete

A Laboratériumunkban kidolgozott maddszer na-
gyon polaros, a QUEChERS mddszerrel nem meg-
hatarozhaté peszticidek (etefon, glifozat, AMPA,
glufozinat, foszetil-Al, maleinsav-hidrazid, dikvat,
parakvat, klormekvat, mepikvat, daminozid, ciroma-
zin, perklorat, klorat) maradékainak élelmiszerekbdl,
élelmiszer-nyersanyagokbdl, névényi eredetl takar-
manyokbdl valdé meghatarozasara alkalmas. A to-
vabbiakban a glifozat kimutatasanak és mennyiségi
meghatarozasanak részleteit fogjuk ismertetni.

A mérési eljaras elve: a bemért mintaban viz hoz-
zdadasaval bedllitjuk az idedlis viztartalmat, majd a
gyomirté szer maradékat savas metanollal extrahal-
juk. Az extraktumot centrifugaljuk, sz(rjik, majd a
sz(rletbdl végezziik el az LC-MS-MS meghatarozast.

A moddszert a SANCO altal kiadott altalanos miné-
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ségbiztositasi és validalasi utmutaté szerint [32] a min-
dennapi gyakorlatra jellemzd minta-matrixokra validal-
tuk. A zoldség- és gyimodlcsféléket alma mintak, az al-
lati eredetli élelmiszereket tejminték, a gabonaféléket és
szaraz magvakat kolesgolyé mintak elemzésével mo-
delleztik. A modszer alkalmassagat a laboratériumban
alma és tej matrixokban ellendriztiik, valamint felhasz-
naltuk a mérések soran keletkezé Un. ,menet-kdzbeni”
modszervalidalasi adatokat is, melyek gabona, valamint
egyéb élelmiszer mintak esetében allnak rendelkezésre
[33].

3.2.2. A glifozat maradékai meghatarozasa mérésé-
nek menete

3.2.2.1. A vizsgalathoz felhasznalt eszk6z06k és vegy-
szerek

A vizsgalatokat a szokdsos laboratériumi felszerelése-
ken tul Sciex 4500 LC-MS-MS késziléken végeztik.
Az elvalasztashoz Dionex lonPac AS11-HC oszlopot al-
kalmaztunk. A felhasznalt vegyszerek HPLC tisztasagu-
ak voltak. A 1071-83-6 CAS szamu glifozat sztenderd
Sigma-Aldrich gyartmanyu volt. Az izotop-jeldlt glifozat
bels6 sztenderdet (1,2-"*C,"N, katalégusszama: sc-
280758) a Santa Cruz Biotechnology Inc.-t6l szereztik
be. A vizsgalatokhoz hasznalt vizet MilliQ berendezés-
ben magunk allitottuk elé.

A (glifozat sztenderdekbdl 1 mg/ml koncentracioju
torzsoldatokatkészitettlinkvizésmetanol1:3keverékével.
A torzsoldatokbdl acetonitrillel—1 pg/ml glifozat és
40 pg/ml glifozat belsé sztenderd munkaoldatokat ké-
szitettlnk.

A glifozat munkaoldatbdl 1, 5, 10, 50, 100, 250 ng/ml
kalibralé oldatsort készitink, amely 1% hangyasavat
tartalmazott metanol-viz 1:1 aranyu elegyében. A ka-
librald oldatsorhoz az izotép-jelzett belsé sztenderdet
100 ng/ml szinten adtuk hozza. A kalibralé oldatokat
hitészekrényben legfeljebb egy hétig taroltuk.

3.2.2.2. Mintael6készités

A minta el6készitése soran arra térekedtliink, hogy rep-
rezentativ mintahanyadok kivételére alkalmas, megfe-
leléen homogén laboratériumi mintat kapjunk. Z6ldség
és gyumolcs mintak esetében magas fordulatszamon
torténd homogenizalast végeztink, amelyet, sziikség
esetén szarazjeges daralassal is kiegészitettiink. Az el-
készitett homogenizatumokat az analizishez ugy mértiik
be, hogy azok egyenként 5-5 g eredeti mintat képvisel-
jenek.

A kép illusztracio / The picture is illustration

convoluted. With respect to analytical methods involv-
ing pre-column derivatization with FMOC, we found that
there were many components in the samples — depend-
ing on the matrix — that also formed FMOC derivatives,
interfering with both chromatographic separation and
mass selective detection. The methods developed by
Anastassiades et al. for the detection and quantification
of glyphosate residues in different food raw materials,
which are official methods in the European Union [30],
[31] were also tried. On the basis of our experience with
methods found in the scientific literature it was decided
that the official method of the European Union for the
determination of strongly polar pesticide residues in
foods, food raw materials and plant-based feeds using
LC-MS-MS would be adapted in the Laboratory of the
Food Safety Business Unit of WESSLING Hungary Ltd,
applying knowledge found in the literature. Validation of
the method was also decided.

3.2.1. Measurement principle and application area of
the determination of glyphosate residues

The method developed in our Laboratory is suitable for
the determination of the residues of highly polar pes-
ticides that cannot be determined using the QUECh-
ERS method (etephon, glyphosate, AMPA, glufosinate,
fosetyl-Al, maleic hydrazide, diquat, paraquat, chlorm-
equat, mepiquat, daminozide, cyromazine, perchlorate,
chlorate) in foods, food raw materials and plant-based
feeds. Henceforward, details of the detection and quan-
tification of glyphosate will be described.

Principle of the analytical procedure: water is added to
a measured amount of the sample until the ideal water
content is reached, and pesticide residues are then ex-
tracted using acidic methanol. The extract extract was
centrifuged, filtered, and LC-MS-MS measurement of
the filtrate is performed.

The method was validated for sample matrices typical
in our everyday routine, in accordance with the general
quality assurance and validation guidelines published by
SANCO [32]. Fruits and vegetables were modelled by
the analysis of apple samples, foods of animal origin by
milk samples, and cereals and dry seeds by millet ball
samples. Suitability of the method was checked in the
laboratory in apple and milk matrices, and so-called ,,in-
process” method validation data arising during meas-
urements were also used, available in the case of cereal
and other food samples [33].

3.2.2. Analytical procedure for the determination of
glyphosate residues

3.2.2.1. Equipment and chemicals used for the analy-
sis

In addition to the usual laboratory equipment, a Sciex
4500 LC-MS-MS instrument was used for the analyses.
A Dionex lonPac AS11-HC column was used for the
separation. Chemicals used were of HPLC grade purity.
Glyphosate standard (CAS no. 1071-83-6) was obtained
from Sigma-Aldrich. Isotope labeled glyphosate internal
standard (1,2-"°C,"™N, catalogue no.: sc-280758) was
purchased from Santa Cruz Biotechnology Inc. Water
used for the analyses was produced in the laboratory
using a MilliQ instrument.

Stock solutions of 1 mg/ml were prepared from the
glyphosate standards using a 1:3 mixture of water and
methanol. 1 pg/ml and 40 pg/ml glyphosate internal
standard working solutions were prepared from stock
solutions using acetonitrile.
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3.2.2.3. Extrakcio

A homogenizalt mintabdl kivett analitikai mintahanya-
dokat 50 ml-es centrifugacsévekbe mértik be, ame-
lyekhez annyi vizet adtunk, hogy a csében az 6sz-
szes viz tdmege 10 g legyen. A bemért mintakhoz 10
ml hangyasavas metanol oldatot mértiink (>95%-o0s
hangyasav 100-szorosan higitva), majd 50 pL glifozat
belsé sztenderd munkaoldatot adtunk hozza. Ezt k6-
vetéen a lezart centrifugacsdveket 20 percen keresz-
tdl mechanikus razogépben razattuk, amelyet tovab-
bi 10 perces ultrahangos kezeléssel egészitettlink ki.

A razas utan az extraktumot 5 percig 3500/perc for-
dulatszamon centrifugaltuk. Az allati eredetl mintak
kivonatabdl egy 10 ml-es centrifugacsébe 2 ml-t vit-
tink at, majd 100 mg ODS (oktadecil-szilan) szor-
benst és 2 ml acetonitrilt adtunk hozza. A keveréket
1 perces er6teljes razatas utan 5 percig 3500/perc
fordulatszamon centrifugaltuk.

A folyadékkromatografias elvalasztast mind a két
mintatipus esetén a centrifugdlas utan kapott fellilu-
sz6 oldatbdl végeztik el.

3.2.2.4. Sztenderddel adalékolt mintak készitése

Adalékolt (spike-olt, glifozat sztenderddel addicionalt
mintat) mintakat minden mérési sorozatban készitet-
tink az als6 mérési hatar kozelében (LOQ = 10 ug/
kg), vagy a jelentési hatar szintjén illetve egy ettdl
5-10-szer magasabb szinten. Ennek szellemében az
adalékolt mintakba 10 és 100 pg/kg glifozat szten-
derdet mértiink be, minden esetben a viz hozzdada-
sa el6tt. A sztenderd oldat térfogatat a mintahoz ada-
golt viz térfogatabdl levontuk.

3.2.2.5. A mintak glifozattartalmanak mérése

A méréseket Sciex 4500LC-MS-MS készulékkel vé-
geztlk electrospray ionforrassal negativ ion Uzem-
modban. Az elvalasztas Dionex lonPac AS11-HC
oszlopon tértént. Az oszlopra vezetett eluenst és
mintat az oszlop el6tt 0,5 pm acélsz(irén szlrtik.
Az elvélasztast biner olddszerrel végeztik az 1. tab-
lazatban részletezett program szerint. Az ionfor-
rasbol kilépd mintaaramban 168—63, 168—79 és
168—150 atmeneteket figyeltik.

A mérés also hatara (LOQ) hatar a legtébb mintamat-
rix esetén 10 pg/kg. Az elvalasztast és mennyiségi
meghatarozast 5 L térfogatu tisztitott mintakivonat
injektalasaval végeztik.

1. tablazat. A glifozat elvdlasztasanak gradiens programja
Table 1 Gradient program for glyphosate separation

Osszes id6 (min)

Térfogataram (pl/min)

Total time (min) Flow rate (ul/min)

A eluens (%)
Eluent A (%)

B eluens (%)
Eluent B (%)

0 200 100 0
1.00 200 100 0
3.00 200 10 90
7.00 200 10 90
7.01 200 100 0
16.00 200 100 0

3.3. A glifozat maradékanyagai meghatarozasa-
nak validalasa

A validalas célja a nagyon polaros, QUEChERS mdd-
szerrel nem meghatarozhatd komponensek — kéz6t-
tik a glifozat maradékainak — élelmiszermintakbol
torténd minbéségi és mennyiségi meghatarozasara
szolgalé LC-MS-MS modszer megfelel6ségének iga-
zolasa. A modszer validalasanal a SANCO 2011-ben
kiadott Utmutaté dokumentumanak a médszervalida-
lasra vonatkozo részeit vettik alapul [34]. A glifozat
és mas, erésen polaros névényvédd szer-maradékok
vizsgalati eljarasanak részletes validalasi adatait a
WESSLING Hungary Kft. Elelmiszerbiztonsagi Uzlet-
aga Elelmiszeranalitikai Laboratériumanak validlasi
jelentésében foglaltuk dssze [35].

A SANCO dokumentum [34] ,,A” mellékletének 3. és
4. pontja értelmében felhasznaltuk a mérések soran
keletkez6 folyamatos, az angol terminoldgiaban un.

»,0N-going” modszervalidalasi adatokat is, melyek
gabona mintak esetében allnak rendelkezésre. Az
»,0N-going” validalasi eljarasban olyan matrixban vizs-
galtuk a visszanyerés (R%), illetve az ismételhetéség
(RSD%) értékeit, amelyek eltértek a validalasi eljaras
soran tesztelt matrixtdl. llyen moédon kdles mintaban
igazoltuk, hogy a mddszerben tértént minimalis val-
toztatasok nem befolyasoljak jelentésen a médszer
teljesitbképességét hosszabb idétartam alatt sem.

Tipikusan, minden mérési sorozatban legalabb egy
adalékolt mintat is készitettlink, melyeket az éles
mintakkal egy idében és azonos modon vizsgaltunk.

A glifozat sztenderdbdl a kdvetkezd koncentraciotar-
tomanyban készitettlink kalibral6 oldatsort: 1, 5, 10,
50, 100, 250 ng/ml 1% hangyasavat tartalmazé me-
tanol-viz = 1:1 aranyu elegyébdl készlilt oldoszerben.
A kalibral6 oldatsorhoz jelzett belsé sztenderdet ad-
tunk 100 ng/ml szinten.
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A calibration solution set with concentrations of 1, 5, 10, 50,
100 and 250 ng/ml in methanol-water mixture (1:1) contain-
ing 1% formic acid was prepared from the glyphosate work-
ing solutions. Isotope labeled internal standard was added
to the calibration solution set at the 100 ng/ml level. Calibra-
tion solutions were stored in a refrigerator for no more than
one week.

3.2.2.2. Sample preparation

During sample preparation, efforts were made to obtain lab-
oratory samples that are suitably homogeneous and ade-
quate for taking representative sample fractions. In the case
of fruit and vegetable samples, high rom homogenization
was performed, supplemented by dry ice grinding, if neces-
sary. Homogenates thus prepared were weighed in so that
they would represent 5 g of the original sample.

3.2.2.3. Extraction

Analytical sample fractions of the homogenized sample
were weighed into 50 ml centrifuge tubes, and water was
added for a total water mass of 10 g. 10 ml of formic acid
solution in methanol (>95% formic acid diluted 100-fold)
was added to the sample, followed by 50 pL glyphosate
internal standard working solution. The sealed centrifuge
tubes were then shaken on a mechanical shaker for 20 min-
utes, followed by a 10-minute ultrasonic treatment.

After shaking, extracts were centrifuged for 5 minutes at
3500 rpm. In teh case of samples of animal origin, 2 ml of
the extract was transferred into a 10 ml centrifuge tube, and
100 mg ODS (octadecylsilane) sorbent and 2 ml of acetoni-
trile were added. After vigorous shaking for 1 minute, the
mixture was centrifuged for 5 minutes at 3500 rpm.

For both sample types, liquid chromatographic separation
was performed on the supernatant obtained after centrifug-
ing.

3.2.2.4. Preparation of samples spiked with standard

Spiked samples (additioned with glyphosate standard) were
prepared in each analytical sequence either in the vicinity
of the limit of quantification (LOQ = 10 pg/kg), at the level
of the reporting limit, or at a level 5 to 10-fold higher. In this
spirit, 10 and 100 pg/kg glyphosate standard was added to
prepare spiked samples, in each case before the addition of
water. The volume of the standard solution was subtracted
from the volume of water added to the sample.

3.2.2.5. Measuring the glyphosate content of the sam-
ples

Analyses were performed on a Sciex 4500LC-MS-MS in-
strument with an electrospray ion source in negative ion
mode. Separation was performed on a Dionex lonPac
AS11-HC column. The eluent introduced onto the column
and the sample were filtered before the column through a
0.5 pm steel filter. Separation was performed using a bi-
nary solvent mixture and the gradient program shown in
Table 1. 168—63, 168—79 and 168—150 transitions were
monitored in the sample current exiting the ion source.

The lower limit of quantification (LOQ) was 10 pg/kg for
most sample matrices. Separation and quantification were
performed by the injection of 5 pL of purified sample extract.

3.3. Validation of glyphosate residue determination

The purpose of validation was to verify the suitability of
the LC-MS-MS method for the qualitative and quantita-
tive determination of strongly polar components that can-
not be analyzed by the QUEChERS method — among them,
glyphosate residues — in food samples. When performing
the validation, relevant parts for method validation of the

guidance document issued by SANCO in 2011 were taken
into consideration [34]. Detailed validation data of the ana-
lytical procedure of glyphosate and other strongly polar
pesticide residues are summarized in the validation report
of the Food Testing Laboratory of the Food Safety Business
Unit of WESSLING Hungary Kft. [35].

In accordance with Sections 3 and 4 of Appendix A of the
SANCO document [34], on-going method validation data
arising during the analyses that were available for cereal
samples. In the on-going validation procedure, recovery
(R%) and repeatability (RSD%) values were analyzed for a
matrix that was different from the matrix tested during the
validation procedure. Thus, it was verified in a millet sample
that the performance of the method was not significantly af-
fected by minimal changes in the method, even in the long
term.

Typically, at least one spiked sample was prepared in each
analytical sequence, and it was analyzed at the same time
and in the same way as real samples.

A calibration solution set of the following concentrations
was prepared from the glyphosate standard: 1, 5, 10, 50,
100, 250 ng/ml in a mixture of methanol-water = 1:1 con-
taining 1% of formic acid. Internal standard was added to
the calibration solutions at the 100 ng/ml level.

3.3.1. Identification of glyphosate

The molecular structure of glyphosate is shown in Figure
3. Molecular formula: C,;H,NO,P.

The molecular mass of glyphosate (N-(phosphonomethyl)
glycine) is 169. CAS no.: 1071-83-6. Retention time of the
molecule under the conditions described in Section 3.2.2.5
is between 8.5 and 10 minutes. The compound was identi-
fied in the LC-MS-MS system by monitoring the 168—63,
168—79 and 168—150 transitions. Identification was con-
firmed by the analysis of isotope labeled internal standard.

3.2.2. Linearity analysis of the calibration curve

Linearity of the calibration curve of glyphosate was checked
at concentrations of 1, 2, 5, 10, 50, 100 and 240 ng/ml using
the internal standard method. The calibration curve shown
in Figure 4 was found to be linear in the 1 to 250 ng/m
range. The correlation coefficient of the regression line was
R2=0,999.

3.3.3 Determination of the lower limit of quantification
(LOQ)

To determine the LOQ, it was checked whether the signal-
to-noise ratio is acceptable at the intended reporting limit of
glyphosate - in the case of a concentration of 10 pg/kg —
when performing the analysis using the method adapted by
us. To verify this, chromatograms of a 10 ng/ml glyphosate
standard and a 200 ng/ml isotope labeled glyphosate inter-
nal standard are shown in Figure 5.

To verify that the intended quantification limit was set at the
proper level, recovery was determined with the analysis of
samples spiked at the intended LOQ=10 pg/kg level, and
then it was tested whether the value obtained satisfied ac-
ceptability criteria. According to the guidelines of the SAN-
CO document cited above [34], recovery has to be in the
70-120% range, and the relative standard deviation (RSD)
cannot exceed 20%.

As shown in Figure 6, the analytical signal of the 10 ng/ml
glyphosate standard is 12300 area units, peak height is 1740
cps, which exceeds many times the noise surrounding the
glyphosate peak. Recovery (R=79,8%) and relative stand-
ard deviation (RSD<20%) values of the analysis performed
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3.3.1. A glifozat azonositasa

A glifozat molekulaszerkezetét a 3. dbran mutatjuk be. Osszegképlete: C,HNOP.

O
1Ak
HO N\/F{""'OH

3. abra A glifozat
Figure 3 The molecula

A dlifozat (N-(foszfonometil)-glicin) molekulatémege
169. CAS szama: 1071-83-6. A molekula retencids
ideje a 3.2.2.5. szakaszban ismertetett elvalaszta-
si korllmények kozott 8,5 és 10 perc kdzé esik. A
vegyllet azonositasat az LC-MS-MS rendszerben
a 168—63, 168—79 és 168—150 atmenetek figye-
Iésével végeztik. Az azonositast izotdpjelzett belsé
sztenderd vizsgalataval erésitettiik meg.

B Glyphosste-1€8-82_Cslibration.rdb {Glyphosate 1): “Linear
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Analyte Area /1S Area
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molekulaszerkezete

r structure of glyphosate
3.3.2. A mérdgorbe linearitasanak vizsgalata

A glifozat mérégorbéjének linearitasat belsd szten-
derd modszerrel 1, 2, 5, 10, 50, 100 és 250 ng/ml
haté mérégorbét 1 és 250 ng/ml tartomanyban ta-
laltuk linedrisnak. A regresszios egyenesre R?=0,999
értéket kaptunk.

" Regression {1 / x" weighting): y = 0.0132 x +-0.00182 {r = 0.9988)
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4. abra A glifozat kalibracios gérbéje 1-250 ng/ml tartomanyban
Figure 4 The calibration curve of glyphosate in the range of 1-250 ng/ml
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using the method adapted by us satisfied the requirements
set forth in the relevant guideline of SANCO. In Figure 6
the chromatogram of a sample negative for glyphosate is
shown after spiking with 10 ng/ml standard, together with
the chromatogram of the internal standard.

3.3.4. Checking the specificity of the analytical method
of glyphosate

When testing specificity, it was checked whether there were
interfering peaks exceeding 30% of the LOD concentration
in the chromatogram of the method blind sample near the
retention time of glyphosate. LC-MS-MS chromatogram
recorded at the first transition of glyphosate (168—63) is
shown in Figure 7, together with the usual internal standard
chromatogram.

It is indicated in Figure 7 that near the retention time of
glyphosate (8.5-10 minutes) the size of the largest interfer-
ing signal is 32.4 area units, and the peak height is 71.4 cps.
Considering the signal ratio of the interfering peak to the 10
ng/ml concentration of glyphosate (Figure 5, 1740/71,4=~24),
the interference is negligible. Thus, our method can be con-
sidered specific for glyphosate.

3.3.5. Checking repeatability, accuracy and recovery

During this control procedure, overall repeatability of the
complete analytical procedure (sample preparation and
instrumental analysis) was tested. For this control, spiking
was performed at two concentration levels, according to the
SANCO guideline document [34]. The concentration of one
of the spiked samples was adjusted to the intended report-
ing limit —in our case, 10 pug/kg —, and of the other sample, to
the 100 pg/kg level. According to the recommendation, the
expected recovery of the complete analytical procedure, i.e.
the accuracy of the method has to be in the 70% - 120%
range again, and the relative standard deviation (RSD) of the
method cannot exceed 20% in this case either. Result of the
control measurements are summarized in Table 2.

According to the data listed in Table 2, the average recovery
characteristic of the method is R=79.4 %, which is in the re-
quired 70% — 120 % range. The relative standard deviation
at the 10 and 100 pg/kg levels, calculated from the average
total recovery is RSD=12.6%, i.e. lower than the expected
20%. Thus, repeatability and accuracy of our method was
deemed satisfactory.

To check the performance of our method, concurrently with
the validation series, a potato sample of a proficiency test-
ing scheme was also prepared and ananlyzed. In the pro-
ficiency testing report summarizing proficiency testing re-
sults, our results corresponded to a z-score of -0.71. Based
on this, the performance of our method was deemed satis-
factory.

4. Analytical results

Since the accreditation procedure of the method described
in Chapter 3, cereal, milk, sunflower and oil samples have
been analyzed in our Laboratory. Henceforward, analytical
results of cereal samples (mainly bio-products), analyzed in
the largest numbers, are presented graphically in Figure 8.
For easier viewing, a logarihtmic scale was applied on the
y-axis of the diagram, therefore, analytical results below the
LOQ (<10 pg/kg) are shown on the line with the value ,1”.
Values obtained are listed in increasing order.

According to Figure 8, our endeavor to set up an easy to
use, validated glyphosate analytical method in our Labo-
ratory for routine application was well-founded. Of the 35
cereal samples received in the first quarter of 2014, only 3
samples were not marked as ,,organic”. These are indicated

in Figure 8 by purple color. At the same time, of the 32 ,,or-
ganic” cereals, glyphosate contents exceeding the 10 pg/kg
lower limit of quantification were found in 15 samples, indi-
cated by dark green columns in Figure 8. These constitute
46.9% of the ,organic” cereal samples.

Analytical results of other samples analyzed in the first quar-
ter of 2014 — mainly ,,organic” sunflower — are represented
graphically in Figure 9. Data for ,organic” products are in-
dicated by dark blue color this time, to differentiate them
from the analytical results of not ,,organic” labeled products,
shown in orange color. Scaling and layout of the figure is
similar to those of Figure 8.

Figure 9 contains the analytical results of twenty other,
honey, bio sunflower, cow’s milk, potato, strawberry leaf
and flour samples, including 12 ,,organic” products. Of the
products bearing the ,,organic” mark, glyphosate exceed-
ing the lower limit of quantification (LOQ=10 pg/kg) was
detected in 7 samples. These constitute 58.23% of the ,,or-
ganic” products.

5. Conclusions

Because of the continuous increase in the acreage of
glyphosate-tolerant, genetically modified organisms, it is
justified to monitor closely the presence of this herbicide in
the environment and the food chain, with special attention
paid to the suspected environmental hazards of the mol-
ecule.

Based on literature publications, a well applicable LC-MS-
MS method characterized by favorable repeatability and
recovery was developed and successfully validated in our
Laboratory, mainly for the analysis of foods of plant and ani-
mal origin, and of agricultural products.

Using our method, determination of the glyphosate content
of 55 samples, mainly bearing the ,,organic” label, was per-
formed in the first quarter of 2014. Glyphosate residue con-
tents exceeding the 10 pg/kg lower limit of quantification
(LOQ) were detected on 49% of the samples. This rate for
products bearing the ,,organic” label is exactly 50%. Here,
we would like to recall the results of a survey performed in
Germany in 2013 [19], during which residues of this active
ingredient were detected in urine samples of people from
EU member states at a 44% frequency.

It seems that residues of herbicides, containing glypho-
sate as active ingredient, do not decompose in the envi-
ronment as fast as it was thought earlier by professionals.
Thus, warning publications, including the summary of Smith
[36], are justified to state that, due to unlimited application
of glyphosate, the compound can appear in matrices where
its presence was thought to be unlikely. In our case, such
matrices are human urine samples and agricultural products
bearing the ,,organic” label.
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3.3.3 A mérés alsé hataranak (LOQ) meghataro-
zasa

Az LOQ meghatarozasa végett azt ellendriztik, hogy
az altalunk honositott mddszerrel végzett analizis

kal-10ppb - Glyphosate 1 (Standard) 168.000/63.000 Da - sample 9 of 29 from 14021...

Area: 31700. counts Height: 3470. cps RT: 8.85 min
8.8%
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soran a glifozat tervezett jelentési hataran — 10 pg/kg
koncentracié esetén — a kromatogramon a jel/zaj vi-
szony megfeleld. Ennek igazoldsa céljabol az 5. ab-
ran egy 10 ng/ml koncentracioju glifozat sztenderd
és egy 200 ng/ml koncentracidju izotopjelzett glifozat
belsé sztenderd kromatogramjat mutatjuk be.
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5. abra A glifozat 10 ng/ml-es mennyiségének és az izotopjelzett belsé sztenderdnek a kromatogramja
Figure 5 Chromatogram of 10 ng/ml glyphosate and isotope labelled internal standard

A tervezett meghatarozasi hatar megfelel6 beallitasa-
nak igazolasahoz a tervezett LOQ=10 pg/kg szinten
adalékolt (spike-olt) mintak vizsgalataval hataroztuk
meg a visszanyerést, majd megvizsgaltuk, hogy a ka-
pott érték megfelel-e az elfogadhatdésagi kritériumok-
nak. A fentebb hivatkozott SANCO dokumentum [34]
Utmutatasa szerint a visszanyerésnek a 70-120%-o0s
tartomanyba kell esnie, illetve a relativ széras (RSD)
nem lehet nagyobb, mint 20%.

T_sp10_2 - Giyphosate 1 (Unknown) 168.000/63.000 Da - sample 23 of 29 from 14021..
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Az 6. abrarol leolvashatd, hogy a 10 ng/ml glifozat
sztenderd analitikai jele 12300 teriiletegység, csucs-
magassaga 1740 cps, amely sokszorosan meghalad-
ja a glifozat csucsat korllvevd zaj jelének nagysagat.
Az altalunk honositott modszerrel végzett vizsgalat
visszanyerési (R=79,8%) és relativ szérasi jellemz6-
je (RSD<20%) megfelelt a SANCO vonatkozé utmu-
tatéjaban lefektetett kovetelményeknek. A 6. abran
egy glifozatra negativ minta 10 ng/ml sztenderddel
tortént adalékolasa utani kromatogramja lathaté a
belsé sztenderd kromatogramjanak kiséretében.

