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1. BE%E*ZE%%}S} é'ELKITI"JZESEK

A szant6foldi- és raktari penészgombafajok szamos mikotoxint képesek
szintetizalni, amelyek ezen fajok extracellularisan kivalasztoddo masodlagos
anyagcseretermékei. A mikotoxinok biologiai szempontbdl igen sokfélék, hiszen
egyazon mikotoxint szamos egymassal nem rokon gombafaj is képes termelni (pl. az
ochratoxinokat egyes Aspergillus és Penicillium fajok, vagy a fumonizineket egyes
Alternaria, Aspergillus, Fusarium és Tolypocladium fajok), egy adott faj azonban
termelhet tobbféle mikotoxint is (pl. 4. miger ochratoxinokat és fumonizineket, A.
flavus aflatoxinokat és kojisavat).

Ma mar tobb szdz mikotoxint ismeriink, koziiliik azonban viszonylag kevés okozhat
jelentds human- és 4llat-egészségligyi problémat. A legveszélyesebbnek szadmitd
mikotoxinok az aflatoxinok, az ochratoxin-A, a trichotecén-vazas mikotoxinok (pl.
dezoxinivalenol, nivalenol, T-2, HT-2), a zearalenon ¢s szarmazékai és a jelen értekezés
targyat képezo fumonizinek. Az emlitett mikotoxinok kémiai szerkezetiiktdl fliggéen
mar igen alacsony koncentracioban (ng/g-pg/g) is citosztatikus, citotoxikus,
immunszupressziv, mutagén, Osztrogén-mimetikus, rakkelté és teratogén hatassal
rendelkeznek és mindezek mellett karositjak a fehérjebioszintézist, az idegrendszert és a
parenchimas szerveket is. Nem szabad figyelmen kiviil hagyni azt sem, hogy a
szant6foldi  ndvények (elsbésorban a kalaszos gabonafélék és a kukorica)
gombafert6zése miatt bekdvetkez6 mindségromlas jelentds terméscsokkenést is okoz,
ami komoly mértékli bevételkiesést jelent a termelSknek és kozvetve a
nemzetgazdasagnak is.

Ami a fumonizineket illeti, a fumonizin kutatas jelentésége vitathatatlan, mivel a
gombafert6zott kukoricabol (a takarmany- és az étkezési kukorica fumonizin-
szennyezéséért foleg a F. verticillioides és a F. proliferatum nevii gombafajok a
felelosek) késziilt termékek fogyasztasaban komoly élelmiszerbiztonsagi kockazat
rejlik. A vildg szdmos orszdgaban a kukorica nemcsak a takarmanyozasban
meghatarozo jelent6ségli alapanyag, hanem human célu felhasznalasa is jelentds és
egyre novekszik. A fumonizinek felfedezésének gyakorlati fontossaga mellett, elméleti

jelentdsége is igen nagy, mivel felfedezésiikkel tobb human ¢és allati betegség
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kéroktanat ismertiilk meg. Bgrcnré%gstgj'esjs'é];ggel nem bizonyitott, feltételezik, hogy a
fumonizinek emberben is rakkelté hatistiak. A Nemzetkozi Réakkutatisi Ugynokség
(IARC) a lehetséges karcinogének kozé a 2B karcinogén csoportba sorolta (IARC
2002) a legnagyobb mennyiségben képz6d6 fumonizint, az FB; toxint (1. abra).
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1. abra. Az FB, toxin szerkezete és a kiralis szénatomok abszolut konfiguracidja.

A fentiek indokoljak a fumonizinek terén folyd kutatasok sokféleségét: izolalas,
azonositas, kémiai szerkezet meghatarozas, bioszintézis, toxicitas, élelmiszer- és
takarmanybiztonsag, stb. A fumonizin kutatas el6tt allo feladatok koziil az értekezés az
alabbi célkitiizések megvaldsitasanak eddigi eredményeirdl szamol be.

1) Moédszert kivantunk kidolgozni a szilard fermentacios eljarassal termelt fumonizinek
rutin RP-HPLC/ESI-ITMS meghatarozéasahoz;

2) Vizsgalni kivantuk a Magyarorszagon kiilonb6z0 termdhelyeken, kiilonféle
novényfajokrol begyiijtott €s egyéb forrasbol szarmazd szamos F. verticillioides
izolatum in vitro fumonizin (FB,.4) termel6képességét;

3) Valaszt szerettiink volna kapni arra a kérdésre, hogy a kivalasztott — jo FB .-
termeldképességgel rendelkezé — F. verticillioides izolatum termel-e egyéb még nem
publikalt fumonizineket;

