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BEVEZETES

A betakaritas / szlret utani, az Un. postharvest veszteségekért nagymértékben felelés mikrobas,
foként penészes romlas nemcsak gazdasagi veszteségeket okoz, hanem élelmiszerbiztonsagi
szempontbol is kockazatot jelent. A penészgombak elszaporoddsanak mértékét dontéen
meghatarozza a szubsztratum érzékenysége, az oxigén jelenléte, a megfelel6 hémérséklet és a
nedvességtartalom. Az élelmiszeralapanyag eléallitas (ndvénytermesztés), feldolgozas, tarolas és
forgalmazas minden fazisaban szamolni kell a penészgombak jelenlétével és ndvekedésével. Az
élelmiszeripar szamara alapvetd a penészgombaktol és a gombak toxinjaitol lehetéleg mentes
alapanyag (KOVACS, 1998).

Az ¢lelmiszertermelés mennyiségi gondjai mellett vilagszerte eldtérbe keriil az élelmiszerek
mindségének problémaja, és stratégiai kérdésként fogalmazodik meg a biztonsagos élelem, a jo
mindségll €lelmiszer iranti igény. A mindségbiztositas elengedhetetlentiil sziikséges a stabil és
kivaldé mindség fenntartasdban és javitasaban. Kivaldo mindségli terméket gazdasagosan csak és
kizarolag kivaldo mindségli alapanyagbodl lehet eléallitani, és ezért a mindséget a technologiai
folyamat minden szakaszéaban biztositani kell, azaz komplexen kell nézni a rendszert.

Az élelmiszer-feldolgozé ipar szamara is alapvetd irdny a penészgombak nagyfokl
kontaminacigjatol és a gombak toxinjaitdl mentes alapanyag. Fontos a ndvénytermesztés és a

raktarozas soran keletkezd gombafertdzések elleni védekezés.

A globalis klimavaltozas egyre novekvé mértékben kihat az élelmiszerellatas biztonsagossaga
(,,food security’”) mellett az eélelmiszer egészsegugyi biztonsagra is (,,food safety”) (FARKAS és
BECZNER, 2010). Elbsegiti a meleget kedvel6 penészgombak, pl. az aszpergilluszok
elterjedését és az altaluk termelt mikotoxinoknak az élelmiszerekben észlelt egyre gyakoribb
megjelenését. A Kklimavaltozds és az ¢élelmiszergazdasagi jelentGségli penészgombak
okofiziologiai kapcsolata az elébbiekben emlitett mindkét szempont alapjan nagy figyelmet
érdemel, mert a penészgombak, kilondsen a toxikus anyagcseretermékeket (mikotoxinokat)
képzOk, a terményeink romlasi ¢és taroldsi veszteségein tulmenden meghatarozo
¢lelmiszerbiztonsagi jelentdségliek is (VARGA et al., 2005a, 2005b; FARKAS és BECZNER,
2009; GARCIA et al., 2009; RUSSELL et al., 2010; DOBOLYI et al., 2013).

Mindezek miatt és a megelézésre / védekezésre valo jobb felkésziilés érdekében fontos a
penészgombéak ndvekedési torvényszeriiségei 6kofiziologiai osszefiiggéseinek elmélyiilt ismerete

¢s lehetdség szerinti eldrejelzése. Nagyszamu adat Osszegylijtése sziikséges ahhoz, hogy az



azokra épiil6 matematikai modellek segitségével eredményes kockazat-megel6z6 munka legyen
végezheté (GIBSON et al.,, 1994; GARCIA et al., 2009). Célszerii tehat elsé kozelitésben
laborat6riumi, reprodukélhatd korilmények kdzott a penészgombak novekedési hémérséklet- és

vizaktivitas flggésének tanulméanyozasa.



1. IRODALMI ATTEKINTES

A mikologia a mykes (gomba) és a logos (tudomany, tan) szavakbdl ered. A gombék a névény-
és allatvilag mellett az eukaridtak harmadik 6nallo csoportjat jelentik.

A penészgomba név nem rendszertani fogalom, csak megjelenési format jelent, a fellleti laza
telepszerkezetii, makroszkopikus termétestet nem fejleszté gombak gyiijténeve. Az elnevezés
nagyon kiilonb6z0 mikroszkopikus méretii, szaporodas- és életmddu hifafonalas gombékra
vonatkozik, amelyek rendszertani rokonsaga olykor nagyon tavoli. A penészgombék &ltalaban
aerob, heterotrof szervezetek. A gombak rendszerében a penészgombak a jaromsporas gombak
(Zygomycota), a tomlésgombak (Ascomycota) és az imperfekt gombak (Fungi imperfecti vagy
Deuteromycota) kozé egyarant tartozhatnak. Tulnyomo részik csak ivartalanul szaporodik, az
ivaros alak csak ritkan fordul eld, vagy nem is ismert (DEAK, 2006).

A penészgombak megjelenése mindennapi életiinkben tobbnyire karos. Jelentds gazdasagi és
egészségugyi problemét jelentenek a ndvenytermesztésben, az allattenyésztésben és az
élelmiszeriparban. N&vényi nyersanyagokon elszaporodva és azok tapanyagait felhasznalva
azokat emberi és allati fogyasztasra alkalmatlanna teszik. Elelmiszereinken tevékenységiik
tobbnyire karos folyamatként, romlasként jelentkezik. A gyiimdlcs- és zoldségfélék jellegzetes
romlasi jelenségeit a pektin-, cellul6z- és fehérjebontasra képes parazita és szaprobionta
penészgombak, koztlik szamos Aspergillus és Penicillium faj okozza.

A jelent6s gazdasagi veszteségen til szamos penészgomba élelmiszer-egészségiigyi veszélyt is
jelent, toxikus anyagcseretermékeik, a mikotoxinok képzése miatt.

A penészgombaknak azonban nem csak karos szerepét ismerjik az élelmiszeriparban. Sok példat
talalunk az élelmiszer-technoldgiaban és a biotechnoldgidban, ahol gazdasagi hasznot hozo
tevékenységet fejtenek ki bizonyos fajok (DEAK, 2006).

1.1 A penészgombak szervezddése és egyedfejlodése

1.1.1 A hifafelépitése

A csOszerli hifa hosszu, de altaldban csak 5-10 pm atmérdji képlet, a gombak jellemzd
sejtalakja. Az alacsonyabb rendii gombavilag hifai még nem tartalmaznak valaszfalakat
(szeptumokat), aszeptéltak, a fejlettebb tomlés és bazidiumos gombaknal viszont mar kialakultak
a szeptumok.

A hifak csucsnovekedéstiek, helyenként eldgaznak és az elagazasok csucsai is hasonloképpen

osztddva ndének tovabb. A fonalasgombédkra a polarizalt, egyirdnyu, intenziv ndévekedés a



jellemzd. A polarizalt novekedés eredményezi azt a jelenséget, hogy szilard taptalaj feliiletén a
fonalas gombatelep egy meghatarozott tenyészidén beliil linearisan novekedik.

A kornyezetiikben 1év6 tapanyagforrasok belsejébe a vékony hifak belendnek €s atszovik annak
anyagat. A hifak annal dusabban &gaznak el és szovik at a szubsztratot, minél gazdagabb a
szubsztrat tapanyagokban. A gombak ndvekedése és taplalkozéasa egylttesen szabalyozott,
egymastol el nem valaszthatdo folyamat, amelyet a fonalas szervezddés sajatsagai tesznek
lehetové.

A penészgombakat a trofikus (taplalkozasi) novekedés jellemzi. A hifa hossziranyban
jellegzetes, funkcionalis egységekre oszthaté (1. abra). A csucsi zéna (apikalis szakasz)
tartalmazza az intenziv ndvekedéshez, sejtfalszintézishez sziikséges anyagokat, amelyek a
nagyszdmu vezikulumban halmozddnak fel. A hifa cslcs alatti zondjat (szubapikélis zéna) a
felszivasi (abszorpcids) folyamatok jellemzik, ezt koveti a hifa azon szakasza, ahol a felvett
tapanyagok jelentds mennyiségben raktarozodnak (glikogén, lipideseppek, polifoszfatok stb.
forméjaban), mig a hifa utolsd, legtavolabbi szakaszéban a lebontési (katabolikus) folyamatok

dont6 aranya jellemzo, ezt 6regedési (szeneszcencia) zonanak is nevezziik (JAKUCS, 2009).

°o 0290
Glu, @ o @

- & % - K4
e e e
I . glikogeén

a hifa alko,tomak lipid * & ATP ADP
lebomléasa aminosavak T K+ H

polifoszfat

eloreged§ —=—  raktdrozd6 —— felszivd —  cslosi, ndvekedési
szakasz szakasz szakasz szakasz

1. abra A hifa zonai és trofikus ndvekedése (JAKUCS, 2009)
1.1.2 A miceélium kialakulasa

A hifak szbvedéke képezi a gombak micéliumat, azaz vegetativ testét. Vattaszerii szovedékkent
szOvi at a taptalajt. Ezt a szovedékszerli fonalhdlozatot gyakran lathatjuk a megpenészesedett
élelmiszereken. A fonalas gombak egyenletes tapanyagellatottsdg esetén (pl. mesterséges
taptalajon) kor alaku koloniat (Un. idealis micéliumot) alkotnak a cslcsi ndvekedés
kovetkeztében. Egyetlen gombaspora csirazasat megfigyelve, a kihajtd hifa elagazasokat képez,
és az optimalis térkitoltés elérésére mar néhany elagazas utan aprd, kor alakd koldnia alakul ki
(2. &bra). Ez a micéliumrendszer a gomba egyik legjellemzdbb életmoddformajat, a kiilonféle

alapanyagok (szubsztratok) birtokbavételét, atszovodését, azaz kolonizacidjat eredményezi.
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2. &bra A micélium sugaras ndévekedése. Aspergillus nidulans 36 oras tenyészetében kialakult
micélium természetes szerkezete (JAKUCS és VAINA, 2003)
A sugarirdnytl novekedés kozben a hifak a mellettiik 1évokkel oldalirdnyban hifahidakat
(anasztomozisokat) is képeznek, tehat valdsagos haldzat alakul ki. Hifaanasztomdzis nemcsak az
apikalis régid sejtjei kozott johet létre, hanem oldalagi novekvé sejtek kozott, illetve egy

novekvé és egy mar leallt novekedésii hifa sejtjei, sét konidiumok kozott is (3. abra).

/At _DX
. .
A =X

3. abra A hifaanasztomoézisok lehetdségei
A: anasztomozis hifacstcsok kozott, B: hifacsucs és oldalelagazas kozott, C: ket elagazas kozott
(hidképzés), D: hifacsucs anasztomozisa hifa interkalaris részével (JAKUCS és VAINA, 2003)
Nem idealis micélium esetében, ahol a tapanyagok eloszlasa nem egyenletes, ezek az
Osszekottetések lehetévé teszik az anyagtranszportot a kolonia jobban és gyengébben ellatott
részei kozott. Az anasztomoézisok biztositjak a telep hifainak szinkron novekedését. A micélium
ndvekedése ugyanis bizonyos belsé ritmus szerint nem teljesen egyenletes, hanem siiriibb és

ritkabb eldgazasokat alkothat (JAKUCS és VAINA, 2003).

A gombatelepen, a talluszon bellil van kilonbség a hifak helyzete, feladata kozott. A
micéliumrendszer alapfunkcidja a tdpanyagok felvételét jelenti.

Az un. aerialis laza (1ég-) micélium és a szubsztratot atszovo, sokkal vékonyabb, tomorebb,
kompaktabb, Un. szubsztrat micélium alkotja a penésztelepet. Az un. aerialis differencialédas sok

fajban el6feltétele az ivartalan és ivaros szaporitoszervek 1étrejottének. A léghifak rendszerint
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vékonyabbak, sejtjeik hosszabbak, mint a szubsztratban 1évok. A szubsztrat- és a légmicélium

stirtisége eltérd a kiilonbozd fajoknal és fiigg a tapkozeg osszetételétdl is (GYORFI, 2010).

1.1.3 lvartalan szaporodas

Sejtegyesiilés (ivarsejtek), azaz genetikai valtozasok lehetdsége nélkiil vezet 0j hifa, micélium
képzOodéséhez, azaz a faj terjedéséhez. Az ivartalan szaporodasi formak kozé tartozik az un.
vegetativ szaporodas, ami a fonalak, telepek egyes részeinek levalasaval vagy feldarabol6dasaval
jOhet 1étre. Legegyszeriibb esetben a hifa fragmentalodik, sok 0j hifat képez.

A legfontosabb, egyben leggyakoribb lehet6ség az ivartalan szaporitosejtekkel, a mitosporakkal
torténd szaporodasi mod. Keletkezésiik szerint megkiilonbdztetiink sprorangiumok belsejében
keletkez6, endogén sporakat és sporatartordl exogén modon lefiiz6dé konidiumokat. Szdmtalan
sporaelnevezés szerepel a mikologiai irodalomban. Szinte minden rendszertani csoportban kilén
sporatipusokat kilonitettek el.

Csak kis résziik szaporodik ivarosan is, aszkosporakat (tomldsgombak (Ascomycota)), vagy
bazidiosporakat (bazidiumos gombéak (Basidiomycetes)) képezve. A mikrogombéak nagy része
csak konidiumokat képez, és bar ezek tulnyomo része a molekularis és egyéb jegyek alapjan
szintén a tdmldésgombakkal allnak rokonsagban, ezeket az imperfekt (Deuteromycota) gombak
torzsébe soroljak.

A konidium szdval a mikologia az exogén keletkezésii sporakat jeloli, amelyek a konidiumtarton
jonnek létre. A csak ivartalan formaban ismert gombak (Un. konidiumos gombék) esetében a hifa
végsd, un. sporogén sejtje konidiumma alakul, levalik, majd a folyamat Gjra és Gjra ismétlédik. A
konidiumok a konidiogén sejt cstcsan bujnak ki, és ha lancokat alkotnak, mindig a legalsé
konidium a legfiatalabb. igy képzédnek az Aspergillus és a Penicillium fajok konidiumai is
(GYORFTI, 2010).

1.2 A gombék anyagcseréje és ndvekedési folyamatai

1.2.1 Szervetlen 0sszetevok

A gombakban a viz fordul el a legnagyobb mennyiségben. A vizet a kornyezetiikbdl veszik fel,
ennek soran mindig oldott asvanyi anyagok, makro- és mikroelemek is bejutnak a sejtbe.

Nélkulozhetetlen tapelem a kalium, hidnya gatolja a szénhidrat anyagcserét, illetve fontos
szerepe van a gombak membrantraszportjaban. A kalciumnak fontos szerepe van a hifacsucs
novekedésének, valamint a cukor- €és aminosavtraszport szabalyozasaban, tovabba a
konidiumképzést indukalja. A magnézium minden sejtben jelentds enzimaktivator. A foszfor,

mint biogén elem jelentdsége minden sejtben nagy, hiszen a nukleinsavak, az ATP, egyes
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koenzimek és a membranalkotd foszfolipidek fontos alkotorésze. A foszfort a gombak
legtobbszor foszfat alakjaban veszik fel. A foszfathidny a glikdzfelhasznalast és a légzést
gatolja. A réz rendkivil kis mennyiségben sziikséges egyes gombak normalis novekedéséhez,
magasabb koncentracioban mérgezé (UBRIZSY és VOROS, 1968).

1.2.2 Szerves anyagok

A gombavilag f6 tapanyagait a szén- és a nitrogénforrasok képezik. Az egyszerii cukrok
(monoszacharidok) kozul a leggyakrabban a gliikoz és a fruktoz a legfontosabb energiaforrasok.
Az oligoszacharidok egyik tipikus képvisel6je a trehaldz, amely a legfobb szallitodd szénhidrat.
A nyugalmi allapota spdrakban is jelentds mennyiségben van jelen, de koncentracidja
csirdzaskor hirtelen csokkenni kezd. Feltehetd, hogy a spodracsirazas energiaigényét szolgalod
tartaléek tapanyagként is szerepel. A poliszacharidok kozil a gombasejtekben kimutathaté a
keményitd egyik tipusa, az amiléz. Rendszerint a sporak faldban taldlhatdé nagyobb
mennyiségben. Az amildz mellett a gombasejtek citoplazmajaban gyakran fordul el raktarozott
szemcsék forméajaban a glikogen, mint tartalék tapanyag.

A nitrogén tartalma vegyiiletek alapvetd életfolyamatok résztvevéi. A penészgombak altalanos
¢s jellemzo f6 vazanyaga a nitrogéntartalma kitin.

A gombaék lipidjei kozott szerepelnek mono-, di- és trigliceridek, szterolok, szterolészterek és
foszfolipidek. A legtébb gomba membranjanak felépitésében specifikus ergoszterolok jatszanak
fontos szerepet.

A gombak masodlagos anyagcseretermekei kzott szamos kiilonleges szerkezetli, biologiailag

aktiv molekula van, mint példaul a gombatoxinok.