T_sp10_2 - Glyphosate-12C2-15N(IS) {Unkncwn) 171.000/62.000 Da - sample 22 of 29 from 140
Area: 190000. counts Height: 27800. cps RT: 2.88 min
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6. dbra 10 ng/ml sztenderddel adalékolt minta kromatogramja
Figure 6 Chromatogram of 10 ng/ml glifosate spiked sample

3.3.4. A glifozat analitikai médszere specifikussa-
ganak ellenérzése

A specifikussag vizsgalatakor azt ellendriztlik, hogy a
glifozat retencids idejének kdzelében egy médszer-

vak minta kromatogramjan van-e az LOD koncent-
racié 30%-at meghaladd méretli zavaré csucs. A
7. abran a glifozat elsé atmenetén (168—63) felvett
LC-MS-MS kromatogramot mutatunk be a szokasos
belsé sztenderd kromatogramja mellett.
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T_2- Glyphosate 1 (Unknown) 168.000/63.000 Da - sample 21 of 29 from 140210-Gly...
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7. dbra A glifozat retencids idejének kbzelében észlelhets zavard hatasu jelek kromatogramja
Figure 7 Chromatogram of interfering effects close to the retention time of glyphosate

A 7. abrardl leolvashatd, hogy a glifozat retencids
idejének kozelében (9-10 perc) a legnagyobb zava-
ré jel nagysaga 32,4 teriiletegység, csucsmagassa-
ga pedig 71,4 cps. A zavar6 csucs és a glifozat 10
ng/ml-es koncentracioja jelének (5. dbra) aranyat
(1740/71,4=24) tekintve a zavard hatas elhanyagol-
haté. Médszeriink igy, glifozatra nézve specifikusnak
tekinthetd.

3.3.5. Az ismételhetéség, torzitas és visszanyeré-
sek ellendrzése

Ennél az ellendrzés folyamatnal a teljes analitikai fo-

lyamat (mintael6készités és mliszeres mérés) egyut-
tes reprodukalhatésaganak vizsgalatat végeztik el.
Az ellen8rzéshez az adalékolast a SANCO utmutatéd
dokumentuma [34] szerint két koncentraciészinten vé-
geztik el. Az egyik adalékolt minta koncentracidjat a
tervezett jelentési hatarra — esetiinkben 10 pg/kg-ra -,
a masikat 100 pg/kg szintre allitottuk be. Az ajanlas
szerint a teljes analitikai folyamat elvart visszanyeré-
se, azaz a modszer torzitasa szintén a 70% — 120%
tartomanyba kell, hogy essék, s a teljes modszer re-
lativ szérasa (RSD) ebben az esetben sem haladhatja
meg a 20%-ot. Az ellendrz6 mérések eredményeit a
2. tablazatban foglaltuk 6ssze.

2. tablazat A glifozat teljes analitikai eljarasanak visszanyerési és ismételhet6ségi adatai
Table 2 Recovery and repetability data of whole analytical procedure of glyphosate

Relativ
Ismétlések Az adalékolt Mért koncentracié Széras (SD) sizR"s’Sf
+10 pg/kg minta neve pg/kg Visszanyerés (%)  Kozépérték  Standard o=/
Replicates ID of spiked Measured Recovery (%) Average deviation standard
+10 ug/kg sample concentration pg/kg (SD) -
(RSD)
1, ug/kg alma_sp10_1 6,9 69,0
2, valka alma_sp10_2 7,8 78,1
35 Lg/kg alma_sp10_3 9,5 94,8 79,8 11,96 14,98
4,0 o alma_sp10_4 8,9 89,2
510 ugig alma_sp10_5 6,8 68,0
Relativ
Ismétlések Az adalékolt Mért koncentracio Szoéras (SD) s(;osrgf
+10 pg/kg minta neve va/kg Visszanyerés (%) Koézépérték  Standard B
Replicates ID of spiked Measured Recovery (%) Average deviation standard
+10 ug/kg sample concentration pg/kg (SD) el i
(RSD)
1.0 vk alma_sp100_1 70,6 70,6
2, ug/kg alma_sp100_2 79,4 79,4
3100 paia alma_sp100_3 94,0 94,0 79,0 8,96 11,35
4. yg/kg alma_sp100_4 75,1 75,1
5100 ugig alma_sp100_5 75,8 75,8
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A 2. tablazat adatainak tanusaga szerint a modszer-
re jellemzd atlagos visszanyerés R=79,4 %, amely a
megkovetelt 70% — 120 % tartomanyba esik. Az 6sz-
szes visszanyerés atlagabol szamolt relativ szoras 10
és 100 pg/kg szinten RSD=12,6%, azaz kisebb, mint
az elvart 20%. igy médszeriink ismételhetéségét, va-
lamint torzitatlansagat megfelel6nek itéltuk.

Mddszeriink teljesit6képességének ellendrzéséhez
a validalasi sorozattal egy idékdzben egy burgonya
korvizsgalati mintat is el6készitettlink, illetve megmér-
tink. Az Osszesitett korvizsgalati értékelés alapjan a
visszakapott korvizsgalati jelentésben eredményeink a
-0,71 z-score-értéknek feleltek meg. Mindezek alapjan
modszerlnk teljesitképességét megfelelének itéltik.

4. Mérési eredmények

Laboratériumunkban a 3. fejezetben ismertetett méd-
szer akkreditalasi eljarasa 6ta gabona-, tej-, napra-
forgd- és olajmintak vizsgalatara kerilt sor. A tovab-
biakban a legnagyobb szamban vizsgalt gabonamin-
tak — kozottik tulnyomdan bio-termékek — vizsgalati
eredményeit a 8. abran mutatjuk be grafikusan. A
diagram ordinata tengelyén a jobb attekinthet6ség
kedvéért logaritmikus skalat alkalmaztunk, ezért az
LOQ (<10 pg/kg) alatti mérési eredmények az ,1”-es
értékek vonalan lathatok. A mért értékeket az abran
névekvd sorrendben vettik fel.
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Mintak jelolése/Labelling of samples

8. abra Gabonamintak glifozattartalmanak mérési eredmeényei
Figure 8 Measurement results of grain samples (bio = organic)

A 8. abra tanusaga szerint torekvésink megala-
pozott volt, hogy egy jél haszndlhato, validalt glifo-
zat-meghatarozasi moédszert allitsunk be Laboraté-
riumunkban rutin alkalmazas céljaira. A 2014. év |.
negyedévében kapott 35 db gabonamintabdl mind-
Ossze 3 db minta nem viselte a ,bio” jelzést. Ezeket a

mintakat a 8. abran lila szinnel jeldltik. Ugyanakkor
a 32 db ,bio” gabonabdl a 8. abran soététzold osz-
lopokkal jelzett 15 mintanal mutattunk ki a 10 pg/kg-
os alsé méréshatar feletti glifozattartalmat. Ez a ,,bio”
gabonamintak 46,9%-at teszi ki.
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9. dbra Egyéb mintak glifozattartalmanak mérési eredményei
Figure 9 Measurement results of other samples (bio = organic)

A 9. abran a 2014. év |. negyedévében vizsgalt egyéb
mintak — tobbségikben ,bio” napraforgd — vizsgalati
eredményeit mutatjuk be grafikus formaban. A ,bio”
termékek adatait ezuttal sotétkék szinnel jeldltik,
amelyektdl a ,,bio” jelzést nem viseld termékek vizsga-
lati eredményeit narancsvords szinnel kildénboztettik
meg. Az abra skalazasara és elrendezésére a 8. abra-
nal leirtak az iranyadok.

A 9. abra huisz egyéb, méz-, bio napraforgé-, tehéntej-,
burgonya-, szamocalevél-, valamint lisztminta vizsgélati
eredményeit, kozottiik 12 ,bio” termék tartalmazza. A
,bi0” jelolést visel6 termékek kdzil 7 mintaban mutat-
tunk ki glifozattartalmat a mérés alsé hatara (LOQ=10
pg/kg) felett. Ez a ,bio” termékek 58,3%-at tette ki.

5. Kovetkeztetések

A glifozatra tolerans, genetikailag modositott névények
vetésteriletének folyamatos ndvekedése miatt indokolt
a gyomirtd hatéanyag kornyezetben és az élelmiszer-
lancban vald jelenlétének gondos felligyelete, kiilonds
tekintettel a molekula gyanithatd kdrnyezeti veszélyeire.

Laboratériumunkban a szakirodalomban talalhaté kdz-
lemények tanulsagai alapjan sikerllt egy jol alkalmaz-
hato, kedvezd ismételhetéséggel, visszanyeréssel jel-
lemezhet6 LC-MS-MS médszert honositani és sikerrel
validalni, elsésorban névényi és allati eredetd élelmisze-
rekbdl, mez6gazdasagi termékekbdl.

Maddszeriinkkel 2014. I. negyedévében 55 db, kdzottik
tulnyomadan ,bio” jeldlést viseld minta glifozattartalma-

nak meghatarozasat végeztik el. A glifozat maradékait
az 6sszes minta 49%-ban sikerdlt a 10 pg/kg alsé mé-
réshatar (LOQ) feletti mennyiségben kimutatnunk. Ez
az arany csak a ,,bio” jeldlést visel6 termékekre éppen
50%. Itt emlékeztetlink a 2013. évben végzett német-
orszagi felmérés eredményeire [19], aminek soran az
EU tagorszagaibdl szarmazd emberek vizeletmintaiban
44%-0s gyakorisaggal mutattak ki a hatéanyag mara-
dékait.

Ugy tdnik, hogy a glifozat hatéanyagt gyomirtd szerek
a kornyezetbe vald kijuttatasa utan annak maradékai
nem olyan Utemben bomlanak le, mint azt a szakembe-
rek a korabbi években gondoltak. Megalapozott tehat
a szamos figyelmezteté kdzlemény, kozottik a Smith
Osszefoglald munkajaban leirtak [36] ami szerint a gli-
fozat csaknem korlatok nélkili felhaszndlasa révén a
vegyllet olyan matrixokban is megjelenhet, ahol elvileg
nem valdszinl a jelenléte. Esetlinkben ilyen matrixok a
human vizeletmintak és a ,,bio” jel6lést visel6 mezégaz-
dasagi termékek.

6. Koszonetnyilvanitas

K&szonetlinket fejezzik ki a WESSLING Hungary Kft.
Elelmiszerbiztonsagi Uzletdga Elelmiszeranalitikai La-
boratériuma dolgozoinak, kildndsen Toth Kittinek és
Varga Andrasnak azért a kitartdé munkaért, amelynek
eredményeképpen a glifozat validalt és akkreditalt vizs-
galati modszere elkészilt és a napi rutin munkank esz-
kozévé valhatott. Koszodnetlinket fejezzlik ki Szunyogh
Gabornak, aki kéziratunk nyelvhelyességét ellenbrizte.
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1. Osszefoglalas

2. Bevezetés

A penészgombak szamos faja kilonféle toxinter-
melésik miatt az utébbi évtizedek meghatarozo
jelentéségli takarmanyozasi-allategészséglgyi és
élelmiszer-ellatasi problémajava valt [1]. Ezért a mi-
kotoxinok okozta szennyezettség megallapitasa a
takarmany- és élelmiszer-ellenérzés, illetve jogsza-
balyozas fontos feladatai kdzé tartozik. A probléma
vilagszerte ndvekszik, egyebek kdzott a termesztett
névényeink szamara is fokozott stresszhatast oko-
z6 id6jarasi extremitasok gyakoribba és sulyosabba
valasa, valamint a gazdandvények penészgombak-
nak valé kitettségének névekedése miatt [2],[3]. Az
élelmezés alapjat képezd gabonafélék kdzul a kuko-
ricat és a buzat megtamadd/szennyezd toxinogén
penészgombak okozzak a legfontosabb kihivast. A
probléma Foéldiink minden benépesiilt terliletét sujtja
[4], bar a kildnbdz8 régidkban a mikotoxinok miben-
léte és a f6 gazdandvények kildnbdzbek.

3. ,, Maszkolt” és ,rejtett” mikotoxinok
Az elmult években terjed az a felismerés, hogy a

toxinogén penészgombdk egy részének (a mar a
névénytermesztés kdzben karositéknak) a toxinjait

[ N L~ I S

a gazdandvény mintegy a xenobiotikumokkal szem-
beni védekezése részeként kémiailag megvaltoztat-
hatja és extrahalhaté konjugatumot képez beldlik,
vagy extrahalhatatlanul megkdti 6ket. Extrahalhatat-
lanna valnak a mikotoxinok, ha példaul sejtfal-kom-
ponensekként rogzilnek vagy mas biopolimerekhez
kotddnek. Ha a mikotoxin szarmazékok is toxikusak,
illet8leg az ember vagy allat szervezetében vissza-
alakulnak az eredeti 6sszetétel(i toxinokka, akkor a
mostani szituacidban ezek a jelenlegi vizsgalati, elle-
ndrzési-jogszabalyozasi korilmények kozott az élel-
mezési-takarmanyozasi mikotoxin kitettség becslé-
sénél figyelmen kivil maradnak. Az oldott formaban
a novényben ,elraktarozott” metabolitokat ,,masz-
kos” vagy ,maszkolt”, a nem oldott formaban lévé,
kotott mikotoxinokat ,rejtett” toxinoknak nevezik. A
maszkolt és a rejtett mikotoxinokat a rutin sz(révizs-
galatok jelenleg nem mutatjak ki, és ezekre vonatko-
zban jogszabalyozas sincs.

Szakirodalmi informaciok errél a potencialis kocka-
zatrdl elsGsorban a Fusarium fajok altal képzett mi-
kotoxinok egy részérdl (nivalenol, dezoxinivalenol:
DON, zearalenon: ZEN és fumonizinek) allnak ren-
delkezésre. Emellett azt is megallapitottak mar, hogy
példaul a DON a toxinogén mikroszkopikus gomba
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buzaban valé terjedéséhez sziikséges virulencia fak-
tor. Azt is hangsulyozni kell, hogy a ceredlia és cere-
alia-alapu élelmiszerek egy kockazatbecslés szerint
[5] az Eurdpai Unid népességének f6 fuzario-toxin
terhelését jelentik. E rovid kdzleménylnkben a tel-
jesség igénye nélkll vazolt témakort a kdzelmultban
az ILSI Europe nemzetkdzi konzorcium [6] targyalta
részleteiben.

4. A maszkolt mikotoxinok kémiai jellege, meta-
bolizalasuk és analitikai problémajuk

A mikotoxin konjugatumok olyan szarmazékok, ame-
lyekben a toxin polarosabb vegyuletekhez, pl. gli-
kézhoz, szulfat csoporthoz, aminosavakhoz kapcsolt
formaban van. Mikotoxin glikozidok képzddésével
olyan élelmiszer-biotechnolodgiaknal is lehet szamol-
ni, amelyeknél a gabonaféleségek fermentacidés fo-
lyamaton mennek keresztll (kenyérkészités, soéripar
stb.). A maszkolt mikotoxinok az eml8sdk szerveze-
tében az emésztés kdzben bekdvetkezd hidrolizissel
vissza is alakulhatnak az eredeti mikotoxin moleku-
lakka.

Példak a fuzarium toxinok ismertté valt, a névényi
anyagcsere kovetkeztében képz6dd szarmazékaira:
deoxinivalenol-3-glikozid (D3G), 3-acetil-deoxini-
valenol (BADON), 15-acetil-deoxinivalenol (15ADON),
deoxinivalenol-glukuronid (DON-Glc-A), zearalen-
on-l4-glikozid (Z14G), zearalenon-14-szulfat (Z14S),
In vitro kisérletek azt mutatjak, hogy a human vas-
tagbél mikrobiotajanak a baktériumai ilyen mikotoxin
szarmazeékokbodl képesek az eredeti mikotoxinokat
felszabaditani [7],[8]. Egy masik fontos fuzarium toxin,
a fumonizin B1 zsirsav észtereit is kimutattak kukori-
cabdl [9], de mas mikotoxinok, példaul az ochratoxin
(OTA) és a patulin lehetséges szarmazékaira, ill. meg-
kotédésére vonatkozdan is vannak tapasztalatok [6].

A ,maszkolt” mikotoxinok a kimutatasa eltéré extra-
halhatosaguk, illet8leg a megvaltozott fizikokémiai
sajatsagaik és az eredeti molekulajuktol eltéré elva-
lasztastechnikai és immunoldgiai viselkedésik miatt
a szokasos mikotoxin vizsgalati médszerek alkalma-
zasakor bizonytalan, a kotétt mikotoxinoké pedig
nem lehetséges [6]. Ezeket a problémakat figyelem-
be véve a brit Food Safety Authority (FSA) kutatasi
tamogatasaval egy HPLC-MS-MS modszert mar ki-
dolgoztak, ami mind a szabad, mind a maszkolt fuza-
riotoxinokat képes megbizhatdéan detektalni és kvan-
tifikalni ceredliabdl és cerealia alapu élelmiszerekbdl.
(http://www.foodbase.org.uk/results.php?f_catego-
ry_id=&f_report_id=417). A széban forgd mikotoxin
vizsgalati problémakhoz az is hozzatartozik, hogy
meég nincsenek forgalomban megfelelé referencia
vegyluletek.

5. Kovetkeztetések
Még nem kell8en ismert a gazdandvények altal kiala-

kitott mikotoxin szarmazékok bioldgiai hozzaférhets-
sége és toxicitasanak a mértéke. Valoszinl azonban,

hogy a mikotoxin szarmazékok is hozzajarulnak vala-
milyen mértékben az ember vagy az allatok mikotoxin
kitettségéhez. Szlikség van tehat a vazolt probléma-
kor alaposabb megismeréséhez tovabbi kémiai és
bioldgiai kutatémunkara, modszertani fejlesztésekre
és ezek alapjan indokoltta és lehetségessé valoé jog-
szabalyozas-moddositasra. A problémakdorrel az EFSA
illetékes testlletei is foglalkoznak megfelel6 EU bi-
zottsagi allaspont kialakitasa érdekében.
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1.Summary

The realization is spreading that toxins of toxinogenic
molds colonizing host plants during plant growing are al-
tered by the host plants as part of their defense: extrac-
table conjugates are formed from them (,masked” myco-
toxins), or they are immobilized as cell wall components or
are bound to other biopolymers in a way that they cannot
be extracted (,hidden” mycotoxins). Masked or hidden
mycotoxins are not taken into consideration when estima-
ting mycotoxin exposure, under current routine analytical
and control-legislative conditions. Examples of just such
mycotoxin derivatives, and analytical and other research
tasks related to them are given in the present brief over-
view, which is aimed at raising awareness.

2. Introduction

Several mold species have become feeding-animal health
and food supply problems of decisive significance in the
last few decades, due to their production of different
toxins [1]. Therefore, determination of contamination cau-
sed by mycotoxins is among the important tasks of food
and feed control, and also of legislation. The problem has
been increasing worldwide, because of weather extremi-
ties, causing increased stress to our cultivated crops, be-
coming more frequent and severe, among other things,
and also because of the increased exposure of the host
plants to molds [2],[3]. The most important challenge is
posed by toxinogenic molds colonizing/contaminating
corn and wheat, which are among cereals forming the ba-
sis of our food supply. This problem affects all populated
areas of the Earth [4], although the nature of mycotoxins
and main host plants are different in the different regions.

3. ,Masked” and ,,hidden” mycotoxins

The realization has been spreading over recent years that
toxins of some of the toxinogenic molds (ones that cause
damage during plant growing already) are chemically
altered by the host plant as part of its defense against
xenobiotics and extractable conjugates are formed, or
are bound in an unextractable way. Mycotoxins become
unextractable if, for example, they are immobilized as cell
wall components or are bound to other biopolymers. If
mycotoxin derivatives are also toxic, or if they revert to
the original toxins in the human or animal body, then, in
the current situation, they are not taken into considera-
tion when estimating food and feed mycotoxin exposure,
under current analytical and control-legislative conditions.
Metabolites ,,stored” in the plant in a dissolved form are
called ,masked” toxins, while bound mycotoxins in not
dissolved form are called ,hidden” toxins. Masked and
hidden mycotoxins are currently not detected by routine
screening tests, and there is no legislation for them.

Literature information about this potential risk is mainly
available for some of the mycotoxins produced by Fusa-
rium species (nivalenol, deoxynivalenol: DON, zearaleno-
ne: ZEN and fumonisins). In addition, it was already deter-
mined that, for example, DON is the virulence factor ne-
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cessary for the spreading of the toxinogenic microscopic
fungi in wheat. It has to be emphasized also that cereals
and cereal based foods, according to a risk assessment
[5], are the main culprits for the Fusarium toxin load of the
population of the European Union. The topic outlined in
this brief communication, with no claim to being exhaus-
tive, was discussed recently in detail by the ILSI Europe
international consortium [6].

4. Chemical nature of masked mycotoxins, their meta-
bolism and analytical problem

Mycotoxin conjugates are derivatives in which toxins are
present in a form bound to more polar compounds, such
as glucose, a sulfate group or amino acids. Formation of
mycotoxin glucosides is expected in the case of food bio-
technologies where cereals undergo fermentation proce-
dures (bread making, brewing of beer etc.). Masked my-
cotoxins might revert to the original mycotoxin molecules
in mammals via hydrolysis occurring during digestion.

Examples of known fusarium toxin derivatives produ-
ced during plant metabolism: deoxynivalenol-3-gluco-
side (D3G), 3-acetyldeoxynivalenol (3ADON), 15-acety-
Ideoxynivalenol (15ADON), deoxynivalenol glucuronide
(DON-Gilc-A), zearalenone-l4-glucoside (Z14G), zearalen-
one-14-sulfate (Z14S). In vitro experiments have shown
that original mycotoxins can be released from such myco-
toxin derivatives by bacteria of the human colon microbi-
ota [7],[8]. Fatty acid esters of another important fusarium
toxin, fumonisin B1, were also detected in corn [9], but
there are also observations regarding possible derivatives
and binding of other mycotoxins, for example ochratoxin
(OTA) and patulin [6].

Detection of ,masked” mycotoxins is uncertain when
using the usual mycotoxin analytical methods, because
of their different extractability, altered physico-chemical
properties, and because their separation technological
and immunological behavior is different from that of the
orginal molecule, while detection of bound mycotoxins is
not possible [6]. Considering these problems, an HPLC-
MS-MS method has already been developed that can
reliably detect and quantify both free and masked fusa-
rium toxins in cereals and cereal-based foods, with the
research support of the British Food Safety Authority
(FSA). (http://www.foodbase.org.uk/results.php?f_categ-
ory_id=_&f _report_id=417). It is also part of the mycotoxin
analytical problem in question that there are no suitable
reference compounds available commercially.

5. Conclusions

Biological availability and toxicity of mycotoxin derivatives
produced by host plants are not yet well known. It is li-
kely, however, that these mycotoxin derivatives contribu-
te to some extent to the mycotoxin exposure of humans
and animals. It is necessary, therefore, to investigate this
problem more thoroughly via further chemical and bio-
logical research and methodology development, and to
enact, based on these, justified and possible changes in
legal regulation. The problem is also addressed by rele-
vant bodies of EFSA, in order to be able to establish a
suitable EU Commission position.
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1. Osszefoglalas

2. Bevezetés

A patogén mikroorganizmusokkal szennyez8dott
élelmiszerek elfogyasztasa sulyos megbetegedések
kialakulasahoz, illetve bizonyos esetekben akar ha-
lalhoz is vezethet. Az egészségligyi kockazatokon tul
azonban jelent6s gazdasdagi karokat is okozhat egy-
egy élelmiszerrel terjed§ patogén mikroorganizmus.
A fogyasztok egészségének védelme, valamint az
Okonomiai veszteségek csokkentése érdekében te-
hat fontos feladat a kdérokozé baktériumok szaporo-
dasanak és az azt befolyasold tényezéknek a mély-
rehatd vizsgalata. A szaporodasra kifejtett 6koldgiai
faktorokon bellll a mikroba populaciok 6sszetétele,
mérete, és a populacio tagjainak kdlcsénhatasa is je-
lentds tényezd a patogén baktériumok szaporodasa,
tulélése és megbetegitd képessége szempontjabdl.

Az élelmiszerekben a kérokozo baktériumok altalaban
kis szamban talalhatok meg, de mar kis sejtkoncent-
racié mellett is sulyos tlinetekkel jaré megbetegedé-
seket okozhatnak. Mind az allati, mind a névényi élel-
miszer alapanyagokbdl gyakran mutathatdk ki olyan
patogén baktériumok, amelyek enteralis (Escherichia
coli, Salmonella enterica, Campylobacter jejuni) vagy
akar sulyosabb, az idegrendszerre is kihatd (Listeria
monocytogenes) megbetegedéseket okoznak. Mivel a
z6ldségeket és gylimdlcsoket sok esetben nyersen fo-
gyasztjuk, a mikrobioldgiai kockazat ezen élelmiszerek

esetén igen magas. A patogén baktériumok a fellile-
ten megtapadva, vagy akar a névény szdveteibe be-
hatolva tulélhetik a fogyasztas el6tti minimalis mikro-
baszam-csokkentd eljarasokat, igy az emberi szerve-
zetbe juthatnak, és ott elszaporodva sulyos tiineteket
valthatnak ki. A mikroorganizmusok névényi szévetek-
be t6rténd behatolasa és perzisztenciaja azonban még
kevéssé ismert folyamat. Az endofita mikroorganizmu-
sok felfedezése ota (1904) szamos kutatas folyt annak
megallapitasa érdekében, hogy a mikroorganizmusok
hogyan képesek a szdvetekbe bejutni, és ott milyen
kapcsolatot alakitanak ki a gazdaszervezettel. A n6-
vényi szovetekbdl tobbek kdzott kimutattak mar Sal-
monella, E. coli O157:H7, Pseudomonas aeruginosa
és Cronobacter sakazakii jelenlétét [16], azaz korokozo
baktériumok is internalizélhatjak a névényi szbveteket
és ott endofitaként tulélhetnek [3], [1].

A humanpatogén baktériumok elleni védekezés fontos
feladat tehat élelmiszerbiztonsagi és human-egész-
séglgyi szempontbdl is. A patogének visszaszorita-
sara és az élelmiszerek tartésitasara szamos hagyo-
manyos és modern technoldgiai eljaras all rendelkezé-
slinkre, azonban a vasarlok szamara egyre fontosabb
a természetes, kiméletes feldolgozasi technoldgiakkal
eléallitott, tartdsitdszer-mentes élelmiszerek fogyasz-
tasa. Az élelmiszeripar egyik lehetsége ilyen termé-
kek elballitasara a bioldgiai kontroll alkalmazasa [12].
A fogyasztok a ,biokontroll” megkodzelitést azonban

1 Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomanyi Kar, Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék
T Budapest Corvinus University Faculty of Food Sciences, Department of Microbiology and Biotechnology
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csak abban az esetben fogadjak el, amennyiben ter-
mészetesen eléforduld mikroorganizmusokat és/vagy
azok antimikrobas metabolitjait hasznaljak az élelmi-
szerek mindségének vagy biztonsaganak fokozasara.
A potencidlisan antagonista hatast mikroorganizmu-
sokat, amelyeket biokontroll szervezetekként szeret-
nénk alkalmazni, a természetes kérnyezetlinkben, az
allati vagy ndvényi élelmiszer alapanyagokon, illetve
alapanyagokban érdemes keresnink.

3. A biokontroll definicidja

A biolégiai kontroll tulajdonképpen egy meghatarozott
szervezet alkalmazasa egy masik szervezet populacio
sliriségének csokkentése érdekében, igy magaba
foglalja az allatok, a gyomndévények és a megbetege-
déseket okozd organizmusok elleni kiizdelmet [2]. A
biolégiai kontroll soran tehat él6 szervezeteket — bak-
tériumokat, gombakat, nematddakat, rovarokat, atka-
kat, illetve bizonyos esetekben virusokat — alkalma-
zunk [6] mas szervezetek gatlasara, de természetes
eredet(i kémiai vegylletek hasznalatat — mint a nové-
nyi extraktumok és a szemiokemikaliak (a biokommu-
nikaciéban részt vevé molekulak) — szintén engedélye-
zik biokontrollként valo alkalmazasra.

