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1. BEVEZETES

A mikotoxinok mindmadig sulyos problémat okoznak az egész
vildgon, annak ellenére, hogy az elmult hisz év alatt igen magas
szinvonal kutatdmunka folyt az egészséges élelmiszerek gyartasa €s
biztonsdgos tdroldsa teriiletén a helyzet felmérésére, valamint a
tivlati megoldasok kidolgozisa ' felé. A mikotoxikézisok‘ a
penészgombdk mérgezd masodlagos anyagcseretermékei 4ltal
okozott, az egész viligon a legkiilonb6z6bb megnyilvanulasi
formédban eloforduld, fertdzott taplalék vagy takarmény é4ltal
kozvetitett megbétegedések. A mikotoxinokrél szél6é toxikoldgiai
ismeretek elegendé sullyal tanusitjdk, hogy er6sen mérgezd hatasi
anyagokrél van sz6. A penészgombék altal termelt mikotoxinok
lényegesen rontjdk a takarményhasznositist, erlteljesen és
hatranyosan befolyasoljak a szaporodési folyamatokat, a trichotecén-
vazas mikotoxinok pedig kérositjdk az immunrendszert és a
parenchimds szerveket. Az elmilt 15-20 év kutatémunkdja
eredményeként lényegesen tébbet tudunk a mikotoxinokrdl,
hatdsmechanizmusukrdl és veszélyességiikrdl is. Az elmalt évtized
metodikai fejlddése a toxinok kimutatisi hatdrit lényegesen
csokkentette, az eddig negativnak minGsitett mintdkbdl is
kimutathatokka valtak, igy a human- és dllategészségligyi kockézat
pontosabb megitélésére szubakut dézisok esetében is lehetdség
nyilik.



Hazinkban az egyéb gombakdrokozok mellett a polifag
Fusarium fajok a novények fejlodésének kiilonbozd szakaszaiban,
azok legkiilonbz6bb részeit fertdzve, endémias jarvanyokat
eldidézve okoznak  killondsen komoly  veszteséget az
agrargazdasagnak. A Fusarium fajok éaltal termelt mikotoxinok kéziil
a trichotecén-vizas dezoxinivalenol (DON, vomitoxin) kiilénds
figyelmet érdemel, mivel a betegség (fuzaridzis, scab) kialakuldsa
sordn a legnagyobb mennyiségben detektalhato.

A szegedi Gabonatermesztési Kutat6 Kht-ban tsbb éve folyd
ndvénynemesitési és kortani munka keretein beliil a hazai kdrnyezeti
feltételek mellett megfeleld Fusarium rezisztencidt mutatd buza
fajtadk nemesitése az egyik fo cél. A fuzdriumok okozta megbetegedés
mértékének megallapitdsa céljabol a vizualisan meghatirozhatd
szemfertdzoittségi értékeket (bonitalas) objektiv, j61 reprodukalhaté és
érzékeny miiszeres analitikai vizsgdlatokkal meghatarozott DON
értékekkel sziikséges aldtdmasztani, ezért a mikotoxin meghatarozasi
eljérdsok fejlesztése vitathatatlanul fontos. A miiszeres analitikai
modszerekkel detektilt DON szint alapjan, valamint a vizuélisan
megéllapitott kaldsz- és szemfertdzéttségi értékek birtokdban a
rezisztencianemesitési munka  kisérlettervezési  irdnyvonala
megalapozottabba tehet6, hatékonysaga novelhetd.

Az utébbi néhiany évben a HACCP rendszer és vele
Osszefiiggésben a prediktiv mikrobiolégia egyre nagyobb




jelentOségre tesz szert. Az EU jogszabélyozasi harmonizécié keretein
beliil, a 17/1999 (II. 10.) FVM - EilM egyiittes rendelete az
élelmiszeriparban 2002. januar 1.-vel a Veszélyek Elemzése Kritikus
Irényitasi Pontok (Hazard Analysis Critical Control Point, HACCP)
rendszer (illetve egyes elemeinek) kételez6 alkalmazasat irja eld.
Mint ismeretes, a HACCP rendszer m{ik$dtetése sordn a prevencidra
helyezziik a hangsilyt, tehat a feldolgozasra keriilé6 alapanyagok
mindsitése is elengedhetetlen tényez6 - lesz. A malmok és
takarmanykeverdk felvasarlasi rendszereiket Ggy fogjdk mddositani,
hogy a gabonafélék atvételekor az eddig fontosnak itélt paraméterek
mellett a toxintartalmat is deklardlni fogjak.