1.2.3 A gomba névekedésere hato tényezok

A genetikailag meghatdrozott ndvekedési folyamatok a kiilsd (exogén) és a belsd (endogén)
tényezOk rendszerének hatasa alatt allnak. E rendszerek lassithatjak, gyorsithatjdk vagy akar
teljesen megallithatjak a novekedési folyamatokat. A kiils6 tényezdk a kornyezet minden faktora,
illetve ezek kdlcsonhatéasai. A belsé tényezok szabalyozo (regulald) anyagokat jelentenek.

A legfontosabb kornyezeti tényezéknek a hémérsékletet, a viztartalmat, a pH-t és az
oxigéntartalmat tekintjuk. A gombaszaporodas es a toxintermelés optimalis feltételei rendszerint
nem azonosak. Normalis anyagcsere- és novekedésintenzitas viszonylag sziik hémérsékleti
tartomanyban van, mely értékek fajonként eltér6k. A nagy hémérséklet altalaban gyorsan
elpusztitja a gombakat, elsésorban a fehérjék koagulacioja kovetkezteben. A kis hémérséklet
lassitja az anyagcserefolyamatokat, a ndvekedés lassul és a gomba szamara jellemzd

hémérsékleten leall.
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A fonalasgombédk kornyezetében a viz rendszerint nehezen hozzaférhetd (kiilonb6zd szerves
vagy szervetlen anyagokhoz kotott formé&ban van jelen). A mikroba szdméara hasznos,
hozzaférheté viz mennyiségét a vizaktivitas (a,) fogalméval fejezzik ki. A vizaktivitds az a
viszonyszam, amely megmutatja, hogy a termék nedvességtartalmabol képz6d6 viz parcialis
gbznyomasa hanyad része a tiszta viz parcialis goznyomdasanak adott hdmérsékleten. Ez az érték
0 és 1 kozé esd szam. Kis vizaktivitasi értéken a hifanovekedés titeme lassul, egy hatarérték alatt

pedig mar semmilyen novekedés nem tapasztalhaté (JAKUCS és VAINA, 2003).

1.2.4 NOvekedés szilard szubsztratumon

A noévekedés mértékének meghatirozasara a micéliumkultara atméréjének mérése a
legegyszeriibb és leggyorsabb modszer. E modszer eldnye gyorsasaga és egyszeriisége mellett
az, hogy szlikség esetén ugyanazon tenyészetet a zavartalan névekedés mellett akar naponta
tObbszOr mérhetiink, s igy lehet6ség van a novekedés id6beli dinamikajat is tanulmanyozni.
Egyenletes tapanyageloszlas mellett a telep lineérisan, sugariranyban novekedik mindaddig,
amig valamilyen akadalyba nem utkdzik (ilyen lehet a Petri-csésze széle). A szilard taptalajok
felszinén a gombamicélium fejléddése gyakorlatilag egy sikban torténik (szubsztrat micélium). A
taptalaj belsejébe a hifak csak kis mélységig nének bele, mert a felszine alatt gyorsan csokken a
taptalaj oxigéntartalma. A fonalas gombak legtobbjének a szilard aljzathoz valé tapadasi
kényszerik miatt is fontos a szilard taptalaj (JAKUCS és VAINA, 2003).

A hifak a tapkozeg fellletét rendkivil alaposan behalézzak, hiszen a szubsztratum anyagait igy
tudjadk minél hatékonyabban birtokba venni, vagyis igy biztosithatja legjobban a gomba
anyagcseréjét és fennmaradasat.

A mikol6giai laboratériumi munka soran alkalmazott tapkdzegek Osszetételiik szerint lehetnek
természetes eredetlieck vagy szintetikusak. A természetes tapkdzegek nagy eldnye, hogy
legtobbszor kivaldan kielégitik a gombéak igényeit (a novekedés intenziv), hatranyuk viszont,
hogy az adott mennyiség felhasznélasa utan pontosan hasonlo Gsszetételti anyaghoz jutni nem
lehet. A szintetikus tapkozegek pedig csak ismert Osszetételi anyagokat tartalmaznak,

rendszerint csak a gomba szamara hasznosithaté szénforrést és nitrogénforrast (DEAK, 2006).

1.2.5 A gombék anyagcsere-folyamatai

Az 1) tenyészet a taptalaj beoltasa utdn csak bizonyos id6 elteltével (lag periddus) indul
ndvekedésnek, amikor mar az (j koérnyezethez alkalmazkodott. Ezutdn a tenyészet egy ideig
exponencialisan ndvekszik (logaritmikus skalan abrazolva egyenest ad). Ez az un. exponencialis
vagy logaritmikus szakasz. Egy id6 utdn azonban a tapanyagok fogyasa és bizonyos gatld

anyagok felszaporodasa miatt a novekedés lteme csokken. Egy ideig allandé értéken van
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(stacioner fazis). Az id6 elorehaladtaval az anyagcsere intenzitasa és maddja is megvaltozik. Mig
a korai szakaszban az un. elsddleges anyagcseretermékek keletkeznek (pl. fehérjék,
nukleinsavak), a stacioner fazisban mar olyan 0j vegylletek (pl. pigmentek, toxinok) is
kimutathatok, amelyeknek nincs kozvetlen szereplilk az elet fenntartasaban. Ez utObbiakat
nevezzilk masodlagos anyagcseretermékeknek, amelyek specialis, kémiai szempontbol
valtozatos vegyuletek, csak egy-egy kisebb rendszertani csoportra, esetleg csak egyetlen fajra
jellemzoek.

A gombak nagy molekuldju szénhidratjai (poliszacharidjai) nagyrészt a sejtfal felépitéseben
jatszanak szerepet. A hifacsucson a sejtfal még plasztikus rendszert alkot, amely nyulasra,
deforméciora képes. Ezt az itt termelédd kitinszintetdz €s a mar kialakult kotéseket fellazitd
kitinbont6 (Un. kitinaz) enzimek ellentétes hatasanak jol szabalyozott egyensulya biztositja.

A fonalas gombdkndl az elsddleges sejtfal a hifacsucsokon képzddik és ndvekedésének liteme
szerint valik az érett sejtfal belsé rétegévé. A sejtfal els6 szintetizalt rétege a kitin. A csucstol
tavolodva a sejtfal egyre vastagodik, és folyamatosan képzédik rajta a masodlagos réteg. igy a
sejtfal két szakaszban képzddik: az elsében a kitin, a masodikban olyan réteg keletkezik, mely
glukanokat, mannant és mas polimereket tartalmaz, melyek az elsddleges rétegen helyezkednek
el.

A gombék Kkitintartalma elég széles intervallumban ingadozik (0,2-26,2%). Az Aspergillus
fajokban nagy Kkitintartalmat mutattak ki (20-22%), a Penicillium fajok esetében mennyiségiik
joval kevesebb (4-5%). Egyazon nemzetség kiilonb6z6 fajai kozott igen jelentds az eltérés, de
egy faj kiillonbozé torzsei kozott is lehetnek nagy eltérések. A sejtfal kitintartalma a tapkozeg
szén- és nitrogénforrasatdl, a pH-tol (savas kozegben lényegesen tobb kitin képzddik, mint
lugosban), a kultara koratol (idésebben tobb) és oxigeén ellatasatol is fligg.

A gombak sejtfaladban szinanyagok és melanin tipust pigmentek is el6fordulhatnak (VETTER,
1992).

1.2.6 Masodlagos anyagcsereutak, mikotoxinok

A sok enzimatikus 1épésbél alld, bonyolult méasodlagos anyagcsereutak olyannyira
energiaigényesek, hogy csak abban az esetben maradhattak fenn az evollci6 soran, ha meglétiik
jelentds szelekcids elényhoz juttatta az ilyen képességgel rendelkezé szervezeteket. Bizonyos
esetekben egyértelmiien kimutathaté koézvetlen pozitiv hatasuk a gomba életében pl. a
gombatoxinok véddhatasa az antagonista szervezetekkel szemben vagy a pigmentek fényvédo
szerepe.

A toxinok el6fordulasaval a taplaléklancban mindeniitt szamolni kell, ahol lehetéség van a

penészgombéak elszaporodasara. A penészgombak indirekt, a toxinjaik pedig direkt mddon
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hatnak karosan. A mikotoxinok kémiai szempontbdl sokfélék és erds bioldgiai aktivitassal
rendelkeznek. Mésodlagos metabolitok, melyek a gomba névekedési folyamataiban kozvetlendl
nem jatszanak szerepet. A szekunder metabolitok termelése &ltalaban a lineéris novekedési fazis
végén indul meg, amikor a tdpkdzeg OsszetevOi koziil egy vagy tobb teljesen elhasznalodik.
Ugyanazon toxint kiilonboz6 gombafajok is képesek elballitani, ugyanakkor egy gombafaj
egyidejileg tobb mikotoxint is termelhet. A toxinogén gombak nem minden torzse termel toxint
(KOVACS, 2001).

A toxintermel® gombakat gyakorlati szempontbdl a szant6foldi (pl. Fusarium fajok), ill. a raktari
(pl. Aspergillus és Penicillium fajok) penészgombak csoportjaba soroljuk. Természetesen ezt a
csoportositdst nem lehet mereven alkalmazni, mert a két csoportba tartoz6 gombék a
szant6foldon, a talajban és a raktarakban is megtalalhatok, tehat a veliik valé kontaminécid
barhol megtorténhet.

Utdlag hiaba pusztitjdk el az élelmiszerekben elszaporodott gombéakat pl. hokezeléssel, mert
méreganyagaik nem bomlanak le, hanem tartésan mego6rzik aktivitasukat. A toxinok horizontalis
és vertikdlis mozgdsa a taplaléklanchan a talajtol az emberi taplalékon at az anyatejig
kimutathat6. Régebben ezeknek a sokszor tdmeges meérgezéseknek az okat nem ismerték fol,
ezért jarvanyos betegségnek hitték oket. A mikotoxin kutatast az 1960-as évektdl szamitjuk,
amikor a mikotoxinok fontossagdra az Anglidban nagyméretii pulykaelhullds hivta fel a
figyelmet, amelyet a tap aflatoxin-tartalma okozott. Manapsdg gyakoribbd valik a kis
mennyiségben 1évo toxinok egymadsra hatdsa, szinergizmusa, a vegyes toxikozisok eléforduldsa

(KOVACS, 2010).

Az imperfekt gombak kozé tartozd Aspergillus és Penicillium fajok sulyos elvaltozasokat
hozhatnak létre a tiidében és az idegrendszerben (aszpergillozis, penicilliozis). Ezek a
betegségek gyakran haldlos kimeneteliiek, de szerencsére aranylag ritkdk. A kdérokozok inkabb
fakultativ patogénnek tekinthetdk, vagyis csak a legyengiilt, beteg szervezetet tamadjak meg, de
1dénként kialakulhatnak erésebben patogén torzsek is. Aranylag gyakori az eléforduldsuk olyan
munkakdrben dolgozoknal, ahol a tiidéham a poros szemcséket tartalmazoé levegd miatt sériil, pl.

fiiszerpaprika-feldolgoz6 munkéasok kozott.

A gombatoxinok rendszerint kémiailag nagyon stabil vegyiiletek, igy a kiilonb6zé kdrnyezeti
hatdsoknak ellenallnak. A szervezetbe jutott toxin az emésztési folyamatokkal szemben is
meglehetdsen ellendlld. A felszivodas a vékonybélbdl torténik. A szervezetben a gombatoxinok
bizonyos atalakulason mennek keresztiil. Ez az atalakulas a mérgez6 hatas csokkentését vagy
teljes megszlinését és a toxikus anyag kilirtilését szolgalja. Azonban az is eléfordulhat, hogy a
metabolizacio soran toxikusabb, bioldgiailag aktivabb vegyilet keletkezik, mint az eredeti volt.
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A patulin egyike azon gomba anyagcsere-termékeknek, amelyet az Aspergillus, Penicillium és
mas gomba nemzetségen beliil igen sok faj termel. Ennek koszonhetd, hogy antibiotikum
sziirdvizsgalatok soran szdmos néven leirtdk. Antibiotikus hatasa ellenére a magasabbrendii
¢lélényeken tapasztalt toxicitasa, tovabba az élelmiszereken és takarmanyokon észlelt gyakori
eléfordulasa miatt mikotoxinnak tekintjuk. Ember-egészségugyi szempontbol kilondsen
figyelemreméltd, hogy rakkelt6 és teratogén hatasa is van. Megndveli az erek permeabilitasat,
igy fokozza az 6démaképzddést a tiidoben €s az agyban. A patulint els6sorban gylimdlcsokbol és
z0ldségfélékbol, illetve a beldliikk eldallitott termékekbdl mutattdk ki (BARKAI-GOLAN,
2008a).

Az ochratoxin-termelé fajok koziil a hideg klimaju régiokban a leggyakoribbak a Penicillium
fajok, mig a meleg és tropusi éghajlaton az Aspergillus fajok a & toxin-termel6k. Az
ochratoxikdzis hazankban is komoly egeszségligyi kockazatot jelent. Legnagyobb mennyiségben
az ochratoxin A (OTA) képzddik, amely bioldgiailag a legaktivabb. Az OTA mikotoxint 1965-
ben az Aspergillus ochraceus metabolitjaként irtak le, de szamos rokon Aspergillus faj is termeli.
Ki kell emelni a Penicillium verrucosumot is. Ochratoxin képzék kozé tartoznak az A. niger
egyes torzsei is (VARGA et al., 2005a). Els6ként ABARCA ¢és munkatarsai (1994) irtak le az A.
niger ochratoxin A képz6 tulajdonsagat. A fekete Aspergillus fajokat dsszefiiggésbe hozzék a
kavebab, a sz6l6 és a fiszerek OTA-szennyezettségével. Az ember kdzvetlenil (penészes
novényi eredetli ¢élelmiszerekkel) és kozvetve (éllati eredetli termékekkel) veszi fel a toxint. Az
ochratoxin vese- €s majkarositd, teratogén, mutagén, akut nefrotoxin, ezen Kivil

immunszupressziv és karcinogén hatasa is igazolt (BARKAI-GOLAN, 2008b).
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1.3 Aspergillus niger

Az Aspergillus nemzetseg anamorf alakjait a gombak Deuteromycetes (Fungi Imperfecti)
osztélyaba soroljak. Egy firenzei lelkész és mikoldgus, P. A. Micheli 1729-ben jegyezte fel
elészor az Aspergillus nemzetséget, az Un. kannapenészeket. Konidiumtarto képletének a szentelt
viz hintésének eszkozére (latinul aspergillum) emlékeztetd formaja alapjan nevezte el (KLICH,
2002).

Az Aspergillus nemzetség az eukaridta fonalas mikroszervezetek egyik legintenzivebben vizsgalt
csoportja. Elelmiszeripari jelentdségiik igen nagy. A nemzetség Janus-arclisagahoz tartozik,
hogy a kiilonb6z6 iparagakban (gyogyszer-, fermentécids ipar) hasznositott aktivitadsuk mellett
egészsegugyi szempontbdl veszélyt jelentenek az altaluk termelt természetes méreganyagok, a
mikotoxinok.

Az A. niger sz6l6n elsésorban a tropusi és mediterran klimaja orszagokban gyakori, de a
klimavaltozas hatasara hazankban is valdsziniisithet6 elterjedése. Tehat az A. niger aktudlis

problémat jelent, ezért valasztottam ezt a penészgomba fajt a vizsgalatokhoz.

1.3.1 Az Aspergillus niger jellemzése

A fekete Aspergillus fajok koziil az élelmiszeriparban ellenérzott koriilmények kozott hasznalt A.
niger-t az US Food and Drug Administration GRAS (generally regarded as safe) mindsitéssel
latta el, azaz e faj alkalmazasaval létrehozott termékek (enzimek, szerves savak) felhasznalhatok
élelmiszer-adalékként. Gazdaséagi szempontbdl viszont nagy karokat okoznak szant6foldon és
raktarban egyarant. Az Aspergillus fajok kozil az A. niger nagymértékben felelés a friss

gyumadlcsok és zoldségek postharvest veszteségeiért.