4. A biokontroll és a ,,postharvest”

Az élelmiszeriparban a biokontroll mechanizmussal
kérokozok, illetve romlast okozd szervezetek tevé-
kenységét szabalyozhatjuk vagy gatolhatjuk. A zold-
ségek és gylmolcsok betakaritas utani (postharvest)
veszteségének csokkentésére kifejlesztett eljarasok
kozott jelentds szerepet tolt be a biokontroll, mint
lehetséges alternativ modszer. Mar az 1990-es évek
elején piacra kerllt a Bio-Save elnevezésl, Pseudo-
monas syringae baktériumot tartalmazé készitmény,
amelyrdl kimutattak, hogy hatékony védelmet nyujt
szamos zOldség és gylimdlcs tarolas soran beko-
vetkezd, gombak altal okozott megbetegedés ellen
(http://www.jetharvest.com/biosave.html). A betaka-
ritas, valamint a gyimdlcsdk tovabbi kezelése soran
keletkezé sérllések megvédhetdk a sebeket fertézd
gombakkal szemben, amennyiben az alkalmazandé
biokontroll hatasu mikroorganizmus szamara megte-
remtjlik szaporodasanak optimalis feltételeit. Ez elér-
hetd a kdrnyezet befolyasolasa révén, azaz a h6mér-
séklet, a nedvességtartalom, vagy akar a gazésszeté-
tel valtoztatasaval. Mivel igen nehéz olyan mikroorga-
nizmust szelektalni, amely 6nmagaban képes tdbbféle
karos mikroba szaporodasat gatolni, ezért gyakran
alkalmazzak kilénbdzd, szinergista hatasu mikrobak
keverékét biokontroll céllal. Az antagonista mikroor-
ganizmusok fizioldgiai tulajdonsagainak valtoztatasa-
val megndvelhetd az ellenalld képességik bizonyos
Okoldgiai tényez&kkel szemben, ami kiiléndsen fontos
egy folyamatosan valtozoé kdrnyezetben alkalmazandé
biokontroll térzs esetében, tovabba fokozhatd a tor-
zsek biokontroll mechanizmusa is [10].

Ma mar szamos olyan publikaciéval talalkozhatunk a
nemzetkozi szakirodalomban, amelyek targykore és

célkitlizése a betakaritas utani veszteségek csdkken-
tése gatlé hatassal rendelkezé mikroorganizmusok
segitségével [10], [5], [15] . Hazankban is t6bb kuta-
tocsoport foglalkozott és foglalkozik ma is (igy a Bu-
dapesti Corvinus Egyetem Mikrobioldgiai és Biotech-
noldgiai Tanszéke) a gazdasagi karok csdkkentése
érdekében olyan biokontroll hatasu mikrobak izola-
lasaval, szelektalasaval és jellemzésével, amelyek a
tarolas soran bekdvetkezd romlasi folyamatokat in-
dukalod karos mikroszervezetek szaporodasat és élet-
tevékenységét képesek megakadalyozni [17], [18].

5. Bioldgiai kontroll mechanizmusok

A biolégiai kontroll az egymasra haté szervezetek
kélcsdnhatasain alapszik, ezért a kutatasok elsésor-
ban a klilénb6z6 kisérleti korilmények koézott md-
k6éddé mechanizmusok jellemzésére fokuszalnak. Az
élelmiszeriparban a baktériumok ellen alkalmazhaté
biolégiai kontrollok és biokontroll mechanizmusok
ko6zott meg kell emliteni (1) a bakteriofagokat, (2) a
ragadozé baktériumokat, (3) a mikroorganizmusok
kozotti versengést, (4) a véddkulturak hasznalatat, (5)
az antimikrobas metabolitok felhasznalasanak lehe-
t6ségét, és (6) a ,,quorum sensing” mechanizmust.

5.1. Elelmiszer eredetii patogén baktériumok gat-
lasa bakteriofagokkal

A bakteriofagok vagy fag-termékek alkalmazasa az
élelmiszerek el6allitdsaban csak nemrég valt az élel-
miszeripar egyik lehetéségévé, mint Uj biokontroll
madszer a nemkivanatos patogének gatlasara féként
a friss és fogyasztasra kész élelmiszerek biztonsa-
ganak fokozas érdekében. Mig varhatd, hogy egyre
tobb fejlesztés alatt allo fag készitmény valik elérhe-
tévé a jovében, szamos kérdés vetddik fel az ilyen
termékek alkalmazasaval — az azonnali és hosszu
tavu hatékonysaggal, a fogyasztok biztonsagaval és
az alkalmazas lehet8ségével — kapcsolatban.

A bakteriofagok baktériumokat fert6z8 virusok, ame-
lyek csak a specifikus gazdat képesek megfertézni, és
csak abban képesek szaporodni. A gazdaspecifikussag
altalaban torzs vagy faj szinten jellemz®, azonban ritkan
nemzetség szinten is megfigyelhetd. A bakteriofagok
ezen specifikussaga hasznalhato fel a kdrokozé bak-
tériumok elleni védekezésben. Alkalmazasuk azonban
csak bizonyos feltételek mellett lehetséges: a baktéri-
umnak és a bakteriofagnak egyszerre kell ugyanazon
a helyen lennie, masrészt a gazdanak érzékenynek kell
lennie az alkalmazandd bakteriofagra [8]. A fagferts-
zés soran a baktériumot megtamado virus nukleinsava
bejut a gazdasejtbe annak sejtfalan keresztiil, majd a
gazdaseijt altal a virus nukleinsava alapjan létrehozott
Uj fagok (Ugynevezett litikus fagok) a fertézést kdvetden
hamarosan elpusztitjak a baktériumot. A gazdasejtben
keletkezé korilbelll 100 Uj virus partikulum a sejtfal le-
bontasaval kiszabadul a sejtbdl (sejtlizis), €s valamennyi
képes lesz Ujabb baktérium sejteket megfertézni [13].

A fert6z6 betegségek elleni kiizdelemben a fagte-
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Potential application
areas of biological
control for the inhibition
of pathogenic bacteria

of food origin
Agnes Belsk’
1. Summary

Today, food safety is already a known and well-defined
concept for consumers. In order to maintain their health,
they pay more and more attention to the consumption of
good quality food rich in vitamins and minerals, and it is
also extremely important for them that the food consumed
does not cause any health damages. Current trends have
always had an effect on the dietary habits of consumers,
therefore, the interest in ready-to-use foods produced with
minimal processing increased significantly in recent years.
However, pathogenic microorganisms causing serious
illnesses are often contained in these products, and so their
consumption can lead to even death, in more severe cases.
Application of biological control as an alternative technology
can contribute to putting safer products on the consumer’s
table, containing no chemical preservatives.

2. Introduction

Consumption of foods contaminated with pathogenic
microorganisms can lead to serious illnesses, even — in
severe cases — to death. In addition to these health risks,
food-borne pathogenic microorganisms can also cause
considerable economicdamages. Therefore, itisanimportant
task to perform an in-depth analysis of the proliferation of
pathogenic bacteria and factors influencing it, in order to
protect the health of consumers and to reduce economic
losses. Of ecological factors influencing proliferation, the
composition and size of microbial populations and the
interactions of the members of the population have great
significance, with respect to the growth, survival and
virulence of pathogenic bacteria.

Pathogenic bacteria are generally present in foods in small
numbers, but even at low cell concentrations, they can
cause illnesses with severe symptoms. Pathogenic bacteria
that can cause enteral diseases (Escherichia coli, Salmonella
enterica, Campylobacter jejuni), or more severe illnesses
affecting the nervous system (Listeria monocytogenes) can
oftem be detected in food raw materials of both animal
and vegetable origin. Since fruits and vegetables are, in
many cases, consumed raw, the microbiological risk of
these foods is very high. By adhering to surfaces, or even
penetrating plant tissues, pathogenic bacteria can survive
procedures aimed at reducing microbial counts before
consumption, they can enter the human body, and after
proliferation they can cause severe symptoms. However,
penetration of plant tissues by microorganisms and their
persistence is not a well-known process. Since the discovery
of endophytic microorganisms (1904), several studies have
been performed in order to determine how microorganisms
are able to penetrate tissues, and what kind of relationship
they establish with the host organism. The presence of
Salmonella, E. coli O157:H7, Pseudomonas aeruginosa and
Cronobacter sakazakii has already been detected in plant
tissues, among others [16] (Strobel & Daisy, 2003), which
means that pathogenic bacteria can also internalize plant
tissues, and they can survive there as endophytes [3], [1]
(Berg et al., 2005; Ansingkar & Kulkarni, 2010).

This means that protection against human pathogens
is an important task, for both food safety and human
health reasons. There are many traditional and modern
technological procedures available to suppress pathogens
and to preserve foods, but it has become increasingly
important for customers to consume natural foods free of
preservatives, that were produced using gentle processing
technologies. One of the possibilities the food industry can
use to produce such products is biological control [12].
However, the “biocontrol” approach is only accepted by
consumers if naturally occurring microorganisms and/or
their antimicrobial metabolites are used to improve the
quality or increase the safety of foods. One should look for
potentionally antagonistic microorganisms that can be used
as biocontrol organisms in our natural surroundings, on or in
food raw materials of animal or plant origin.

3. Definition of biocontrol

Biological control is basically the application of a specific
organism in order to decrease the population density of
another organism, thus including the fight against animals,
weeds and pathogenic organisms [2]. So, during biological
control, living organisms - bacteria, fungi, nematodes,
insects, mites or, in certain cases, viruses — are used to inhibit
other organisms [6], but the use of chemical compounds of
natural origin — such as plant extracts and semiochemicals
(molecules participating in biocommunication) - as
biocontrol agents is also permitted.

4. Biocontrol and ,,postharvest”

In the food industry, the biocontrol mechanism is used to
regulate or suppress the activities of pathogens or spoilage
organisms. Among the procedures developed to control
postharvest losses of fruits and vegetables, a significant role
is played by biocontrol, as a possible alternative method. The
product Bio-Save, containing the bacterium Pseudomonas
syringae was already launched at the beginning of the 1990s,
which was shown to provide effective protection against
diseases caused by fungi during the storage of several fruits
and vegetables (http://www.jetharvest.com/biosave.html).
Injuries arising during the harvest and subsequent handling
of the fruits can be protected against fungi infecting the
wounds if optimal proliferation conditions are established for
the microorganism to be used as a biocontrol agent. This may
be achieved by influencing the environment, i.e. changing
the temperature, the humidity or even the gas composition.
Since it is very difficult to select a microorganism that can
suppress the proliferation of a mixture of several harmful
microbes in itself, therefore, a mixture of different microbes
with synergistic effects are often used in biocontrol. By
changing the physiological properties of antagonistic
microorganisms, their resistance to certain ecological factors
can be increased, which is especially important in the case
of biocontrol strains to be used in a constantly changing
environment, and the biocontrol mechanism of the strains
can be improved as well [10].

Nowadays, one can find many publications inthe international
literature that deal with and are aimed at minimizing
postharvest losses with the help of microorganisms with
inhibitory effects [10], [5], [15]. There have been several
research groups in Hungary as well (such as the Department
of Microbiology and Biotechnology of Corvinus University
of Budapest) working on the isolation, selection and
characterization of biocontrol microbes that can suppress
the proliferation and life activities of harmful microorganisms
inducing spoilage processes during storage, in order to
reduce economic damages [17], [18].
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rapia alkalmazasat nem sokkal a fagok felfedezé-
sét kovetben javasoltak, és kezdték el alkalmazni.
Az antibiotikumok széles korben térténd felhasznala-
sa azonban szamos orszagban hattérbe szoritotta a
bakteriofagokkal torténd kezeléseket. Azokban az or-
szagokban viszont, ahol a fagterapiaval kapcsolatos
kutatasok tovabb folytak, a fagokat széles kérben al-
kalmaztak és alkalmazzak mindmaig. A bakteriofagok
alkalmazasa patogének gatlasara az élelmiszeripar-
ban hasonldan hasznos lehet. Ez kiiléndsen igaz olyan
patogén baktérium, mint a Listeria monocytogenes
esetében, amely a gazdaszervezetbe t6rténd bejutast
kovetden intracellularis patogénként viselkedik, igy
elérhetetlenné valik az immunrendszer vagy a liszte-
riézisban szenvedd betegnek beadott bakteriofagok
szamara [8]. Nem meglepd tehat, hogy az elsé élel-
miszeriparban alkalmazhato fagkészitményt, a Listex™
MP100-at Listeria gatlasara fejlesztették ki sajtokban
és huskészitményekben [13]. Ma mar szamos mas
patogén baktérium, igy Campylobacter [4], Salmonella
[201, Escherichia coli [14] vagy Staphylococcus aureus
esetén talalkozhatunk kidolgozott bioldgiai kontroll fo-
lyamatokkal, amelyben bakteriofagokat alkalmaznak a
kérokozok gatlasara, illetve elpusztitasara.

Az élelmiszerek esetén alkalmazhatd (biokontroll) fa-
gokkal szemben tamasztott kdvetelmények az alab-
biak: (i) széles gazdaspektrum (képesek legyenek
megfertézni egy adott faj és/vagy nemzetség tagjait),
(ii) kizarolag litikus (virulens) fagok alkalmazhatok, (iii)
eléallitas nem-patogén gazdasejtben torténd felsza-
poritassal, (iv) a telies genomszekvencia ismerete, (v) a
nem virus eredetd (bakteridlis) DNS transzformacioja-
nak hianya, (vi) patogenitast vagy potencidlis allergén
fehérjéket kddold gének teljes hianya, (vii) a kedvez6t-
len élettani hatésok hianyanak kimutatasa etetési vizs-
galatokkal (nem lehet toxikus az emberi szervezetre),
(viii) GRAS statusz, (ix) stabilitas a tarolas és alkalma-
zas soran, valamint (x) alkalmas legyen nagy mennyi-
ségben torténd elballitasra (Iéptékndveléssel) [8].

5.2. Bakterialis ragadozok

Az él8vilagban szamos kuldnleges morfolégidju,
esetleg jellegzetes helyvaltoztatasra képes (példa-
ul csuszva mozgo), vagy akar ragadozo életmodot
folytaté baktériummal taldlkozhatunk. A Gram-ne-
gativ baktériumok egyik jellegzetes nemzetsége a
Bdellovibrio, amelynek tagjai ragadozé életmddot
folytatnak mas Gram-negativ baktériumokon. A
Bdellovibrio-k behatolnak a gazdasejt periplazma-
jaba, majd elszaporodva a citoplazmaban lizaljak a
gazda baktériumot, hogy Ujabb sejteket megtamadva
folytathassak életciklusukat. A dimorf Bdellovibrio-k
életciklusa kétfazisu. A tamadasi fazisban a kismére-
td, flagellummal rendelkezd sejtek gyorsan haladva
keresnek gazdasejteket, a taldlkozds azonban vé-
letlenszer(, mivel kemotaxist ez idaig nem mutattak
ki ezeknél a ragadozd baktériumoknal. A talalkozast
és a megtapadast kdvetben a ragadozé a gazdasejt
periplazmajaba penetral, mikézben elvesziti hosszu
flagellumat. A névekedési fazisban a megtamadott

sejt az ugynevezett bdelloplaszt allapotba keriil. Eb-
ben a ,bezart” allapotban a kis Bdellovibrio sejt egy
szeptumok nélkili filamentumma alakul, majd a ko-
rilbellil 45 percig tartd lag fazist kovetéen megindul
a DNS replikacid, amely néhany éran keresztlil, a sejt
névekedésével egyltt zajlik. Ezutan a filamentum
tobbszori hasadassal Uj sejtekre tagozédik, majd az
utédok kiszabadulnak a gazdaként szolgald, megta-
madott sejtbdl. A bdelloplaszton bellil a Bdellovibrio
védve van a fotooxidaciotdl valamint a fag-tamadas-
tol, tovabba megndvekedett rezisztencia jellemzi a
szennyez® anyagokkal szemben [11].

A Bdellovibrio-k gyakran megtalalhatok a kérnyezet-
ben, és mivel széles gazdaspektrummal rendelkez-
nek, kiléndsen fontosak lehetnek a Gram-negativ
patogének, igy az élelmiszerekben valamint vizekben
el6forduld Salmonella-k vagy az E. coli O157:H7 el-
leni kiizdelemben [13]. Fratamico és Whiting [7] ku-
I16nb6z6 patogén és romlast okozé baktériumok, igy
példaul patogén E. coli ellen alkalmaztak hatékonyan
a Bdellovibrio bacteriovorus fajt.

5.3. Versengés

Az elmult néhany évben a fogyasztok szimpatiaja a
természetes élelmiszertartdsitasi technoldgiak irant
megndvekedett, igy a kérnyezetiinkben megtalalha-
t6 antagonista mikroorganizmusok vagy azok meta-
bolitjainak alkalmazasa egyre nagyobb jelentéségre
tesz szert az élelmiszeriparban. Ezek a mikrobak a
megtamadas vagy megsemmisités helyett az adott
él6helyrél vagy okoldgiai egységbdl kiszoritjak a pa-
togéneket a versengd kirekesztésre (conpetitive ex-
clusion) révén ugy, hogy tulnévik azokat, igy kedve-
z6tlen feltételeket teremtenek szamukra a szaporo-
dashoz, illetve életfolyamataik fenntartasahoz.

A versengé mikrobidta tagjai azonban tébbféle mé-
don is képesek szabalyozni vagy gatolni a korokozék
élettevékenységét, igy a tapanyagért térténd versen-
géssel, gatldanyagok termelésével, az immunrend-
szer stimulalasaval és/vagy a specifikus kétéhelye-
kért torténé versengéssel. A versengd kirekesztésre
képes mikrobak esetében elényds, ha azok jél tapad-
nak az epitelidlis sejtek fellletéhez a megfelel6 kolo-
nizacioé érdekében [13].

Kereskedelmi forgalomban kaphaté a kanadai Can-
Biocin cég Procin® nevl terméke (http://www.can-
biocin.ca/index.html), amely az allatok egészségének
megdrzésére alkalmazhatd készitmény. A termék az
allatok emésztérendszerében természetesen is meg-
talalhaté tejsavbaktériumokat tartalmaz, és sertések
esetében j6l alkalmazhaté a patogén E. coli ellen.
Ugyanakkor az élelmiszerek biztonsaganak névelése
érdekében kifejlesztésre kerllt a Micocin® elnevezé-
s, szintén természetesen el6forduld tejsavbakté-
riumokat tartalmazé készitmény, amely példaul va-
kuumcsomagolt, fogyasztasra kész husok esetében
természetes védelmet biztosit a kérokozok, igy pél-
daul a Listeria monocytogenes ellen.
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5.4. Véddékulturak

A mikroorganizmusok élettevékenységébdl szarmazoéd
elénydk kiaknazasa az élelmiszerek tartositasaban nem
Uj kelet(i. Oseink szdmos élelmiszeriiket mikroorganiz-
musok segitségével, azaz erjesztéssel allitottak eld, igy
névelve meg eltarthatésagukat és élvezeti értékiket.
A tejsavbaktériumok véddkulturaként vald alkalmaza-
sa az élelmiszerek biztonsaganak fokozasa érdekében
régota a figyelem kdzéppontjaban all. Felhasznalasuk
soran fontos paraméter a megfelel§ gatié hatas kival-
tasahoz sziikséges sejtmennyiség, valamint az érzék-
szervi tulajdonsagokra kifejtett lehetséges hatas.

Szamos élelmiszer, igy husok, halak, zoldségek és
tejtermékek esetében alkalmaztak mar tejsavbakté-
riumokat az eltarthatésagi idé ndvelésére, valamint a
termék biztonsaganak fokozasara. Antimikrobas ha-
tasuk a tejsav-, valamint a kilonbdzé antimikrobas
vegylletek (példaul bakteriocinek) termelésének tu-
lajdonithatd. A tejsavbaktériumokhoz hasonléan sza-
mos Bifidobacterium térzset hasznaltak mar tenger
gyUmolcseinek, halak, baromfi termékek vagy tejter-
meékek eltarthatésagi idejének meghosszabbitasara,
valamint a patogének elleni védelem elérésére. Az el-
tarthatosagi id6 az élelmiszer tipusatol és az alkalma-
zas maodjatal fliggben akar 3-tdl 14 napig is ndvelhetd,
tovabba mas technolodgiakkal kombinalva, mint a ka-
lium-szorbat adagolas, tovabb fokozhato [13]. Ugyan
a tejsavbaktériumok jelentds diverzitasa jellemzi a friss
zOldségeket és gyimolcsoket (elsésorban Lactoba-
cillus és Leuconostoc, mig kisebb szamban Weissel-
la, Enterococcus és Lactococcus torzsek fordulnak
elé) Trias és munkatarsai [19] csak meglehetésen kis
aranyban talaltak k6zottlk élelmiszer eredetl patogén
baktériumokat gatld torzseket. Friss z6ldségekrdl és
gyUmolcsokrdl izolalt tejsavbaktériumok kozil elsé-
sorban a Leuconostoc nemzetség torzsei esetében ta-
pasztaltak jelent&s patogén elleni gatlé hatast. A védé
kulturak amellett, hogy kérokozo elleni hatassal ren-
delkeznek, nem veszélyeztethetik a fogyasztd egész-
ségét, illetve sok esetben elénydsen befolyasoljak a
fogyaszto egészségét. A probiotikumok jotékony ha-
tasanak kdszonhetéen a szervezetiink védekezé ké-
pessége a korokozd mikrobakkal szemben fokozédik.

5.5. Antimikrobas metabolitok

Az elmult néhany évtizedben nyert tapasztalataink a
fermentacios folyamatokban részt vevé starterkultu-
rakkal kapcsolatban hozzajarultak ahhoz a nagyon
fontos felismeréshez, hogy a tejsavbaktériumok sza-
mos fizioldgiai tulajdonsaga hozzajarul a patogén bak-
tériumok gatlasahoz, tovabba a termékek eltarthaté-
sdgi idejének, valamint érzékszervi tulajdonsagainak
szabdlyozasahoz. A tejsavbaktériumok altal termelt
metabolitok, igy az ecetsav, a diacetil/acetoin, a me-
tantiol, vagy a H,S a termek jellegzetes aromajanak ki-
alakitasahoz jarulnak hozza, mig mas anyagcsereter-
mekek (tejsav, CO,, H,0,) a termék eltarthatésaganak
néveléséhez sziikségesek. A szerves savak (a tejsav
és az ecetsav) a rothaszté Gram-negativ baktériumok

és gombak, a hidrogén peroxid, a laktoperoxidaz és
a lizozim a patogének és romlast okozok ellen nyuijta-
nak védelmet. A kis molekulaji metabolitok (reuterin,
diacetil és zsirsavak), valamint a bakteriocinek szintén
sokféle baktérium szaporodasat gatoljak [9].

Az antimikrobas metabolitok kdzétt kell megemliteni
azokat a kelatképz8 vegylleteket, mas néven szide-
roférokat is, amelyek ugyan a patogén baktériumok
esetében gyakran, mint virulencia faktorok kerlinek
megemlitésre, bizonyos esetekben azonban jelentés
mértékben képesek gatolni azok szaporodasat. A ter-
mészetben gyakorta megtalalhaté Pseudomonas nem-
zetség szamos torzsérdl megallapitottak, hogy anta-
gonista hatassal rendelkeznek patogén baktériumok-
kal szemben. A gatldé hatas az antibiotikumok mellett
sok esetben a szideroforoknak tulajdonithatd, amely
vegylletek képesek megkdtni a patogének életm(iko-
déséhez elengedhetetlen fémionokat, kdztik elsédle-
gesen a vasat, igy gatolva a kérokozok szaporodasat.

5.6. Quorum sensing

A baktériumok folyamatosan valtozé komplex 6ko-
I6giai rendszerekben élnek. Ahhoz, hogy a valtoza-
sokat tulélhessék, érzékelnilk és értelmeznitk kell
a kornyezetliket, amelyre a szaporodas fokozasaval
vagy adaptiv valaszok kivaltasaval reagalnak. Azok
a baktériumok, amelyek nem képesek adaptalddni,
vagy reagalni a kérnyezeti valtozasokra, elpusztulnak,
azonban megfeleld reakcidk esetében adaptalddnak
a valtozé feltételekhez. Ez klldndsen igaz azokra a
baktériumokra, amelyek feldolgozott élelmiszerekben
fordulnak elé. Tovabba egy-egy baktérium édnmaga-
ban nem, csak kdzdsségben képes az adott kérnye-
zetben megélni, amely gyakran mas baktérium fajo-
kat, vagy akar mas mikroorganizmusokat, igy fonalas
gombakat vagy élesztégombakat is magaba foglal. A
sejtjelzés (cell signaling) vagy quorum sensing (QS)
ezeken a kdzdsségeken belll egy jol megalapozott
jelenség, amely kis jelz6 molekulak (Ugynevezett au-
toinducerek) detektalasa altal irdnyitja a baktériumok
Osszehangolt viselkedését. A quorum sensing lehetd-
séget ad a baktériumok szamos tevékenysége esetén
a sejtslrliség fuggveényében térténd szabalyozasra,
igy a felllethez val6 tapadasra, a biofilm képzésre, a
virulencia faktorok kifejez6désére, vagy akar masod-
lagos anyagcsere termékek elballitasara. Sok QS altal
iranyitott mikrobas tevékenység vesz részt az élelmi-
szerek romlasaban, valamint a patogének élelmiszer-
matrixban valo tulélésében [13].

A baktériumok quorum sensing folyamatardl rész-
letes és nagyon j6 attekintés nyujt Farkas Jozsef és
Mohacsiné Farkas Csilla 2014. marciusaban megje-
lent tanulmanya az Elelmiszervizsgalati Kézlemények
egy korabbi szamaban [22].

6. Kovetkeztetések

A mikroorganizmusok egymasra gyakorolt hatasanak
tanulmanyozasa, mélyrehatdobb megismerése, illetve
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5. Biological control mechanisms

Biological control is based on the interactions of organisms
mutually affecting each other, therefore, research is mainly
focused on the characterization of mechanisms operating
under different experimental conditions. Among biological
controls and biocontrol mechanisms that can be applied
against bacteria in the food industry, the following should
be mentioned: (1) bacteriophages, (2) predatory bacteria,
(8) competition among microorganisms, (4) the application
of protective cultures, (5) the possible use of antimicrobial
metabolites, and (6) the mechanism called ,quorum
sensing”.

5.1. Suppression of food-borne pathogenic bacteria
with bacteriophages

The application of bacteriophages or phage products has
only recently become one of the possibilities of the food
industry as a new biocontrol method to suppress unwanted
pathogens in the production of foods, mainly to increase
the safety of fresh and ready-to-use foods. While it is
expected that many more phage products, currently in the
developmental stage, will become available in the future,
there are several questions that need to be answered about
the use of such products, such as immediate and long-term
efficiency, consumer safety and possible applications.

Bacteriphages are viruses infecting bacteria that can only
infect specific hosts and can only proliferate in them.
Host specificity usually means a strain or a species, but
can rarely be observed at the genus level. This spcificity
of bacteriophages can be used in the defense against
pathogenic bacteria. However, they can only be used if
certain conditions are met: on the one hand, the bacterium
and the bacteriophage have to be in the same place at
the same time, and on the other hand, the host has to be
sensitive to the bacteriophage to be applied [8]. During
phage infection, the nucleic acid of the virus attacking the
bacterium enters the host cell through its cell wall, and then,
soon after the infection, the new phages produced by the
host cell based on the nucleic acd of the virus (the so-called
lytic phages) destroy the bacterium. The approximately 100
new virus particles produced by the host cell are released by
the decomposition of the cell wall (cell lysis), and all of them
are capable of infecting further bacterial cells [13].