A biuza szint6foldi eredeti gombafertézittségének
elorejelzésére szdmos hagyomanyos mddszer all rendelkezésre, de
ezek altaldban idd - és vegyszerigényesek, ezért sorozatvizsgélatok
céljara nem alkalmasak. A szakirodalom szerint az ergoszterin
tartalom alapjan torténd gombabiomassza meghatirozds alkalmas
lehet a fuzariumok 4éltal szintetizillt DON mennyiségének
elérejelzésére is, igy lehetdvé vélik a legkisebb mikrobiolégiai
kockazat vallalasa. A vizsgilati mintikban detektalhat6 ergoszterin
szint alapjan négy min0ségi osztalyt alakitottak ki, melyek magukban
foglaljdk az élelmiszeripari és takarményozisi felhasznélasra
alkalmas szinteket, valamint deklaraljdk a tovabbfeldolgozisbél
torténd kizards hatarértékét és adott esetben a multitoxin analizis



kotelezd végrehajtasat is. Az EU-ban a Francia Szabvanyiigyi Hivatal
kezdeményezte elGszér az dllati eledelek mikolégiai mindsitésének a
bevezetését az ergoszterin tartalom meghatdrozisa alapjan. Az 1993-
1997 kozott publikdlt tudomanyos kozlemények a DON és az
ergoszterin kozotti kapcsolatot eltérGen jellemzik, ezért a mindsitd
rendszerek helytallésagdnak vizsgélata, valamint hazai adaptalasi
lehetdségének felmérése rendkiviil id6szerii, mert hazinkban
ceredlidkbol meglehetdsen sokat fogyasztunk.

2. CELKITUZESEK

2.1. A Fusarium fert6zitt biza dezoxinivalenol (DON) tartalménak
meghatirozisara iranyul6, gyors, j6l reprodukélhatd, érzékeny
nagyhatékonysigi folyadékkromatografiss (HPLC) modszer
kidolgozasa, kiilénds tekintettel a mintatisztitas lépéseire.

2.2. Uj, érzékeny analitikai modszer kidolgozdsa a hatésagi
ellendrzések és a novénynemesitési kutatomunka sordn (F1
nemzedék) kis mennyiségben rendelkezésre 4116 mintdk DON és NIV
(nivalenol) tartalménak kapillaris elektroforézissel (CE) torténd
meghatarozisira.



2.3. A Fusarium fertdzott buza ergoszterin tartalmanak
meghatdrozasara irdnyul6 GC/MS médszer kidolgozésa.

24. A vizudlisan meghatirozhaté szemfertdzottség valamint a
miiszeres analitikai vizsgilatokkal meghatirozhat6 DON és
ergoszterin tartalom kozotti kapcsolat vizsgédlata, majd ennek

ismeretében a minéségi kategoridk alkalmazhatésdganak vizsgalata.

2.5. A természetes koriilmények k6zott kialakuld, fertozéseket okozo
Fusarium fajok identifikdlasi lehetoségének vizsgélata az egyes
Fusarium fajok szteroid- és zsirsavprofiljanak egyiittes felvételére
kidolgozott GC/MS technikéval.

3. ViZSGALATI MODSZEREK

3.1. A dezoxinivalenol (DON) 6rlt biizaszem mintamatrixtdl t6rténd
elvilasztisat acetonitril (ACN) /viz (86/14 v/v) extrahilé elegyével
végeztiik. Az extraktumban taldlhaté, kimutatist zavard
komponenseket (pl. pigmentek) szildrd fazisi extrakci6val (SPE)
tavolitottuk el. A laboratoriumi kdriilmények kozott készitett SPE
oszlopok téltete aktiv szén/aluminium oxid 1/20 m/m aranyd
keverékébol allt. Az atlagos visszanyerési érték 91,77 % volt. Az RP-



HPLC elvélasztds sordn, Hypersil ODS C18 oszlopon az &ltalunk
kidolgozott gradiens eliciét alkalmazva (ACN, viz), diédasoros UV
(220 nm) detektilds mellett a DON retencios ideje 5,55 percre volt
cstkkentheto.

3.2. A DON és NIV kapillaris elektroforézises (CE) elvéalasztasi
médszerének kidolgozisa sordn a biizaszem mintamétrixbél extrahalt
mikotoxinok Un. nyers és szilard fazisi extrakciéval (SPE)
koncentralt mintdinak analizisét végeztiik el, az 4ltalunk bizonyitottan
j6 hatasfokkal miik6dé SPE oszlop (aktiv szén/aluminium oxid 1/20
m/m) felhaszndldsdval. A mikotoxinok extrahdlasa a minta
visszaoldasatol eltekintve az RP-HPLC elvélasztasnal mér ismertetett
elv szerint tértént. Az extrakcidt kovetd beparlas utdn az extraktumot
acetonitrillel (ACN) visszaoldottuk, majd 85 mM (pH= 9,2) borat
pufferrel torténé higités utén, membransziirést kovetden végeztiik el a
CE elvalasztast.