A 4. &bra szemlélteti a jellegzetes konidiumtartéjat és konidiumait. A konidiumtarté nem agazik
el, vege Kioblosodik, un. vezikulumot képez, amelynek atméréje 50-75 um. A vezikulum
felszinét a metuldk (10-15 um hosszu) és fialidok (7-10 pm hossz() boritjak be. A konidiumtarto
sima és szintelen, legfeljebb kdzvetlenil a vezikulum alatt valik szinessé. A micélium fehér vagy
sargas szinli. A konidiumok (4-5 pm atmér6jii) gombolytek, érdes, tiskés faluak. A fekete
penész elnevezés a gomba konidiosporainak szinére utal, amely lehet barnasfekete, biborbarna
vagy fekete (PITT és HOCKING, 1997a).
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4. abra Aspergillus niger konidiumtart6ja és konidiumai (SAMSON és van REENEN-
HOEKSTRA, 1988)

1.3.2 Fiziolodgiai tulajdonsagok
1.3.2.1 Novekedéshez sziikséges tapanyagforrasok

A penészgombak nem egyforman preferaljak a szubsztratként szolgalé tapanyagokat. Az A.
niger keményitébontd amilazokat termel, igy a keményité szénforrasként torténd hasznositasat
teszi lehetévé a gomba szdmaéra. A mikroelemek koziil a réznek fontos szerepe van, e nélkiil

pigmenthiany all el6, ami kiilondsen az A. niger sotét szinli konidiospérai esetében szembetiing

(UBRIZSY és VOROS, 1968).

1.3.2.2 Kaornyezeti tényezok hatasa a novekedésre

Az A. niger novekedésére a 6-8°C minimalis, 45-47°C maximalis és 35-37°C optimalis
hémérséklet a jellemz6 (PITT és HOCKING, 1997a). Elsésorban a tropusi és szubtropusi
orszagokban szaporodik. A globalis felmelegedés eredményeként azonban Magyarorszagon
terjedése valoszintsithetd (FARKAS és BECZNER, 2009; VARGA et al., 2012).
Szarazsagkedvel6ként (xerofil) irtak le, mivel 0,77 vizaktivitasi értéken 35°C-on megfigyelték a
konidium csirazasat. A tapkozeg vizaktivitasat befolyasolé komponensek esetében a NaCl és a
glicerin jelenléte hasonld6 modon befolyésolja a telep novekedését. Az A. niger novekedesére
széles pH tartomany a jellemz0, pH 2 értéken is képes névekedni (PITT és HOCKING, 1997a).
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1.4 Penicillium expansum

A Penicillium expansum-ot az imperfekt gombak (Deuteromycetes) kodzé, azon belul a
Penicillium nemzetségbe soroljak. Az almas termésiick és a citrus-félék romlasat okozza, a
patulin mikotoxin termeléséért elsésorban ez a penészgomba felelés (FAO, 2001) hazankban is
(TACZMAN-BRUCKNER et al., 2005). Tehat a P. expansum altal okozott romlas problémaja

aktualis, ezért esett erre a penészgomba fajra a valasztas.

1.4.1 A Penicillium expansum jellemzése

Az 5. abra szemlélteti a jellegzetes konidiumtart6jat és konidiumait. A konidiumtarto
(konidiofor) tobbszordsen eladgazik, az dgak végén iilnek a metuldk (elsddleges sterigmak) és a
fialidok (masodlagos sterigmak), amelyek a konidiumlancokkal egyiitt alkotjak a jellegzetes
»ecsetet”. A metula (12-15 um hosszt) hengeres alaku, a fialid (8-12 pum hossza) palack formaja,
rovid nyakkal. A konidiumtartok részben vagy teljesen korémiumokat alkotnak, sima vagy
finoman érdes fallak. A konidiumok (konidiosporak) feliilete sima, 3,0-3,5 pm atméréjiiek és
ellipszoid alakdak. A légmicélium gyengén fejlett. A telep tobbnyire a szubsztratumbol eredd

konidiumtartokbol all, barsonyos megjelenésii, szine fak6zold, fehér széllel.

5. abra A Penicillium expansum konidiumtartoja és konidiumai (SAMSON és van REENEN-
HOEKSTRA, 1988)
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1.4.2 FiziolGgiai tulajdonsagok
1.4.2.1 Novekedéshez sziikséges tapanyagforrasok

A Penicillium nemzetségbe tartozd fajok szénforrasként tobbnyire jol hasznositjak a mono- és
diszacharidokat, a cukoralkoholokat, képesek lebontani a poliszacharidokat. Friss gyiimolcsok és
egyéb novényi nyersanyagok romlésat okozo tulajdonsdgért pektinbontd enzimjei a feleldsek.
Tébb Penicillium faj képes a lipaz termelésére, amely lehetdvé teszi a nagyobb zsirtartalmu
termékeken vald elszaporodasat is. A szénforrasok széles skalajan vald névekedéssel szemben a
Penicillium fajok nitrogén forrasként a legtobb esetben csak a nitratot kepesek hasznositani, ezen
Kivll csak pepton jelenlétében tapasztaltak gyorsabb ndvekedést. A Penicillium fajok tobbségére

nem jellemz6 a komplex tapanyagforrasok, illetve a vitaminok iranti igény (MOSS, 1987).

1.4.2.2 Kornyezeti tényezdk hatdsa a novekedésre

A Penicillium fajok optimalis szaporodasi homérséklete 20-30°C kozo6tt van. A legtobb faj —
kozottik a Penicillium expansum — nem képes 37°C folott ndvekedni. Ezzel szemben szamos
élelmiszer romlasat okozo fajrol ismert, hogy képes hiitétt koriilmények kozott névekedni, s6t
PITT és HOCKING (1997b) -6°C-on is megfigyelte a gomba minimalis mértékii hifa-
novekedését.

A Penicillium expansum konidium csirazasahoz és a hifa novekedéséhez szilkseges minimalis
vizaktivitasa 0,82-0,83. A legtobb Penicillium faj széles pH tartomanyban (pH 3,0-8,0) képes
ndvekedni. Oxigén igénye nagyon kicsi, 2,1% oxigén ellatottsdg még nem zavarja a ndvekedését
(PITT és HOCKING, 1997h).
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1.5  Prediktiv mikrobioldgia

A prediktiv mikrobiologianak a mikrobioldgiai és a matematikai ismeretek Gtvozésére épitd
koncepcidja abbdl indult ki, hogy mikro-6koldgiai tényezok, pl. a hémérséklet, a pH és a
vizaktivitas, egyértelmiien meghatarozzak a sejtek szaporodasi-pusztulasi kinetikajat, s ezért ez

az 0sszefliggés matematikai nyelven leirhato.

Oriasi kozegészségligyi €s gazdasagi jelentéségii kérdés a mikroorganizmusok ¢lelmiszereinkben

valo jelenlétét és viselkedését meghatarozo tényezok és hatasainak az ismerete.

A prediktiv mikrobiol6gia olyan matematikai modellek kidolgozésaval, illetve mar meglévé
modellek alkalmazasaval foglalkozik, amelyek képesek adott kornyezeti kortiilmények kdzott a
mikroba-szaporodas, illetve -pusztulas dinamizmusat elére jelezni. A jelenleg hasznalt modellek
dontéen empirikus elemekbdl épiilnek fel, azaz a kisérleti adatok illesztésén alapulnak.
Amennyiben elegendéen nagy adatbazis all rendelkezésre, akkor lehetové valik a szaporodas,
illetve pusztulas eldrejelzése olyan kornyezeti kortilmények kozott is, amelyeket a modell
megalkotédsa soran nem vizsgaltak, feltéve, hogy azokhoz képest a kérdéses kornyezeti feltétel a

vizsgalt tartomanyon belll talalhaté (interpolacio).

Ve

miatt. Alkalmazasuk azonban hatékony, és gyors dontést tesz lehet6vé az élelmiszerbiztonséaggal
kapcsolatos munkakban. A mikrobak kiilonb6zé okologiai feltételek kozotti szaporodasat leird
modellek segitségével gyors €s viszonylag megbizhaté eldrejelzést lehet kapni az egyes
mikroorganizmusok varhat6 viselkedésérél. Bar a modellekkel végzett szamitdsok nem
helyettesitik a valds élelmiszerekkel végzett vizsgalatokat, segitségiikkel kisziirhetk, hol kell
nagyobb kockazattal szamolni, illetve hol nincs reélis eselye a szaporodasnak. Ezaltal
csokkentheté az elvégzendd becslésekhez szilkséges id6 és koltség. Elényiik tovabba, hogy
hasznalhatd becslést adnak olyan esetekben is, amikor tobb tényezd egyiittes hatasat kell

megitélni.
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1.5.1 Prediktiv mikrobioldgiai modellek 6 tipusai

A mikrobioldgiai modelleknek harom, egymasra épiil6 tipusat kulonitjik el:

1. Az un. els6dleges modell (primary model), amely az adott mikroba szaporodasét irja le az
idé fliggvényében, a penészgomba esetében a nodvekedés a telepatmérd valtozasanak

(mm/nap) mérésén alapszik. A kisérleti adatokra ndvekedési gorbét illesztenek.

" staciondrius
szakasz

linearis fazis

telepatméré (mm)

lag id6 (nap)

6. abra Az elsédleges modell (primary model) abrazoléasa

A 6. abran egy szigmoid ndvekedési gorbét latunk, amelyen jellegzetes szakaszokat
kilonithetiink el. A kezdeti lappangasi (lag) fazist egy linearis fazis koveti. Baktériumok
szaporodasi gorbéjén a szaporodasi sebesség ebben a szakaszban éri el a legnagyobb és
kozelitdleg allando értéket, amikor a sejtek szama exponencialisan ndvekszik, és ez linearisként
jelenik meg a log-skalan. A penészgombék esetében a telepatméré né linearisan. Konstans
korilmények mellett a névekedési sebesség ebben a fazisban éri el a legnagyobb értéket, ami
viszonylag tartdsan allando. Két kezdeti érték jellemzi a rendszert: az inokulum nagysaga (induld
csiraszam), és a kezdeti fizioldgiai allapot (az un. ag érték); ezek befolyasoljak, hogy mikor ér a
tenyeszet a linearis fazisba. A kezdeti fiziologiai allapot a mikroba mualtjatol fugg, és azt jelzi,
hogy a beoltas pillanataban, amikor a sejtek kornyezete hirtelen megvaltozik, azok mennyire
allnak készen az 0j kornyezetre (BARANY1 és ROBERTS, 1994).

2. Az (n. masodlagos modell (secondary model) azt irja le, hogy a kiilonbozé kdrnyezeti
hatdsok, mint a homérséklet és a vizaktivitas valtozasa (DANTIGNY, 2004), egyuttesen

hogyan befolyasoljak az elsddleges modell paramétereit.
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3. Az 0n. harmadlagos modell val6jaban nem matematikai modell, hanem olyan
implementécids eszkdz, amely 0sszekapcsolja az els6dleges és a masodlagos modelleket,
tobbnyire felhasznaldbarat szamitdgépes szoftver-csomagok utjan, mint pl. a PMP (Pathogen
Modeling Program) (http://pmp.arserrc.gov/PMPOnline.aspx) és a ComBase (Combined

dataBase) (http://www.combase.cc/index.php/en/).

A legismertebb ilyen csomag a ComBase. Ennek két f6 eleme van, egy szimulacios €s egy
adatkeres6 modul. Az els6 az el6rejelzéshez hasznalhato matematikai modelleket szimulaciora
hasznélja, a méasodik ahhoz az adatbazishoz nyUjt hozzaférési lehet6séget, amit a matematikai

modell paramétereinek a meghatarozasahoz, illetve az elérejelzések validalasdhoz hasznaltak.

Ezeket az eldrejelzd modelleket egyre szélesebb korben alkalmazzdk az élelmiszerbiztonsagi
rendszerek tervezésénél és az élelmiszerbiztonsagra iranyulé dontések meghozatalanal. Jol
hasznélhatdk eldsziirésre, a tarolasi feltételek hatdsanak gyors, olcsd6 megitélésére, Kisérlet
tervezésére, valamint a biztonsagos fogyaszthatosagi id6 el6zetes becslésére. Ugyanakkor fontos
megemliteni, hogy a prediktiv modellezésen alapuld szamitasok dnmagukban nem elegendéek az

¢élelmiszerbiztonsagi intézkedések megfelel6ségének bizonyitasara.

A mikrobaszaporodas es -pusztulds leirdsara hasznalt matematikai modelleket alapvetden két
csoportba lehet osztani: valoszinliségi (probabilisztikus) és kinetikai modellek. A valdszintiségi
modellek arra szolgalnak, hogy egy adott mikroorganizmussal kapcsolatos bizonyos térténésnek
a valoszinliségét jelezzék az okologiai tényezoktol fliggden. Az ilyen valodsziniiségi informaciod
rendkivil hasznos, ha a kérdéses mikroba olyan anyagot, pl. letalis toxint termel, ami

semmiképpen nem engedhetd meg az élelmiszerben.

A kinetikai modellek célja az élelmiszer stabilitadsa vagy biztonsagossaga szempontjabol kritikus
mikroorganizmus szaporoddsanak vagy pusztulasanak elérejelzése. Tehat kinetikai modelleket
hasznalunk, ha a szaporodasi / pusztulasi sebesség meghatarozhatd, és az dontéen befolyasolja a

vizsgalt problémara adando valaszt.

1.5.2 Elsédleges kinetikai modell

A ’90-es évekre elkésziiltek a prediktiv mikrobiologiai modellek elsé verzioi, amelyeket az
élelmiszerekben leggyakrabban eléforduld mikroorganizmusokra fejlesztettek ki. Ezek
elfogadhatd pontossagu, a gyakorlatban is hasznalhatd elérejelzést adtak a mikrobaszaporodas

sebességére a f6 kornyezeti tényezOk fliggvényében. Viszont kevésbé pontos becslést adtak a

24



mikrobaszaporodas un. lappangasi szakaszanak (a lag-fazis id6tartamanak) a becslésére, ami
jelentés mértékben fiigg a jelenlévé mikroba populacio ,.elééletétol”, azaz az azt eldzetesen ért
(kbrnyezeti) behatdsoktél. BARANYI és ROBERTS (1994) egy tn. dinamikus elsddleges
baktériumszaporodasi modellt vezetett be, amely el6szor mutatta ki, hogy a lappangasi id6 egy
addig elhanyagolt, a kezdeti fiziologiai allapotot jelz6 értéktdl is fugg, tehat kdzvetetten a sejtek
multjatol. A modell a mikrobék adaptalodasat az Uj kdrnyezethez egy Ugynevezett nem-autoném
differencial egyenlettel irja le, vagyis figyelembe veszi a sejtek multjat is. A tapasztalat szerint,
amikor egy tenyészet (j kornyezetbe kertll, akkor a szaporodas megindulasa teljesen azonos
genetikai allomannyal rendelkez6 populaciokban is eltérd lehet. A kiilonbség pedig a multban
tortént kiilsé hatasokbol adodik, hogy milyen sokként éli meg a mikroba az 1j kornyezetet. A
kezdeti fiziologiai allapot kvantifikalasara egy dimenzi6 nélkili, 0 és 1 kdzotti mérészamot (o)
vezettek be, ami Iényegében azt fejezi ki, hogy az aktualis koriilményeknek mennyire megfeleld
a szaporodasi gorbe kezdetén a sejtek ,.készenléte”. Ha ez az érték nulla, akkor a lag fazis hossza
végtelen (a sejtek nem képesek szaporodni); ha 1, akkor a ndvekedés azonnal megindul. Az
exponencidlis szaporodashoz torténé konvergencia ekvivalens a fizioldgiai allapotnak a
kornyezetre jellemz6 optimalis allapotdhoz (0=1) vald koézeledésével. Az exponencialis
szaporodasnak akkor van vége, amikor a mikrobapopulacié szaporodasi sebessége csokkenni
kezd.

A Baranyi-modellnek négy fo paramétere a kezdeti sejtkoncentracio, a kezdeti fizioldgiai allapot,
a novekedési rata és a sejtek maximalis koncentracidja a stacionarius szakaszban (BARANY és
ROBERTS, 1994). A lappangasi id6 (lag) egy szarmaztatott mennyiség, amit mind a jelenlegi,
mind a multbeli kdrnyezet befolyéasol. A Baranyi-modell elénye, hogy lehetdvé teszi a dinamikus
kornyezetben valo (példaul valtozé homérsékleti koriilmények kozotti) modellezést is. A modellt

GIBSON és munkatarsai (1994) sikerrel alkalmaztak penészgombéak névekedésének leirdsara is.

1.5.3 A penészgombék szaporodasanak modellezése

Mig a baktériumokkal kapcsolatos prediktiv mikrobioldgia jelentds fejlodést ért el, addig a
fonalas gombéakkal kapcsolatban ez a munka nehezen indult meg (GIBSON és HOCKING, 1997;
DANTIGNY, 2004). Az elmult evekben a prediktiv mikoldgia témakdrében megjelent
publikaciok szama nétt, amir6l GARCIA és munkatarsai (2009) beszamoltak.

A penészgombak novekedésére elsddlegesen — a hozzaférheté tapanyag mellett — ugyanaz a két
fontos kornyezeti paraméter van hatdssal, mint a baktériumokra: a hémérséklet és a vizaktivitas.
A két 6 kornyezeti tényezd koziil a vizaktivitas hatdsa a penészgomba esetében markansabb,
mint a baktériumoknal (HOLMQUIST et al., 1983).
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A baktérium szaporodasi modelleket ugyan fel tudjuk hasznalni a penészgombak névekedesének
jellemzésére, de figyelembe kell venni a penészgombéak sajatossagait. Mig a baktériumoknal
tke/ml vagy tke/g-ban (telepképzd egység, angolul cfu, colony forming unit) fejezzik ki a
szaporodast, addig a gombatelep szamszerli jellemzése hagyomanyosan a telep atmérdjének
id6egységenkénti (mm/nap) mérése Utjan torténik.