In the fight against infectious diseases, the application of
phage therapy was suggested soon after the discovery
of phages, and its use indeed began. Nevertheless,
bacteriophage treatment was overshadowed in several
countries by the widespread use of antibiotics. However,
in those countries where research on phage therapy
continued, phages have been widely used and are still
used today. The application of bacteriophages in the
food industry to suppress pathogens can be similarly
useful. This is especially true in the case of the pathogenic
bacterium Listeria monocytogenes, which behaves as an
intracellular pathogen following its entry into the host cell,
so that it becomes inaccessible to the immune system
or to bacteriophages administered to patients suffering
from listeriosis [8]. It is not surprising then that the first
phage product which could be used in the food industry,
Listex™P100, was developed to inhibit Listeria in cheese and
meat products [13]. Today, there are established biological
control processes for several other pathogenic bacteria,
such as Campylobacter [4], Salmonella [20], Escherichia coli
[14] or Staphylococcus aureus, in which bacteriophages are
used to inhibit or destroy pathogens.

Requirements for (biocontrol) phages to be used for

foods are as follows: (i) broad host spectrum (to be able
to infect members of a given species and/or genus), (i)
only lytic (virulent) phages can be used, (iiij produced by
proliferation in non-pathogenic host cells, (iv) knowledge of
complete genome sequence, (V) lack of transformation of
non-viral origin (bacterial) DNA, (vi) complete lack of genes
coding pathogenicity or potentially allergenic proteins, (vii)
demonstration of a lack of adverse physiological effects by
feeding studies (cannot be toxic to the human body), (viii)
GRAS status, (ix) stability during storage and appliccation,
and (x) suitability for large scale production (with upscaling) [8].

5.2. Bacterial predators

One can encounter several bacteria in biology that have
special morphologies, can move in a characteristic way
(for example gliding bacteria), or even ones that practice a
predatory lifestyle. A characteristic genus of Gram-negative
bacteria is Bdellovibrio, whose members prey on other
Gram-negative bacteria. Bdellovibrio bacteria enter the
periplasm of the host cell, proliferate in the cytoplasm, lyse
the host bacterium, and then attack new cells to continue
their life cycles. Dimorphic Bdellovibrios have a two-phase
life cycle. In the attack phase, small cells possessing
flagella move fast in search of host cells, but encounters
are random, since chemotaxis has not been detected so
far in these predatory bacteria. Following the encounter and
adhesion, the predator penetrates into the preiplasm of the
host cell, while losing its long flagellum. In the growth phase,
the cell that was attacked enters the so-called bdelloplast
state. In this ,closed” state, the small Bdellovibrio cell
turns into a filament without septaand, after a lag phase of
approximately 45 minutes, DNA replication commences,
which then goes on for several hours, together with cell
growth. Following this, the filament divides into new cells by
multiple fissions, and the progeny are released from the host
cell that was attacked. Within the bdelloplast, Bdellovibrio
is protected from photooxidation and from phage attacks,
and it is also characterized by an increased resistance to
contaminants [11].

Bdellovibrios are often found in the environment, and since
they have a broad host spectrum, they can be especially
important in the fight against Gram-negative pathogens,
such as Salmonella or E. coli O157:H7 occurring in foods
and waters [13]. The species Bdellovibrio bacteriovorus
was used effectively by Fratamico and Whiting [7] against
different pathogenic and spoilage bacteria, such as
pathogenic E. coli.

5.3. Competition

In recent years, there has been an increased consumer
sympathy for natural food preservation tehnologies, so the
significance of the application of antagonist microorganisms
found in our environment or their metabolites has also been
increasing in the food industry. Instead of attacking or
destroying them, these microbes displace pathogens from
the given habitat or ecological unit by outgrowing them
(competitive exclusion), and thus establishing unfavorable
conditions for their proliferation and the maintenance of their
life processes.

However, members of the competing microbiota are able
to regulate or suppress the life activities of pathogens in
severeal ways, such as by competing for nutrients, by
producing inhibitors, by stimulating the immune system
and/or by competing for specific binding sites. For microbes
capable of competitive exclusion it is advantageous, for
proper colonization, if they can adhere well to the surface of
epithelial cells [13].

Elelmiszervizsgalati kozlemények — 2014. LX. évf. 3. szam

62



63

Uj, eddig még nem vizsgalt gatlo hatassal rendelke-
z8 mikroorganizmusok izoldldasa a kdrnyezetlnkbdl
vagy élelmiszereinkbdl fontos lehet a gyakran sulyos
megbetegedéseket okozod patogén baktériumok gat-
lasaban. Mivel a fogyasztok a bioldgiai kontroll fogal-
maval kezdenek megismerkedni és megbaratkozni,
egyre nagyobb érdeklédés tapasztalhaté a termé-
szetes tartositasi eljarasokkal készitett, mikrobakat
vagy azok anyagcsere termékeit felhasznald, kémi-
ai vegyuUletektdl mentes élelmiszer eléallitasi mod-
szerek irant. Ugyan a biokontroll alkalmazasa nem
Ujkeletli az élelmiszeriparban, mégis a fogyasztok
ismereteinek bdvitése, valamint a szélesebb kérben
torténd elfogadas elbsegitése céljabdl tébbet kellene
hallaniuk a hasznos mikroorganizmusokrdl, illetve az
altaluk el8idézett kedvezé élettani hatasokrol egész-
séglnk védelme érdekében.
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There is a commercially available product named Procin® of
the Canadian company CanBiocin (http://www.canbiocin.
ca/index.html), which can be used to preserve the health
of animals. This product contains lactic acid bacteria are
that also occur naturally in the digestive tract of animals,
and it can be used effectively against pathogenic E. coli
in the case of swine. The product named Micocin®, also
containing naturally occurring lacit acid bacteria, was
developed to increase the safety of foods, and it provides
natural protection against pathogens, such as Listeria
monocytogenes in the case of, for example, vacuum-
packed, ready-to-eat meats.

5.4. Protective cultures

Exploitation of the benefits arising from the life activities of
microorganisms in food preservation is not a new idea. A
number of foods were produced by our ancestors with the
help of microorganisms, i.e. by fermentation, thus increasing
their shelf-life and their enjoyment value. Attention has been
centered on the use of lactic acid bacteria as a protective
culture to increase food safety for a long time. One of the
important parameters during their application is the cell
quantity necessary to achieve proper inhibitory effect, and
also their possible effect on sensory properties.

Lactic acid bacteria have been used for several foods,
such as meats, fish, vegetables and dairy products, to
increase shelf-life, and also to imrpove product safety. Their
antimicrobial effect is due to the production of lactic acid
and other antimicrobial compounds (e.g. bacteriocins). Like
lactic acid bacteria, several Bifidobacterium strains have
also been used to increase the shelf-life of frutti di mare,
fish, poultry and dairy products, and to protect them against
pathogens. Depending on the type of food and the method
of application, shelf-life can be increased from 3 days
to up to 14 days, and it can even be increased further by
combination with other techniques, such as the addition of
potassium sorbate [13]. Although fresh fruits and vegetables
are characterized by a significant diversity of lactic acid
bacteria (mainly Lactobacillus and Leuconostoc, and, to a
smaller extent, Weissella, Enterococcus and Lactococcus
strains are present), only a few of them were found by
Trias et al. [19] to inhibit strains of food-borne pathogenic
bacteria. Of lactic acid bacteria isolated from fresh fruits
and vegetables, significant pathogen inhibition effect
was observed primarily in the case of strains of the genus
Leuconostoc. In addition to their anti-pathogenic effect,
consumer health is not endangered by protective cultures,
moreover, in many cases they have beneficial effects. Due
to the beneficial effects of probiotics, the body’s capacity for
defense increases.

5.5. Antimicrobial metabolites

Our experience, obtained over the past few decades about
starter cultures participating in fermentation processes,
contributed to the very important discovery that many
physiological properties of lactic acid bacteria promote the
inhibition of pathogenic bacteria, and also the regulation
of product shelf-life and sensory properties. Metabolites
produced by lactic acid bacteria, such as acetic acid,
diacetyl/acetoin, methanethiol or H,S, contribute to the
characteristic aroma of the product, while other metabolites
(lactic acid, CO,, H,0,) are necessary to increase the shelf-
life of the product. Organic acids (lactic acid and acetic
acid) protect against Gram-negative putrefactive bacteria
and fungi, while hydrogen peroxide, lactoperoxidase and
lysozyme protect against pathogens and spoilage agents.
Low molecular weight metabolites (reuterin, diacetyl and
fatty acids) and bacteriocins also inhibit the proliferation of

several bacteria [9].

Among antimicrobial metabolites, also have to be mentioned
chelating compounds, also known as siderophores,
which are often listed as virulence factors in the case of
pathogenic bacteria, but, in certain cases, they can inhibit
their proliferation significantly. It has been determined about
several strains of the genus Pseudomonas, often found
in nature, that they possess antagonistic effects against
pathogenic bacteria. In many cases the inhibitory effect,
in addition to antibiotics, is attributed to the siderophores,
which can bind metal ions, primarily iron, essential for the life
activities of the pathogens, thus inhibiting the proliferation of
the pathogens.

5.6. Quorum sensing

Bacteria live in constantly changing complex ecological
systems. In order to survive changes, they have to sense
and interpret their environment, and react by increased
proliferation or by producing adaptive responses. Bacteria
that are unable to adapt or to respond to environmental
changes perish, but if their reaction are appropriate, they
adapt to changing conditions. This is particularly true for
bacteria that are present in processed foods. Furthermore,
an individual bacterium cannot survive alone, only as part of
a community, in a given environment, often containing other
bacterial species and even other microorganisms, such
as filamentous fungi or yeasts. Cell signalling or quorum
sensing (QS) within these communities is a well-established
phenomenon, which directs coordinated behavior of bacteria
by detecting small signal molecules (so-called autoinducers).
For several bacterial activities, such as adhesion to surfaces,
biofilm formation, expression of virulence factors or even
the production of secondary metabolic products, quorum
sensing allows for the regulation as a function of cell density.
Many QS-controlled microbial activitiesare involved in the
spoilage of foods, and also in the survival of pathogens in
food matrices [13].

A detailed and excellent overview of the quorum sensing
processes of bacteria are given in the paper of Jozsef
Farkas and Csilla Mohacsiné Farkas, which appeared in a
former issue of the Journal of Food Investigations [22].

6. Conclusions

It can be important for the inhibition of pathogenic bacteria,
often causing serious illnesses, to study the effects
of microorganisms on each other, to obtain in-depth
knowledge, and to isolate from our environment or from
our foods microorganisms possessing new, not yet studied
inhibitory effects. Since consumers begin to get to know
and become familiar with the concept of biological control,
there has been an increasing interest in foods produced by
natural preservation processes that use microbes or their
metabolites and are free of chemical compounds. Although
application of biocontrol is not new to the food industry,
in order to broaden consumer knowledge and achieve
wider acceptance, people should hear more about useful
microorganisms, and the beneficial physiological effect
produced by them to protect our health.
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Harsmeéz diasztazaktivitasanak
valtozasa hokezelés hatasara,
illetve a tarolas soran

1. Bevezetés

A mézben talalhaté enzimek koziil a diasztaz az egyik legnagyobb jelentéségii, a
Magyar Elelmiszerkényv mézre vonatkozé elGirasa kiilon hatarértékeket ad meg erre
a paraméterre. A diasztaz-szam altalanosan minimum 8 (a definiciot lasd késdbb),
illetve az elvart érték nagyon kis természetes enzimtartalmu mézek esetében legalabb 3.
A diasztaz (a- és B-amilaz keveréke) kemeényitdé bonté enzim, miikddése nyoman féleg
maltéz keletkezik. Az enzim a méh garatmirigy-valadékabdl keriil a mézbe az érlelési
folyamat soran, mennyiségét befolyasolja a nektar 6sszetétele és koncentracidja, a
méhek kora és a nektar folyasanak intenzitasa is [3]. Jelenlétének mértéke a mézben
a hamisitatlansag egyik alapveté kritériuma. A j6 minéségi mézek diasztazaktivitasa
altalaban magas.

A mézek diasztaztartalma a hosszu ideig tarté tarolas vagy hokezelés hatasara
jelentdésen csékkenhet, de ismert tény az is, hogy bizonyos mézek esetében (pl. akac,
narancs, eukaliptusz) eleve alacsony. Ennek az a magyarazata, hogy egyes novények
nektarjaiban nagyobb a szarazanyag tartalom, vagyis a méhek a rovidebb ideig
tarté sirités soran kevesebb enzimanyagot kevernek hozza. A mézek rutinszeriien
vizsgalt paraméterei kozil a legnagyobb mérési bizonytalansag a diasztazaktivitas
meghatarozasa soran lép fel, ezért nemzetkozi korvizsgalatok soran az akkreditalo
szervezetek az atlagtdl valé viszonylag nagy (20-30 %-os) eltérést is elfogadnak.

Mézek diasztazaktivitasa a keményit6bontas mértéke alapjan hatarozhaté meg
[2],[4]1,[6],[71,[8],[9]- A mérés soran altalaban adott koncentracidju keményitdoldatot és
mézetinkubalnak egyiitt, és a kisérlet végén meghatarozzak avisszamaradt (lebontatlan)
keményitéoldat vagy a fragmentumok mennyiségét, tébbnyire spektrofotometrias
modszerrel. Az igy meghatarozott jellemzé érték a Goethe-szam (diasztaz szam),
amely megadja, hogy 1 g mézben levé diasztaz enzim hany ml 1 %-os keményitSoldatot
képes 1 6ra alatt 45-50 °C kozott lebontani. Altalaban 10-18 kdzotti az értéke, egyes
fajtameézeknél azonban fajtabol eredden lehet alacsonyabb (8-10), illetve magasabb is.
Az alsé hatar a 8-as érték, ez alatt mar romlottnak, rossz minéséglinek tekintik a mézet.
A tul alacsony enzimaktivitas éretlenségre, helytelen tarolasra vagy szakszeriitlen
hokezelésre utalhat, ezért a diasztazaktivitas a mézmindsités egyik fontos paramétere
[1]. Ezt (a tényez6t) nagymértékben befolyasolja a méz savtartalma is: miikodési
optimuma pH 5,0-5,2 k6z6tt van, semleges pH-n mar gyenge az enzimhatas, er6sen
savas koriilmények kozott (pH < 3,3) pedig gyorsan bomlik.

Jelen kozleményiinkben a tarolas, illetve a hdkezelés diasztazaktivitasra kifejtett
hatasanak vizsgalatardl szamolunk be harsméz esetén.

' Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszerkémiai és T4plalkozastudomanyi Tanszék - andras.szabo@uni-corvinus.hu
T Corvinus University of Budapest, Department of Food Chemistry and Nutrition - andras.szabo@uni-corvinus.hu
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2. Anyag és moédszer

A diasztazaktivitas vizsgalatara sajat modszert dol-
goztunk ki, amely lIényegében hasonlo a széles kor-
ben alkalmazott Goethe-féle eljarashoz, amellyel nem
dinamikus, hanem statikus médon vizsgadlja a diasz-
tazaktivitast: adott ideig (1 6raig) zajlé enzimreakci-
ot valésit meg. Hasonlit ugyanakkor a Schade-Whi-
te-Hadorn modszerhez is, mivel a meghatarozas
jod-kemeényité szinreakcio vizsgalatan alapul, és a
diasztazaktivitast spektrofotometrias uton adja meg.
A szabvanyban régzitett modszerektdl eltéréen a ki-
dolgozott metodikaban az eredményeket kalibracios
egyenes segitségével lehet értelmezni.

Vizsgalatainkhoz kereskedelmi forgalombdl szarma-
z6 harsmézet hasznaltunk. A hdkezelés enzimak-
tivitasra kifejtett hatasat 75 illetve 90 °C-on t6rténdé
kezeléssel, a tarolas hatasat pedig 10 és 30 °C-on
valo tarolassal modelleztik. A keményitébontast és
a joddal torténd szinreakciét kdvetéen 600 nm-en
spektrofotometrias vizsgalatot végeztiink. A kllon-

b6z6 koncentracioju keményitéoldatok segitségével
felvett kalibraciés egyenessel meghatarozhaté az
adott kémcsbében le nem bontott 1 %-os keményit6-
nek megfelel6 keményité mennyiség.

3. Vizsgalati eredmények és értékelésiik

A diasztaz aktivitds mérésére kidolgozott modszer
alapjan kalibraciés egyenes segitségével lehet az
eredményeket megadni. A vizsgalatnal alkalmazott
kalibracios egyenes lefutasa, egyenlete és a korre-
lacios koefficiens az 1. abran lathaté. Mivel méd-
szerlink - eltér6en a donté moddszertdl - nem figyeli
az enzimreakcio id8beli lefutasat, hanem csak egy
konkrét, 1 6rés id8intervallumot vizsgal, igy statikus
diasztazaktivitas-vizsgalatnak neveztik el, a mega-
dando eredményt pedig megkuldnbdztetésll stati-
kus diasztazaktivitasnak. Az alkalmazott Uj mdédszert
Osszevetettlk a szabvanyban rogzitett, Goethe-féle
madszerrel, melynek eredménye sajat mddszerink
alkalmassagat tamasztotta ala.
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1. abra. A diasztaz aktivitas mérésnél alkalmazott kalibracidos egyenes (mérési hulldamhossz: 600 nm)
Figure 1 Measurement calibration curve of the diastase activity (the used vawelenght 600 nm)

A hdékezelés enzimtevékenységre gyakorolt hatasat
vizsgalva arra az eredményre jutottunk, hogy mind
a 75 °C-os, mind a 90 °C-os héterhelés hatdsara
csOkkent a diasztaz aktivitas. Ez a jelenség az enzim
fehérje természetével magyarazhato, mivel az a hé-
kezelés hatasara — részben vagy egészben — denatu-
ralédott, igy keményitébontd tulajdonsaga is karoso-

dast szenvedett. A grafikus abrazolasbdl (2. abra) jol
kitlinik, hogy a statikus diasztazaktivitas-csokkenés
sokkal nagyobb mértékli a magasabb hémérsékletli
kezelés hatasara (tdbb mint 7-szeres), ugyanakkor
mindkét hémérséklet esetében linearis jellegl a val-
tozas.
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Changes in the diastase
activity of linden honey
due to heat treatment,
and during storage

Mariann Csoka’, Pal Tolnay’, Andras S. Szabo'
1. Introduction

Of the enzymes found in honey, diastase is one of the
most important ones, in fact, there is a separate limit
value given for this parameter in the regulation of the
Hungarian Food Codex regarding honey. Generally, the
minimum diastase number is 8 (see definition later), or in
the case of honey with low natural enzyme content, the
expected value is at least 3. Diastase (a mixture of a- and
B-amylase) is an enzyme that breaks down starch, which
results mainly in maltose. The enzyme enters the honey
during ripening from the hypopharyngeal secretions of
bees, and its quantity is influenced by the composition
and concentration of the nectar, the age of the bees and
the intensity of the nectar flow [3]. Its presence in honey
is one of the basic criteria of genuineness. Good quality
honey usually has a high diastase activity.

The diastase content of honey can decrease significantly
due to long-term storage or heat treatment, but is also
known that certain types of honey (e.g. acacia, orange,
eucalyptus) contain low concentrations of diastase to
begin with. This is explained by the fact that the nectar of
certain plants has a higher dry matter content, therefore,
less enzyme material is added to it during the shorter
thickening period by the bees. Of the parameters routinely
analyzed in honey, determination of diastase activity
has the highest measurement uncertainty, therefore,
relatively large deviations (20 to 30%) from the average
are accepted by accreditation bodies during international
proficiency tests.

The diastase activity of honey can be determined based
on the degree of degradation of starch [2],[4],[6],[7],[8],[9]-
Generally, a starch solution of a given concentration
and honey are incubated together, and at the end
of the experiment either the amount of remaining
(undegraded) starch solution or that of the fragments is
determined, usually by a spectrophotometric method.
The characteristic value thus determined is the Goethe
number (diastase number), which specifies the amount
of 1% starch solution in ml that is degraded over one
hour at 45-50 °C by the diastase enzyme contained in
1 g of honey. This value is usually somewhere between
10 and 18, but in the case of certain types of honey it
can be lower (8-10) or higher, depending on the species.
The lower limit is 8, below this the honey is considered
spoiled or bad quality. Too low enzyme activity might
indicate unripeness, inappropriate storage or improper
heat treatment, therefore, diastase activity is one of the
important parameters of honey qualification [1]. This factor
is also greatly influenced by the acid content of honey: its
optimum operating pH is between 5.0 and 5.2, at neutral
pH the enzyme activity is low, and at strongly acidic pH
(pH < 3.3) the enzyme decomposes rapidly.

In the present paper, investigations of the effects of
storage and heat treatment on diastase activity are
reported, in the case of linden honey.

2. Materials and methods
A proprietary method for the determination of diastase

activity was developed, which is essentially similar to
the widely used Goethe procedure, measuring diastase
activity not in a dynamic, but a static way: it is an enzyme
reaction lasting a certain amount of time (1 hour). It is also
similar to the Schade-White-Hadorn method, because
the measurement is based on a colour reaction between
iodine and starch, and diastase activity is determined
spectrophotometrically. Unlike the methods listed in
the standards, interpretation of the results in the newly
developed method is performed with the help of a
calibration curve.

For our analyses we used commercially available linden
honey. The effect of heat treatment on enzyme activity
was simulated by treatment at 75 and 90 °C, while that of
storage by storage at 10 and 30 °C. Spectrophotometric
analysis was performed at 600 nm after starch degradation
and the colour reaction with iodine. The amount of starch
corresponding to the 1% starch solution not degraded in
the given test tube can be determined using the calibration
curve recorded with the help of different concentration
starch solutions.

3. Analytical results and their interpretation

Based on the method developed for the measurement
of diastase activity, results are given with the help of a
calibration curve. The run of the calibration curve, its
equation and the correlation coefficient are shown in
Figure 1. Since our method - unlike the decisive method
— does not monitor the course of the enzyme reaction
over time, but only analyses a specific 1-hour time period,
therefore, we decided to call it a static diastase activity
test, and the result we call static diastase activity, to
differentiate from the previous one. The newly developed
method was compared to the standard Goethe method,
and the result proved the suitability of our proprietary
method.

When investigating the effect of heat treatment on
enzyme activity, it was found that heat treatment at both
75 and 90 °C resulted in decreased diastase activity.
This phenomenon can be explained by the protein nature
of the enzyme, because it was — partially or completely
— denatured due to heat treatment, and so its starch
degrading property was damaged. It is clear from the
graphic representation (Figure 2) that the decrease in
static diastase activity is much more pronounced (more
than 7-fold) when heat treatment is performed at a higher
temperature, but changes are linear in the case of both
temperatures.

Despite different storage conditions (10 °C and 30
°C), changes in diastase enzyme activity were similar
(Figure 3). In both cases, enzyme activity decreased, the
decrease was linear, but approximately 1.6 times faster
when stored at 30 °C than at 10 °C. After storing honey
for 90 days at the latter temperature, diastase activity
was almost as low as that after heat treatment at 75 °C
for 5 hours. In other words, prolonged storage at low
temperatures has a similar inhibitory effect on enzyme
activity as heat treatment at 75 °C for 5 hours. Storage
at 30 °C decreased enzyme activity even more forcefully.
Based on the results described above it can be stated that
the extent of enzyme damage due to improper storage
can be even greater than changes in the case of honey
undergoing a short heat treatment.

The slopes of the calibration curves obtained for honey
samples stored at 30 °C, and heat treated at 75 and 90 °C
were plotted as a function of the temperature, and a curve
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2. dbra A vizsgalt mézminta statikus diasztaz aktivitasanak valtozasa
75 és 90 °C-os hékezelés hatasdra a kezelési idé fliggvényéeben
Figure 2 Alteration of static diastase activity on 75 and 90 °C in the versus of time

A diasztdz enzim aktivitasa az eltéré tarolasi koril-
mények (10 °C és 30 °C) ellenére jellegében hasonld
valtozast mutatott (3. abra). Mindkét esetben csok-
kent az enzimaktivitas, a csdkkenés linearis, ugyan-
akkor 30 °C-os tarolas hatasara mintegy 1,6-szor
gyorsabb, mint 10 °C-on. Ez utébbi hémérsékleten
90 napig tarolva a mézet, a diasztaz aktivitas kozel
olyan alacsony szintre cstkkent, mint az 5 éran at
tartd 75 °C-os hékezelés hatasara. Vagyis a huzamo-
sabb ideig tarté alacsony hémérséklet, hasonlé gatlé

hatast fejt ki az enzim mikddésére, mint az 5 6ran
at tartoé 75 °C-os hdmérsékletli hékezelés. A 30 °C-
os tarolds még erbteljesebben csdkkentette az en-
zimaktivitast. A leirt eredményekbdl megallapithato,
hogy a helytelen tarolas hatasara az enzimkarosodas
mértéke akar nagyobb is lehet, mint egy rovid ideig
tartdé hékezelésnek alavetett méz esetében fellépd
valtozas.

]

A Kkép illusztrdcio / The picture is illustration
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was fitted to these points. This showed an exponential
relationship. Based on the curve obtained, one can
estimate the expected hourly decrease in diastase activity
of a honey stored/treated at a given temperature, as
shown in Figure 4. It can be calculated from this, how long
a honey with a given diastase activity stored or treated
at a certain temperature will satisfy the requirements of
the Hungarian Food Codex [5]. According to the equation
describing the curve, it can be estimated, for example,
that the shelf life of a honey with a diastase activity of 15
(and with low HMF content) will be roughly 200 days when
stored at 35 °C, but at 100 °C, even a treatment of 55
minutes has fatal effects.

This means that processes that take place in honey due
to storage or heat treatment can be followed by analysing

changes in diastase activity. Due to improper storage or
processing the diastase activity of honey can easily fall
below levels prescribed by relevant regulations.

4. Summary

Improper storage or excessive heat treatment of honey
is indicated by the decrease in diastase enzyme activity.
Because of the protein nature of the enzyme, this decrease
in activity is more pronounced at higher temperatures.
Damage to diastase—and, thus, a decrease in its operability
— was already observable during the treatment of linden
honey at 75 °C, but at 90 °C, the starch degrading activity
of the enzyme was completely gone in a few hours. The
activity of the enzyme also decreased during storage, but
this decrease proved to be marginal.
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3.dbra A statikus diasztaz aktivitas valtozasa 10 és 30 °C-on tarolt mézminta esetében a tarolasi idd fliggvényében
Figure 3 Alteration of static diastase activity of honey sample on 10 and 30 °C in the versus of storage time

A 30 °C-on térolt, valamint a 75 és 90 °C-on héke-
zelt mézmintakra kapott egyenesek iranytangenseit
a hémérséklet fliggvényeében vettik fel, illetve goérbét
illesztettlink ra. A kapott 6sszefiiggés exponencialis
jellegl volt. A kapott gorbe alapjan megbecsilhetd
egy adott hédmérsékleten tarolt-kezelt méz varhaté
diasztazaktivitas-csdkkenése oranként, amint az a 4.
abran is lathato. Ebbél kiszamithatd, hogy egy adott
diasztazaktivitasu méz az alkalmazott tarolasi-keze-

Iési hémérsékleten mennyi ideig felel meg a Magyar
Elelmiszerkdényvben [5] el6irt kdvetelménynek. A gor-
bét leiré egyenlet alapjan megbecsilhetd példaul,
hogy egy 15-8s diasztazaktivitasu (és egyben ala-
csony HMF tartalmu) méz 35 °C-on tarolva mintegy
200 napig tartja meg min&ségét, 100 °C kozelében
pedig mar 55 perces kezelés is végzetes hatasu.

isfillustration
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4. abra. A diasztaz aktivitas cs6kkenése dranként a tarolasi-kezelési hdmérséklet fliggvényeben
Figure 4 Decreasing of diastase activity in the versus of the temperature of storage and treatment

A mézben a tarolas illetve a hékezelés hatasara vég-
bemend folyamatok tehat a diasztazaktivitas alakula-
sanak vizsgalataval is nyomon kdvetheték. A helyte-
len tarolas illetve feldolgozas hatdsara a méz diasztaz
aktivitasa akar a vonatkozé el6iras altal megengedett
érték ala is csdkkenhet.