4) Miutan az elézetes mérések alapjan egy viszonylag meredek gradiens HPLC
elvalasztast alkalmazva szamos 1j fumonizint azonositottunk, modszert (RP-
HPLC/ESI-ITMS és TOFMS) kivantunk kidolgozni a fumonizin izomerek minél
hatékonyabb elvalasztisara, a gyartd altal izomerek elvalasztasara javasolt RP-HPLC

oszlop és egy kevésbé meredek gradiens elvalasztas felhasznalasaval;
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5) Az Aspergillus niger fumoTrizm—termeilésével kapcsolatos kozlemények alapjan
vizsgalni kivantuk a begyljtétt mazsola és a fekete rothadas tiineteit is mutatd
vordshagymamintak mikobiotajat és fumonizin-tartalmat.

Annak ellenére, hogy a Marasas professzor vezette dél-afrikai kutatocsoport altal
leirt fumonizinek (Bezuidenhout mtsai 1988) az egyik legiijabban felfedezett mikotoxin
csoport, mara — koszonhetéen az elvalasztastechnikai és tomegspektrometrias eljarasok
és egyéb szerkezetvizsgalati modszerek hatékonysaga és érzékenysége novekedésének
— a legtobb komponenst tartalmazé mikotoxin csoportta valt. Ezen miszeres eljarasok
felhaszndlasa és kombinalasa (HPLC/MS) tette lehetévé az értekezésben leirt szamos 1j

fumonizin azonositasat.

2. VIZSGALATI ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. A F. verticillioides izolatumok begyiijtése, azonositasa, felszaporitasa, valamint
a fumonizinek in vitro termeltetése és kinyerése a tenyészetekbol

Az izolatumok begylijtése, azonositasa, felszaporitisa ¢és a fumonizinek
termeltetése Dr. Szécsi Arpad tudoméanyos tandcsaddé (MTA NKI, Budapest)
iranyitasaval tortént. Az izolatumok jelentds részét hazank f6 gabonatermesztd
teriileteirdl, elsdsorban kukoricar6l (gyokér, szar, csd, szem) masodsorban egyéb
novényfajokrol (pl. buza, arpa, rozs, rizs, szeder, komdcsin) gyijtottik be, de sikeriilt
F. verticillioides 1zolatumokat begyijteni kullancsrdl és emberi szemrél is. Az egyéb
forrasbdl szarmazd izolatumokkal egyiitt 6sszesen 60 F. verticillioides izolatum allt
rendelkezésre a kisérletekhez. A fuzariumokat a fert6zott mintakrol laboratoriumi
koriilmények kozott Szécsi és Mesterhazy (1998) modszerével izoldltuk. A fajszintii
taxonomiai azonositast Booth (1971), Nelson és mtsai (1993) és Leslie és mtsai (2006)
mddszere ill. molekularis modszerrel (PCR) végeztiik (Szécsi és mtsai 2011).

A fumonizineket az azonositott F. verticillioides izolatumokkal rizstenyészetben
szilard fermentacios eljarassal termeltettiik. A termeltetéshez hosszlszeml rizst
hasznaltunk (Uncle Ben’s), amelyet sterilizalas utan mesterségesen fertdztiink a
monospora-eredetll  F. verticillioides izolatumok konidium szuszpenzidival. A

tenyészeteket termosztatban 28 °C hémérsékleten sotétben 4 hétig inkubaltuk. Az
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inkubalas végén a tenyészetegg[‘l'e a?g}:lga'sz:'lfo:‘!’[uk, liofilizaltuk majd porra 6roltiik és jol
lezarva az analizisig mélyfagyasztoban taroltuk azokat.

A liofilizalt rizstenyészet 6rleményeket (3 g) polipropilén (PP) centrifugacsdben
(30 ml) MeCN/H,O (75/25 v/v, 25 ml) elegyével, UltraTurrax T25 tipusu
homogenizator felhasznalasaval homogenizaltuk, majd atfordulés razogépen
extrahaltuk azokat. A kivonatok fumonizin B;.4 sszetételét centrifugalas és a feliiliszo
membransziirése utan HPLC/ESI-ITMS modszer felhasznalasaval kozvetleniil

analizaltuk.