A 7. &bra szemlélteti a Penicillium chrysogenum életciklusat. Mig az egysejtli baktériumok
kettéosztodassal szaporodnak, a penészgombakra komplexebb novekedés a jellemzd. A telep
eloregedésével kiilonb6zé szinli sporangiospdrak jelennek meg a micéliumtémegen, amely

felismerhet6 kiillemii és jellegzetes penész szagu bevonatta alakul.

CONIDIOPHORE
. i Conidia
Wy

|
\_U,Hrar'uh
Srip-.e-:} '|
0 CONIDIA
O % OD VEGETATIVE
O MYCELIUM

GERMINATED SPORE

oA

7. dbra A Penicillium chrysogenum életciklusa. A konidium csirazasat kovetéen a hifak strt,
fehér micéliumtémeget hoznak létre, amelyen a telep eléregedésével megjelennek a
konidiosporak (DANTIGNY et al., 2005)

GIBSON ¢és munkatarsai (1994) a telepatmérék maximalis ndvekedési sebességét nem

kdzvetlenll a vizaktivitas figgvényében irtak le, hanem bevezették az alabbi transzformaciot:
b, =./0-4a,) 1)

A transzformacio haszna hasonldé ahhoz, amiért nem a sejtkoncentriciot, hanem annak
logaritmusat modellezzik baktériumok esetében. Az ilyen un. ,atskalazasok™-at kétféle celbol
szokas bevezetni: (1) a kérdéses probléma (pl. paraméter becslés) linearizalasa; (2) a mérési
adatok variancidjanak egyenletesse tetele. A fenti esetben mindkettérél szo van; a ndvekedési
rata (g) helyett annak természetes alapu logaritmusat In(g), és a vizaktivitas helyett a b,, értéket
veve, az In(g) és a by, 6sszefligges parabolikus lesz, ami miatt a mért adatokat (illetve azok fenti

transzformaltjat) linedris regresszioval lehet illeszteni.
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1.5.4 Prediktiv modell készitésének Iépései

Minthogy az élelmiszer, mint a mikroorganizmusok kornyezete, egy komplex rendszer,
barmilyen modellezés sziikségszerlien szamos leegyszertsitésre és feltételezésre vezet. A
feltételezett matematikai egyszertsitések az egyes kivalasztott tényezOk elsédlegességére
épulnek: egyrészt, hogy kezelheté szamu valtozoval, paraméterrel dolgozhassunk, masrészt,
hogy a becslés kelléen robusztus (pl. Kis valtozasokra nem talzottan érzékeny) lehessen. A 8.
abra szemlélteti egy modell készitésének folyamatat, s annak folytonos visszacsatolasos

rendszerét.

Kvantitativ alapismeretek a “
rendszerrdl
Modell alapu szimulacié |— Kisérlettervezés
El6zetes adatok P
(szakirodalom, el6kisérlet) |

Uj kisérleti eredmények

Modell finomitéasa, /
valtoztatasa

8. abra A modellezés, mint visszacsatolasos eljaras

Szakirodalmi vagy méas adatokra tdmaszkodva mindig van valamilyen tudasunk, amit
felhasznélhatunk egy modell alapi szimulacidhoz. A szimuldlt eredmények alapjan
megtervezzik az Gjabb kisérletet, amely eredményeinek birtokaban mar képesek vagyunk a
meglévé modellen finomitani, oly modon valtoztatni, hogy a becslésunk alkalmas legyen az

eldrejelzésre.

Az alabbi 1épések jellemzoek egy prediktiv modell felallitasa soran:

Kisérletek tervezése

adatgytijtés

egyenletek kidolgozasa, illesztése az adatokhoz
analitikus elemzés (pl. optimum hely, szélséértékek)

a becslések ellendrzése (validalasa) fliggetlen adatokon

2 e L

a kifejlesztett modell alkalmazasa élelmiszereken
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A modellek elméleti és Kkisérletes validaldsa ugyanolyan fontos része a prediktiv
mikrobioldgianak és eredményei hasznositdsanak, mint maga a modellezéshez sziikséges
adatgyUjtés és a matematikai fiiggvények alkotasa. A modellek validlasa azért sziikseges, hogy
igazoljdk, hogy a mérési eredményekbdl regresszidval szarmaztatott predikciok elfogadhato
egyezést mutatnak fliggetlen adatokkal is. Végiil a predikciokat ellendrizni kell élelmiszer-
Kisérletekkel is, mert a mesterséges taptalajrol az élelmiszerre valé alkalmazas elengedhetetlendl
extrapol&ciodt jelent. A modellekkel végezheté becslések kiterjesztése (extrapolaldsa) akar mas
taptalajra, akar a modellek szerkesztéséhez hasznalt mérési adatok és Okoldgiai paraméterek
értéktartomanyan kivilre nem megbizhaté (BARANYI et al., 1999). Ez az empirikus modellezés
nagy hatranya, tekintettel arra, hogy az ilyen hatar-tartomanyok az élelmiszer mikrobioldgia

biztonsaga szdmara kilonosen fontosak.

1.5.5 ComBase program

A prediktiv mikrobiolégia ma mar sokféle mikroorganizmusra vonatkozé nagy adatbazisokra
tamaszkodik és kiillonboz6 szamitdgépes modellrendszerek allnak rendelkezésre. A ComBase
(Combined dataBase, http://www.combase.cc/index.php/en/) (BARANY1 és TAMPLIN, 2004)
adatbazis barki altal ingyenesen hozzaférhetd, folyamatos tovabbfejlesztés és Kiterjesztés alatt
allé nemzetkozi adatbazis. Jelenleg mintegy 57000 kinetikai adatsort tartalmaz élelmiszerben
tapkozegekben vagy élelmiszerben megfigyelt, €16 csiraszdmmal mért gorbét illusztral. Prediktiv
mikrobioldgia és kvantitativ mikrobioldgiai kockézatelemzés végezhet6 el a ComBase adatbazis
hasznalataval. Hangsulyozni kell, hogy a szoftvercsomag ndvekedési modelljei legtobbszor a
,worst case” (legrosszabb eset) szituaciot jelzik, azaz az élelmiszerben tapasztalhatd értékek
valamilyen mértékben kisebbek lehetnek. Ugyanis az elsé prediktiv modellek tobbségét a
baktériumszaporodas szempontjabdl optimalis laboratoriumi tapkozegekkel és optimalis
tenyésztési kortlmények kozott, tiszta tenyeszetekkel, nagy kezdeti csiraszamokkal és a

versengd mikrobiotatol mentes esetekre dolgoztak ki.
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2. CELKITUZESEK

A penészgombak altal okozott romlas jelent6s terméskiesést, tarolasi veszteséget okoz, az ezt
kisér6 toxintermelésnek a gazdasagi karon til jelentOs élelmiszerbiztonsagi vonzata / kockazata
IS van.

Ennek megel6zéséhez segitséget nyujt a penészgomba ndvekedés modellezése kiilonb6zo

kornyezeti feltételek kozott. A feladatok ennek megfeleléen:

- szisztematikus adatgy(ijtés a toxinogén penészgombak el6fordulasardl, a novekedésiiket
befolyasolo 6 6kofiziologiai (hdmérséklet és vizaktivitas) tényezok hatasarol;

- a homérséklet és a vizaktivitds egylttes hatdsadnak in vitro vizsgalata a kivalasztott
penészgomba fajok (Aspergillus niger és Penicillium expansum) ndvekedésére;

- az Aspergillus niger penészgomba ndvekedését legjobban leir6 matematikai modell
kivalasztasa/megalkotasa;

- a ComBase tovabbfejlesztésében vald részvétel — egy ComBase-kompatibilis mikologiai
adatbazis felépitese.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1  Avizsgalatok soran alkalmazott penészgomba torzsek

A vizsgalt penészgomba torzsek: Aspergillus niger F.00770 és Penicillium expansum F.00811 a
Budapesti Corvinus Egyetem, Mez6gazdasagi ¢és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
Gylijtemény€bdl szarmaznak. A két torzs toxintermelésérdl a Gyijteménynek adata nincsen, de
mindketté potencialisan toxintermeld. A P. expansum F.00811 torzs patulin termelésérol

TACZMANNE BRUCKNER ANDREA (2005) doktori értekezésében talalhatok adatok.

3.2  Avizsgalatok soran alkalmazott mddszerek
3.2.1 Mikrobioldgiai modszerek
A vizsgalatokhoz hasznalt tapkozegek:

o Malt Extract Agar (MEA)
20 g maléata kivonat (Merck 1.05397)
20 g gliikoz (Reanal 07071-1-08-38)
1 g pepton (Merck 1.07214)
20 g agar (Merck 1.01614)
1000 ml desztillalt viz
Sterilezve 121°C-on 15 percig
o SzO6lolé alapu téptalaj
20 g agar (Merck 1.01614)
1000 ml frissen préselt sz6161¢ (Olaszrizling, Kékfrankos - Matrai borvidék; Furmint,
Harslevell - Tokaj-hegyaljai borvidék)
Sterilezve 121°C-on 15 percig
o Almalé alapu taptalaj
20 g agar (Merck 1.01614)
1000 ml almalé (100% Alley almalé. Osszetevok: viz, almasiiritmény, citromsav
Forgalmazo: Auchan)
Sterilezve 121°C-on 15 percig
o Tween 80-as higitd
9 g NaCl (Merck 1.06404)
1 g pepton (Merck 1.07214)
1 ml Tween 80 (Reanal 32370-1-99-63)
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1000 ml desztillalt viz
Sterilezve 121°C-on 15 percig

Hagyomanyos élelmiszer mikrobiologiai modszereket alkalmaztam, betartva a vonatkoz6 MSZ
ISO szabvanyokat. Ennek megfeleléen a taptalajokat az MSZ ISO 11133-1:2000 szerint
készitettem el, a higitasi és egyéb altalanos mikrobiologiai 1épéseket az MSZ EN 1SO 6887-
1:2000 szerint végeztem el.

Az almalé alapl tapkdzeg valasztasat P. expansum ndvekedesének vizsgalatara az indokolta,
hogy az alma hazai alapanyag, és aktualis probléma az alméak kékpenészes romlasa.

A mustok és borok ochratoxin szennyez6déséért féként a fekete aszpergillusok a feleldsek, ezért
vizsgaltuk az A. niger novekedését sz6161é alapu taptalajon.

A sz6l6- és az almalé alapl tapkozegek készitése soran a cukortartalmat Abbé-féle
refraktométerrel ellendriztem. A boltban vésarolt 100%-os almalé cukortartalma 10,98 g,
refrakcidja Brix%11. A sz6lolé alapl tapkozeg készitésekor Brix%11-re higitottam a
cukortartalmat. Szintetikus sz6l0 taptalaj dsszeallitdsakor magasabb cukortartalmat allitanak be
(kb. 200 g/l), ugyanis ez jobban modellezi a sz6ldlevet. Viszont indokolt esetben a
megkozelitéleg 100 g/l 6sszes cukortartalom is elfogadhatd. Arra torekedtem, hogy a két
gyumolcs alapu taptalaj refrakcid értéke azonos legyen.

Mind az alma-, mind a sz6l6levek pH értéke 3,5 volt, de mivel ezen a pH-n az agar szilarditd
képessege kicsi és a lyukak fardsdhoz kemény agarra volt sziikség, a gyumdlcslé alapu és a

malata taptalajok pH-jat 6,5 értékre allitottam be NaOH adagolasaval.

A penészgomba torzsek ferde maldta agaron 25°C-on 7 napig novesztett, besporazott
tenyészeteirdl steril Tween 80-as higitoval a konidiumokat lemostam, eés Birker-kamras
mikroszkdpi szémolas utan tovabbi steril Tween 80-as higitassal 10° konidium/ml koncentréacioju

torzs-szuszpenziot allitottam eld.

A beoltasnal 4,5 mm atmérdjli lyukakat vajtam az agarba, és 100 pl 1x10%ml konidium
szuszpenziot mértem a lyukakba. Mindegyik vizaktivitasi szintb6l 3-3 Petri-csészét (parhuzamos
leoltasokat) polietilén tasakokba csomagoltam és adott hémérsékleti értékre beallitott

termosztatban inkubaltam.

A telepatmér6t vonalzoval naponta haromszor mértem, amig az el nem érte a Petri-csésze szélét

(90 mm), illetve 36 napig, amig a kisérlet tartott. Gyakorlati tapasztalataim alapjan a milanyag
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vonalzo a legalkalmasabb a telep atmér6jének mérésére. A telepek fonak részérdl tudtam lemerni
a telepatmérét, mivel a Petri-csésze tetejét levéve fenndllt volna a befert6z6dés veszélye.
Tovabba a Petri-csésze aljan mérve sokkal biztosabban lehet leolvasni a telep atmérdjét, mint a
telep tetején. A vonalzod rasimul a milanyag Petri-csészére, igy nagy pontossaggal tudtam
lejegyezni a telep atmérdjét. A szakirodalom is azt igazolja, hogy a penésztelepek lemérésére
vonalzét hasznalnak (pl. GOUGOULI és KOUTSOUMANIS, 2010; GARCIA et al., 2011).
Abban az esetben indokolt a telepeket két iranyban lemérni, ha a telep ndvekedése
aszimmetrikus (pl. ha oltotiivel az agart megszirva végzik a beoltast). Ebben a kisérletben
viszont kor alaku lyukba oltottam spdraszuszpenzidt, igy a telepek szabalyos kor alaku koldniat
alkottak.

A Kisérletet hét vizaktivitasi értéken (a, 0,85; 0,90; 0,92; 0,94; 0,96; 0,98 és 0,99) malata

taptalajon két egymast koveté ismétlésben végeztem el. Ezt kovetéen kibOvitettem a

.....

illetve alma- és sz6161é alapu taptalajokon figyeltem meg a két penészgomba faj névekedését.

A telepatmérd leolvasasaval egyidében sztereomikroszkop segitségével kdvettem nyomon a

konidiumképzést.
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3.2.2 Fizikai modszerek — vizaktivitds mérés

A mérés a NOVASINA LabMaster.aw (VITALIS, Magyarorszag) készilék segitségevel tortént,
minden esetben harom parhuzamos méréssel. A miszer kalibralasat minden kisérlet beallitasanal
hat ponton (a, 0,75; 0,53; 0,32; 0,11; 0,90; 0,97) vegeztem el. A gyakori Ujrakalibralés

szlikséges, hogy minden kisérletnél pontos vizaktivitast tudjunk beallitani.

GARCIA és munkatarsai (2010, 2011) cikkeit alapul véve Aallitottam be a malata agar
vizaktivitasat megfelelé mennyiségii glicerinnel vagy NaCl-dal, kalibracids egyenes felvetelével
(1. tablazat). Elbzetes vizsgalatot végeztem arra vonatkozoan, hogy A. niger esetében van-e
kilonbség, ha a taptalaj vizaktivitasat glicerinnel vagy NaCl-dal allitom be. Nem tapasztaltam
szignifikans kulonbséget és ezt irodalmi adatok is alatdmasztottak (PITT és HOCKING, 1997a).

Az agarokat vizaktivitdst méré mintaedényekbe is ledntdttem, igy ellendrizni tudtam a pontos
vizaktivitast, valamint a vizaktivitas esetleges valtozasat kiilonb6z6 homérsékleten az inkubalasi
id6 fliggvényében. A vizaktivitds megallapitasa minden esetben héarom parhuzamos mérési
eredménybdl tortént. A kisérletsorozat soran (36 nap) a vizaktivitéasi értékek nem véaltoztak egyik

inkubacids homérsékleten sem.

1. tdblazat A MEA taptalaj vizaktivitas beallitdsdhoz hasznalt glicerin illetve NaCl koncentraciok

glicerin NaCl

g/100 ml Ay g/100 ml ay
0 0,99 0 0,99
9 0,98 3,5 0,98
20 0,96 7 0,96
30 0,94 10 0,94
40 0,92 13 0,92
50 0,90 16 0,90
75 0,85 24 0,85

3.2.3 Statisztikai médszerek

A statisztikai kiertékelés soran regresszio szamitast és varianciaanalizist alkalmaztam a
Microsoft Excel® statisztikai makréinak hasznélataval.