4. Osszefoglalas

A méz nem megfeleld tarolasat illetve tulzott héke-
zelését a diasztaz enzim aktivitdsanak csdkkenése
jelzi. Az enzim fehérje jellegének kdszdnhetben ez az
aktivitascsokkenés magasabb hémérsékleten inten-
zivebb. A diasztaz karosodasa — és igy mikodoke-
pességének csdkkenése — mar a harsméz 75 °C-on
térténd kezelése soran észrevehetd volt, de 90 °C-on
az enzim keményitébonto aktivitasa néhany 6ra alatt
teljesen megszUlint. A tarolasi vizsgalat soran is csok-
kent az enzim mikddése, de ez a csdkkenés csak
csekély mértéklinek bizonyult.
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1. Osszefoglalas

2. Bevezetés

Mivel az élelmiszer nemcsak az ember, de a mikro-
bak szamara is kivald tapanyag, ezért alapvetd ko-
vetelmény, hogy a gyartas kiilénb6z6 lépései soran
az élelmiszer ne szennyezddjon mikroorganizmussal.
Az élelmiszer-eléallitas terlletén alkalmazott fertStle-
nitészerekkel kapcsolatban kévetelmény a baktericid
és fungicid aktivitas biztositasa.

3. Anyag és mddszer

Vizsgalatok — az MSZ EN 1276:2000 és az MSZ EN
1650:2000 szabvanyoknak megfeleléen — 2002-ben
kezdddtek az Orszagos Elelmezés-és Taplalkozas-
tudomanyi Intézet (OETI) Elelmiszer-mikrobioldgiai
Féosztalyan, ahol az élelmiszeriparban alkalmazni
kivant fert6tlenitszerek engedélyezési eljarasahoz
szlikséges mikrobioldgiai hatasvizsgalatok térténtek.

4. Eredmények

Az els@ években (2003-2007) vizsgalt szerek 70-80 %-a
felelt meg a szabvanyok altal elirt kdvetelményeknek.

Az eredmények értékelése soran egy quaterner-am-
monium hatéanyagu kézfertétlenitészernél a vizsgalt
minta minden lemezén pazsitszer( baktériumszeny-
nyez6édés volt lathatd, ezért a szerbdl kdzvetlen ki-
oltas tortént (1. abra), amely megerdsitette azt a
gyanut, hogy maga a készitmény baktériummal (P.
aeruginosa) szennyezett.

Hand disinfectant v@s contami
nated with Pseudomonas sp.

3 A

LT
“.iﬂ'\‘n

Active substance: quaterner-amonium-chloride

1. abra Baktériummal szennyezett kézfertStlenitGszer
Figure 1 Hand sanitizer with bacterial contamination

' NEBIH-ETBI Elelmiszer Mikrobiologiai Nemzeti Referencia Laboratorium
" NEBIH-ETBI Food Microbiology National Reference Laboratory
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A vizsgalatok masik érdekes megfigyelése, hogy az
egyik kézfert6tlenitészer vizsgalata soran a lemeze-
ken a 48-72 6rés leolvasast kovetdéen tliszurasnyi
méretl, az alkalmazott teszttdrzsektdl eltérd telepek
fejlédtek ki, ezért a készitménybdl kdzvetlen kioltas
tortént. A kioltas eredményeként az 5-6. napon a le-
mezeken szintenyészetben penész szer(i képz6dmé-

nyek (2. abra jobb oldali kép) fejlédtek ki. Ezt kdvetd-
en a bekilldé - az adott hatéanyagokbdl 5 kildonbdzd
beszallitasu készitményt hozott (2. abra kdzépsod kis
kép), amelyek fert6zottsége szintén hasonld volt. A
megrendeld ezek utan egy kilféldi laboratériumban
is ellendriztette a készitményt, amely szintén igazolta
a szer fert6zottségét, igy az nem kerult forgalomba.

kontroll
control

szer kozvetlen kioltasa
direct subculture of the disinfectent agent

2. abra Sorozatosan szennyezett kézfertétlenitGszer mintak
Figure 2 Serially contaminated hand sanitizer samples

Az élelmiszerbiztonsagi rendszer 2007-ben tortént
atszervezésével az élelmiszeriparban alkalmazott fer-
t6tlenitészerek mikrobioldgiai hatasvizsgalata atke-
riilt a a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatalhoz
(illetve annak jogelédjéhez). Feladatkoriink 2009 6ta
az élelmiszeriparban alkalmazott fertétlenitészerek
monitoring programjaval, 2011 éta pedig az ételfer-
t6zési események kivizsgalasa kapcsan bekildott
fert6tlenitészerek mikrobioldgiai hatasvizsgalataval
bévult.

A fert6tlenitészerek monitoring programja keretében
a kereskedelmi forgalombdl szarmazd, bontatlan
csomagolasu fertétlenitészerek keriilnek vizsgalatra.

4.1. A monitoring program keretében bekiildott
fert6tlenitészer mintak mikrobioldgiai hatasvizs-
galata

A monitoring program keretében mintavételezett,
élelmiszeriparban alkalmazott fertStlenitészerek mik-
robiolégiai hatasvizsgalatanak adatait a 3. abra mu-
tatja be.
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1.Summary

Disinfectants used in the food industry play an important
role in preventing foodborne diseases. They can perform
to thier fullest potential if they are applied in the proper
concentration, at the proper temperature, for the proper
contact time, as determined by preliminary studies. This
paper summarizes the test results of 12 years and, in
addition to the efficiency testing necessary for the licensing
procedure, it also presents results of control tests of
commercially available disinfectants, and provides insight
into the efficiency in practice of disinfectants sampled in
connection with food infection cases.

2. Introduction

Since food is an excellent source of nutrients not only
to humans, but also to microbes, it is an essential
requirement for foods not to become contaminated with
microorganisms during the steps of their manufacture.
Disinfectants used during food production are expected
to possess bactericidal and fungicidal effects.

3. Materials and methods

Testing — according to standards MSZ EN 1276:2000 and
MSZ EN 1650:2000 - sarted in 2002 at the Department
of Food Microbiology of the National Institute for Food
and Nutrition Science (OETI), where microbiological
efficiency testing necessary for the licensing procedure
of disinfectants to be used in the food industry was
performed.

4. Results

In the first few years (2003-2007), 70 to 80% of the
agents tested satisfied the requirements prescribed by
the standards.

When evaluating the results of a hand sanitizer, with
a quaternary ammonium active ingredient, a turf-like
bacterial contamination was observed on all plates of the
sample tested, therefore, direct inoculation was performed
(Figure 1), proving the suspicion that the product itself
had a bacterial contamination (P. aeruginosa).

Another interesting observation was that, during testing
of a hand disinfectant, pinprick sized colonies that were
different from the test strains developed on the plates after
48-72 hours, therefore, direct inoculation was performed
in this case as well. As a result of the inoculation, mold-
like organisms developed on the plates in pure cultures
on the 5th-6th day (Figure 2, picture on the right).
Following this, products from 5 different batches were
provided by the supplier (Figure 2, small picture in the
middle), which all showed similar contamination. Control
tests were then performed on the product in a foreign
laboratory at the request of the customer, and the results
confirmed contamination of the product, which was then
not marketed.

After reorganization of the food safety system in 2007,
testing of teh microbiological efficiency of disinfectants
used in the food industry was transferred to NEBiH (or
rather to its predecessor). Our scope of duties was
extended in 2009 to include monitoring programs of
disinfectants used in the food industry, and in 2011
to include testing of the microbiological efficiency of
disinfectants provided in connection with investigations
of food infection cases.

In the monitoring program of disinfectants, unopened
packages of commercially available disinfectants are
tested.

4.1. Microbiological efficiency testing of disinfectant
provided in the monitoring program

Microbiological efficiency testing data of disinfectants
used in the food industry and sampled in the monitoring
program are shown in Figure 3.

According to their use, disinfectants can be classified
into three groups (surface disinfectants, hand sanitizers
and disinfectant dishwashing liquids). On average, hand
sanitizers tested in the monitoring program over the last
5 years have been adequate, both in terms of bactericidal
and yeasticidal activity, while the bactericidal and
fungicidal/yeasticidal activities of surface disinfectants
and disinfectant dishwashing liquids were around 90%
(Figure 3). The annual number of samples received has
been increasing constantly, the planned sample number
of disinfectants in the 2014 monitoring plan is 70.

4.2. Testing of microbiological efficiency of disinfec-
tants in connection with food infections

Iffood infectionis suspected, open packages of disinfectant
samples found on-site are sent by the sampling authority
—in order to assess their microbiological efficiency —to the
Food Microbiology National Reference Laboratory. If the
open product is objectionable, then — to investigate the
reason for its objectionability — the original disinfectant in
unopened package is sent — again, to assess its efficiency
—to the laboratory.

In connection with food infections, mainly hand sanitizers
and disinfectant dishwashing liquids have been sent
in. Compared to the tests performed in the monitoring
program, the analytical sample number of suface
disinfectants was lower.

Based on the data, objectionability of hand sanitizers
and disinfectant dishwashing liquids is significant, both
in terms of microbiological efficiency and also their
bacterial infection, which can be traced to the insufficient
efficiency of the products (e.g. active ingredient
combination, or incorrect determination of the contact
time or the applicatoin concentration), or their incorrect
use (application of incorrect concentration, refilling
in contaminated bottles). The probelm can be further
exacerbated by the inappropriate preparation and storage
of the working solution.

Graphical representation of the products tested in
connection with food infections is shown in Figure 4.

Unfortunately, of the 60 products, 9 (15.0%) showed
bacterial contamination, and in the case of 2 products
(a disinfectant dishwashing liquid and a hand sanitizer),
bacterial contamination was detected even in the
unopened package of the sample, which is illustrated by
the Figure 5.
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70 A
60 -
55

50 A M Osszes mintaszam
Total number of
samples

40 -

M Baktericid

Bactericide

30 - Fungicid / yeasticid
Fungicide / yeasticide

20 1

10 -

1 14
0 - : -

Fert6tlenitészer Fert6tlenité hatasu

Surface desinfecting mosogatészer
agent Antiseptic hand dishwashing
detergent

Kézfertétlenitd szer
Hand desinfecting agent

3. dbra Fertétlenitészerek monitoring vizsgalata (2009-2013)
Figure 3 Monitoring of disinfectants (2009-2013)

A fert6tlenitészerek felhasznalasuk szerint 3 csoport-
ra oszthatok (fellletfert8tlenité szerek, kézfertétleni-
tészerek ill. fertétlenitd hatasu mosogatdszerek). Az
elmult 5 év atlagaban a monitoring program kereté-
ben vizsgalt kézfertétlenitészerek mind baktericid,
mind yeasticid aktivitas szempontjabdl megfelelének
bizonyultak, mig a fellletfertétlenitd szerek és a fer-
tétlenité hatasu mosogatdszerek baktericid, ill. fungi-
cid/yeasticid aktivitasa 90 % korul alakult (3. abra).
Az évente beérkezd mintaszam fokozatosan emel-
kedd tendenciat mutat, a 2014. évi Monitoring terv
keretében a tervezett fertétlenitészer mintaszam 70.

4.2. Fertétlenitészerek mikrobiolégiai hatasvizs-
galata az ételfert6zések kapcsan

Etelfertézés gyanuja esetén a mintavevd hatésag a
helyszinen talalhatd, bontott csomagolasu fertétleni-
t8szer-mintakat — mikrobiolégiai hatékonysag vizs-
gélata céljiabdl — bekiildi az Elelmiszer Mikrobioldgiai
Nemzeti Referencia Laboratériumba. Amennyiben a
bontott készitmény kifogasolt, akkor — a kifogasolt-
sag okanak kivizsgalasa végett — az eredeti, bontat-
lan csomagolasu fertétlenitészert kildik be a labora-

tériumba abbdl a célbdl, hogy annak hatékonysagat
ismételten meghatarozhassak.

Az ételfertézések kapcsan f6leg kézfert6tlenitészere-
ket és fertétlenité hatasu mosogatdszereket kiildtek
be. A monitoring program vizsgalataihoz képest a fe-
lUlet fertStlenitészerek vizsgalati mintaszama alacso-
nyabb volt.

Az adatok alapjan a kézfert6tlenit6szerek és fert6t-
lenitd hatasu mosogatoszerek kifogasoltsaga mind
a mikrobiolégiai hatékonysag, mind baktériumok-
kal vald szennyezetiség szempontjabdl jelentds,
ami visszavezethet6 a készitmények nem megfe-
lel6 hatékonysagara (pl. hatéanyag kombinacid, a
behatasi id6, illetve az alkalmazasi koncentracio
helytelen meghatéarozasa), illetve azok helytelen fel-
hasznalasara (rossz szerkoncentracié alkalmazasa,
szennyezett flakonba térténd utantoéliés). A prob-
[émat tovabb sulyosbithatja, ha a munkaoldatokat
nem megfeleléen készitik eld és taroljak.

Az ételfert6zés kapcsan vizsgalt szerek grafikonos
abrazolasa az 4. abran lathaté.
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The hand sanitizer that was tested in 2012 and was
contaminated with Pseudomonas sp. was marketed
under the same name as the objectionable hand sanitizer
from 2004, which was the first one in wich Pseudomonas
sp. was detected as a contaminating microorganism (see
Figure 1).

According to the relevant literature, characterization and
health risks of bacteria cultured from disinfectants are as
follows:

Pseudomonas species occur widely in the environment,
and they participate in the formation of biofilms,
promoting long-term colonization by other pathogenic
microorganisms, for example, on surfaces coming into
contact with foods or in different pipelines (such as
plumbing). Resistance against the usual concentrations of
quaternary ammonium compounds is quite frequent [1]. In
our study we also found that, of the strains prescribed in
the standard, this is the most resistant one to disinfectants.

Since hand sanitizers authorized for use in the food
industry — with the proper license — can also be applied
in health care, therefore, in the case of contaminated
disinfectants, there is a risk of nosocomial infections
caused by Pseudomonas, which, in the case of reduced
immunity, such as following organ transplant surgeries,
catheter insertion or the use of breathing equipment, can
lead to even fatal infections.

Serratia marcescens grows well in environments
containing phosphorus (soaps, shampoos), and can be the
pathogenic agent of different nosocomial diseases (sepsis,
endotoxic shock, endocarditis, meningitis, infections of
the respiratory tract, the urinary tract or wounds). There
are also reports on the increasing antibiotic resistance of
Serratia marcescens in the literature [1].

4.3. Survival of microbes in contaminated disinfectants

Samples of disinfectants contaminated with bacteria
have been preserved from 2012. In April 2014, repeat
inoculations were performed from the products stored
(5 different hand sanitizers and 4 different disinfectant
dishwashing liquids). Survival of bacteria was observed
in all 9 cases, which draws even more attention to the
fact that if a disinfectant becomes contaminated
with bacteria either due to improper manufacture or
storage, its health effects have to be reckoned with in
the long run. Therefore, special attention has to be paid
to hot water rinsing of refillable bottles before refilling, in
order to eliminate (non-spore-forming) microorganisms
possibly present in the products.

5. Conclusions

Over the last five years, on average, 90% of commercially
available disinfectants used in the food industry proved
to be satisfactory in terms of microbiological efficiency.
In the case of disinfectants tested in connection with
food infections, almost half of the products did not
satisfy microbiological requirements, suggesting that the
efficiency of disinfectants deteriorates significantly due
to improper use and storage. Improperly manufactured,
diluted and stored agents can become contaminated with
microflora, which can remain viable and can pose public
health risks for longer periods (1 to 12 year).
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db/pcs

30 -
25 A M Osszes mintaszam Total number of
samples
M Baktericid
20 1 Bactericide
Fungicid / yeasticid
15 - Fungicide / yeasticide

M Vizsgélatra alkalmatlan
(baktériummal szennyezett)
Unsuitable for testing (infected by

bacteria)
5 -
0 . .
Fert6tlenitészer Fertétlenité hatasu Kézfertétlenits szer
Surface mosogatdszer Hand
desinfecting Antiseptic hand desinfecting
agent dishwashing detergent agent

4. dbra Etelfertézések kapcsén vizsgdlt fertStlenitészerek (2011-2013)
Figure 4 Disinfectants tested in connection with food infections (2011-2013)

Sajnalatos modon a 60 készitmény kozil 9 (15,0 %) egy kézfertétlenitészer) a bontatlan csomagolas-
bakteridlis szennyezettséget mutatott, 2 készitmény ban beérkezett mintakbdl is kimutattuk a bakteridlis
esetében (egy fertétlenité hatasi mosogatdszer és szennyezettséget, amelyet az 5. dbra szemiéltet.

Etelfert6zés - 2012
(Id8sek otthona/konyha)
Food contamination - 2012
(retirement home/kitchen)
Fert6tlenité hatasu kézi mosogatoszer Kézfert6tlenitészer
Antiseptic hand dishwashing detergent Hand desinfecting agent
32664/2012 32663/2012
v Vv
baktériummal szennyezett/ baktériummal szennyezett/
eredeti, de bontott csomagolasu eredeti, de bontott csomagolasu
infected by bacteria/original infected by bacteria/original
but opened packaging but opened packaging
(Pseudomonas sp. 3,9 x 10°) (Pseudomonas sp. 1,2 x 109)
v 7
uj, eredeti csomagolasu minta uj, eredeti csomagolasu minta
new, originally packaged sample new, originally packaged sample
34767/2012 34766/2012
baktériummal szennyezett baktériummal szennyezett
infected by bacteria infected by bacteria
(Pseudomonas sp., Serratia sp. 1,2x10°%) (Pseudomonas sp., Serratia sp. 1,1x10?)

5. dbra Mosogatdszerbdl és kézfertétlenitészerbdl kimutatott baktériumok (2011-2013)
Figure 5 Detected bacteria from dishwashing and hand desinfecting agent (2011-2013)

Elelmiszervizsgalati kozlemények — 2014. LX. évf. 3. szam



A 2012-ben vizsgalt, Pseudomonas sp.-vel szennye-
zett kézfertétlenitészer ugyanazon néven forgalma-
zott, mint a 2004-ben kifogasolt kézfertbtlenitészer,
amelybdl el6szor lett kimutatva a Pseudomonas sp.,
mint szennyezd mikroorganizmus (lasd 1. abra).

A szakirodalom szerint a fertétlenitészerekbdl kite-
nyésztett baktériumok jellemzése és azok egészség-
Ugyi kockazata a kdvetkezé:

A Pseudomonas fajok a kdrnyezetben széles korben
el6fordulnak, és részt vesznek a biofilmek kialakitasa-
ban, el6segitve ezzel egyéb kérokozé mikroorganiz-
musok tartds megtelepedését példaul az élelmiszerrel
érintkezd fellleteken, kildnb6z6é vezetékekben (viz-
vezeték). Gyakran el6fordul rezisztencia a kvaterner
ammonium vegylletek szokasos koncentracidjaval
szemben [1]. Vizsgalataink soran mi is tapasztaltuk,
hogy a szabvanyban el8irt baktérium torzsek kozll ez
a legellenalldbb a fert6tlenitészerekkel szemben.

Mivel az élelmiszeripari felhasznalasra engedélye-
zett kézfertStlenitészerek — engedély birtokaban — az
egészséglgyben is alkalmazhatdak, ezért — szennye-
zett fert6tlenitészerek esetében — fennallhat a Pseu-
domonas okozta nosocomidlis fertézések kockazata,
amely csdkkent immunitas esetén — szerv transz-
plantaciés mutétek, katéter behelyezeés, ill. Iélegezte-
t6 gépek alkalmazasat kdvetéen — akar haldlos kime-
netell fertézést is okozhat.

A Serratia marcescens 0l fejlédik foszfor tartalmu
kérnyezetben (szappanok, samponok), és kildénb6zd
nosocomialis betegségek (sepsis, endotoxin shock,
endocarditis, meningitis, [éguti, hugyuti és sebferté-
zések) kérokozdja lehet. A szakirodalom [1] beszamol
a Serratia marcescens fokozodo antibiotikum rezisz-
tencigjardl is.

AY
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4.3. A mikrobak tulélése a szennyezett fertétlenité
szerekben

A baktériumokkal szennyezett fertétlenitészer-min-
takat 2012-t6l megdrizzik. 2014 aprilisaban a tarolt
készitményekbdl (5 kilonb6zé kézfertbtlenitészer és
4 kulénb6zd fertbtlenitd hatasu mosogatdszer) is-
mételt kioltasok torténtek. A baktériumtulélés mind
a 9 esetben tapasztalhat6 volt, amely még fokozot-
tabban hivja fel a figyelmet arra, hogy ha a helyte-
len gyartas, vagy tarolas soran a fertétlenité6szer
baktériummal szennyezédik, annak egészségiigyi
kihatasaval hosszabb tavon kell szamolni. Ezért
az utantoltés flakonoknal — az utantdltés elétt — fo-
kozottan kell Ggyelni a flakonok forrd vizes kidblité-
sére, hogy a szerekben esetlegesen el6forduld (nem
sporas) mikroorganizmusokat eliminaljuk.

5. Kovetkeztetések

A kereskedelmi forgalombdl szarmazé — az élelmi-
szeriparban alkalmazott fertétlenitészerek — vonatko-
zasaban az elmult 5 év atlagaban — a mikrobioldgiai
hatékonysag szempontjabdl — a szerek 90 %-a bizo-
nyult megfelelének. Etelfertézés kapcsan vizsgalt fer-
t6tlenitészerek esetén a készitmények kozel fele nem
felelt meg a mikrobioldgiai elSirdsoknak, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy a fertStlenitészerek haté-
konysaga a nem megfelel§ alkalmazas és tarolas ko-
vetkeztében jelentésen romlik. A helytelenll gyartott,
higitott és tarolt szerek mikrofléraval szennyezddhet-
nek, amelyek hosszabb ideig (1-172 év) is életképe-
sek maradhatnak és kdzegészségiigyi szempontbol
veszélyt jelenthetnek.

6. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnénk koszdnetet mondani a vizsga-
latokban résztvevé kollégaknak, koztik Németh
Janosnénak és Holczhauzerné Faragé Juditnak.

7. Irodalom / Reference

[1] E Czirdk (1999): Klinikai és jarvanytigyi bakteriold-
gia Kézikényv 387, 410-411
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Fogyasztéi kutatasok az
élelmiszerianc-felugyelet
szolgalataban

1. Osszefoglalas

Az élelmiszerlanc-biztonsag felligyelete jelentés valtozason esett at arendszervaltozast
koévetd csaknem két és fél évtizedben. A nemzetkozi kereskedelem kibontakozasaval
mindinkabb komplex folyamatta valt az élelmiszerbiztonsag fenntartasa, ugyanakkor
a célzott, egész élelmiszerlancra kiterjedé monitoring programok altal konnyebben
azonosithatok, s egyben elkeriilheték a lehetséges kockazatok.

A hatékony modszertani és intézményi fejlesztések mellett a fogyasztokkal torténé
egylittmiikodés jelentdsége is felértékel6dott.
Magyarorszagidébenismertefel,hogylépnie kellebben a kérdésben,amely tetten érhetd
a lakossag élelmiszerbiztonsagi tudatossaganak javulasaban, a hatosag munkajanak
és ezen keresztil a magyar élelmiszerek biztonsaganak pozitiv megitélésében.
Hazankban élelmiszerbiztonsaggal kapcsolatos személyes megkérdezéseket mar a
2000-es évek elején is végeztek nem standardizalt médon.

A Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal 2012-ben inditotta el sajat vizsgalatat
az élelmiszerbiztonsaggal kapcsolatos fogyasztoi kockazatészleléssel és kockazat
elkeriilési magatartassal kapcsolatban, amelyet azéta standardizalt médszertannal,
évi két alkalommal megismétel. Ezek az adatok pontos visszajelzést jelentenek a
szakpolitikai dontés-el6készités szamara, amely nagyban eldsegiti az Elelmiszerlanc-
biztonsagi stratégia 2013-2022 célkitiizéseinek hatékony megvalodsitasat. A k6zlemény-
ben e kutatassorozat eredményeib6l mutatunk be néhany elemet.

2. Valtozo kihivasok

Az élelmiszerlanc-biztonsag fellgyelete jelentésen
megvaltozott a rendszervaltozast kdvetd csaknem
két és fél évtizedben. A korabbi eszkdzeink rész-
ben elvesztek (6nallé nemzeti szabalyozasi keretek,
importellendrzések), részben pedig a bekdvetkezd
tarsadalmi valtozasok hatasara kellett megvaltoztat-
nunk 6ket (vallalkozas szabadsaganak kiterjesztése,
aruvalaszték dinamikus bdvilése, aruforgalom glo-
balizalédasa). A tételes vizsgalatok és véletlensze-
rd szuréprébak helyét a kockazatelemzés vette at,
amelynek legfontosabb célja az eréforrasok maxi-
malis hatékonysagu felhasznalasa az élelmiszerlanc
biztonsaga érdekében. Az intelligens ellenbrzési ter-
vek és monitoring megjelenése mellett szintén fontos
volt, hogy a teljes élelmiszerlancra kiterjedé nyomon-

NEBIH Kockazatértékelési lgazgatésag

D= o

kovetéssel lehetéve tegylk az élelmiszerlanc-esemé-
nyek okainak és kiterjedésének pontos meghataro-
zasat, elésegitsiik a karok mérséklését és fejlesszik
a korai észlelési, megeldzési képességeinket.

A moddszertani és intézményi fejlesztések azonban 6n-
magukban nem elegenddk, szemléletvaltasra és part-
nerekre is sziikséglnk van, hiszen évrdl évre ng a fel-
adataink szama, 6sszetettsége. A tisztességes vallalko-
zasok és a tudatos fogyasztok személyében kereslink
partnereket. K6zds érdeklink, hogy kiszoruljanak a pi-
acrol azok a termékek, amelyek a fogyasztok egészseé-
gét veszélyeztetik, a magyar élelmiszer-gazdasag sze-
repléit rossz szinben tlntetik fel, vagy gazdasagi hat-
ranyba hozzak azokat a cégeket, amelyek a kézterhek
megfizetése mellett, a hatésag szamara atlathatdan,
nyomonkovethetden igyekeznek boldogulni a piacon.

Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomanyi Kar, Elelmiszeripari Gazdasagtan Tanszék
National Agency for Food Safety, Directorate of Risk Assessment
Budapesti Corvinus University, Faculty of Food Sciences, Department of Food Industrial Economy
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A fogyasztok szerepe az élelmiszerlanc biztonsaga
szempontjabdl kulcskérdés. Az élelmiszer ugyanis
olyan bizalmi termék, amelynek pontos Osszetétele,
élelmiszer-biztonsagi kockazata még szaktudas bir-
tokaban is nehezen allapithaté meg. Ez a terep azok-
nak is idedlis, akik sajat vagy versenytars termékek-
rél valdtlant allitanak, esetleg rémhirekkel keltenek
figyelmet maguk irant. Mindezek miatt sziikség van
egy flggetlen szereplére, amely képes gyors, hiteles
tajékoztatast nyujtani a fogyaszték szamara fontos
Ugyekben, valamint kockazat-megel&zési szerepet is
betdlt.

Hazankban az élelmiszer-biztonsaggal kapcsolatos
fogyasztoi felmérések egészen a 2000-es évek elejéig
nyulnak vissza. Kezdetben nem standardizalt modon
folytak a kutatasok, igy valddi idésoros eredmények-
ré6l nem tudunk beszamolni. Az élelmiszerlanc-fel-
Ugyeleti szolgalat el6szér 2012-ben végzett ilyen
tipusu kutatast annak érdekében, hogy readlis képet
kapjon a magyar fogyasztok élelmiszerbiztonsagi
tudatossagardl, kockazat-elkerllési magatartasarol,
valamint a szakteriileten érintett allami intézmények
ismertségérdl, munkajuk megitélésérdl. A vizsgalatot
az orszag lakossagat jol reprezentalé 1000 valaszaddé

bevonasaval, évente két alkalommal ismételjik meg.
Ez a felmérési slrlség lehet6séget teremt arra is,
hogy értékelni tudjuk az aktualis élelmiszerlanc-ese-
ményekre adott fogyasztéi reakcidkat. Bar a kérddi-
vet folyamatosan fejlesztjik, mar az elsé kutatasnal
arra torekedtlink, hogy az adatokat évrél évre 6sz-
szehasonlithatova tegylik. Ezt a szempontot érvé-
nyesitettlik mind a felmérésekben hasznalt kérdések
Osszedllitasakor, mind a mintavételi eljaras megter-
vezésekor. irasunkban e vizsgélatok eredményeibdl
mutatunk be néhany elemet.