3.3. Az ergoszterin kimutatsénak els0 lépése a bizaszem 6rlemény
KOH-os elszappanositasa (80 °C, 90 perc), majd n-hexannal torténd
extrakcidja volt. Az apoldris fazisokat beparoltuk, majd a GC
mintaadagolé fioldiban szdrmazékot képeztink. A GC/MS
meghatirozashoz a szililezést N,O-bis (trimetilszilil) trifluoracet-
amid (BSTFA)/2 % (v/v) trimetilklérszilin (TMCS) elegyével



blokktermosztatban végeztik. A GC/MS meghatirozas sordn hélium
vivégazt alkalmaztunk, nyomas és oszloptermosztat fiitési programot
kidolgozva, szelektiv ion figyelési moédot (SIM) alkalmazva.
Természetesen a rendelkezésre 4ll6 ergoszterin sztenderd elGzetes,
GC/MS (El, SCAN) vizsgalatat is elvégeztikk, igy a jellegzetes
molekula (m/z 468) és fragmens ionok (m/z 337, 363) kivalaszthatok
voltak.

3.4. A Discolor, Sporotrichiella és Liseola szekci6ba sorolhatd, 15
Fusarium faj szteroid és zsirsav  profiljdnak  egyiittes
meghatdrozdsidhoz az ergoszterin elvalasztiasara kidolgozott GC/MS
(EI, SIM) moédszert alkalmaztuk. A laboratériumi koriilmények
kozott Czapek-Dox tapkozegben elddllitott Fusarium tenyészetekbol
szirmazd micéliumok elszappanositisit (KOH) n-hexénnal végzett
extrakci6 kovette. Az apolaris fazisok bepdrldsa utin a mintdk
szililezése kovetkezett N,O-bis(trimetilszilil) trifluoracetamid
(BSTFA) / 2 % (v/v) trimetilklérszilan (TMCS) elegyével,
blokktermosztitban. A rendelkezésiinkre 4116, szidrmazékképzett
sztenderd komponensek GC/MS (EI, SCAN) témegspektrumai
alapjan kivélasztottuk a GC/MS (EI, SIM) mérésekhez a
tomegspektrométer altal figyelendd, jellemzd molekula és/vagy
fragmens ionokat (tetradekansav: m/z 300, 285, hexadekansav: m/z

328, 313, olajsav: m/z 354, 339, oktadekansav: m/z 356, 341,



ejkozinsav: m/z 384, 369, dokozinsav: m/z 412, 397, tetrakozansav:
m/z 440, 425, ergoszterin: m/z 363, 337).

4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

4.1. A laboratériumi sorozatvizsgalatok elvarésait kielégito, gyors, j6l
reprodukdlhatd RP-HPLC mddszert dolgoztunk ki a DON
gabonafélékbol torténd kimutatisira. Az ij modszerrel a rendkiviil
koltséges mintatisztitis lépését egyszeriisitve, laboratériumi
koérillmények kozott t6ltheté SPE oszlopot teszteltem, mely
biztositotta ~a  nagymiiszeres .elvélasztishoz  sziikséges
mintatisztasigot is. A médszer megbizhatésagat a 1999-2000 kozétt
elvégzett mintegy 2000 bizaminta analizise sordn kapott eredmény is

igazolta.

4.2. Uj, rendkivill érzékeny kapillaris elektroforézis médszert
dolgoztunk ki a gabonafélék DON ¢és NIV tartalmanak
meghatirozasdra. A moddszer érzékenységének és elvalasztasi
hatékonysdganak koészonhetben (nl mintamennyiség) alkalmas
nemcsak szilard-fazisi extrakcioval tisztitott hanem un. nyers
kivonatok direkt analizisére is. Az Gn. nyers extraktumok esetében a
DON és NIV kvantitativ meghatdrozisakor a kimutathatésagi hatir



350 ill. 875 ug/kg volt, mig az altalam tesztelt SPE oszlop
kozbeiktatasaval 70 ill. 175 pg/kg-ra volt csokkenthetd.