A szaporodasi gorbéket a DMFit — Excel makrdval illesztettem, amely a Baranyi-modellt
hasznélja (IFR fejlesztésti szoftver, lasd http://www.combase.cc/index.php/en/downloads/file/53-
dmfit-30). A valaszfellet illesztését a Stanford Graphics® (Visual Numerics Inc) programmal

vegeztem el.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 A peneszgombak novekedésének eredmenyei

A Kkiseérlet soran két penészgomba faj (Aspergillus niger F.00770 és Penicillium expansum
F.00811) ndvekedéset kovettem nyomon 36 napig. Lehetévé valt annak megfigyelése és mérése
(kvantifikalasa) is, hogy a vizsgalt penészgomba torzsek homérséklettol (20, 25, 30 és 35°C) és
vizaktivitastél (a, 0,90; 0,92; 0,94; 0,96; 0,98 és 0,99) fiiggd novekedési ,,valaszai” mennyire
reprodukalhatoak.

Az ismételt Kisérlet-sorozatokban a tesztorganizmusok ndvekedési valaszai az inkubéacids

hémérsékletre €s a tapkdzeg vizaktivitasara hasonloak voltak.

4.1.1 Az Aspergillus niger telepndvekedesének kinetikaja

Makroszkopikus fotdk is késziltek az inkubacid 7. napjan, amelybdl a két szélsé homérsékleti

érték lathatd a 9. abran.
aw 0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 0,99
°C

20

35

9. abra Az Aspergillus niger telepméretének alakulasa 20 és 35°C-on, a,, 0,90-0,99 vizaktivitasi
tartomanyban, malata taptalajon, 7 napos inkubacié utan

A 10. dbran az A. niger telepek novekedése (mm) a hémérséklet és a vizaktivitas fliggvényében,
illetve a 30 mm-es telepatméroig illesztett ndvekedése gorbék lathatdk. A nagyobb vizaktivitas
nagyobb mértékben segiti az A. niger ndvekedését, mint a kisebb vizaktivitds. Az optimalis
novekedési homérséklet 30-35°C kdzott van. A gorbéken nyilakkal jeloltem a konidium
megjelenését. Egyetlen esetben (30°C; a, 0,85) nem tudtam megfigyelni konidiumképzddést,
csupan a micélium novekedett. Két esetben (20 és 35°C; a 0,85) a kisérleti id6 alatt minimalisan

nétt vagy egyaltalan nem tapasztaltam novekedést, igy a konidiumképzddés is elmaradt.
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10. dbra Az A. niger telepek névekedése az inkubacios homérséklet és a malata taptalaj
vizaktivitasanak fiiggvényében. A diagramokon a telepatmérdt (mm, y tengely) az idd
fliggvenyében (nap, x tengely) abrazoltam. Szaporodasi gorbéket illesztettem 30 mm-es
telepatmérdig. Nyilak jelzik a konidium megjelenését
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Az egyes gorbék esetében diauxia figyelhetd meg, ez leggyakrabban a mikroba szubsztrat
valtasanal 1ép fel, tipikusan, amikor az elsddleges szénforras elfogy. A malata taptalajban 1évo
glikozt és malatacukrot, vagyis a mono- és diszacharidokat a penészgomba kozvetlenul képes
felhasznalni. Egy id6 utdn azonban a tdpanyagok fogydsa és bizonyos gatld anyagok
felszaporodasa miatt a ndvekedés Uteme csokken. Ugyanis a linearis szakaszban (j sejtek és az
Oket felépitdé anyagok (pl. fehérjék, nukleinsavak), kozds néven un. elsddleges
anyagcseretermékek keletkeznek. Az elsddleges anyagcseretermékek nem specifikusak, hanem
altalanosak, tehat igen hasonloak valamennyi el6lényben. Ezzel szemben az Gn. masodlagos
anyagcseretermékek specialis, kémiai szempontbdl valtozatos vegyuletek, amelyek esetlegesen
csak egyetlen fajra jellemzéek. Valdszintsitheté, hogy valamely (sajat maga altal termelt)
masodlagos anyagcseretermék gatld hatisa figyelhetd meg a szaporodasi gorbén. Ezutan a
penészgomba, hozzaszokva az Uj kérnyezethez ismét linearisan ndvekszik (JAKUCS és VAINA,
2003). A szaporodasi gorbéket 30 mm-es telepatmérdig illesztettem (diauxiat megel6z6

ndvekedési szakasz), hogy a kornyezet ilyen hatasait minimalizaljam.

A 2. tablazatban a 10. abran bejel6lt idépontok, a konidiumok megjelenésének ideje lathato

napban kifejezve.

2. tdblazat Az A. niger telepek konidiumainak megjelenése (nap) a vizaktivitas és a hdmérséklet
fliggvényében, malata taptalajon

Ay
°C 0,85 0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 0,99
20 - 26 14 8 6 5 5
25 29 14 7 4 3 2 2
30 - 15 5 3 2 2 2
35 - 15 5 3 2 1 1

A Kkisérletben beallitott legkisebb vizaktivitason (a, 0,85) egy esetben (25°C) figyeltem meg
konidiumképzést. Intenziv névekedésnel hamarabb megjelennek a konidiumok, mig vontatottabb
novekedésnél késobb figyeltem meg konidiumképzést.

A mikotoxin-termelést szamos belsd (pl. a gombafaj, a szaporodas mértéke) és kiilsé (kdrnyezeti
korulmények pl. ay, hdmérséklet, tapanyag ellatottsag) tényezo befolyasolja (NORTHOLT et al.,
1979).

A konidiumok megjelenése és a mikotoxin-termelés kapcsolatarol tobb informéaciot kaphatunk,

ha lehetdség nyilik a mikotoxin mennyiségének mérésére.
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A 11. dbra a homérséklet és a vizaktivitds hatasdt mutatja be a novekedésre és mikotoxin-

termelésre NORTHOLT és munkatarsai (1996) vizsgalatai alapjan.

mycotoxin production

Mycotoxin and
fungal species

AFLATOXIN B]
1. Aspergillus flavus
2. A. parasiticus

PATULIN

1. A. clavatus

2. Penicillium expansum
3. P. griseofulvum

PENICILLIC ACID
1. A. ochraceus
2. P. aurantiogriseum

OCHRATOXIN A
1. A. ochraceus
2. and 3. P. verrucosum

11. bra A homérséklet és a vizaktivitas hatasa a penészgomba névekedésére és mikotoxin-
termelésére (NORTHOLT et al., 1996)
Kiemelve a patulin és ochratoxin A mikotoxinokat, sokkal kisebb tartomanyban termelddnek,
mint ami a penészgomba ndvekedésére kedvez6 (optimalis) kdrnyezeti tartomany.
Viszont a konidiumképzés és a mikotoxin termelés kozotti kapcsolat feltérképezése mar

analitikai vagy molekuléris bioldgiai feladat.
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Az id6 fiiggvényében mért telepatmérd adatokbdl a DMFit program segitsegével kiszamithato a

lappangési szakasz hossza (3. tablazat) és a ndvekedeési sebesség (4. tablazat).

/////

fliggvenyében, malata taptalajon

a'W
°C 0,85 0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 0,99
20 22,04 17,14 5,25 4,54 4,25 3,22 2,47
25 15,94 477 2,88 1,96 1,52 1,07 0,92
30 16,96 2,29 1,45 1,06 0,84 0,63 0,50
35 - 4,71 1,28 1,00 0,88 0,57 0,48
-, a kisérlet ideje (36 nap) alatt nem volt ndvekedés

A lappangasi fazis (1) hossza csokken a hémérséklet novekedésével, és ndvekszik a vizaktivitasi
értékek csokkenésével. A lappangasi id6 tobbé-kevésbe forditott aranyossdgot mutat a
novekedési sebességgel, ami alatamasztja, hogy a kezdeti fizioldgiai allapot (ap) hasonlo a
kiilonb6z6 kornyezeti feltételek kozott (a lappangasi id6 becslésére a modell a

-In 0p = u- A = const dsszefiliggést hasznalja).

Nagyobb hémérsékleten (30 és 35°C), a,, 0,90-0,99 tartomanyban a ndvekedés kevésbé érzékeny
a vizaktivitas valtozésara. Kis vizaktivitasi értékeken (a, 0,85 és 0,90) jelentdsen megné a

lappangési szakasz hossza.

4. tablazat Az A. niger novekedési sebessége (mm/nap) a vizaktivitas és a hémérséklet
fliggvényében, malata taptalajon

a

°C 0,85 0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 0,99
20 min. 0,86 1,41 3,29 5,42 8,10 5,40
25 0,80 2,27 5,28 10,08 10,61 16,98 12,53
30 0,70 2,48 5,95 10,20 12,23 21,67 16,53
35 - 2,44 5,23 9,81 11,97 24,88 17,25

-, a kiserlet ideje (36 nap) alatt nem volt novekedés

min., minimalis ndvekedés

Az a, 0,85 kivételével a novekedési sebesség a homérséklet novekedésével nagyobb értéket
mutat minden vizaktivitasi értéken. A maximalis ndévekedési sebesség 30-35°C kozott a,, 0,98
értéken figyelheté meg: ilyen feltételek mellett a telepek 4 nap alatt elérték a Petri-csésze szélét.
A Kisérlet soran vizsgalt legkisebb vizaktivitason (a, 0,85) 25-30°C kozétt volt ndvekedés,
35°C-on egyaltalan nem volt micéliumndvekedés a kisérleti id6 alatt, mig 20°C-on minimalis

novekedést tapasztaltam.
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A hémérséklet és a vizaktivitas egyuttes hatasa a ndvekedési sebességre az alabbi kvadratikus

polinommal irhatd le:

Ing =c, +c,T +c,b, +c,T? +¢,b,° +¢.b, T )

T = a hdmérséklet (°C)
b, =y(-a,) , a vizaktivitas transzformalt értéke
ci = koefficiensek

A fenti masodfokd polinomban a (b,*T) tag egyutthatojarol kimutathatdé, hogy az nem
szignifikans (p>0,1), igy elhagyhat6 az eredeti modellbél (Egyenlet 2). Igy a hémérséklet és a
vizaktivitas vizsgalt tartomanyaban az alabbi egyenlettel jellemezheté az A. niger F.00770

torzsének novekedési sebessége:

Ing =c, +¢,T +c,b, +c,T?+c,b,’° 3)

Koefficiensek Standard hiba

Tengelymetszet -7.541 2.275
T 0.552 0.162

b 21.303 4.559

T? -0.009 0.003

b,> -66.671 9.819

A nagy r? (0,903) érték azt mutatja, hogy az illeszkedés josaga megfelels. Az illesztés standard
hibdja azt mutatja, hogy a mért ndvekedési ratdk természetes logaritmusa atlagosan 0,36
egyseggel tér el az illesztett értéktdl (CSERNUS et al., 2013).
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A 12. abra szemlélteti a hdmérséklet (°C) és a vizaktivitas transzformalt értékenek (b,,) hatasat a

ndvekedési sebesség természetes logaritmusara (In(g)).

1

1

In(g), mm/nap

04 35

12. dbra Az A. niger ndvekedési adatainak abrazolasa valaszfelilet illesztésével

A telepek novekedési sebessége by, 0,39 (ay 0,85) kivételével né a hémérséklet ndvekedésével. A
maximalis ndvekedési sebességet 30-35°C kdzott éri el b,=0,14 értéken (a, 0,98). Ezen a keét
hémérsékleti értéken 4 nap alatt eléri a Petri-csésze atmér6jét (90 mm). Nagyon lasst ndvekedés
volt tapasztalhato 20-30°C kozott by, 0,39 (aw 0,85) mellett. Egyaltalan nem mértem ndvekedést
35°C és by 0,39 (aw 0,85) kombindcional a kisérlet id6tartama alatt (36 nap). Eredményeim
alapjan az A. niger F.00770 torzsének optimalis novekedési hémérséklete 30-35°C, a, 0,98-as
(bw=0,14) vizaktivitason (CSERNUS et al., 2011). Ezek az eredmények jé 6sszhangban vannak a
szakirodalomban talalhat6 adatokkal, miszerint az A. niger optimalis névekedési feltételei 35-
37°C (PITT és HOCKING, 1997a), a, 0,994; 30-37°C (MARIN et al., 1998), a, 0,98; 35°C
(BELLI et al., 2004), a, 0,97; 30-35°C (PARRA és MAGAN, 2004), a,, 0,98; 35°C (LEONG et
al., 2006), 30-35°C (GOUGOULI és KOUTSOUMANIS, 2010) és 30-35°C (ALBORCH et al.,
2011).
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4.1.2 A Penicillium expansum telepndvekedésének kinetikaja

A P. expansum micéliumndvekedését 20, 25, 30 és 35°C-on és 0,90, 0,92, 0,94, 0,96, 0,98 és
0,99-es vizaktivitadsi malata taptalajon vizsgaltam, 36 napig.

Az inkubécio 7. napjan készilt makroszkopikus fotdk a 13. dbran a jellemz6 telepalakulasokat

0,98 0,99

13. &bra A Penicillium expansum telepméretének alakulasa 20 és 35°C-on, a,, 0,90-0,99
vizaktivitasi tartomanyban, maléata taptalajon, 7 napos inkubacio utan

mutatjak a két sz&ls6é hémérsékleti értéken.

Ay
°C

0,94 0,96
20
‘\

0,90 0,92
N

A 14. &brdn a P. expansum telepek novekedése (mm) a homérséklet és a vizaktivitas
fuggvenyében, illetve a 30 mm-es telepatmérdig illesztett szaporodasi gorbék lathatok. A
Penicillium expansum az A. niger-nél kevésbé melegigényes penészgomba, optimalis
hémérséklete 25°C koriil van, a diagramok is jol mutatjak, hogy a kisebb hémérsékletet jobban
kedveli, mint a nagyobbat. A gorbéken nyilakkal jeloltem a konidium megjelenését. Ahol
nincsenek nyilak, azokban az esetekben a kisérleti id6 alatt (36 nap) nem figyeltem meg
konidiumképzést.
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14. &bra A P. expansum telepek novekedése az inkubacios homérséklet és a malata taptalaj
vizaktivitasanak fiiggvényében. A diagramokon a telepatmérdt (mm, y tengely) az id6
fliggvenyében (nap, x tengely) abrazoltam. Szaporodasi gorbéket illesztettem 30 mm-es
telepatméroig. Nyilak jelzik a konidium megjelenését
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Az 5. tablazatban a 14. abran bejel6lt idopontok, a konidiumok megjelenésének ideje lathatd

napban kifejezve.

5. tdblazat A P. expansum telepek konidiumainak megjelenése (nap) a vizaktivitas és a
hémérséklet fliggvényében, malata taptalajon

a'W
°C 0,85 0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 0,99
20 - 7 5 5 3 3 3
25 - 5 5 3 3 2 2
30 - 5 3 3 3 2 2
35 - - 5 4 4 - -

A P. expansum esetében kevesebb kombinacioban figyeltem meg a konidiumképzést, mint az A.
niger esetében. A telepek ndvekedésének dinamikéja és a konidiumképzés kdzott 6sszehasonlito
elemzést nem tudtam végezni. A konidiumok megjelenése és a mikotoxin képzodés

tanulmanyozasa analitikai vagy molekularis bioldgiai feladat.

Az id6 fuggvényében abrazolt telepatméré-valtozast leird gorbébél a DMFit program
segitségével kiszamithatd a lappangéasi fazis (6. tablazat) és a ndvekedési sebesség érteke (7.
tablazat).

6. tAblazat A P. expansum telepnovekedésének lappangasi fazisa (A (nap)) kiilonb6z6
vizaktivitasi és hdmérsékleti értékeken, malata taptalajon

a

W
°C 0,85 0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 0,99
20 9,29 3,29 1,62 1,38 1,13 1,08 1,05
25 8,42 2,26 1,56 1,11 1,16 0,99 0,89
30 15,51 2,22 1,28 1,08 1,13 0,49 0,31
35 - 15,17 3,60 2,52 0,70 1,57 4,57

-, a kisérlet ideje (36 nap) alatt nem volt ndévekedés

A lappangasi szakasz hossza az esetek tobbségében csokken a hémérséklet csokkenésével és a

vizaktivitas ndvekedésével a vizsgalt tartomanyban.
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7. tdblazat A P. expansum ndvekedesi sebessége (mm/nap) kiilonboz6 vizaktivitasi és
hémérsékleti értékeken, malata taptalajon

a

W
°C 0,85 0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 0,99
20 1,75 4,24 4,67 5,89 6,14 8,60 7,02
25 2,38 4,76 6,25 6,67 8,17 10,78 7,43
30 1,84 5,10 6,50 7,66 9,15 5,23 2,30
35 - 191 3,33 3,66 1,77 0,57 0,61

-, a kisérlet ideje (36 nap) alatt nem volt ndvekedés

A maximalis ndvekedési sebesség 25°C-on a, 0,98 értéken figyelheté meg. Novekedést nem

tapasztaltam 35°C-on a,, 0,85 vizaktivitasi értéken.