3. Elelmiszerlanc-biztonsag fogyasztéi szemmel

A magyar fogyasztdk szamara az élelmiszer-bizton-
sag kiemelt fontossagu tertilet. A legutdbbi, 2014
nyaran lezarult felmérésiinkben a valaszaddk csak-
nem 94%-a vélekedett igy (1. abra). Bar a fogyasz-
tok véleménye meglehetésen homogén a kérdéskort
tekintve, a valaszaddk életkorat és nemét illetéen is
statisztikailag igazolhatd szignifikans kildnbségeket
talaltunk: a megkérdezettek kozll a nék nagyobb
aranyban tartjak fontos teriiletnek az élelmiszer-biz-
tonsagot, s az életkor elérehaladtaval szintén er6tel-
jesebb egyetértés mutatkozik ebben a tekintetben.

s3s0%

100% -
90% ~

L7 92,91%
70%

87,51%
o0y o751

50% ~

On szerint mennyire fontos kérdés az élelmiszerbiztonsag?
In your opinion, how important is food safety?

M 2013 tavasz

40% ~
30% ~
20% ~
10% "

Spring 2013
M 2013 8sz
Fall 2013
2014 tavasz
6,59% 0,30% 0,20% Spring 2014

nagyon fontos kozepesen fontos kevésbé fontos  egyaltalan nem fontos

very important  of average importance less important not important at all

1. abra: Fogyasztdi vélemények az élelmiszerbiztonsag tarsadalmi jelentéségérdl
Figure 1: Consumer opinion on the social significance of food safety

téségét. A magasabb érték a nagyobb jelentéséget

Természetesen lényeges kérdés, hogy mihez mérjik
a szakterllet fontossagat. Eppen ezért arra kértiik a
valaszadodkat, hogy 1-t8l 5-ig terjedé skalan oszta-
lyozzak a 2. abran felsorolt allami feladatkérok jelen-

jeloli. A teljes felmérés adatait az 1. tablazat tartal-
mazza.
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Consumer research in
the service of food chain
safety supervision

Sarolta Barna' - Gyula Kasza? — Barbara Bodi?
1. Summary

There have been significant changes in food chain safety
supervision in the two and a half decades following the re-
gime change. With the development of international trade,
maintaining food safety became an increasingly complex
procedure, however, by using targeted monitoring programs
extending to the whole food chain, possible risks are more
easily identified and become easier to avoid. In addition to
efficient methodological and institutional developments, the
significance of cooperation with consumers increased as
well. It was recognized in time by Hungary that steps needed
to be taken in this area, and the result of these steps was
an improved food safety consciousness on the part of the
population, and also a more positive opinion about authority
activities and, through this, the safety of Hungarian foods.
Personal interviews related to food safety were already con-
ducted in Hungary in the early 2000s, in a non-standardized
way.

The National Food Chain Safety Office launched its own
investigation related to consumer risk perception and risk
avoidance behaviour related to food safety in 2012, which
has been repeated since twice a year, using a standardized
methodology. These data provide precise feedback for the
preparation for policy decisions, facilitating greatly the ef-
fective implementation of the objectives of the Food Chain
Strategy 2013-2022. A few elements of the results of this
series of research are presented in the current paper.

2. Changing challenges

The supervision of food chain safety surveillance has
changed significantly in the almost two and a half decades
following the regime change. Some of our earlier tools were
lost (independent national regulatory frameworks, import
controls), and others had to be changed due to the social
changes taking place (extension of enterprise freedom,
dynamic product range expansion, globalization of trade).
Itemized analyses and random samplings were replaced by
risk assessment, whose main objective is to achieve maxi-
mum efficiency in the use of resources in order to ensure
food chain safety. In addition to the appearance of intelligent
control plans and monitoring, it was also important to make
it possible to determine precisely the causes and the extent
of food chain events by tracing that extend to the complete
food chain, to facilitate damage control, and to improve our
early detection and prevention capabilities.

However, methodological and institutional developments
alone are not enough we need a change in attitude and part-
ners, since the number and the complexity of our tasks in-
creases every year. We look for partners among reputable
entrepreneurs and conscious consumers. It is in our com-
mon interest to remove those products from the market that
endanger consumer health, shed bad light on members of
the Hungarian food economy, or are a source of econom-
ic disadvantage for companies that are paying their public
dues and are trying to operate in a way that is transparent
and traceable for the authorities. Consumers play a key role
in the safety of the food chain. This is true because food is
a product of trust, whose exact composition and its food
safety risk is hard to determine, even for people possess-
ing the necessary professional knowledge. This field is ideal

for those who provide false statements about their own or
the competitor’s product, or draw attention to themselves
by spreading false rumours. For these reasons, it is neces-
sary to have an independent entity, who can provide fast and
credible information on matters important to consumers,
and who can also play a risk prevention role.

Consumer surveys on food safety in Hungary go back to the
early 2000s. In the beginning, research was not conducted
in a standardized way, so real time-series data cannot be re-
ported. This type of research was first performed by the food
chain supervision service in 2012, in order to obtain a realis-
tic picture about the food safety consciousness of Hungarian
consumers, their risk avoidance behaviour, and about the
recognition of state institutes in the professional field, and
the opinion on their work. The study is repeated twice a year,
involving 1000 respondents representing the population of
the country well. This survey frequency also creates an op-
portunity to evaluate consumer reactions to current food
chain events. Although the questionnaire is being developed
continuously, even on the first occasion, our goal was to ob-
tain data that are comparable from year to year. This aspect
was kept in mind when compiling the questions to be used in
the survey, and also when planning the sampling procedure.
A few elements of the results of these tests are presented in
the current paper.

3. Food chain safety in the eyes of the consumers

Food safety is an area of utmost importance for Hungarian
consumers. This was the opinion of almost 94% of respond-
ents in our latest survey, concluded in summer 2014 (Fig-
ure 1). Although consumer opinion on this topic was rather
homogeneous, statistically verifiable, significant differences
were found according to the age and gender of the respond-
ents: of the people questioned, a higher proportion of wom-
en considered food safety an important area, and a stronger
agreement was also observed with increasing age.

Of course, it is a relevant question what the importance of
the professional field is compared to. That is why respond-
ents were asked to indicate, on a scale of 1 to 5, the signifi-
cance of the state functions listed in Figure 2. Higher values
indicate greater importance. The results of total survey are
listed in the table 1.

Current food chain events are usually reflected in consumer
opinions related to food safety, and impressions recorded
during the surveys provide a complex picture about the be-
haviour of the authority in the given situation. When assessing
food chain safety, positive changes were observed by more
than one third of respondents, while less than 10% reported
unfavourable trends (Figure 2). It must be emphasized that
the number of consumers experiencing an improvement
in the area of food safety (34.75%) increased significantly,
compared to the data from one year ago (25.25%), while the
number of dissatisfied people decreased to a similar extent.

4. How do we try to protect ourselves against food
safety risks?

Naturally, all consumers try to protect themselves somehow.
The roles of different decision making aspects, in the order
of consumer risk identification, are illustrated graphically in
Figure 3. According to the Figure 3, purchasing decisions
are made more consciously by female consumers than by
male ones, and it is considered more important by older
respondents to be we-informed in the questions of food
safety. They stick more and more to the same stores with
increasing age, however, they are less loyal to certain brands
or manufacturers.
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1. tablazat: A teljes felmérés adatai
Table 1: The results of total survey

2013 tavasz 2013 6sz 2014 tavasz
Spring 2013 Fall 2013 Spring 2014
atlag/AVG szoras/RSD atlag/AVG szoras/RSD atlag/AVG  széras/RSD
Egészségligy
Health care 4,76 0,73 4,86 0,55 4,85 0,55
Elelmiszerbiztonsag na na 479 0.63 480 0.60
Food safety ’ ’ ’ ’ ’ ’
Kozrendvédelem
Protection of civil order i B SIS o SEE Liigs
Katasztréfavédelem
Disaster management 4,35 0,94 4,58 0,76 4,48 0,85
Fogyasztévédelem 4,42 0,90 4,56 0,74 4,47 0,83
Consumer protection
Munkavédelmi hatésag
Occupational safety authority 4,15 0,98 4,40 083 4,33 0,90
ity pall el 4,21 1,00 437 0,90 426 0,98

Financial supervisory authority

Az élelmiszer-biztonsaggal kapcsolatos fogyasztéi
véleményekben altaldban visszatlkr6z8dnek az ak-
tualis élelmiszerlanc-események, s a felmérések so-
ran régzitett benyomasok atfogo képet szolgaltatnak
a hatdésag adott helyzetben t6rténd helytallasardl is.
Az élelmiszerlanc biztonsaganak megitélése soran a
valaszadok tébb mint egyharmada pozitiv valtozaso-

kat észlelt, mikézben kevesebb, mint 10% szamolt
be kedvezétlen folyamatokrdl (2. abra). Kiemelen-
dé, hogy az egy évvel ezelétti adatokhoz (25,25%)
viszonyitva hatarozottan nétt az élelmiszerlanc-biz-
tonsag terlletén javulast tapasztalé fogyasztok sza-
ma (34,75%), mikdzben az elégedetleneké hasonld
aranyban csokkent.

2014 tavasz
2014 Spring 9,28%
2013 6sz
2013 Fall 8,84%
2013 tavasz
2013 Spring

0% 20% 40%

Véleménye szerint hogyan valtozott a hazai
élelmiszerlanc-biztonsag az elmult 5 év soran?
In your opinion, how did food chain safety change over the last 5 years?

55,97% Jobb

Better

M Valtozatlan
55.31% Unchanged
y (]

M Rosszabb
Worse

59,90%

60% 80%

2. abra: Fogyasztoi vélemények az élelmiszerlanc-biztonsdg valtozdsarol
Figure 2: Consumer opinion on the change in food chain safety

4. Hogyan prébaljuk megvédeni magunkat az élel-
miszer-biztonsagi kockazatoktol?

Természetesen minden fogyasztd igyekszik valami-
lyen moédon megvédeni magat. A 3. abra szemilélete-
sen mutatja be az egyes dontési szempontok szerepét
a fogyasztdi kockazatészlelés szerinti sorrendben. A

ndi fogyasztok eszerint vasarlasi dontéseiket tuda-
tosabban hozzék meg, mint a férfiak, s az idésebb
valaszadodk fontosabbnak tartjak, hogy folyamatosan
tajékozddjanak élelmiszer-biztonsagi kérdésekben. Az
életkor elérehaladtaval egyre inkabb ragaszkodnak a
szamukra bevalt (zletekhez, egyre kevésbé kétédnek
azonban egyes markakhoz, illetve gyartékhoz.
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5. Recognition of the food chain supervisory authority

Food businesses are supervised by several authorities at
the same time. Of the professional fields, the National Food
Chain Safety Office (NEBIH) is responsible for the state su-
pervision of food chain safety. Although this office celebrat-
ed the 125th anniversary of its foundation last year, it only
bears the name NEBIH since March 15, 2012. Recognition
of the organization has a fundamental importance in estab-
lishing credibility therefore, it is tested regularly. Results in
Figure 4 show that recognition of the new name has been
increasing continuously. We would like to underscore two of
the several interesting aspects of the results. The first one is
that the Hungarian acronym name KOJAL (Station of Pub-
lic Health and Epidemiology), which ceased to exist more
than two decades ago, still shows a result of 14.04%. The
other interesting phenomenon is that, in parallel with the in-
creasing recognition of NEBIH, the recognition of the inde-
pendently no-longer existing Hungarian Food Safety Office
(MEBIH) has been increasing as well, which is most likely
due to the similarity of the names of the two organizations.
As expected, the correct name was selected by younger re-

spondents with higher levels of education, and it was also a
sign of progress that families with small children are signifi-
cantly more knowledgeable than the average.

Knowledge challenge type questions are also used for mul-
tivariate analysis, in order to be able to characterize different
consumer segments more accurately. Most interesting re-
sults of this question group are shown in Figure 5. Although
there have been a certain improvement in this aspect over
the years, it can still be stated that a significant portion of
consumers is still not well-informed enough on food safety
issues. More qualified, younger and higher-income respond-
ents performed better than average.

6. Conclusions

Today, the increasing value of the cooperation with consum-
ers can be observed in the food chain supervisory author-
ity of all developed countries. It was recognized in time by
Hungary that steps needed to be taken in this question, the
results of which can now be measured in the improved food
safety consciousness of the population and the positive per-
ception of the work of the authority and, through this, of the
safety of Hungarian foods.

Mit tesz On, hogy megvédje magat az élelmiszerbiztonsagi kockazatoktol?
What do you do to protect yourself from food safety risks?

Meg kell nézni a termék fogyaszthatdsagi idejét
Check product shelf-life

Fontos a termék szarmazasi orszaga 4,21
Check the country of origin of the product

Tudatosan kell boltot valasztani: vannak megbizhaté
3 . 4,16
és megbizhatatlan boltok .
Conscious store selection: there are reliable and unreliable stores

Tudatosan kell markat valasztani : 4,12
Conscious brand selection

A magyar termékek kevésbé kockéazatosak, mint az import : 3,85
Hungarian products are less risky than foreign ones :

Alaposan el kell olvasni a termék cimkéjét 3.84
Read product label carefully ' 2 i

A kistermeldi élelmiszerek biztonsagosabbak,
mint a nagyobb gyartok termékei : 3,83
Products from small producers are safer than :
those of big manufacturers

Folyamatosan tajékozodni, tanulni kell ezen a terileten is ' |
Constant information, learning is important in the area as well

4,54

3,45

3. dbra: Fogyasztdi vélemények az élelmiszer-biztonsagi kockdzatokrdl
Figure 3: Consumer opinions about food safety risks

5. Az élelmiszerlanc-felligyelet ismertsége

Az élelmiszervallalkozasok ellendrzésével egyidejlileg
tébb hatdsag is foglalkozik. A szakterlletek kdzil az
élelmiszerlanc-biztonsaggal kapcsolatos allami fel-
tigyelet tartozik a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi
Hivatalhoz (NEBIH). Bér e szolgalat tavaly innepelte

alapitasanak 125. évfordulojat, a NEBIH nevet azon-
ban csak 2012. marcius 15-e 6ta viseli. A szervezet
ismertsége alapvetd jelentéségu a hitelesség megte-
remtésében, ezért ezt is rendszeresen vizsgaljuk. A
4. abran lathaté eredmények azt mutatjak, hogy az
Uj név ismertsége Utemesen fejlédik. Az eredmények
kozott felfedezhetd szamos érdekesség kozil kett6t
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emelnénk ki. A mar tébb, mint két évtizede nem léte-
26 ,KOJAL” név még mindig 14,04%-os eredményt
mutat fel. Szintén érdekes jelenség, hogy a NEBIH
ismertségének fejlédésével parhuzamosan az 6nallo-
an ma mar nem létez6 Magyar Elelmiszer-biztonsagi
Hivatal (MEBIH) ismertsége is emelkedik, amely a két
szervezet elnevezésének hasonlésagabdl addédhat.

A fiatalabb és magasabb iskolai végzettséggel ren-
delkezé valaszaddk kodzill — varakozasunknak megfe-
lel6éen — tdbben jeldlték meg a helyes megnevezést,
s eléremutatd eredménynek szamit, hogy a kisgye-
rekes csaladok is szignifikansan tajékozottabbak az
atlagnal.

OETI
ANTSZ

Mely hatésaghoz tartozik leginkabb az élelmiszerbiztonsag allami felligyelete?
Which authority is most responsible for state supervision of food safety?

-

35,25% 43,25%

Kormanyhival

o, 0,

MGSZH ) 1,05% @ 0,74% 2014 tavasz
MEBIH 10,56% | 8,65% 2014 spring
NFH 0,52% | 1,27% M 2013 6sz

- 2013 fall

M 2013 tavasz
2013 spring

Kojal
APEH 0,63% | 0,74%
MAGOSZ i 1,67% f 2,64%
NEBIH
! 1 \
0% 10% 20%

19,35% 11,81%

30% 40% 50%

4. abra: Az élelmiszerlanc-biztonsdg allami felligyeletéért felelds szervezet a fogyasztoi megitélés alapjan
Figure 4: State authority responsible for food chain safety supervision according to consumer recognition

A tébbvaltozés elemzésekhez tudaspréba jellegu
kérdéseket is alkalmazunk, hogy még pontosabban
tudjuk jellemezni az egyes fogyasztoi szegmenseket.
E kérdéscsoportbdl a legérdekesebb eredményeket
mutatjuk be az 5. abran. Bar az évek soran bizonyos
mértékd javulast tapasztaltunk e tekintetben, kije-

lenthetd, hogy a fogyasztok jelentés hanyada még
mindig nem kelléen tajékozott élelmiszer-biztonsagi
kérdésekben. Az gtlagnal jobb eredményeket értek el
a kvalifikaltabb, fiatalabb, valamint magasabb jove-
delemmel rendelkez§ valaszadok.

I
’vl t-_ - [
< WW AR
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70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

On szerint melyik allitas igaz és melyik hamis?
In your opinion, which statement is true and which one is false?

45,40% 41,07%

A tartos tej
jellegzetes ize a
benne 1évé
tartositészernek
ko&szonhet6

The characteristic
taste of UHT milk

is due to preservatives  additives with E numbers

57,05%

lgaz / true

M Hamis / false

A biztonsagos A hagyomanyos
élelmiszerben élelmiszerek
nincsenek E- génmentesek
szammal jelolt
anyagok
Safe foods Traditional foods
do not contain are gene free

6. Kovetkeztetések

5. abra: Tuddsproba jellegl kérdések
Figure 5: Knowledge challenge type questions

fel, hogy Iépnie kell ebben a kérdésben, aminek ered-
ményét lemérhetjik a lakossag élelmiszerbiztonsagi

A fogyasztdkkal vald egylttmiikodés felértékelédése tudatossaganak javulasaban, a hatésag munkajanak
ma minden fejlett orszdg élelmiszerlanc-felligyele- és ezeken keresztll a magyar élelmiszerek biztonsa-
tében megfigyelhet6. Magyarorszég idében ismerte ganak pozitiv megitélésében.

nébih

Termdéfoldt6l az asztalig
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1. Osszefoglalas

2. Bevezetés

A modern technikak gyors fejl6dése miatt egy idére
hattérbe szorult a természetes gyogyszerhatéanya-
gok alkalmazasa. Napjainkban viszont ismét megnétt
a kereslet irantuk, egyre tébben prébaljak meg se-
gitséguikkel visszanyerni, illetve fenntartani egészsé-
glket. A modern, nemrég felfedezett ,,csodaszerek”
tovabbra sem tudjak visszaszoritani az olyan, mar
jol bevalt, a hagyomanyos orvoslasban évezredek
6ta alkalmazott gyogyhatasu készitményeket, mint a
méz és a kiilénb6z6 gydgynoveények.

Nagyon sok mézel§ gydgyndvényt ismerlink, azon-
ban sok olyan egészségre jotékony hatassal bird
gyogynovény is van, amelyekbdl nem lehet mézet
késziteni, viszont a hatasuk miatt elészeretettel fo-
gyasztjuk azokat. A gyogynovényekrdl és azok alkal-
mazasardl szamos kézikdnyv fellelhetd, amelyek tu-
domanyos részletességgel ismertetik az egyes nové-
nyek alkalmazasi médjat és annak hatasat [1],[2],[3].

Egy berettydujfalui méhészetben felmerlilt az az Gtlet,
hogy gyogyndvénykivonatokat etetnek be a méhcsa-
ladok egészségének feljavitasara. Ezzel a vart mellett
még mas hatast is elértek, hiszen egyrészt a méhek
egészségesebbek és erésebbek lettek, masrészt pe-
dig a beetetett gydgyndvényre jellemzd izl és szinl
terméket kaptak, ami alapjan jogosan feltételezhet-
ték, hogy a késztermék tartalmazza a gyégynévény

' FOODLAB Kift.

komponenseit is. Ezzel a mddszerrel természetes
uton tudtak kombinalni a méz és a gyogyndvény jo-
tékony hatasat [4],[5],[6].

Az egyik ilyen beetetésre kertilé gydgyndvény a bors-
menta volt, amely a legnépszerlibb és legsokolda-
[Ubban alkalmazott gyégy-és élelmiszerndvények
kozé tartozik. Mind az élelmiszeriparban, mind a gyo-
gyaszatban a levelét hasznaljak fel, amelynek az il-
[6olajtartalma 1-3 %, legfébb hatéanyagai a mentol
(és annak szarmazékai), kiilonb6zé flavonoidok, és
rozmaringsav-szarmazékok. Hatadsmechanizmusat
preklinikai és humanklinikai vizsgalatok soran egya-
rant felderitették. Nagyszerlien alkalmazhaté epe- és
bélpanaszok enyhitésére, mivel relaxalja a bélrend-
szer simaizmait. Ezen tul megfazasos tiineteket ke-
zelnek vele. Bérgydgyaszatban helyi érzéstelenit6-
ként is hasznaljak, mivel j6 hisit6, érzéstelenitd [3].

A beetetéshez megfeleld receptek alapjan elkészitett
borsmenta levél kivonattal dusitott cukorszirupot al-
kalmaztak a méhészek [5]. Fontos leszdgezni, hogy
az igy eléallitott termék mézként nem forgalmazhato,
hanem ,TOBBMINTMEZ” fantazianévvel taldlkozha-
tunk ezzel a mézédes gyogyhatasu készitménnyel.

Vizsgalataink célja az volt, hogy bebizonyitsuk: a
gyogynoveények illé komponensei valdban kimutatha-
toak a kész mézben, igy kdzvetve az is bizonyithato,
hogy a gydégyndvény hatéanyagért felelés kompo-

2 Debreceni Egyetem, Mez3gazdasagi-, Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazdalkodasi Kar, Allattudomanyi,

Biotechnologiai és Természetvédelmi Intézet

3 Y-FOOD Elelmiszeripari, Kereskedelmi és Szolgaltaté Kit.

" FOODLAB Ltd.

2 University of Debrecen, Faculty of Agriculture, Food Science and Environmental Management, Institut of Veterinary
Sciences, Biotechnology and Natural Protection, Department of Livestock

3 Y-Food, Food Industrial, Trade and Service Ltd.
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nensei is behordasra kerlltek. A vizsgalatok két fela-
datot céloztak: egyrészt az illo6 komponensek azono-
sitasat, amelyet gazkromatograf-témegspektromet-
rias méréssel végeztlink, masrészt a kromatografias
ujjlenyomat készitését, amelyhez gazkromatografias
elemzést alkalmaztunk [7]. A mézmintaban és annak
gb6zterében jelen 1év6 illékony és fél-illékony szerves
vegyulletek jelentésen hozzajarulnak a méz izéhez,
meghatarozzak, hogy mely ndvénytdl szarmaznak,
és milyen kezelési modnak vetették alda azokat. Az
aromaanyagok segitségével meghatarozhatjuk, hogy
a gyogynovény, a belble készlilt szirup és az abbdl
készllt méz milyen hasonlésagot mutatnak.

Az ill6 komponensek meghatarozasa torténhet géz-
tér (head space, HS) elemzéssel, vagy szilard-fazisu
mikroextrakcids (solid phase micro extraction, SPME)
modszerrel. Ez utébbi eljaras alkalmas arra is, hogy az
ill6 komponensek Osszetétele alapjan a méz eredete
is megadhaté legyen [8]. A nem illékony komponen-
seket szilard fazisu extrakciot kdvetéen folyadékkro-
matografias modszerrel lehet elemezni [9]. Jelen vizs-
galatok csak az illé komponensek elemzését céloztak.

3. Anyag és modszer
3.1. Mintael6készités

Az SPME mintael6készités kézi eszkdzzel tortént.

Az alkalmazott SPME szal: 85 pm poliakrilat szal.
Extrakcids id8: 1 6ra

Extrakciés hémérséklet: 50°C

Deszorpcios hémeérséklet: 200°C (a gazkroma-
tograf injektoraban)

e Deszorpcios id6: 30 masodperc

Az SPME mintavételezéshez a méz és szirup minta-
kat jol zarhatd, szeptummal ellatott edényekbe mér-
tuk be, amelyekbdl a szeptumon keresztul végeztik
az extrakciot.

A géazkromatografias elemzések Hewlett-Packard
gyartmanyu 5890 Series Il tipusu készlléken tortén-
tek. A gazkromatograf split-splitless injektorral és
langionizacios detektorral volt felszerelve. Az elem-
zési korilmeények a kdvetkezdk voltak:

o Kolonna: HP-5 all6fazisu kapillaris oszlop, 25 m x
0,25 mm x 0,25um

Viv8gaz: nitrogén (1 mL/perc, 40°C), alland6é nyomas
Elemzési hémérséklet: 40°C 2 percig, ezt kovets-
en 5°C/perc felftités 200°C-ig

Teljes elemzési id&: 44 perc

Injektor hdmérséklet:200°C

Injektor liner: toltet nélkuli szilanizalt liner

FID hémérséklet: 300°C

A gazkromatograf vezérlését, az adatgyUjtést és az
eredmények kiértékelését Agilent Chemstation rev.10
programmal végeztik.

A GC-MS elemzések Hewlett-Packard gyartmanyu
5890 Series Il tipusu gazkromatograf — 5971A tipusu

tdmegspektrométeren torténtek. A gazkromatograf
split-splitless injektorral és langionizacios detektorral
volt felszerelve. A gazkromatografias elemzési korul-
mények az elébbiekkel azonosak, kivéve:

e Vivégaz: hélium (1 mL/perc, 40°C), allandé injek-
tor nyomas

A tdmegspektrométer paraméterei:

e Transzfer line hédmérséklet: 280°C
e lonizacio: 70eV
e Tomegtartomany: 10-500 AMU

A gazkromatograf-tdmegspektrométer vezérlését, az
adatgydjtést és az eredmények kiértékelését Hew-
lett-Packard GC-MS Chemstation rev.3 programmal
végeztik. A komponensek azonositasat a tdmeg-
spektrumok felhaszndlasaval NIST és Wiley adat-
bazisok segitségével végeztik. Az azonositashoz a
retencids indexeket is felhasznaltuk, az indexeket
kézikdnyvekben megtalalhaté adatok alapjan azono-
sitottuk [10], [11].

4. Eredmények

A GC-MS elemzések soran az egyes mintak kom-
ponenseinek azonositasat végeztik, meghataroztuk
azokat a komponenseket, amelyek a borsmentara
jellemzék. A TIC (total ion chromatogram) eredmé-
nyek felhaszndldsaval az azonositott normal lancu
zsirsavak etilésztereinek ismert retencidés indexei
alapjan minden komponens retenciés indexét kisza-
moltuk. Az index adatok segitségével a kézikdnyvek-
ben lévé adatokkal &sszevetve az azonositasokat
meg lehetett erdsiteni, illetve bizonytalan esetekben
az azonositas megtorténhetett (1. tablazat).

1. tablazat: A borsmenta szirup és méz néhany
specifikus komponense
Table 1: Some specific components
of peppermint honey and syrup

Komponen

Cgngn:nts‘ CAS Index
1,8-Cineole 470-82-6 1030
Phenylethyl alcohol 60-12-8 1111
Neomenthol 491-01-0 1178
L-Menthol 89-78-1 1188
a-Neo-iso-menthol 491-02-1 1198
Isomenthol 490-99-3 1202
a-Terpineol 10482-56-1 1206
Piperiton 89-91-6 1268
Thymol 89-83-8 1306
Eugenol 97-53-0 1369
B-Damascenone 23726-93-4 1397
Viridiflorol 552-02-3 1603

A kapott tomegspektrumok segitségével az altalano-
san ismert mentol szarmazékok mellett néhany olyan
komponenst is kimutattunk, amelyekkel ritkan talal-
kozunk gyégyndévényekben. llyen vegyllet példaul a
viridiflorol, amelynek témegspektruma az 1. abran
lathato.
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The active ingredients of
peppermint in honey

Eva Nagy'2, Jozsef Prokisch?, Lajos Darécz?,
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1. Summary

Apiarists let prepare by bees honey products containing
medicinal drugs. Our aim was to prove that the active
ingredients originated from the herbs are also present in
the honey products. To fulfill that task we developed a
method analyzing the volatile components of the syrup
and honey prepared using the leaves of peppermint
(Mentha x piperita). That method involves a sample
preparation by SPME followed by GC and GC-MS
analysis. The analyses and the data evaluations proved
that the volatile components of the herb containing syrups
were transferred to honeys by bees. As the characteristic
components of certain herbs could be identified also
in the honey product it is obvious that the components
responsible for the medicinal effects (if they are not
identical with the volatile components) are also transferred
to honey.