4.3. Négy eltérd Fusarium rezisztencidval rendelkez$ bizafajta,
kiilonb6z6 patogenitdsi F. graminearum ¢és F. culmorum
izolatumokkal tortént mesterséges fertdzését kovetben, a vizudlisan
meghatarozott szemfertdzittség (bonitdlds, %), valamint az RP-
HPLC technikdval meghatdrozott DON (mg/kg) és a GC/MS (EI,
SIM) eljarassal mért ergoszterin (mg/kg) tartalom kozott igen szoros,
pozitiv korreléci()t‘ tudtunk kimutatni (= 0,8737; 0,8945, 0,8981).

44. A DON RP-HPLC elvilasztasira kidolgozott moédszerrel,
valamint az altalunk kidolgozott ergoszterin GC/i\/lS (EI, SIM)
meghatdrozisra irdnyulé moédszerrel és a 3. pontban igazolt,
rendkivill szoros korrelacié ismeretében bebizonyitottuk, hogy az
ergoszterin tartalom alapjan feldllitott min6ségi kategdridk
megbizhatésdga megfeleld, ezért a rendszer segitségével predikciot
tudunk tenni a jelenlévé DON mennyiségére is.

4.5. A zsirsavak ¢és szterdnvazas vegyilletek egyiittes GC/MS
analizisének kidolgozasaval felvézx_)ltuk az egyes Fusarium fajok és
izolatumok teljes zsirsav- és szteroidprofiljat. Megéllapitottuk, hogy
a kiilonb6z0 Fusarium szekcidkba besorolt fajok kemotaxonémiai

differencidlasa a szteroidprofil alapjan nem lehetséges, nemzetségek
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kozott azonbén igen. Az ochratoxint termelé Aspergillusok
szteroidprofilja azt mutatja, hogy az ergoszterin mellett a minor
szteroidok  hidnyoznak, tehat ezek jelenléte természetes
szubsztratumon Fusarium szennyezettséget valOsziniisit A zsirsavak
tekintetében a Discolor szekcibban a F. graminearum és F.
culmorum egységes képet mutat. Az egyéb Fusariumok esetében

egyértelm(i azonossagot nem tudtunk kimutatni.

A GYAKORLATI HASZNOSITAS LEHETOSEGEI

Korunk korszerii min6ségellendrzési rendszereinek a gyors,
jol reprodukalhaté és rendkiviil érzékeny miiszeres analitikai
modszerekre kell épiilniék, mert csak igy val6sithaté meg a HACCP
rendszerek  alapk$vetelménye, a prevenci6. A  hatdsagi
minOségellen6rzé6 miiszercentrumok adta lehetdségek kihasznalasa
érdekében uj, szabvinyos és az EU elvardsoknak is megfelelé
miiszeres analitikﬁ moédszereket kell alkalmazni.

Mindezek figyelembevételével olyan analitikai médszereket (RP-
HPLC, CZE, GC/MS) dolgoztunk ki, melyek nagy segitséget
nyujthatnak a korszerli mindségellendrzésben, gyorsasaguk és
rendkiviili érzékenységiik miatt. A bemutatott miiszeres analitikai
eljardsok kidolgozésakor tekintettel voltunk arra, hogy a leheté
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legegyszeriibb mintaeldkészitést alkalmazva, rovid analizis id6 alatt
hatékony elvélasztist érjiink el.

Mérési eredményeink tobb aspektusbdl is aldtdmasztottidk azt a
feltevésiinket, hogy a szantofoldi eredetli penészgomba
megbetegedések elbrejelzésére az ergoszterin tartalom meghatérozésa
jol alkalmazhat6, aminek tiikrében a gomba 4ltal szintetizAlt
mikotoxin (DON) mennyiségére is kovetkeztethetlink. A modszer az
EU normékhoz igazod6, megbizhatd, j6l reprodukalhaté eredményt
ad, igy szabvanyositisara is van lehetoség.

A Fusarium fajok esetében vizsgalt szteroid €s zsirsav profil
alapjan egyértelmii kemotaxonémiai azonositis nem lehetséges, de a
szant6foldi (preharvest) és raktari (postharvest) fonalasgomba
nemzetségekre kiterjedd, szteroidprofil meghatirozdsara irdnyuld
késObbi vizsgdlatainktél - a mas génuszokra is vonatkozd eldzetes
méréseinket figyelembe véve - virhat6, hogy a teljes szteroid- és -
zsirsavprofil alapjdn az egyes nemzetségek egyértelmiien
megkiilonboztethetok, tehdt azonosithatok lesznek. A szteroidprofil
vizsgilatinak jelentOségét néveli az a tény, hogy a
ndvénytermesztésben elterjedten alkalmazott azo tipusa fungicidek
(propikonazol, tebukonazol) a patogén gombék szteroid szintézisét
befolyasoljak, tehat a profil valtozdsa a gombadl6szer hatékonysagit

is jelzi.
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