A masodfokd polinomban a b,, tag egyutthatdja nem szignifikans (p>0,1), igy elhagyhat6 az
eredeti modellbSl (Egyenlet 2). Igy az alabbi egyenlettel jellemezhetd a P. expansum névekedési

sebessége:

Ing =c, +¢,T +c,T?+¢,b,” +¢,b, T 4)

Koefficiensek Standard hiba

Tengelymetszet  -2.795 1.662
T 0.432 0.125

T? -0.012 0.002

by’ -42.048 4,528
T*b, 0.705 0.080

A nagy r* (0,872) érték azt mutatja, hogy az illeszkedés j6saga megfelelé. Az illesztés standard
hibdja azt mutatja, hogy a mért ndvekedési ratdk természetes logaritmusa atlagosan 0,31
egységgel tér el az illesztett értékt6l (CSERNUS et al, 2013).
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A 15. abra szemlélteti a két kornyezeti tényez6 (a hémérséklet és a vizaktivitas transzformalt

értéke (by)) hatasat a ndvekedési sebesség természetes logaritmusara (In(g)).

B | 1
| *\A\ In(g), mm/nap
1 4 \7\ ] Z -1
In(g), mm/nap ;EE
—~

T ’
- $ 7§

5
-3 20

-5 25
0.1
0.15 T (°C)
0.2 30
0.25
0.3
bw 0.35
0.4 35

15. &bra A P. expansum ndvekedési adatainak abrézolasa vélaszfelilet illesztésevel

A maximalis novekedési sebességet 25°C-on és b,,=0,14 (ay 0,98) értéken kaptam, a telep 11 nap
alatt érte el a legnagyobb telepatmérét (a Petri-csészében rendelkezésére allo teriiletet bendtte)
(CSERNUS et al., 2011).

Egyaltalan nem mértem névekedést 35°C by, 0,39 (ay 0,85) értéken a kisérleti id6 alatt (36 nap).
A kapott eredmények 6sszhangban vannak a szakirodalomban talalhaté adatokkal (PITT és
HOCKING, 1997b; LAHLALI et al., 2005; BAERT et al., 2007a; GARCIA et al., 2010;
GOUGOULLI és KOUTSOUMANIS, 2010; JUDET-CORREIA et al., 2010).

A telepek morfoldgigja 35°C-on eltér6 volt, egyes kombindcidkban csak micélium-ndvekedés

volt tapasztalhatd, konidiumképzés nélkil, ahogyan azt BAERT és munkatarsai (2007b) is
tapasztaltak.
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4.2 A homérséklet és a vizaktivitas hatasanak modellezése Aspergillus niger
novekedésére

A cél az A. niger névekedésének jellemzése volt (ij, pontosabb modell Iétrehozéaséaval. Erdemes

elészor megbecsilni, hogy milyen hibakkal kell majd szamolni.
4.2.1 A prediktiv modell hibaanalizise

Aspergillus niger telepek novekedését vizsgaltam a homérséklet (20, 25, 30 és 35°C) és a
vizaktivitas (ay 0,90; 0,92; 0,94; 0,96; 0,98 és 0,99) fliggvenyében. A Kisérletet két hét elteltével
megismételtem. A Kkisérleteket (A és B) harom parhuzamosban végeztem. A novekedést a

penészgomba telepek atmérdjének mérésével jellemeztem. A mérést 36 napig veégeztem.

A 16. abrén lathato, hogy az ismétlések (A, B) kdzo6tt nagyobb az eltérés, mint az egy kisérleten
belll a parhuzamosok kozott. Ennek magyarazata az lehet, hogy a parhuzamosoknak teljesen
azonos kornyezeti feltételeket tudtam biztositani, igy ebben az esetben gyakorlatilag nincs,

illetve elhanyagolhato a kdrnyezeti variabilités.

N
o
1

[EN
(2]
1

ismétlés B

telepatméro (mm)
[EEY
o

O T T T 1

0 5 10 15 20
inkubacids id6 (nap)

16. abra Az A. niger telepek ndvekedésének vizsgalata ket ismeétlésben és 3-3 parhuzamosban
(25°C, aw 0,90). A telepatméro és az inkubacios id6 fliggvényében abrazolt pontokra BARANYI
és ROBERTS (1994) egyenlete alapjan gorbét illesztettem

A novekedési sebesség megallapitasanal célszerti volt csak a 30 mm-nél kisebb telepatmérével
rendelkezé adatokat figyelembe venni, hogy csokkenjen a mikro-kdrnyezet valtozasanak hatasa.

A 17. 4bréan lathato, hogy a parhuzamosok kozotti szoras egyre nagyobb az idd elérehaladtaval.
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A 30 mm kivalasztasa empirikus alapon tortént, mivel eddig az értékig biztositott a robusztus

linearitas. Ebben az esetben a ndvekedési modellben a DMFit m gorbuleti paraméterének értéke

nulla (tehat nincs stacionéarius fazis), mig az n paraméter az alapértelmezett érték, vagyis 1.

telepatméré (mm)

60 't °
:: ge A
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17. dbra Az A. niger telepek novekedésének vizsgalata hArom parhuzamosban és két-két
ismétlésben (30°C, ay 0,90). Ahhoz, hogy csdkkentsem a mikro-kérnyezetben val6 valtozas
hatasat, az elsddleges modellhez sziikséges telepatmérd adatokat 30 mm-ig hasznaltam

A 18. abrén lathatd az A. niger telepek novekedése a hémérséklet és a vizaktivitas fliggvényében,

malata taptalajon. A ndvekedési gorbéknek csak a 30 mm alatti szakaszat illesztettem, ezzel

csokkentve az elsédleges modell hibéjat. Igy lehetéség adodott a kisérleti és a kornyezeti hiba

elkilonitésére. Az abrakon feltlintettem a parhuzamos mérések eredmeényét (ugyanazon a

grafikonon, valamint az ismétléseket (A, B) egymas alatti grafikonokon).
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18. &bra Az A. niger telepek novekedése a hdmérséklet és a vizaktivitas fliggvényében, malata
taptalajon. A parhuzamosok ugyanazon a grafikonon, mig az ismételt kisérletek (A, B) egymas
alatt lathatdk (folyt.)
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18. &bra Az A. niger telepek novekedése a hdmérséklet és a vizaktivitas fliggvényében, malata
taptalajon. A parhuzamosok ugyanazon a grafikonon, mig az ismételt kisérletek (A, B) egymas
alatt lathatok (folyt.)

49



20°C 25°C 30°C 35°C

20 20 20 20

0,99 &, —

20 20 20 20

0 + + 1 0 + + ! 0 + + ! 0 + + {
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30

18. dbra Az A. niger telepek névekedése a hdmérséklet és a vizaktivitas fiiggvényében, malata
taptalajon. A parhuzamosok ugyanazon a grafikonon, mig az ismételt kisérletek (A, B) egymas
alatt lathatok

Hibaanalizis tarta fel a kisérletek kozott jelentkez6 eltérések okait, hogy vajon a Kisérleti vagy a
kornyezeti variabilitds befolyasolja-e jobban a névekedés Gtemét. Mivel egy kisérleten belil a
parhuzamos mérések esetében egy spdra szuszpenzidbol indultam ki, azonos kérilmények kdzott
inkubaltam a lemezeket, igy a kornyezeti variabilitds a lemezek kozott minimalis. Ezért a

parhuzamosok kozott jelentkez6 eltérést Kisérleti variabilitasnak lehet nevezni.

Egy kisérlet megismétlésénél a kisérleti variabilitds mellett kdrnyezeti és bioldgiai variabilitassal
is szamolni kell. A méasodik kisérletnél ugyanis 0j spdra szuszpenzidt hasznaltam; erre szlikség is
volt, mivel a szuszpenzié azonos fiziologiai allapota / homogenitasa ily modon garantalhato.
Viszont minden kisérlet megismétlésére igaz, hogy a kultdra mikro-kdrnyezetét nem lehet teljes
hiiséggel reprodukalni. Feltételezve, hogy a parhuzamos kisérletek atlaga a kisérleti variabilitast
minimalizélja, a kornyezet variabilitdsanak hatasat az ismételt parhuzamosok atlagainak

varianciaja kvantifikalhatja.

A bevezetett fogalmak analdég modon értelmezhetok azzal, amikor szdraselemzést végziink
(analysis of variance, ANOVA). A kiseérleti variabilitds (experimental variability) megfelel a
csoportokon belili (within groups) variancia fogalmaval (19. abra), s ezt a w® paraméterrel
jeloljuk. Az A és B kisérletek megfelel6 atlagai kozotti variabilitds a kdrnyezeti variabilitdsnak
tudhaté be (environmental variability), ami analég az ANOVA-ban hasznalatos csoportok

kozotti (between groups) varianciaval, amit a b® fog jel6lni (19. abra). A predikcié teljes
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variabilitasa (¢?) részben a modell hibajabol, részben a (w>+b?) teljes varianciabél ered. Ha a

mésodlagos modell elegendéen pontos, akkor e?=w? + b?.

(within groups) 4
L 4
o kornyezeti variabilitas
AsfsBatlaga (between groups)
Grand mean
O v

.| Kisérleti variabilitas__ B atlag
(within groups)

19. &bra A kisérleti variabilitas analdg a csoportokon beldli (within groups) variabilitassal. Az A
és B kisérletek atlagai kozotti eltérést kornyezeti variabilitdsnak neveztik, és ez analdg az
ANOVA-ban hasznélatos csoportok kdzotti (between groups) variabilitas fogalméaval

A novekedési réta (g) standard hibajat (se) az elsédleges modellbél lehet becsilni. A standard
hiba értéke nd, amint a ndvekedési rata nagyobb értéket ad, de a relativ hiba (re) allando érték

koral marad, fuggetlenil a kdrnyezeti hatasoktol.

re(g) = %9
g

Ez indokolja a természetes alapl logaritmus hasznalatat a masodlagos modellnél. Ugyanis, ha a
ndvekedési rata In(g) standard hibaja (se) kicsi, akkor az kozel lesz a névekedési rata (g) relativ
hibajahoz (BARANY!I et al., 1999).

A relativ hibak atlaga az A kisérlet esetében 0,04, mig a B Kkisérlet esetében 0,05 koruli értéket
adott.

A Kkisérleti variabilitas w? = 0,00262 (vagyis w = ¥0,00262 =~ 0,051) értékkel jellemezhets. Ugy is
mondhatjuk, hogy egy adott névekedesi gorbe kb. 5%-0s pontossagal tudja meghatarozni a
ndvekedési sebességet.

A kornyezeti variabilitas kvantifikalasara kapott b* = 0,02966 érték, amibsl b = V0,02966 ~ 17%.

Mas szoval, a parhuzamosok atlagat vevé modszerrel, kb. 17%-0s pontossaggal ismételheté meg
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a ndvekedési sebesseg mérése adott hémérséklet és vizaktivitas esetén. Ezt a pontossagot akkor

lehet elérni, ha a méasodlagos modell az ismétlések atlagahoz tokéletesen illeszkedik.

A 20. abran a ndvekedesi rata kvadratikus modelljét hasznaltuk allando vizaktivitasi értékeken.
Tehat egy gorbe esetében konstans vizaktivitas mellett csak a hémérséklet valtozik. Az illesztés

standard hibai leolvashatok.

a,=0.90
4 9 se(fit)a=0.17
se(fit)s = 0.28

a,=0.92
se(fit)a = 0.22
se(fit)s = 0.07
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20. dbra A masodlagos modell 4brazolasa a ndvekedeési sebesseg In(g) és a hdmérséklet (°C)
fuggvényében. Az A (-¢-) és B (--o--) kisérletek eredményei lathatok 6 kiilonb6z6 vizaktivitasi
értéken (0,90; 0,92; 0,94; 0,96; 0,98; 0,99). Az e=se(fit) értékek 0,17-0,19 kdzott valtoznak

Ha a homérséklet és a vizaktivitas egyiittes hatasat kvadratikus valaszfelllet illesztésével
abrazoljuk (21. abra), akkor az illeszkedés josaga (e, ,,standard error of fit”) 0,19 értéket ad a
koefficiensek becslésével, amelyek a t-eloszlas alapjan mind szignifikansak:

Koefficiensek Standard hiba

Tengelymetszet  -7,962 0,532
T 0,596 0,036

b, 23,290 1,783
T*b, -0,131 0,037

T? -0,009 0,001

b’ -67,836 3,481
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In(g)
(mm/nap) 14~

09 20

21. &bra Az A (-#-) és B (-o-) kisérletek ndvekedési sebesség In(g), vizaktivitas (ay) és
homérséklet (°C) értékeinek abrazolasa valaszfelllet illesztésével

Tehat a kisérlet egy Ujabb ismétlése soran a névekedési rata varhatéan kb. 20%-kal fog eltérni a
predikci6tdl (e*°° = 1 + 0,209) (BARANY I et al., 2014).
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4.2.2 Kombinalt modell

Az A. niger-rel végzett két egymast kovetd kisérlet eredményeit alapul véve irtuk le a

penészgomba ndvekedési sebessegének valtozasat matematikai nyelven.

A ROSSO eés munkatarsai (1993) altal megalkotott dn. kardinalis modell, a szaporodasi
kornyezeti jellemz6 kardinalis (minimum, optimum, maximum) értékeinek ismeretén alapszik. A
8. tablazat tartalmazza a kardinalis paramétereket (Tmin, Tmax, Topt, Pwopt). Ezek a kardinalis
homérsékleti értékek nem becsiilt adatok, hanem irodalmi forrasbdl szarmaznak. Ezaltal a
regressziot mintegy ,.tehermentesitjiik” az alol, hogy ezen paramétereket az adatok segitségével

mutassa ki, igy a predikcio kevésbé érzékeny a véletlen hibakra.

A by, és In(g) adatokra illesztett kvadratikus modell (GIBSON et al., 1994) modositdsa a Gamma
elv (Gamma-concept) (ZWIETERING et al., 1996) felhasznalasaval tortént. A Gamma elv direkt
alkalmazdsa pontatlan modellhez vezetett volna, mivel az egyszerlien Osszeszorozza a
vizaktivitastol és a hémérséklettél fiiggd parcialis modelleket, igy a minimum vizaktivitas
fiiggetlen lenne a hémérséklettdl és viszont. Ez viszont a penészgomba esetében ellentmond a
tényeknek. Példaul a b, maximuma (ami megfelel a vizaktivitds minimumanak), nyilvanval6an
novekszik a hémérséklet novekedésével (22. abra). A Gamma elv fenti hatranyat Ggy lehetett
kikiiszobolni, hogy a Gibson-féle parabolikus modellben a parabola féegyitthatdja a Rosso-féle
képlet szerint fliggjon a hémérséklettél. Ezutan a parabola nyujtasat biztositdo konstans (const;,
consty) varialasaval lehetévé valt, hogy a valaszfelulet aszimmetrikus legyen, ami jobban tiikrozi
az adatok trendjét. Igy a hémérséklet és a b, hatasa a névekedési rata természetes logaritmusara
egy alulrol konvex aszimmetrikus paraboloiddal irhat6 le (BARANY, személyes kozlés).

A teljes négyzet alakra parametrizalt egyenletben (Egyenlet 5), a mérési adatokon lathat6 trend
alapjan érdemes a parabola nyUjtasat biztositd konstansokat (const; consty) attol fliggben
megvalasztani, hogy b, Kisebb vagy nagyobb, mint byop; emellett biztositani, hogy a
féegyltthatd és az additiv tag fiiggjenek a homérséklettél (Egyenlet 6) (BARANYI, személyes
kozlés). A kombinalt modell paramétereit a 8. tblazat tartalmazza.
const, /a; - (B, —Buop ) +(Lioy +21 ) hab, <b

wOpt (5)
const, - (b, —buop S + (Lrope + 21 ) hab, >b

wOpt

In(g) =

aT =In rmx + In(((T _Tmax )(T _Tmin )2 /((Topt _Tmin )((TODt _Tmiﬂ )(T _TOPt)

(6)
- (Topt _Tmax )(Topt +Tmin 2T ))))
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A buopt paraméter becslése nem a mért novekedési ratakbol tortént, hanem az irodalomban

leggyakrabban megadott értek hasznalataval (bwop=0,15), amely a,, 0,98 értéknek felel meg.

8. tablazat A kombinalt modell paraméterei

Izolatum Paraméterek Ertékek
Aspergillus niger Tmin (°C) 7
Tmax (°C) 45
Topt (°C) 36
Bwopt 0,15
const; -018
const; -81,82
INrmax 3,749
Lropt -0,417

A 22. dbrén lathatd, hogy a laboratériumi mérési adatainkra jol illeszkedik a kombinalt modell.