2. Introduction

The use of the natural medicine ingredients was
suppressed for a while because the development of the
modern techniques. However, nowadays the demand
increases; more and more people try to recover and keep
their health with the help of those natural medicines.
The novel recently discovered panaceas still cannot
overshadow those medicinal drugs which are used
for thousands of years by the traditional medicine like
different honeys and herbals.

There are lots of medicinal plants as nectar source but
there are several other useful herbals which cannot serve
as nectar source. There are lots of handbooks known
about medicinal plants and their use which contains
detailed scientific description of the different plants and
their effect [1], [2], [3].

Apiarists at Berettydujfalu have got an idea to feed the bees
with extracts of medicinal plants to improve their health.
They reached more benefit as they planed because the
bees became healthier and stronger and they produced a
honey with similar taste and colour to the herbal was feed.
Therefore it is obvious that the components responsible
for the medicinal effects are also transferred to honey.
With this procedure they could combine the beneficial
effects of honey and herbs on natural way [4],[5],[6].

One of the used herbals was peppermint which is a very
famous and versatile medicinal and food plant. The leaves
are used in food industry and medicine as well. The leaves
contains 1-3 % essential oils, the main components are
menthol (and its derivatives), different flavonoids, and
rosemary acid derivatives. The mechanism of its effect
is confirmed by preclinical and human clinical studies,
as well. Since it relaxes the smooth muscle of intestinal
tract it is very suitable to relieve bile and intestinal
problems. Besides, it is useful for catarrhal symptoms. In
dermatology it is used as local analgesic because it has
anaesthetic and refrigerant effect [3].

To feeding the bees the beekeepers prepared syrup
enriched with the extract of peppermint according to
appropriate recipes [5]. Therefore it is important that the
trade of this product as honey is not allowed but those
honey products are labelled as “MORETHANHONEY” (in
Hungarian: ,TOBBMINTMEZ").

The aim of our studies was to prove that the volatile
components originated from the herbs are also present

in the honey products thus it is indirectly demonstrable
that the active ingredients are also present. There
were two tasks in our research: on one hand to identify
the volatile components with gas chromatography-
mass spectrometry and on the other hand to create a
chromatographic fingerprint with gas chromatography [7].
The volatile and semivolatile organic compounds present
in honey and in its headspace are responsible for the
taste of the honey they show the origin and the kind of the
treatment. By means of the analysis of volatile component
compositions we can determine the similarity of the herbs,
the syrup was made from herbs, and the final produced
honey.

The analysis of the volatile components is possible by
headspace or by solid phase microextraction (SPME)
methods. The last one is also suitable to define the
botanical origin of the honey based on the volatile
components composition [8]. The analysis of the non
volatile components can be made by solid phase
extraction followed by liquid chromatographic analysis [9].
The aim of the present study was the analysis only of the
volatile components.

3. Materials and methods
3.1. Sample preparation:

The SPME sample preparation was made with manual
tool. The honey and syrupy samples were placed into
lockup sample vials equipped with septa. The extraction
was made through the septum.

e SPME fibre: 85 pm poliacrylate
e Extraction time: 1 hour

e Extraction temperature: 50°C

e Desorption time: 30 sec

e Desorption temperature:
injection port)

The GC analyses were performed on a Hewlett-Packard

made 5890 Series Il instrument equipped with split-

splitless injector and FID.

e Column:

column x 0,25 mm x 0,25um
e Carrier gas:

constant pressure)

e Temperature program: 40°C 2 min followed by
5°C/min up to 200°C

200°C (in the GC

HP-5 capillary

nitrogen (1 mL/min,

e Analysis time: 44 min
e Injector temperature: 200°C
e Injector liner: liner without packing
e FID temperature: 300°C

Agilent Chemstation rev.10 was used for system control,
data acquisition, and data evaluation.

The GC-MS measurements were made on a 5890 Series Il -
5971 mass spectrometer system. The gas chromatograph
has split-splitless injector and FID detector. The GC
parameters were the same as above but:

e Carrier gas: helium (1 mL/min,
constant pressure)
Mass spectrometric parameters:
e Transfer line temperature:
e |onization:
searchable spectra)
e Mass range: 10-500 AMU
Hewlett-Packard GC-MS Chemstation rev.3 was used
for system control, data acquisition, and data evaluation.
The components were identified using Wiley and NIST

databases and using retention indices from different
manuals [10], [11].

280°C
70eV (for library
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A 2. abran |lathaté gazkromatogramok kiértékelését, az indexek meghatarozasat a PICI programmal végeztik
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1. dbra: A viridiflorol azonositdsa a témegspektruma alapjan
Figure 1: The determination of the viridiflorol with its mass spectra

[7], retencids index referenciaként a mintakban jelen [évé telitett lancu zsirsav etilésztereket hasznaltuk.
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A PICI program a gazkromatografids elemzések
eredményét felhasznalva allitja el a kromatografias
ujjlenyomatot, amelyet adatbazisban tarolunk. Eze-
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2. abra: A borsmenta méz illo komponenseinek kromatogramja (SPME-GC-FID)
Figure 2: The chromatogram of volatile components in peppermint honey (SPME-GC-FID)

ket 6sszehasonlitva hatdrozza meg a szoftver a kro- mezheték (3. abra).
matogramok hasonldsagat. A borsmenta esetében a
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méz és a szirup illé komponensei azonosak, a kom-
ponensek mennyiségi aranyaiban talalhaté eltérések
a méhek altal végzett méz érlelési folyamattal értel-
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3. abra: Borsmenta tartalmu szirup és méz illé komponenseinek 6sszehasonlitdsa
Figure 3: The compatrison of the volatile components in peppermint syrup and honey

5. Kovetkeztetések

A bemutatott mérési eredmények alatamasztjak azt a
feltételezést, hogy a méhek a gyégynévény tartalmu
sziruppal torténd etetéskor a gydgyndvények kom-
ponenseit behordjak, a keletkez6 méz (amely ter-
mészetesen tartalmazza a behordott nektar eredet(
mézet is) kimutathatéan tartalmazza a gyégynoévé-
nyek ill6 komponenseit. Ez kdzvetve bizonyitja, hogy
a gyogynovény valamennyi komponense belekeril a
mézbe, vagyis a gyégyhatasért felelés komponensek
(akar illék, akar nem) a méz alkotdéiva valnak. Az igy
eléallitott méztermék jol fogyaszthaté gydgyhatasu
készitmény, amely az eredeti gyogyndvénybdl nyer-
het6 készitményhez (tea, extrakcioé stb.) hasonléan
tartalmazza a gyégyhatasért felelés komponenseket.
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gatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinansziroza-
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cimd kiemelt projekt keretei k6zétt valdsult meg”.
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4. Results

During the GC-MS analysis we identified the components
of the different samples and determined the specific
compounds of the peppermint. We calculated the
retention indices of the components using the known
retention indices of identified straight-chain saturated fatty
acid ethyl esters from the TIC (total ion chromatogram).
The identification was confirmed by the comparison of the
data from the handbooks of indices data (Table 1).

With the help of the measured mass spectra we identified
some components besides the well-known menthol
derivatives which occur rarely in medicinal plants (e.g.
viridiflorol, Figure 1).

For the evaluation of the GC chromatograms (Figure 2)
and the determination of the indices were used the PICI
software [7]; we used the saturated fatty acids of the
samples as retention index references.

The PICI software uses the results of the gas
chromatographic analysis to create the chromatographic
fingerprints which are stored in a database. The software
compares them and determines the similarity of the
chromatograms. In the case of peppermint, the volatile
components are the same in honey and syrup samples;
there are only quantity differences because of the ageing
process made by bees (Figure 3).

5. Conclusions

The presented results of the measurements confirm the
assumption, that the components of the herb containing
syrups were transferred to the honeys by the bees. The
volatile components of the herbs are present in the
prepared honey (which contains the honey made from the
natural nectar sources, as well). It proves indirectly that all
of the components of plants are transferred to the honey,
therefore the active ingredients (volatile or non volatile)
become components of honey. The honey products
made in this way are useful medicines and contain the
compounds which are responsible for the medicinal effect
like other products (e.g. tee) made from the original herbs.

LC-MS/MS moddszerek alkalmazasa az élelmi-
szeranalitikaban (részlet)

ar. Télgyesi Adam, NEBIH

Az élelmiszer mintak dsszetétellket tekintve a leg-
komplexebb matrixok koézé tartoznak igy a mai mo-
dern élelmiszeranalitikai meghatarozasok megkdve-
telik a legpontosabb, legszelektivebb és legérzéke-
nyebb technikak alkalmazasat. A matrixoktdl a rezi-
duumok elvalasztasa sok esetben kapcsolt techni-
kak (LC-MS/MS QQQ) alkalmazasat igényili, amelyek
lehetévé teszik a célmolekulak ultranyomnyi kimu-
tatasat még a legdsszetettebb mintakban is. Ilyen
célokra 2007 novemberétdl van lehet6ségem hasz-
nalni az Agilent legelsd harmaskvadrupol rendszert
LC-MS/MS készulékét, a 6410A jelzésli modellt. A
laboratérium 2010. aprilisi NAT auditalasa soran 16
ilyen médszer kerllt akkreditalasra a készlléken, és
ez a modszerszam még néggyel bévdlt.
Amfenikolok meghatarozasa allati eredetii élel-
miszerekbdl

Az amfenikolok csoportjaba tartoznak engedélye-
zett szerek, mint tiamfenikol (TAP) és florfenikol
(FAP), mégis a legismertebb amfenikol a kléramfe-
nikol (CAP), ami tiltott (MRPL 0,3 pg/kg). Laboraté-
riumainkban a CAP sz(ir6 mérése (screening) enzim-
jelzést kompetitiv immunanalitikai médszerrel folyik
(ELISA). A screening méréssel pozitivként értékelt
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mintak megerdsitd (konfirmacios) mérésére LC-MS/
MS moddszert fejlesztettiink, mellyel 2010-ben nem-
zetkdzi korvizsgalatban (szervezd: ANSES EU-RL,
Fougeres, Franciaorszag) vettlink részt. Pisztrang
mintakbdl kellett a CAP-ot kimutatni ismét pg/kg-os
szint alatt. Az altalunk mért értékek 0,15 és 0,21 pg/
kg-nak adodtak, melyekre szamolt Z értékek -0,28
és -0,37 voltak. A pisztrang mintak tényleges CAP
koncentracidi 0,15 és 0,23 pg/kg voltak.

Osszefoglalas

A bemutatasra kertlt médszerek szemléletesen mu-
tatjak, hogy az LC-MS/MS technika milyen széles
kérben alkalmazhaté kiiléonbdz6 hatdéanyagok (szte-
roidok, antibiotikumok, mikotoxinok) meghataroza-
sara akar a legosszetettebb matrixokbol (testi flui-
dumok, szdvetek, tej, stb.) is. A pontos analizis kul-
csa egy jo el6készités és egy j6 miszer. Az Agilent
készlilék tdbb tizezer kromatogram felvétele utan is
megbizhatéan hasznalhaté a szermaradékok nyom-
nyi kimutatasara.
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Agilent 6000 LC/MS rendszerek:

Agilent 6490 QQQ
LC/MS rendszer

Az 0] "iIFunnel Technology" idealis valasztas a kritikus gyégyszeripari, élelmiszerbiztonsagi, kor-
nyezeti, élettudomanyi, klinikai, kriminalisztikai és toxikologiai alkalmazasok teriletéen.

¢ “iFunnel Technology" az attogram (zeptomol) érzékenységért,
e Agilent Jet Stream termikus gradiens fokuszalasu ionforrassal,
* Nagyhatékonysagu hexabore mintavételi kapillaris,

* Ketlepcsos ion tlkor a nagyobb tomegfelbontas érdekeben,

s Automatizalt multi-komponens tuning moéd.
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Termékeinkrél bévebb tajékoztatast az alabbi elérhetéségeken:

Kromat Kft. = 1112 Budapest, Péterhegyi Ut 98. « Telefon: 248-2110
Fax: 319-8574 « E-mail: info@kromat.hu = www.kromat.hu
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Kurucz Csilla' - Csik Gabriella®

2014. év junius-szeptember hénapban bevezetett
szabvanyok:

A felsorolasban szerepl6 szabvanyok megvasarolha-
tok vagy megrendelheték az MSZT Szabvanyboltban
(1082 Budapest VIIl., Horvath Mihaly tér 1., telefon:
456-6892, telefax: 456-6884, levélcim: Budapest 9.,
Pf. 24, 1450), illetve elektronikus formaban beszerez-
heték a www.mszt.hu/webaruhaz cimen.

A nemzetkdzi/eurdpai szabvanyokat bevezetjlik ma-
gyar nyelven, valamint magyar nyelvi cimoldallal és
angol nyelvd tartalommal. A magyar nyelven beve-
zetett nemzetkdzi/eurdpai szabvanyok esetén kilén
feltiintetjuk a magyar nyelvl hozzaféreést.

ICS 03.120.20 Terméktanusitas és vallalattanusi-
tas. Megfelel6ségértékelés

MSZ ISO/TS 22003:2014 Elelmiszer-biztonsagi ira-
nyitasi rendszerek. Az élelmiszer-biztonsagi iranyitasi
rendszerek auditjat és tanusitasat végzd testlletekre
vonatkozd kdvetelmények (magyar nyelven megjelent),
amely visszavonta az MSZ ISO/TS 22003:2009-et

ICS 07.100.20 Viz mikrobioldgiaja

MSZ EN ISO 9308-2:2014 Vizminéség. Az Escher-
ichia coli és coliform baktériumok megszamlala-
sa. 2. rész: A legvaldszinlbb szam maddszere (ISO
9308-2:2012), amely visszavonta az MSZ ISO 9308-
2:1993-at

ICS 07.100.30 Elelmiszer-mikrobioldgia

MSZ EN ISO 7218:2007/A1:2014 Elelmiszerek és
takarmanyok mikrobioldgiaja. A mikrobioldgiai vizs-
galatok altalanos kdvetelményei és iranyelvei. 1. mo-
dositas (ISO 7218:2007/Amd 1:2013 2014-04-15-i
helyesbitett valtozat)

MSZ EN ISO 11133:2014 Elelmiszer, takarmany és
viz mikrobiolégigja. A taptalajok el6készitése, eldalli-
tasa, tarolasa és ellenérzése (ISO 11133:2014)

MSZ CEN ISO/TR 6579-3:2014 Az élelmiszerlanc
mikrobiologigja. Horizontalis modszer a Salmonella
kimutatasara, szamlalasara és szerotipizalasara. 3.
rész: A Salmonella spp. szerotipizalasanak iranyelvei
(ISO/TR 6579-3:2014)

' Magyar Szabvanytigyi Testulet (MSZT)

ICS 13.060 VizminGség
13.060.50 Viz vizsgalata vegyi anyagokra

MSZ EN ISO 12010:2014 Vizmin&ség. A rovid lancu
poliklérozott alkanok (SCCPs) meghatarozasa viz-
ben. Gazkromatografias-tdomegspektrometrias (GC-
MS) és negativ kémiai ionizacidés (NCI) modszer (1ISO
12010:2012)

13.060.70 Viz bioldgiai tulajdonsdgainak vizsgalata

MSZ EN 13946:2014 Vizminéség. Utmutaté a folyok
és tavak bentikus kovamoszatjainak rutinmintavéte-
Iéhez és minta-el6készitéséhez, amely visszavonta
az MSZ EN 13946:2003-at

MSZ EN 14184:2014 Vizminéség. Utmutaté a folyd-
vizek vizi makrofitainak felméréséhez, amely vissza-
vonta az MSZ EN 14184:2004-et

MSZ EN 14407:2014 Vizminéség. Utmutaté a folyok-
bdl és tavakbdl vett mintédk bentikus kovamoszatjai-
nak azonositdsahoz és szamlalasahoz, amely vissza-
vonta az MSZ EN 14407:2004-et

ICS 65.120 Takarmanyok

MSZ EN 15781:2009 Takarmanyok. A madurami-
cin-ammoénium meghatarozasa forditott fazisu
HPLC-vel, oszlop utani szarmazékképzéssel (magyar
nyelven megjelent)

MSZ EN 15782:2009 Takarmanyok. A nikarbazin
meghatarozasa. Nagy hatékonysagu folyadékkroma-
tografias modszer (magyar nyelven megjelent)

MSZ EN 15784:2010 Takarmanyok. A feltételezett
Bacillus spp. elkllonitése és megszamlalasa (magyar
nyelven megjelent)

MSZ EN 16158:2012 Takarmanyok. A szemdurami-
cintartalom meghatarozasa. Folyadékkromatografias
modszer ,faszerkezet(” analitikai megkozelitéssel
(magyar nyelven megjelent)

ICS 67 Elelmiszeripar

67.050 Elelmiszertermékek vizsgdlaténak és elemzé-
sének altalanos modszerei

MSZ EN 12822:2014 Elelmiszerek. Az E-vitamin meg-
hatarozasa nagy hatékonysagu folyadékkromatografi-
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Implemented national standards from June to
September, 2014

The following Hungarian standards are commercial-
ly available at MSZT (Hungarian Standards Institu-
tion, H-1082 Budapest, Horvath Mihaly tér 1., phone:
+36 1 456 6892, fax: +36 1 456 6884, postal address:
H-1450 Budapest 9., Pf. 24) or via website: www.
mszt.hu/webaruhaz.

ICS 03.120.20 Product and company certifica-
tion. Conformity assessment

MSZ ISO/TS 22003:2014 Food safety management
systems. Requirements for bodies providing audit
and certification of food safety management sys-
tems (published in Hungarian) which has withdrawn
the MSZ ISO/TS 22003:2009

ICS 07.100.20 Microbiology of water

MSZ EN ISO 9308-2:2014 Water quality. Enumera-
tion of Escherichia coli and coliform bacteria. Part 2:
Most probable number method (ISO 9308-2:2012)
which has withdrawn the MSZ ISO 9308-2:1993

ICS 07.100.30 Food microbiology

MSZ EN ISO 7218:2007/A1:2014 Microbiology of
food and animal feeding stuffs. General require-
ments and guidance for microbiological examina-
tions. Amendment 1 (ISO 7218:2007/Amd 1:2013,
Corrected version 2014-04-15)

MSZ EN ISO 11133:2014 Microbiology of food, ani-
mal feed and water. Preparation, production, stor-
age and performance testing of culture media (ISO
11133:2014)

MSZ CEN ISO/TR 6579-3:2014 Microbiology of the
food chain. Horizontal method for the detection,
enumeration and serotyping of Salmonella. Part 3:
Guidelines for serotyping of Salmonella spp. (ISO/
TR 6579-3:2014)

ICS 13.060 Water quality

13.060.50 Examination of water for chemical sub-
stances

MSZ EN ISO 12010:2014 Water quality. Determina-
tion of short-chain polychlorinated alkanes (SCCPs)
in water. Method using gas chromatography-mass

" Hungarian Standards Institution

spectrometry (GC-MS) and negative-ion chemical
ionization (NCI) (ISO 12010:2012)

13.060.70 Examination of biological properties of
water

MSZ EN 13946:2014 Water quality. Guidance for
the routine sampling and preparation of benthic dia-
toms from rivers and lakes which has withdrawn the
MSZ EN 13946:2003

MSZ EN 14184:2014 Water quality. Guidance for the
surveying of aquatic macrophytes in running waters
which has withdrawn the MSZ EN 14184:2004

MSZ EN 14407:2014 Water quality. Guidance for
the identification and enumeration of benthic diatom
samples from rivers and lakes which has withdrawn
the MSZ EN 14407:2004

ICS 65.120 Animal feeding stuffs

MSZ EN 15781:2009 Animal feeding stuffs. Deter-
mination of maduramicin ammonium by reversed-
phase HPLC using post-column derivatisation (pub-
lished in Hungarian)

MSZ EN 15782:2009 Animal feeding stuffs. Determi-
nation of nicarbazin. High performance liquid chro-
matographic method (published in Hungarian)

MSZ EN 15784:2010 Animal feeding stuffs. Isolation
and enumeration of presumptive Bacillus spp. (pub-
lished in Hungarian)

MSZ EN 16158:2012 Animal feeding stuffs. Deter-
mination of semduramicin content. Liquid chroma-
tographic method using a “tree” analytical approach
(published in Hungarian)

ICS 67 Food technology

67.050 General methods of tests and analysis for
food products

MSZ EN 12822:2014 Foodstuffs. Determination
of vitamin E by high performance liquid chroma-
tography. Measurement of alfa-, B -, gamma- and
delta-tocopherol which has withdrawn the MSZ EN
12822:2000

MSZ EN 12823-1:2014 Foodstuffs. Determination of
vitamin A by high performance liquid chromatogra-
phy. Part 1: Measurement of all-E-retinol and 13-Z-

Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2014. LX. évf. 3. szam
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aval. Az alfa-, béta-, gamma- és delta-tokoferol méré-
se, amely visszavonta az MSZ EN 12822:2000-et

MSZ EN 12823-1:2014 Elelmiszerek. Az A-vitamin
meghatarozasa nagy hatékonysagu folyadékkro-
matografiaval. 1. rész: Az all-E-retinol és 13-Z-re-
tinol mérése, amely visszavonta az MSZ EN 12823-
1:2000-et

MSZ EN 14122:2014 Elelmiszerek. A B,-vitamin
meghatarozasa nagy hatékonysagu folyadékk-
romatografiaval, amely visszavonta az MSZ EN
14122:2006-€t

MSZ EN 14152:2014 Elelmiszerek. A B,-vitamin
meghatarozasa nagy hatékonysagu folyadékk-
romatografiaval), amely visszavonta az MSZ EN
14152:2004-et

MSZ EN 14164:2014 Elelmiszerek. A B,-vitamin
meghatarozasa nagy hatékonysagu folyadékk-
romatografiaval), amely visszavonta az MSZ EN
14164:2008-et

MSZ EN 15829:2010 Elelmiszerek. Az ochratoxin A
meghatarozasa kilonféle mazsolaban, aszalt gyu-
molcskeverékekben és aszalt figében. HPLC-md&d-
szer immunaffinitas-oszlopon végzett tisztitassal és
fluoreszcencias kimutatassal (magyar nyelven meg-
jelent)

MSZ EN ISO 16634-1:2009 Elelmiszerek. Az 6sszes
nitrogéntartalom meghatarozasa a Dumas-elv szerin-
ti égetéssel és a nyersfehérje-tartalom kiszamitasa.
1. rész: Olajmagvak és takarmanyok (ISO 16634-
1:2008) (magyar nyelven megjelent)

67.080.10 Gyidmdlcsok és a beldliik szarmazo termékek

MSZ EN 15890:2011 Elelmiszerek. A patulin megha-
tarozdsa csecsemdk és kisgyermekek szamara ké-
szitett gyimolcslevekben és gyimdlcsalapu plrék-
ben. HPLC-mddszer folyadék/folyadék megosztasos
tisztitassal, szilard fazisu extrakcioval és UV-kimuta-
tassal (magyar nyelven megjelent)

67.100.10 Tej és feldolgozott tejtermékek

MSZ EN ISO 16297:2014 Tej. Baktériumszamlalas.
Az alternativ mddszerek kiértékelésének protokollja
(ISO 16297:2013)

67.140.20 Kavé és kdvépotszerek

MSZ ISO 3509:2007 Kavé és kavétermékek. Szak-
szotar (magyar nyelven megjelent)

MSZ ISO 6668:2014 Zold kavé. Az érzékszervi vizs-
galatokban felhasznalt mintak el6készitése (magyar
nyelven megjelent)

67.200.10 Allati és n6vényi zsirok és olajok

MSZ EN ISO 5555:2001/A1:2014 Allati és névényi
zsirok és olajok. Mintavétel. 1. mdédositas: Flexitarta-
lyok (ISO 5555:2001/A1:2014)

MSZ EN ISO 6883:2014 Allati és ndvényi zsirok és
olajok. A hagyomanyos tdmeg per térfogat meghata-
rozasa (litertdmeg levegdben) (ISO 6883:2007)

MSZ EN ISO 12228-1:2014 Az egyedi és az dsszes
szterintartalom meghatérozdsa. Gazkromatografias
mddszer. 1. rész: Allati és ndvényi zsirok és olajok
(1ISO 12228-1:2014), amely visszavonta az MSZ EN
ISO 12228:2000-€t

MSZ EN ISO 12872:2014 Olivaolaj és olivapoga-
csa-olaj. A 2-gliceril-monopalmitat-tartalom megha-
tarozasa (ISO 12872:2010)

MSZ EN ISO 12873:2014 Olivaolaj és olivapoga-
csa-olaj. A viasztartalom meghatarozasa kapilla-
ris-gazkromatografiaval (ISO 12873:2010)

MSZ EN ISO 29822:2014 Allati és névényi zsirok és
olajok. Izomer diacil-gliceridek. Az 1,2- és a 1,3-dia-
cil-gliceridek relativ mennyiségének meghatarozasa
(ISO 29822:2009)

MSZ EN ISO 29841:2014 Novényi zsirok és olajok.
A klorofill-a és -a’ degradacios termékeinek meg-
hatarozasa (feofitin-a és -a’ és pirofeofitinek) (ISO
29841:2009)

67.220.10 Fliszerek és izesiték

MSZ EN ISO 3493:2014 Vanilia. Szakszétar (1ISO
3493:2014), amely visszavonta az MSZ EN ISO
3493:2007-et

67.240 Erzékszervi vizsgélat

MSZ EN ISO 8589:2010/A1:2014 Erzékszervi vizsga-
latok. Altalanos Utmutaté a biralati helyiségek terve-
zéséhez. 1. médositas (ISO 8589:2007/Amd 1:2014)

2014. év junius-szeptember hénapban visszavont
szabvanyok:

07.100.30

MSZ 3640-2:1987 Hleok’és husalapu élelmiszerek
mikrobioldgiai vizsgalata. Altalanos el8irasok

MSZ 3640-11:1983 A feltételezetten Clostridium
perfringens baktériumok kimutatdsa és legvalo-
szinbb szamanak (nagysagrendjének) meghataro-
zasa folyékony tapkdzegben

MSZ 3640-12:1979 Husok és husalapu élelmiszerek
mikrobioldgiai vizsgalata. Escherichia coli kimutatasa
és szamanak meghatarozasa folyékony taptalajbol

MSZ 3640-19:1979 Husok és husalapu élelmiszerek
mikrobiolodgiai vizsgalata. Escherichia coli szamanak
meghatarozasa szilard taptalajban

MSZ 3640-21:1983 Husok és husalapu élelmiszerek
mikrobioldgiai vizsgalata. Enterobaktériumok szama-
nak meghatarozasa szilard tapkdzegben telepszam-
lalassal

Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2014. LX. évf. 3. szdm



retinol which has withdrawn the MSZ EN 12823-
1:2000

MSZ EN 14122:2014 Foodstuffs. Determination of
vitamin B, by high performance liquid chromatogra-
phy which has withdrawn the MSZ EN 14122:2006

MSZ EN 14152:2014 Foodstuffs. Determination of
vitamin B, by high performance liquid chromatogra-
phy which has withdrawn the MSZ EN 14152:2004

MSZ EN 14164:2014 Foodstuffs. Determination of
vitamin B, by high performance liquid chromatogra-
phy which has withdrawn the MSZ EN 14164:2008

MSZ EN 15829:2010 Foodstuffs. Determination of
ochratoxin A in currants, raisins, sultanas, mixed
dried fruit and dried figs. HPLC method with immu-
noaffinity column cleanup and fluorescence detec-
tion (published in Hungarian)