4 - A 20°C A
A 20°C_B
e 25°C A
o 25°C_B
3 A 3 30°C_A
30°C_B
35°C_A
35°C_B
= 2 - ——20°C_Fit
E ——25°C_Fit
£ 30°C_Fit
= 35°C_Fit
£ 11 -
0 ‘
0 34 \\ 0.4
\
\ )
\ )
1 v

22. &bra A mert parhuzamos adatokra (pontok) a kombinalt modell segitsegével kapott
illesztések. Az ismétlések (A, B) azonos szinnel jeldlve
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Az illeszkedés hibajat a modellt6l vald atlagos négyzetes eltérés kvantifikalja. A laboratoriumi

mérési adatokra az egyenlet segitségével kiszamoltuk a predikciét. A 23. dbran lathaté a mért

eredmeények és az illesztett értékek kozotti eltéres.

20°C 25°C
3 _
3 .
—_ 2 ¢ C
2 R® =0.9395 . = 5.
5 1 Z | R =0.9636
N L g
3 = 1
- T 5 v T T 1 *
1 T 1 2 3 0 : : :
1 0 1 2 3
Meért In(g) Mért In(g)
30°C 35°C
34 ° 3 S
(2 2 4
E S
c [
: 2 T : 2 .
R - 2 _
ﬁ R?=0.9783 % R? =0.9485
§ 1+ g 1A *
0 T T T 0 T T T
0 1 2 3 0 1 2 3
Mért In(g) Mért In(g)

23. bra A mért és az illesztett adatok dsszehasonlitasa. A pontok a penészgomba
ndvekedési sebességét abrazoljak In(g)-ben kifejezve. Egy homérséklet esetében hat
vizaktivitasi érték adatai olvashatdk le (ay 0,90; 0,92; 0,94; 0,96; 0,98; 0,99)

A 24. abran a 0,85 vizaktivitasi értéken mert (ket kisérlet eredményei) és a modell altal kiszamolt
adatok lathatok. A mért és az illesztett adatok nagyon tavol esnek egymastol. Ez az &bra jol

reprezentdlja az extrapolacio veszélyét. A varhatd hiba annal nagyobb, minél tavolabb

generalunk predikciét a Kisérleti adatoktdl.
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Mért In(g)
6 -4 -2 0

Illesztett In(g)

| A20°C ¢25°C m 30°C © 35°C

24. dbra A valos és a kombinalt modell altal kiszamitott adatok 6sszehasonlitasa a,, 0,85 értéken

A kombinalt modell atlagos illeszkedési hibaja 0,20, ami alig nagyobb, mint a kvadratikus
polinom esetében kapott 0,19-es illeszkedési hiba (25. &bra). A joslasi tartomany (predikcios
intervallum) azt mutatja, hogy a Kkisérlet egy Ujabb ismétlése soran a pontok 95%-0s

megbizhat6saggal az intervallumon belil lesznek.

20°C 25°C
3 3
g g
< £
g 2 s 2
E £
= =
=S =4
14 1
0 T T t | \ 0 T T T l ]
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0 0.1 0.2 0.3 04
by by
30°C 35°C
3 34
a a
< <
< <
g 24 S 2
E E
= =
=4 =z
1 14
0 T T T | ) 0+ T T T —
0 0.1 0.2 0.3 04 0 0.1 0.2 0.3 04
by bw

25. abra A kombinalt modell és joslasi tartomanya

Ez a hibanOvekedés az &ra annak, hogy a kombinalt modell viszont jobban alkalmazhatd

predikciéra a novekedés hataraihoz kozel fekvé pontokban, mint a kvadratikus modell.
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4.2.3 Becslések ellendrzése (validalasa)

.....

és négy inkubacios hémérsékleten (20, 25, 30 és 35°C) végeztem Ujabb Kisérletet. Tehat azonos
kornyezeti korilmények kdzott, mint aminek alapjan a kombinalt modell készilt, hasonlitottuk
Ossze az adatokat. Ezek a fiiggetlen eredmények alkalmasak a prediktiv modell ellendrzésére. A
26. abran az A. niger telepek novekedésébdl szamolt In(g) értékeket a b, fliggvényében

abrazoltam. A kombinalt modell jéslasi tartomanyaba 24 adatbdl kett6 nem esik bele, ami

reperezentélja a 95%-0s pontossagat.

20°C 25°C
3 3 1
= =
g g
€ 21 T 21
E E
= =
£ 1 £ 1
0 ] 0 ]
0 0.4 0 0.4
30°C 35°C
31 31 :
IS 2 1 E 2
£ E
C =
£ 14 £ 1
0 ] 0 ]
0 0.4 0 0.4

26. abra Az A. niger novekedési sebessége In(g)-ben kifejezve (pontok), a kombinalt modell és a
konfidencia sav
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4.2.4 A kombinalt modell alkalmazésa A. niger névekedésére sz6161€é alapu taptalajon

Tovabbi vizsgalatokkal adatokat gytjtottem az A. niger ndvekedésének jellemzésére gyumolcs
alapu tdptalajon. A méréseket ugyanazon vizaktivitasi és homérsékleti tartomanyban végeztem
el, mint aminek alapjan a kombinalt modell készult.

niger telepek ndvekedését. Négy sz6lofajtat hasznaltam, két kiilonboz6 borvidékrdl, hogy egy
évjaraton belll rdmutassak az esetleges kiulonbségekre, ©sszehasonlitsam a penészgomba
novekedését sz6161¢ alapl és maléta taptalajokon és vizsgaljam a malata taptalajon megalkotott
kombinalt modell alkalmazhatésagat. A 27. abran a, 0,98 vizaktivitasi értéken és 20, 30,

valamint 35°C-on lathat6 az A. niger telepek névekedése.

R

1. nap 2. nap .“nap A 4. napw ) A ndp

27. dbra Az Aspergillus niger telepek novekedése sz6161é alapu taptalajon (Furmint, Tokaj-
hegyaljai borvidék), 20°C, 30°C és 35°C-on, a,, 0,98 vizaktivitasi értéken

A malata taptalajon (A, B kisérletek) és kiilonb6z6 szoléfajtakbdl készitett taptalajokon mért

telepatmér6 adatokra szaporodasi gorbét illesztettem (28-31. abrék).
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90 + 20°C a,, 0,90 90 - AD 90 + o 20°C a,, 0,98
yd
— —~ A ~
= =) €
£ 60 £ 60 + £ 60
Ne) 0 0
3 3 3
£ E £
=5 = =
& 5 30+ & 30+
ot 2 ot
20°C a,, 0,94
0] : 0] : : :
0 10 20 30 0 10 20 30
id6 (nap) id6 (nap)
90 30°C a,, 0,94 90 — 30°C a,, 0,98
E E E
£ 60 g g 60 T
0 Ne) 0
B ) 5
E E E
= = =
5 30+ & 530+
2 e 2
2 2
0 } } 0 } } t
0 10 20 30 20 30 0 10 20 30
id6 (nap) id6 (nap) id6 (nap)
90 — o 35°C a,, 0,90 90 + 35°C a,, 0,94 35°C a,, 0,98
el 5 e _
£ 601 Ee0 g
2 8 2
= n R=1
5 20 & 0 2
2 2 °
0] . . . 0+ } } i ) ) )
0 10 20 30 ' ' '
0 10 20 30 0 10 20 30
i 46
id6 (nap) id6 (nap) id6 (nap)

28. abra Az A. niger telepek névekedése malata (-A- A kisérlet), (-*- B kisérlet) és sz6161é alapu

(Furmint) taptalajon (-0-)
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90 T 20°C a, 0,90 90 T 20°C a,, 0,94 » D 20°C a,, 0,98
] A 2
= g & =
E E 601 £
:e ;e =e
E E E
= & =
& 530 1 &
2 B 2
0 . : : = =
0 10 20 30 0 10 20 30 20 30
id6 (nap) idd (nap) id6 (nap)
90 - 90 T+ 30°C a,, 0,94 0 T+ 30°C a,, 0,98
) £l g
£ 60 560-- E 60T
© © ©
R R 0
< < ~
5 30 54 5 301
E E .
03 0] : : : (! } } f
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
id6 (nap) d6 (nap) id6 (nap)
90 —+ 35°C a,, 0,90 90 35°C a, 0,94 9 + 35°C a,, 0,98
el E E
g g 60 + E 60
e} He) Ee]
3 k5 3
£ g E
= = <
& 530+ £ 30
£ & £
2
0 } } } 0+ } } }
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
id6 (nap) id6 (nap) id6 (nap)

29. dbra Az A. niger telepek ndvekedése malata (-A- A kisérlet); (-*- B kisérlet) és sz6161€é alapl

(Harsleveli) taptalajon (-0-)
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90 T 20°C a,, 0,90 90 - AD 90 - 20°C a,, 0,98
yd
— ~ A ~
g 73 = =
E 60 £ 60 + E 60
Eel > QO el
3 3 3
E g E
R R <
& 530 + £ 30+
e 2 e
20°C a,, 0,94
0] : 0] : : :
0 10 20 30 0 10 20 30
id6 (nap) id6 (nap)
90 - 90 + 30°C a,, 0,94 90 30°C a,, 0,98
E E E
E 60 + g 60 T E 60t
:e :e :e
N5 &) B3)
E £ E
R 3 <
£ 30 530+ £ 30
2 8 e
| 2
0 0 t t t 0+ t t t
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
id6 (nap) id6 (nap) id6 (nap)
90 T 35°C a,, 0,90 0 T 35°C a,, 0,94 90 - 35°C a,, 0,98
E G E
E 60t £ 60 + E 60
:E ; :8
A= = =
& 30 £ 30 1 530
2 o] 2
0+ } } t 0] i i i 0 } } t
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
id6 (nap) id (nap) id6 (nap)

30. dbra Az A. niger telepek novekedése malata (-A- A kisérlet); (-*- B Kisérlet) és sz6l6lé alapd
(Kékfrankos) taptalajon (-0-)

62



90 + 20°C a,, 0,90 90 N 90 + 20°C a,, 0,98
//
— ~ A ~
g = g
E g 60 + E 601
Ne) 0 0
3 3 3
E E E
R S 3
& 5 30+ & 30+
£ & e
20°C a,, 0,94
0 : 0] : : i
0 10 20 30 0 10 20 30
id6 (nap) id6 (nap)
90 + 30°C a,, 0,94 90 + 30°C a,, 0,98
E E E
g £ 601 £ 601
He} He} Ee)
5] &5 8
£ E g
R = <
& 530+ & 30+
e & e
2
0 } t t 0+ t t t
0 10 20 30 0 10 20 30
id6 (nap) id6 (nap) id6 (nap)
90 + 35°C a,, 0,90 90 35°C a,, 0,94 90 35°C a,, 0,98
e E E
E 60 E 60 E 60
Ne) 0 Ee)
5] 5 8
£ g £
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£ 30 530 £ 30
e e £
0 f 0 } t 0 } t t
0 10 20 30 0 10 20 30
id6 (nap) id6 (nap) id6 (nap)

31. dbra Az A. niger telepek ndvekedése malata (-A- A kisérlet); (-*- B kisérlet) és sz6161€é alapl
(Olaszrizling) taptalajon (-0-)
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A 32. abrdn az A. niger peneszgomba novekedési sebesség értékek természetes alapd

logaritmusa In(g) lathaté by, figgvényében.

20 °C 30 °C
3 A 3
. b
:@ Modell § Modell
c 3 B Furmint £ ®  Furmint
E 2 c 2 B
£ Harsleveli £ Harslevelil
c ] & Kékfrankos c & Kékrankos
[ .. = -
= 1 ® Olaszrizling = 1 Olaszrizling
O T T Ll I 1 O T T T } 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0 0.1 0.2 0.3 04
bw bw
35°C
:% Modell
£ Furmint
g/ Harslevelii
) Kékfrankos
= Olaszrizling

0 0.1 0.2 0.3 04
bw

32. dbra Az A. niger novekedesi sebessege In(g)-ben kifejezve (pontok) és illeszkedése a malata
taptalajon végzett kisérletek alapjan késziilt kombinalt modellhez

A 32. dbran minden mért ndvekedési sebesség nagyobb, mint a kombinalt modell altal josolt
értek. Ezt torzitasnak (bias) nevezzik, ami azt jelenti, hogy a becslésink a mért adattol
szisztematikusan eltér.

A sz6l6fajtak kozott nem tapasztalhatd szignifikans kiilonbség, bar a Harsleveli sz6l6fajtabol
készitett taptalajon n6é a legkisebb intenzitissal a penészgomba. Elmondhato, hogy a szél6lé
alapu taptalajon mert adatokbdl szdmolt novekedesi ratdk azonos tendenciat irnak le, mint a
kombinalt modell, bar enyhe szisztematikus torzitassal. Kedvezétlenebb hémérsékleten (20°C) a
malata taptalajon mert adatokon alapuld kombinalt modell alulbecsiili a sz6161¢ alapu taptalajon
mért penészgomba ndvekedési ratdjat, bar az optimalis novekedési hémérséklethez (35°C) kozel

az utobbiak mar beleesnek a kombinalt modell joslasi tartomanyaba. Ezek alapjan arra lehet
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kovetkeztetni, hogy kedvezétlen koriilmények kozott, a sz6l6lé alapt tapkozeg alkalmasabb az
A. niger ndvekedésének becslésére. Az elényos tulajdonsagok eltlinnek, ahogy a penészgomba
szaméra optimalis kornyezeti feltételek felé haladunk. Ezek az ¢sszehasonlitasok azt sejtetik,
hogy malata taptalajon végzett mérési eredményekbdl szarmazd prediktive modell csak a
penészgomba novekedését er6sen tamogatd kornyezeti feltételek mellett irja le jol a gyimolcs
alapu taptalajon torténd novekedést.

Az eredmények alapjan két fontos kdvetkeztetés vonhato le:

1. Kedvezoétlen kornyezeti feltételek kozott a természetben (szOlon) eltérd (a vizsgalt
fajtakon nagyobb) mértékii aszpergilluszos penészedéssel lehet/kell szamolni, mint azt a
laborat6riumi kisérletek alapjan ki lehet kdvetkeztetni.

2. A sz6lovel végzett kisérletek arra utalnak, hogy a laboratoériumi ,,mesterséges” taptalajjal
és a ,természetes” taptalajjal, szololével végzett Kisérletek kozott penészgombék
esetében nagyobb a kulonbség, mint a baktériumoknal (a laboratériumi és az
¢élelmiszerekben torténd szaporodas dsszevetése esetén). Az adatok alapjan az altalanosan
hasznalt malata taptalaj csak a mérési konzisztenciara optimalis, nem pedig a névekedési
sebességre. Ez arra utal, hogy a prediktiv mikologia bizonyos alapelvei eltérhetnek

azoktdl, amire a baktériumok preditiv mikrobioldgiaja épdl.
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4.2.5 A Penicillium expansum ndvekedése almalé alapu taptalajon

A Penicillium expansum telepek novekedését 100%-os almalébdl (Alley) készilt taptalajon
vizsgaltam harom vizaktivitasi (ay 0,90; 0,94; 0,98) és harom hémérsékleti értéken (20°C, 30°C,
35°C). A 33. &bran a, 0,98 vizaktivitasi értéken lathatok felvételek a telepek novekedésérdl, a

harom kiilonbozd inkubacios hdmérsékleten.

20°C

30°C

35°C

1. nap 2. nap 3. nap 4. nap 7. nap

33. abra A Penicillium expansum telepek névekedése almalé alapu taptalajon, 20°C, 30°C és
35°C-on, ay 0,98 vizaktivitési ertéken
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A 34. dbrén a malata és az almalé alapu taptalajon mért telepatméré adatokra ndvekedési gorbeét

illesztettem.
90 — 20°C a,, 0,90 //A 90 - 20°C a,, 0,94 20°C a,, 0,98
g E g
£ £ o] £
2 2 2
R 5 B9}
£ 2 £
= 5 g
& g 30 o
2 o 2
1 ;
0 t T
0 10 20 30 30
id6 (nap) id6 (nap)
90 + 30°C a, 0,90 R 30°C a,, 0,94 Al
- - _ 30°C a,, 0,98
g g =
) E E
:8 :e :e
= N =
5 5 &
2 e o]
0 10 20 30 20 30 30
id6 (nap) id6 (nap) id6 (nap)
90 + 35°C a,, 0,90 90 — 35°C a, 0,94 90 + 35°C a,, 0,98
£ 60 + g 60 T Y E 60
:8 :e :e
Q0 0 )
E E g
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& 5 . 5807 ]
] 2 8 ]
[ -
} } 0 t } }
20 30 0 10 20 30
id6 (nap) id6 (nap) id6 (nap)

34. abra A P. expansum telepek ndvekedése malata- (-A-) és almalé alapu taptalajon (-0-)

Az esetek nagy részében malata taptalajon jobban nétt a P. expansum mint almalé alapu
taptalajon. Az almalé alapu taptalaj készitése nem gyumoélcs préselésével tortént, hanem boltban
vasarolt 100%-os almalébdl (Alley). A gyartdo cégtél (Rauch) bekértem a taptalaj készitésére
hasznalt almalé specifikacidjat. Ez alapjan a késztermék savtartalma 5,3 g/l borkésavban
kifejezve és 4,522 g/l citromsavban kifejezve.

Az eredmények alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy az almalé gyengébb/hianyosabb
tapanyagforras a P. expansum szdmara, mint a malata. Mivel az in vitro kisérletben malata
taptalajon kapott adatok alapjan ebben az esetben feltilbecsilhetjik a penészgomba névekedeés

mértékét, ez kisebb kockazatot jelent a predikcid soran, mint az A. niger esetében. Az

67



eredmények arra hivjak fel a figyelmet, hogy a malata taptalajon kapott eredmenyeket validalni
szlikséges gylmadlcs alapu taptalajokon is.

A kétfele gyuimolcs alapu taptalaj kozotti kulonbseget az adhatja, hogy a sz6161¢ nagyszamu
asvanyi anyagot tartalmaz, gazdagabb tapanyagforras, féleg nitrogén vegyiiletekben, azok koziil
is a konnyen hozzaférheté szabad aminosav és a biogén amin tartalomban, mint az alma. A

biogén aminok kozll a spermidin a sejtszaporodast kedvezden befolyasolja.
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4.3 ComBase — mikoldgiai adatbazis

A prediktiv mikrobiologia egyik alapvetd eszkoztarat az ¢lelmiszerekben el6forduld mikrobakra
vonatkoz6 nagy adatbazisok alkotjak, amelyek tobbnyire a romlast okozé és korokozo

baktériumok adott kdrilmények kdzott mért ndvekedesi és talélési gorbéit tartalmazzak.

A ComBase (Combined dataBase, http://www.combase.cc/index.php/en/) web-alapl rendszer
adatbazisanak fejlesztésében vettem részt, mely soran a meglévé baktérium adatbazishoz hasonld
penészgomba adatbazis elinditasdban dolgoztam. Egyelére nem létezik olyan adatbazis, amely a
penészgombéak ndvekedési és/vagy mikotoxin termelési tulajdonsagaival foglalkozna.

A ComBase-kompatibilis mikoldgiai adatbazis felépitésével célunk a penészgomba névekedés
elorejelzése. Az adatbazis a penészgombak novekedésére fokuszal, kiilonbozo kdrnyezeti
feltételek kozott. A bevitt adatok sajat mérési eredményeinkbél, publikalt cikkekbdl, illetve
kooperélo egyetemek és kutatointézetek mérési eredményeibél szarmaznak. A 35. &brén az

adatok feltoltéséhez hasznalt hattér munkalap lathato.

l | N

key ~|organism|~| specification ~|source (- details - b_f -/meas_methoc- (- temp (-/[-]aw [~|-/tObs|- diam
V) Pe_018-1Pe Siraln( s): UdL-TA-3.80 Garcia_10a d_04 Culture_mediumcolony_diameter 25 0,98 14 1‘0.2.0‘1.3.0.6‘4“
—O Pe_018-2Pe Strain(s): UdL-TA-3.80 Garcia_10a d_04 Culture_mediumcclony_diameter 25 0,98 14 1;0;2;0.1;3,0.7:4;"]
— Pe_018-3Pe Stram(s) UdL-TA-3.80 Garcia_10a d_04 Culture_mediumcolony_diameter 25 0,98 12 1;0;1;0;1:0;1;0:1;(]
- Pe_020-1Pe Strain(s): UdL-TA-3.80 Garcia_10a d_04 Culture_mediumcolony_diameter 25 0,92 23 1;0;2:0;3;0.1;4,0.7)
O Pe_020-ZPe Strain(s): UdL-TA-3.80 Garcia_10a d_04 Culture_mediumcolony_diameter 25 0,92 23 1;0;2:0;3;0,4,0.4;4
U ) P 020-3Pe Strain(s): UdL-TA-3.80 Garcia_10a d_04 Culture_mediumcolony_diameter 25 0,92 26 1;0:1;0;1;0:1;0;1;(
N > Pe_021-1Pe Strain(s): UdL-TA-3.80 Garcia_10a d_04 Culture_mediumcolony_diameter 15 0.98 31 1;0:2:0;3;0:4;0.1;f
Pe_021-2Pe Siram(s) UdL-TA-3.80 Garcia_10a d_04 Culture_mediumcolony_diameter 15 0,98 32 1;0;2:0;3;0,4,0,5;(}
d ) Peo_021-3Pe Strain(s): UdL-TA-3.80 Garcia_10a d_04 Culture_mediumcclony_diameter 15 0.98 32 1;0:1:0;1;0:1:0;1:(]

Master Shee

An_diam Pe_diam An_temp Pe_temp Ac_diam .~ B_F - Details Condition Meas_method Property @

35. dbra A ComBase-kompatibilis mikologiai adatbazis hattér tablaja

Az Un. Master munkalapon (35. abra) nyilakkal jeléltem a fontosabb oszlopok neveit. A mikroba
nevének roviditése (organism), forras (source), ahonnan az adatok szarmaznak, hémérséklet
(temp), vizaktivitas (ay), illetve telepatméré (diam) adatok. Minden egyes sor egy novekedési
gorbét jelol.

Az adatok bevitele preciz munkat igényel. Makrdk segitségével, amelyekkel a szintaktikai
hibakat is ki lehet sziirni, analizaltam a bevitt adatokat és ezutan keriilnek feltoltésre a ComBase

programba.

69



Az egyetemek, kutatointézetek és az élelmiszeripar szamara egy ilyen jellegli adatbazis ertékes
informacio forrast jelent. Segitségével a kozzétett adatok gyorsan és koltségmentesen elérhetok,
illetve preciz (kvantitativ és a tovabbi szdmitadsokhoz matematikai) alapokat szolgaltatnak
tovabbi mikrobiologiai kutatdsoknak. Cél, hogy a folésleges, parhuzamos kisérletek szamanak
minimalizalasaval noveljuk a kutatbmunka hatékonysagat, javitva ugyanakkor az élelmiszerek
biztonsagat és mindségét az eldrejelzésre alkalmas (prediktiv) modellek tokéletesitésével. Az

adatbazis bovitése folyamatosan zajlik.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ES TEZISEK

1. Az Aspergillus niger ndvekedés prediktiv modellének hibaanalizise a kisérletek kozott
jelentkez6 eltérések okait azonositotta. Uj fogalmak keriiltek bevezetésre: (1) a kisérleti
variabilitds (a parhuzamosok kozott jelentkez6 eltérés), amely analdg az ANOVA-ban
hasznalatos csoportokon bellli variabilitas (within groups) fogalommal; (2) a kornyezeti
variabilitds (az ismétlések kozott jelentkezd eltérés), amely analdg az ANOVA-ban
hasznélatos csoportok kdzotti (between groups) variabilitis fogalommal.

A Kkétféle variabilitas kvantifikdlasa szerint 5%, illetve 17% volt a Kisérleti és a
kornyezeti hozzajarulas a teljes variabilitdshoz. Ez azt jelenti, hogy egy ujabb kisérlet

soran a ndvekedési rata varhatoan kb. 20%-kal fog eltérni a megjosolttol (predikcio).

2. Az Aspergillus niger novekedésének leirasahoz elséként alkalmaztam egy olyan Un.
kombinalt méasodlagos modellt, amely a kornyezeti valtozék minimum, optimum és
maximum értékein alapulé an. kardindlis modell egy kvadratikus valaszfelllet
kombinécidjabol szarmaztathatd. A kombinalt modell jobban alkalmazhat6 predikcidra a
novekedés hatdraihoz kozel es6 pontok esetében, mint a hibaanalizisre hasznalt
kvadratikus valaszfelulet, amely csak interpolaciora alkalmas. A parabola nyujtasat
biztositd konstans varialdsdval (const;, const;) lehetévé valt, hogy a valaszfeliilet

aszimmetrikus legyen, ami jobban tlkrozi az adatok trendjét.

3. Bemutattam, hogy a sz6161é alapt taptalajon mért adatokbol szamolt novekedési ratak
azonos tendenciat irnak le, mint a kombinalt modell. Kedvezétlen kornyezeti feltételek
(els6sorban a novekedésre nézve minimum feltételek) kdzott a sz6161¢ alapl tapkdzeg
jobban tamogatja az A. niger novekedését, mint a malata taptalaj. Az almalébdl késziilt
taptalaj viszont kevesbé tdmogatja a P. expansum novekedését, meg optimalis kdrnyezeti
feltételek kozott is. A kapott eredmények alapjan megéllapithatd, hogy a modellek

ellendrzése/validalasa természetes eredetli tapkozegen is feltétlenul sziikséges.

4. A ComBase prediktiv mikrobioldgiai adatbazis tovabbfejlesztése soran létrehozott
adatbazis a penészgombak ndvekedésére fokuszal, kiilonbozd kornyezeti feltételek
kozott. A ComBase mikoldgiai adatbazisanak felépitése, Dr. Baranyi Jozsef

témavezetommel végzett egyiittmiikodésben, ezen kisérlet adataival kezdddott el.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A mindségbiztositas elengedhetetleniil sziikséges a stabil és kivalé mindség fenntartasaban és
javitdsdban. A modellek hasznalata a mikrobiologiai minéség €s biztonsdg biztositasahoz
objektiv segitséget nyujt, alkalmazasaval részben el6re ,,megjosolhatd” a termék biztonsagos
eltarthat6sagi ideje, illetve retrospektiv moédon megallapithatd, hogy hol kdvetkezhetett be hiba a
tarolasban és a technolégiéban.

A munka folytatasaként fontosnak tartom a penészgomba novekedés 0,90 vizaktivitas alatti
értékeken val6 vizsgalatat, hogy informacionk legyen a novekedéshez sziikséges minimalis
vizaktivitasrol. Ezen adatok birtokdban egy ujabb modell, az un. valdsziniiségi modell

bevezetesére lenne szlkség.

Tovabbi terveink kozott szerepel a Penicillium expansum novekedésének eldrejelzése a

laborat6riumi eredmények és a kombinalt modell segitségével.

A Kkisérletek arra is rdmutatnak, hogy az in vitro malata taptalajon kapott eredmények alapjan
felallitott modell ellenérzése sziikséges termeészetes alapu tdpkdzegen is, hogy ne becsiljuk ala

(vagy folé) a kockazatot.

A 2007-2012 kozotti idészakban a RASFF (gyorsriasztdsi) rendszerbe érkezd bejelentések
megoszlasat tekintve a legtobb bejelentés a mikotoxinokkal volt kapcsolatos. Nagysag szerinti
sorrendben dioféle és olajos magvak, gyliimolcs- és zoldségféle, takarmany alapanyag, fiiszer és
gyoégyndvény, gabona és pékaru, tej és tejtermék. A gabonafélék a magyar szantéterilet
kétharmadat foglaljak el. Takarmanybiztonsagi problémat a Fusarium fajok jelentik, amelyek a
vilagon mindeniitt permanens vagy iddszakos jarvanyokat okoznak. Legveszélyesebb
mikotoxinok: aflatoxinok, ochratoxinok, Fusarium toxinok ¢és patulin, ezért az ezeket termeld
penészgombak vizsgalatat tartandm fontosnak kulonds tekintettel a globalis és lokalis

klimavaltozasra.

Szikséges a ComBase mikologiai adatbazisanak névelése mind mesterséges mind természetes
novényi kivonatokbol késziilt taptalajokon mért adatokkal a megbizhato elérejelzés alkalmazasa
céljabol. A ComBase adatbazist a mikotoxin-termelésre vonatkoz6 adatokkal ki kellene

egésziteni.
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OSSZEFOGLALAS

Miutan a penészgombak novekedése és toxintermelése erésen fligg az idéjarastol (homérséklet,
paratartalom), a fert6zottség / szennyezettség mértéke évrél évre valtozhat, tovabba jelentds lehet
a regionalis eltérés is. Az élelmiszertermelés mennyiségi gondjai mellett vilagszerte elétérbe
keriil az élelmiszerek mindségének problémaja, és stratégiai kérdésként fogalmazdodik meg a
biztons&gos élelem, a jo minéségii élelmiszer iranti igény.

Hibaanalizist végeztink annak érdekében, hogy a kisérletek kozott jelentkezd eltérések okait
azonositsam. A penészgomba novekedés esetében a kisérleti variabilitas, tehat a parhuzamosok
kozotti kalonbség kb. 5%. Amennyiben a masodlagos modell a mért adatokra tokéletesen
illeszkedik, kb. 17%-0s pontossaggal tudjuk a ndvekedési sebesség mérését megismételni adott
homérséklet és vizaktivitas esetén. Varhatoan a novekedési rata kb. 19-20%-kal fog eltérni a
predikciotdl egy ujabb ismétlés soran.

A hibaanalizisnel hasznalt kvadratikus modell lokalis kornyezetben (az elvégzett kisérlet
intervalluman belil) hasznalhat6. A méasik masodlagos modell, az an. kombinalt modell jobban
alkalmazhat6 predikciora a névekedés hataraihoz kozel es6 pontok esetében is. Az eredmények
alatamasztottak, hogy a disszertacioban hasznalt kombinalt modell alkalmas megbizhatd
predikcio felallitasara.

Gyumolcs alapu taptalajokat is hasznaltam; Penicillium expansum esetében almalé alapu
tapkozeget, Aspergillus niger esetében pedig sz616lé alapl taptalajt, a penészgombak
ndvekedésének tovabbi jellemzéseére.

A ComBase mikologiai adatbazisanak létrehozasaval cél, hogy a kutatomunkat hatékonyabba
tegyilk az adatbazisban elérhetd adatok segitségével, és az a gyakorlat szamara is jol
hasznosithatd legyen.

Vizsgélati eredményeim megerésitették azt a feltételezést, hogy a nyari héhullamok
gyakorisaganak és intenzitasanak feltételezett varhaté ndvekedése az élelmiszerek fokozott
mikologiai kockazatat idézhetik eld a régionkban, nemcsak a most is elterjedt Penicillium fajok
szaporodasat stimulalva, hanem lehet6séget teremtve a melegkedvel6 Aspergillus fajok fokozott
megtelepedésének, illetve kertészeti terményeink és tarolt élelmiszereink veliik vald er6teljes
szennyez6désének is. Az eredmények hozzgjarulnak a toxinogén penészgombék ndvekedésének
kvantitativ eldrejelzésének lehetéségéhez a homérséklet és a vizaktivitds filiggvényében.
Segitséget jelentenek a gyakorlatnak, tovabba a kockazatbecslés szamara is hasznos informaciot

nyujtanak.
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SUMMARY

The extreme weather conditions have unwanted impact on our food security and food safety,
particularly due to the increasing hazard caused by toxigenic moulds. The growth of filamentous
fungi on food and feed plants, on the field and during storage is an important quality problem
and may lead to significant economic losses and health risks.

A set of predictive models on the growth of Aspergillus niger and Penicillium expansum as a
function of temperature and water activity was developed and analysed.

The sources of the error were determined when the model is used for prediction. The
experimental variability was quantified by the relative accuracy of measuring the colony growth
rate. Its value was estimated as ca. 5% when colonies grew in parallel. The environmental
variability was estimated by the accuracy (17%) of the averages of repeated growth experiments
on the colony growth rates. This accuracy for a secondary model can be achieved only if it fits
the grand-means of the repeats perfectly. This is less and less achievable as the studied region of
the environmental variables increases. We can say that, in the region we focus on, an
independent single measurement of the growth rate, which is carried out similarly as we did, will
deviate from our prediction by ca. 19-20%.

The quadratic model used in error analysis is only valid in local environments, therefore a new,
so-called combined secondary model has been developed. It combined the quadratic response
surface model of GIBSON and co-workers (1994) and the cardinal values model of ROSSO and
co-workers (1993). The new model proved to be suitable to capture the observed dependence of
cardinal values of one environmental variable on the other. Besides, by the application of the
new model, the predictions could be extended towards the growth limits of the mould. The
results demonstrarted that the combined model elaborated here is suitable for reliable prediction
on the medium used for the experiments.

Model food substrates: grape juice (prepared in the lab) and apple juice (commercial) media
were inoculated with conidia of A. niger and P. expansum, respectively, to get more information
about mould growth. Comparative analysis was carried out to study the effect of the different
media on mould growth.

A Combase-compatible new database has been developed for mould growth under various
environmental conditions. The objective is to provide an electronic repository that can help to
increase the efficiency of research in predictive microbiology and its application.

The results demonstrated that Aspergillus niger has significantly higher temperature requirement
than Penicillium expansum. Therefore, the projected increase of environmental temperature,

particularly the increasing frequency and duration of heat-wave periods may cause an elevated

74



risk of compromising mycological food safety by stimulating the growth of the presently
common Penicillium species and creating better opportunity for growth and toxin formation of
the rather thermophilic aspergilli that will contaminate more intensively our fresh produce in the
field and cause problems also during storage.

These results contribute to the prediction of mould growth as a function of temperature and water

activity. They can be utilized in risk assessment procedures as well.
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