MSZ EN ISO 16634-1:2009 Food products. Deter-
mination of the total nitrogen content by combustion
according to the Dumas principle and calculation of
the crude protein content. Part 1: Qilseeds and ani-
mal feeding stuffs (ISO 16634-1:2008) (published in
Hungarian)

67.080.10 Fruits and derived products

MSZ EN 15890:2011 Foodstuffs. Determination of
patulin in fruit juice and fruit based purée for infants
and young children. HPLC method with liquid/liquid
partition cleanup and solid phase extraction and UV
detection (published in Hungarian)

67.100.10 Milk and processed milk products

MSZ EN ISO 16297:2014 Milk. Bacterial count. Pro-
tocol for the evaluation of alternative methods (ISO
16297:2013)

67.140.20 Coffee and coffee substitutes

MSZ ISO 3509:2007 Coffee and coffee products.
Vocabulary (published in Hungarian)

MSZ ISO 6668:2014 Green coffee. Preparation of
samples for use in sensory analysis (published in
Hungarian)

67.200.10 Animal and vegetable fats and oils

MSZ EN ISO 5555:2001/A1:2014 Animal and veg-
etable fats and oils. Sampling. Amendment 1: Flexi-
tanks (ISO 5555:2001/A1:2014)

MSZ EN ISO 6883:2014 Animal and vegetable fats
and oils. Determination of conventional mass per
volume (litre weight in air) (ISO 6883:2007)

MSZ EN ISO 12228-1:2014 Determination of indi-
vidual and total sterols contents. Gas chromato-
graphic method. Part 1: Animal and vegetable fats
and oils (ISO 12228-1:2014) which has withdrawn
the MSZ EN ISO 12228:2000

MSZ EN ISO 12872:2014 Olive oils and olive-pom-
ace oils. Determination of the 2-glyceryl monopalmi-
tate content (ISO 12872:2010)

MSZ EN ISO 12873:2014 Olive oils and olive-pom-
ace oils. Determination of wax content by capillary
gas chromatography (ISO 12873:2010)

MSZ EN ISO 29822:2014 Vegetable fats and oils.
Isomeric diacylglycerols. Determination of rela-
tive amounts of 1,2- and 1,3-diacylglycerols (ISO
29822:2009)

MSZ EN ISO 29841:2014 Vegetable fats and oils.
Determination of the degradation products of chlo-
rophylls a and a’ (pheophytins a, a’ and pyropheo-
phytins) (ISO 29841:2009)

67.220.10 Spices and condiments

MSZ EN ISO 3493:2014 Vanilla. Vocabulary (ISO
3498:2014) which has withdrawn the MSZ EN ISO
3493:2007

67.240 Sensory analysis

MSZ EN ISO 8589:2010/A1:2014 Sensory analy-
sis. General guidance for the design of test rooms.
Amendment 1 (ISO 8589:2007/Amd 1:2014)

Withdrawn national standards from June to Sep-
tember, 2014

07.100.30

MSZ 3640-2:1987 Microbiological examination of
meat and meat products. General guidance

MSZ 3640-11:1983 Microbiological examination of
meat and meat products. Detection and enumera-
tion of presumptive clostridium perfringens by MPN
technique in liquid medium

MSZ 3640-12:1979 Microbiological examination of
meat and meat products. Detection and determina-
tion of escherichia coli in liquid medium

MSZ 3640-19:1979 Microbiological examination of
meat and meat products. Determination of the num-
ber of escherichia coli in solid medium

MSZ 3640-21:1983 Microbiological examination of
meat and meat products. Enumeration of entero-
bacteriaceae by colony count technique in solid me-
dia

13.060.45

MSZ 12749: 1993 Quality of surface water, quality
characteristics and classification

65.120

MSZ 6830-6:1984 Animal feeding stuffs. Determi-
nation of nutritive value. Determination of crude fat
content with diethyl ether extraction
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13.060.45

MSZ 12749:1993 Felszini vizek minésége, min&ségi
jellemzdk és mindsités

65.120

MSZ 6830-6:1984 Takarmanyok taplaloértékének

megallapitasa. Nyerszsirtartalom meghatarozasa di-
etil-éteres extrahalassal

MSZ 6830-10:1978 Takarmanyok taplaléértékének
megallapitasa. Karbonattartalom meghatarozasa ta-
karmanymész-tartalom szamitasahoz

MSZ 6830-31:1981 Takarmanyok taplaloértékének
megallapitasa. Atomabszorpcids spektrofotométe-
rek takarmanyvizsgalati el8irasai

5
)
5
s
0
.
=
b

MSZ 6830-36:1985 Takarmanyok taplaloértékének
megallapitasa. A-vitamin-tartalom meghatarozasa

MSZ 6830-37:1985 Takarmanyok taplaléértékének
megallapitasa. E-vitamin-tartalom meghatarozasa

MSZ 6830-38:1985 Takarmanyok taplaloértékének
megallapitasa. K, -vitamin-tartalom meghatarozasa

MSZ 6830-41:1987 Takarmanyok taplaloértékének
megallapitasa. Kolin-klorid-tartalom meghatarozasa
takarmanypremixekben

MSZ 6830-42:1988 Takarmanyok taplaldértékének
megallapitasa. Szterigmatocisztin-tartalom megha-
térozasa

MSZ 6978:1988 Mintavétel a takarmanyok mikrobio-
|6giai vizsgalatahoz

67.060

MSZ I1ISO 711:2007 Gabona és gabonatermékek. A
nedvességtartalom meghatarozasa (alapvetd refe-
rencia-maodszer)

67.200.20

MSZ EN ISO 9167-2:2000 Repcemag. A glikozino-
lattartalom meghatarozasa. 2. rész: Rontgenfluoresz-
cencias spektrometrias médszer (ISO 9167-2:1994)

67.240

MSZ-08-0943:1989 Huskészitmények pontozasos
érzékszervi biralata

MSZ 6830-1:1983 Takarmanyok taplaloértékének
megallapitasa. Erzékszervi vizsgalat

MSZ 9698-5:1978 Zoldségfélék vizsgalata. Erzék-
szervi vizsgalat

MSZ 9681-2:1984 Flszerpaprika Grlemény vizsgala-
ta. Erzékszervi vizsgalat

MSZ 20499-3:1985 Konzervalt gylimdlcspulpok.
Szulfitmentesitéses mintael6készités
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MSZ 6830-10:1978 Animal feeding stuffs. Determi-
nation of nutritive value. Determination of carbon-
ates for the calculation of calcium content

MSZ 6830-31:1981 Animal feeding stuffs. Determi-
nation of nutritive value. Instructions for using ab-
sorption spectrophotometer in feeding stuffs analy-
ses

MSZ 6830-36:1985 Animal feeding stuffs. Determi-
nation of nutritive value. Determination of vitamin A
content

MSZ 6830-37:1985 Animal feeding stuffs. Determi-
nation of nutritive value. Determination of vitamin E
content

MSZ 6830-38:1985 Animal feeding stuffs. Determi-
nation of nutritive value. Determination of vitamin K,
content

MSZ 6830-41:1987 Animal feeding stuffs. Determi-
nation of nutritive value. Determination of choline-
chloride content in premixes of animal feeding stuffs

MSZ 6830-42:1988 Animal feeding stuffs. Determi-
nation of nutritive value. Determination of sterigma-
tocistin content

MSZ 6978:1988 Animal feeding stuffs. Sampling for
microbiological test methods

67.060

MSZ ISO 711:2007 Cereals and cereal products.
Determination of moisture content (Basic reference
method)

67.200.20

MSZ EN ISO 9167-2:2000 Rapeseed. Determination
of glucosinolates content. Part 2: Method using X-
ray fluorescence spectrometry (ISO 9167-2:1994)

67.240

MSZ-08-0943:1989 Sensory analysis, qualification
on points of meat products

MSZ 6830-1:1983 Animal feeding stuffs. Determina-
tion of nutritive value. Sensory analysis

MSZ 9681-2:1984 Test method for ground paprika
as spice. Sensory analysis

MSZ 9698-5:1978 Testing of vegetables. Sensory
analysis

MSZ 20499-3:1985 Canned fruit pulps. Prepara-
tion of test sample for sensorial analysis with des-
ulphytation

Additional information: Mrs Csilla Kurucz, standardi-
zation manager, e-mail: cs.kurucz@mszt.hu
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Szigorubba valik a biszfe-
nol besorolasa

A biszfenol A (BPA) mestersé-
ges vegylletet immar tobb mint
50 éve hasznaljak a mlanyag-
iparban. Mindezidaig a BPA-t
elsésorban a  reprodukcid
szempontjabdl hataroztak meg
mérgez6 anyagként, amely irri-
talo hatassal van a légutakra, és
komoly szemkarosodast, illetve
bérérzékenységet is okozhat.
Az Eurdpai Vegyianyag-lUgy-
nékség (ECHA) Kockazatérté-
kelési Bizottsaga (RAC) azon-
ban nemrég véleményezte a
Francia Elelmiszer, Kdrnyezet,
Munkaegészséguigyi és Bizton-
sagi Ugynokség ajanlasat, és
az ez alapjan készuld Uj oszta-
lyozas szerint az elsé kategori-
aban sokkal szigorubb szaba-
lyozasi intézkedéseket hoznak
majd, valamint kotelezévé
teszik a BPA felhasznalasaval
kapcsolatos megel6z6 intéz-
kedéseket. Megtiltjdk tovabba
az olyan keverék termékek ér-
tékesitését, amelyek BPA-t tar-
talmazhatnak. A tébbek kézott
a CLP-szabalyozast (Besoro-
las, Cimképzés, Csomagolas)
is magaban foglalé dontést az
Eurépai Bizottsag hozza majd
meg a fent emlitett vizsgalati
anyag alapjan.

More stringent BPA clas-
sification

Bisphenol A (BPA) is a synt-
hetic chemical used for more
than 50 years in the plastic
industry. Until now, BPA has
been subject to a harmonized
classification as suspected of
being toxic for reproduction.
It is also currently classified
as irritating to the respiratory
tract, as a substance that can
cause serious eye demage
and may cause sensitization by
skin contact. The Risk Assess-
ment Committee (RAC) of the
European Chemicals Agency
(ECHA) issued an opinion in
favour of the proposal of AN-
SES (French Agency for Food,
Environmental and Occupatio-
nal Health and Safety) on the
basis of all data. A classification
in category 1 will directly result
in the application of more strin-
gent regulatory measures, and
in particular an obligation to put
in place enhanced preventive
measures for professional use
of BPA, or prohibiting the mar-
keting to consumers of mixtu-
res containing BPA. The deci-
sion to include the harmonized

classification in CLP (Classifi-
cation, Labelling, Packaging)
settlement will be made by the
European Comission on the ba-
sis of this review.

Novekvé antimikrobialis
ellenallas

Az élelmiszer-eredetl fert6zé-
sek olyan gyakori okozoéinal,
mint a Salmonella vagy a Cam-
pilobacter jelentés ellenallast
fedeztek fel a gyakran alkal-
mazott antimikrobialis szerek-
kel szemben — az EFSA ECDC
(Eurépai  Betegségmegelézési
és Jarvanyvédelmi Kozpont)
2012-es beszamoldja szerint.
Az adatok alapjan a kombinalt
rezisztencia a legkritikusabb fon-
tossagu antimikrobidlis szerek
ellen ugyan alacsony maradt,
tehat a zoonotikus (emberrdl
dllatra terjedd betegséget ter-
jeszt6) baktériumok altal oko-
zott komoly fert6zések esetén
a megfelelé kezelési eljarasok
tovabbra is rendelkezésre all-
nak, am az a tény, hogy az an-
timikrobidlis ellendlldas gyakran
eléfordul, aggodalomra adhat
okot. Amennyiben a bakté-
riumok tébb antimikrobialis
szerrel szemben is Klinikailag
ellendllova (multi-rezisztenssé)
valnak, az altaluk okozott fert6-
zések kezelése nagyon nehéz-
zé, vagy csaknem lehetetlenné
valik. Az allatokban és élelmi-
szerekben él6 baktériumok-
nal tapasztalt antimikrobialis
rezisztencia (AMR) kifejlédése
rdadasul az emberi betegségek
kezelését is nehezitheti, hiszen
az ellendllé baktériumgének
attevédhetnek az allatrol vagy
élelmiszerrél az emberre.

Increasing antimicrobial
resistance

The bacteria most frequently
causing food-borne infecti-
ons, such as Salmonella and
Campylobacter, show “signifi-
cant resistance” to common
antimicrobials, according to
the EFSA ECDC (European
Centre for Disease Control)
Summary Report in 2012. Data
show that combined resistan-
ce (co-resistance) to critically
important antimicrobials rema-
ins low. While this means that
treatment options for serious
infections with these zoonotic

bacteria are available in most
cases, the fact that antimicro-
bial resistance was commonly
detected is cause for concern.
If bacteria become clinically re-
sistant to several antimicrobials
(multidrug-resistance), treating
the infections they cause can
become more difficult or even
impossible. In addition, the
development of antimicrobial
resistance (AMR) in bacteria
in animals and food can also
compromise the effective treat-
ment of human infections, as
resistant bacteria genes may
be transferred to humans from
animals and food.

Peszticidek és védett termé-
nyek - az EFSA koérnyezet-
védelmi kockazatértékelési
utmutatodja

Az Eurdpai Elelmiszerbizton-
sagi Hatdsag (EFSA) legujabb
Utmutatéja ahhoz kivan meg-
feleld keretet biztositani, hogy
az Uveghazakbol szarmazo
termények altal a kornyezet-
be kerllé noévényvédd szerek
kornyezeti kockazatelemzését
a megfelelé modon el lehessen
végezni. A dokumentum ren-
delkezik arrol, hogyan és mikor
kell értékelni a foldbe, talajviz-
be, felszini vizekbe vagy éppen
a levegbbe jutott névényvédd
szereket. Azzal is foglalkozik,
milyen elemeket kell tartal-
mazniuk a kornyezetvédelmi
kockdazatértékelés expozicids
forgatokdnyveinek - legyen
sz6 talajhoz kotott, vagy talaj
nélkdli muvelési rendszerrdl.
Ez az utmutatd hozzajarul az
EFSA jelenleg is zajlé6 munkaja-
hoz, amelynek kdzéppontjaban
a ndvényvédd szereknek a kor-
nyezet-egészségugy terlletén
betoltétt szerepe all.

Pesticides and protected
crops - EFSA presents
environmental risk assess-
ment guidance

New guidance from the
European Food Safety Aut-
hority  (EFSA) provides a
framework for carrying out en-
vironmental risk assessment of
pesticides emitted from pro-
tected crops those grown in
greenhouses and under cover.
The document provides assi-
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stance on how and when to
assess pesticide emissions into
soil, surface water, groundwa-
ter and the air. It also addres-
ses what elements should be
used in exposure scenarios for
risk assessment — both for soil-
bound and soil-less cultivation
systems. The guide contributes
to EFSA’s ongoing work in the
field of pesticides for the pro-
tection of environmental health.

Ettermi viselkedésformak

Az Elelmiszer-ellenérzé Hato-
saga (FSA) nemrég tett kdzzé
egy rendkivil idészer( tanul-
manyt az allergids és kilonbo-
z§ ételintolerancidban szenve-
dé fogyasztok lehetéségeirdl
és éttermi étkezési szokasairol.
Mindennek hatterét az Eurdpai
Unié  Elelmiszer-Informacios
Szabdlyozasa (FIC) hamaro-
san életbe 1épd rendelete adja:
2014. december 13-tdl az élel-
miszeripari vdllalkozasok (be-
leértve az élelmiszerboltokat
és az éttermeket is) kotele-
sek tdjékoztatni a vasarldkat,
amennyiben a meghatarozott
14 allergén kozil valamelyik
a nem csomagolt és cimkeével
nem ellatott élelmiszerek 6sz-
szetevéjét alkotja. Annak tekin-
tetében, hogy a tajékoztatast
milyen médon kotelesek meg-
adni a fent emlitett kereskedel-
mi egységek, még meglehe-
tésen rugalmas a rendelet. Az
EU FIC altal belistazott, széban
forgd 14 allergén a kovetkezé:
a glutént tartalmazé gabonafé-
Iék, a rakfélék, a puhatestlek,
a tojas, a foéldimogyord, a did,
a szdja, a tej, a mustar, a sze-
zammag, a zeller, a csillagfurt,
tovabba a 10 mg/L, illetve 10
mg/kg szintet meghaladd kén-
dioxid.

Eating out behaviours

The Food Standards Agency
(FSA) has commissioned a
topical new study on unders-
tanding the choices and eating
behaviours of food allergic and
intolerant consumers when ea-
ting out. From 13. December
2014, food businesses, inclu-
ding delicatessens and restau-
rants, will be required to provi-
de information on the presence
of fourteen allergens if used as
deliberate ingredients in foods
that are not packed. This is be-



cause the European Union (EU)
Food Information Regulation
(FIC) come into force. However,
there is flexibility as to how this
information is provided that this
study will explore. The fourteen
allergens as listed in the EU FIC
are cereals containing gluten,
crustaceans, mollusc, eggs,
fish, peanuts, nuts, soya, milk,
celery, mustard, sesame, lupin
and sulhure dioxide at levels
above 10mg/kg or 10 mg/litre.
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Kanadaban nem tartanak az
akrilamidtol

A Kanadai Elelmiszer-vizsgalati
Ugyndkség (CFIA)  klldnbo-
z6 élelmiszeripari termékeken
végzett marciusi rutinellendr-
zése soran egyetlen egy ma-
gas szénhidrogén-tartalmu
élelmiszer-mintaban sem talal-
tak a biztonsagos hatarértéket
meghaladé szint(i akrilamidot.
A mesterségesen elballitott
akrilamidot szamos terileten
haszndljak, példaul a viztiszti-
tasban, a ragasztogyartasban,
a papir- vagy a kozmetikai
iparban. Természetes moddon
féleg azokban a nagy szén-
hidrogén-tartalmu  ételekben
fordulhat elé, amelyeket magas
héfokon kezeltek.

Canada: no concerns for
acrylamide

As part of the Canadian Food
Inspection Agency’s (CFIA)
routine testing of various food
products, a study released
March 21 did not find acrylami-
de in any samples of high car-
bohydrate foods at levels that
would be considered unsafe
consumption. Acrylamide is an
industrian chemical produced
for a variety of uses such as
water treatment, and the pro-
duction of glue, paper and cos-
metics. It may also be formed
naturally, but unintentionally, in
high carbohydrate foods whi-
ch are cooked or processed at
high temperatures (e.g., fried,
baked, toasted, grilled and ro-
asted).

Hepatitis A virust talaltak Uj
Zélandon

Az Uj Zéland-i Kiemelt Iparagak
Minisztériuma (MPI) nemrég ar-

rél tajékoztatta a fogyasztokat,
hogy egy kisebb mennyiségi
nyers gylmolcsszallitmany
Hepatitis A virussal fert6z6d-
hetett. A gyimdlcsék nem im-
portbdl szarmaztak, az orsza-
gon belll termesztették azokat,
és egy darab sem hagyta el Uj
Zélandot. Mivel a minisztérium
szerint a fertézés veszélye vi-
szonylag alacsony, az MPI leg-
inkabb megeldzési céllal jelezte
a hirt a lakossag felé, hogy aki
esetleg érintett lehet, id6ben
orvoshoz fordulhasson.

New Zealand: Potentional for
Hepatitis A in some Fruit

The New Zealand ministry for
Primary Industries (MPI) has
cautioned New Zealand con-
sumers that a small quantity
of fresh fruit sold late Februa-
ry and early marc carries a re-
latively low risk that it has been
contaminated with Hepatits A
virus. MPI is issuing this infor-
mation as a precaution so that
people with any related con-
cerns about their health can
contact their doctor. All fruit
involved in this case was for
domestic New Zealand supply
and has not been exported.
The possibility of infection is
relatively low.

USA: Mindenki szamara elér-
hat6é Salmonella-adatbazis

Az amerikai Jarvanylgyi és
Megelézési Kozpont (CDC)
jelentése szerint mostantél a
nagykozonség szamara is elér-
hetévé valik az elmult negyven
év mérgezd ételekkel kapcso-
latos adatbazisa. Az adatok,
amelyeket az allami és szbvet-
ségi egészséguigyi hivatal gyUj-
t6tt O0ssze, béséges informaciot
szolgaltat a Salmonellardl is,
az egyik legfontosabb élel-
miszer-eredet(i  baktériumrdl.
Az Amerikai Egyesilt Allamok
Szalmonella Atlasza névre hall-
gaté adatbazis az 1968 és 2011
kozotti idészakban felbukkant
32, emberekbdl, allatokbdl
vagy egyéb helyrdl izolalt szal-
monellatipust tartalmazza, elsé
alkalommal az interneten barki
szamara elérhet6 moddon. Az
adatokat népességi, foldraj-
zi és szamos mas kategoria
szerint rendszerezték. A CDC
becslései alapjan a szalmonel-

16zis évente tobb mint 1,2 millid
megbetegedést, 23 000 kérha-
zi kezelést és 450 haldlesetet
okoz.

USA: Salmonella data avai-
lable for all

Forty years of data on a major
cause of food poisoning is now
available in the United States to
the public, the food industry,
and researchers in a new re-
port from Centers for Disease
Control and Prevention (CDC).
Tha data, collected by state
and federal health official, pro-
vides a wealth of information on
Salmonella, the top foodborne
cause of hospitalisations and
deaths in the United States.
Available for hands-on web ac-
cess for the first time, the At-
las of Salmonella in the United
States, 1968-2011 summarizes
surveillance data on 32 types
of Salmonella isolates from hu-
mans, animals, and other sour-
ces. The information is organi-
zed by demographic, geogra-
phic and other categories. CDC
estimates the salmonellosis

causes more than 1.2 million ill-
nesses each year in the United
States, resulting in more than
23,000 hospitalizations and 450
deaths.

Az Eurdpa-szerte végzett mé-
rések és a pulykak korében
végrehajtott Szalmonella-elle-
nérzések azt mutatjak, hogy
a levagas el6tt megvizsgalt
szarnyasokban kevesebb Szal-
monellat taldltak, mint az el6z8
években - jelentette a Német
Szovetségi Fogyasztéveédelmi
és Elelmiszer-biztonsagi Hiva-

tal (BVL). Mindazonaltal a zoo-
nétikus kérokozok eléfordulasa
az élelmiszer-lancban azt jelzi,
hogy tovabbi intézkedésekre
van szilkség a vagoéhidak higi-
énidjanak tekintetében. A re-
zisztencia- vizsgalatok ugyanis
ramutatnak, hogy a haszonalla-
tok korében magasabb az anti-
biotikum-rezisztencia.

The EU-wide measurement
and Salmonella control mea-
sures in poultry show success,
according to the German Fe-
deral Office of Consumer Pro-
tection and Food Safety (BVL):
when turkey at slaughter were
compared to previous years,
fewer Salmonella were detec-
ted. However, the results for
occurrence of zoonotic agents
along the food chain also indi-
cate that further improvements
in slaughter hygiene are requi-
red. Resistance studies show
that there are higher rates of
antibiotic resistance in farm
animals.

Aprilis 9-én a Hong Kong-i
Elelmiszer-biztonsagi Koézpont
(CFS) és Kornyezethigiéniai
Minisztérium jelezte, hogy egy
zoldtea-szallitmany egyik ta-
sakjabdl vett mintajaban egy
radioanalitikai vizsgalat soran
alacsony szintl radioaktivitast
érzékeltek. A széban forgo ter-
mék nem kertlt kereskedelmi
forgalomba Hong Kong-ban, a
CFS pedig felvette a kapcsola-
tot az importcéggel, hogy uta-
najarjanak az esetnek.

On 9 April, the Centre for Food
Safety (CFS) of the Hong Kong
Food and Environmental Hygie-
ne Department detected a gre-
en tea bag sample, imported
from japan and collected at im-
port level for radiation testing,
with low levels of radioactivity.
The product concerned had not
entered the local market. The
CFS has consulted with the im-
porter concerned to follow up
on the case.
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Szerkeszt6ségiinkbe folyamatosan érkeznek kéziratok, amelyek kéziil §zerkeszt6bizottségunk véle-
ménye alapjan valasztjuk ki a soron kdvetkez6 lapszamok tartalmat. Az Elelmiszervizsgalati Kézlemé-
nyek 2014. évi 3. szamaba tervezett kéziratok koéziil az alabbiakat a 4. szamban fogjuk megjelentetni:

Our Editorial Room is continuously receiving manuscripts. From these papers we are selecting the
content of the next issue based on the opinion of the members of Editorial Board. From the planned
articles chosen to issuing in the third number of 2014, will appear in the fourth issue:

Alakfelismerési kutatdsok néhany eredménye érzékszervi élelmiszermindsité modszerek tovabb-
fejlesztéséhez sutbipari termékekre (Molnar Pal)

Some results of pattern recognition research for the improvement of sensory food testing meth-
ods of bakery products (Pal Molnar)

A fliszerpaprika mikrobioldgiai paramétereinek jogszabalyvizsgalata, valamint szerbiai gyakorlati
. alkalmazasa (Kovacs Sarkany Hajnalka és Kovacs Vilmos)
Legal regulation of paprika laws for the microbiological parameters of paprika, and their practical
application in Serbia (Hajnalka Kovacs Sarkany and Vilmos Kovacs)

Buza szemkeménységének meghatarozasa magmeéré eljarasokkal (Szabd P. Balazs, Véha Antal,
Gyimes Erno)

Measurement of wheat grain hardness using kernel investigating methods

(Baldzs Szabd P., Antal Véha, Erné Gyimes)

222 Nemzetkdzi és hazai zoldség- és gyimdlcsfogyasztas, modszertani kérdések (Székely Géza,
e Losé Viktor, Toth Arnold)

) Y International and domestic fruit and vegetable consumption, methodological issues
@aes. & (Géza Székely, Viktor Losé, Arnold Téth)

R Hat Szigma az élelmiszertermelésben — a bioldgiai folyamatok optimalizalasanak kihivasai
A . (Detert Brinkmann, Rolf Ibald, Thorsten Klauke és Brigitte Petersen)

ﬁ Six sigma in the food production — Challenges of optimization of biological processes

- (Detert Brinkmann, Rolf Ibald, Thorsten Klauke és Brigitte Petersen)

A fentieken kiviil az év végi szamba terveink szerint az alabbi témak koziil fogunk valasztani:
In addition for the year-end issue we plan to choose the next topics:

Elérejelzd mikrobioldgiai modellezés, a kvantitativ mikrobioldgiai kockazatbecslés eszkdze
(Farkas Jézsef és Mohacsiné Farkas Csilla)

Predictive microbiological modelling, the quantitative microbiological risk assessment tool
(Jozsef Farkas and Csilla Mohdcsiné Farkas)

A mérési hibaval dsszefliggd alapvetd meggondolasok kildnds tekintettel a huskészitmények
vizsgalatara (Kérmendy Laszl6 és Zukal Endre)

Basic considerations related to the measurement error especially associated with the investiga-
tion of meat products (Laszld Kérmendy és Endre Zukal)

Magyarorszagrol szarmazo, kiildnb6zd vizmintak arzéntartalmanak vizsgalati tapasztalatai
( (Szigeti Tamas Janos, Lakos Istvan)
. Analytical experiences of measurement of arsenic content from different, Hungarian origin
_ . = water samples (Tamds Janos Szigeti, Istvan Lakos)

Az Elelmiszervizsgalati Kzlemények Szerkesztésége fenntartia maganak a jogot, hogy a soron kévetkezé
lapszamok tartalmat az el6z8 lapszamban nyilvanossagra hozott tervektdl eltéréen dllitsa 6ssze, amiért
Olvasoink szives megértését kérjik.

The Editorial Room of Journal Of Food Investigation keeps the right to modify the content of the next issues
differently from the previous plan published in former numbers. For this reason we are asking our readers’
understanding.

Dr. Szigeti Tamas Janos
Dr. Tamas Janos Szigeti
F&szerkeszt6 / Editor in chief
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