2.2. Mazsola és voroshagymamintiak begyiijtése, Aspergillus fajok izolalasa a
mintakroél és genetikai analizisiik

A mikobidta és a fumonizin vizsgédlatokhoz a mazsola- és voroshagymamintak
kiskereskedelmi forgalombol torténd begyljtése, az Aspergillus fajok izolalasa és
genetikai analizise Dr. Varga Janos egyetemi docens iranyitasaval az SZTE TTIK
Mikrobiologiai Tanszékén tortént. A fekete Aspergillus fajok izolalasahoz olyan
voroshagymakat valogattunk ki, amelyeken mar lathatd volt némi fekete elszinezodés
is. Egészséges hagymat csak kontrollként, valamint a fumonizinek visszanyerési
kisérleteihez alkalmaztunk. A voréshagymardl torténé mintavételhez a hagyma mind
kiils6 szaraz, mind belsé husos leveleit felhasznaltuk.

A feliileti sterilizalt mazsoldkat valamint a hagyma kiilsé buroklevél és belsé htisos
levél mintait malatakivonatos dikloran-bengalvords-kloramfenikol taptalajra (King és
mtsai 1979) helyeztiik. A lemezeket termosztitban 25 °C hémérsékleten 7 napig
inkubaltuk, és ezt kdovetden a lemezeken kinovd fekete Aspergillus telepeket
kitisztitottuk, majd malatakivonatos ferdén ontott agaron tartottuk (Samson és mitsai,
2004) és klasszikus taxonémiai mddszerekkel azonositottuk az izolatumokat (Raper és
Fennell 1965; Samson ¢és mtsai 2007).

A fekete Aspergillus fajok PCR-RFLP azonositasahoz DNS-iiket kivontuk, ITS
régiojukat amplifikaltuk (White és mtsai 1990), majd Rsal restrikcios endonukleazzal
emésztettiik azokat (Accensi és mtsai 1999). Az emésztés eredménye alapjan a fekete

Aspergillus izolatumok két tipusba (T és N) sorolhatok. A fumonizin-termelésre képes



fekete Aspergillus fajok (A. gigerzesS ﬁm%v;fmori) az N tipusba tartoznak (Accensi és
mtsai 1999; Samson és mtsai 2007).

Az N tipusu Aspergillus izolatumok fajszintii besorolasat a kalmodulin gén egy
szakaszanak szekvencia analizisével, cmd5 és cmd6 primerek alkalmazasaval (Hong és
mtsai 2006), Samson és mtsai (2007) modszere alapjan végeztik. A szekvencia
analizist a ,,Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” segitségével
kiviteleztiik. A szekvenalasi reakcid termékeit gélszliréssel Sephadex G-50 oszlopon
tisztitottuk, és a nukleotid sorrendet az ABI PRISM 310 késziilékkel hataroztuk meg. A
DNS szekvencidk szerkesztetéséhez a DNASTAR szoftercsomagot alkalmaztuk. Az

illesztéseket és a filogenetikai analizist a MEGA 4.0 szoftverrel végeztiik.

2.3. Fumonizinek Kkinyerése mazsolabdl, voroshagyma pormintajabél és
mazsolaroél izolalt fekete Aspergillus fajokkal fert6zott taptalajmintakbél

A mazsola- és a vékony szeletekre vagott, majd liofilizalt és poritott
hagymamintakat is MeOH/H.O (3/1 v/v) elegyével, UltraTurrax T25 homogenizator
felhasznalasaval homogenizaltuk, majd atfordulos razogépen extrahaltuk. Az extrakcio
utan a mintakat centrifugadltuk majd PTFE membransziiron keresztil a HPLC
mintaadagolo fiolaiba szirtiik a feliilaszokat.

A mazsolardl szarmazé fekete Aspergillus izolatumokat CYA20S agar taptalajon 7
napig tenyésztettilkk (Samson és mtsai 2004). A telepek kozepébdl agar dugokat
metszettiink ki, amelyeket MeOH/H.O (3/1 v/v) elegyével extrahdltunk szintén
UltraTurrax T25 homogenizator felhasznalasaval, majd a kivonatokat centrifugaltuk és

a feliilaszokat membranszurtiik.

2.4. Uj fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS médszerrel torténé azonositasa és F.
verticillioides izolatumok FBi, toxinprofiljanak vizsgilata meredekebb gradiens
HPLC elvalasztas felhasznalasaval

A fumonizin kutatdsunk megkezdésekor és az azt kdvetd 4 évben a fumonizin
vizsgalatokat meredekebb gradiens HPLC elvalasztas felhasznalasaval az MTA

Sztereokémiai Kutatocsoportjanak, majd a Gabonakutato Non-profit Kft-nek (a



tovabbiakban GK Kft.) a mqlg:zergiég ‘Vf::l'g:flfztﬁk. Az el6bbi kutatohelyen az elsé 1j
fumonizinek azonositasa soran Agilent 1100 tipusu modularis HPLC rendszert
kapcsoltunk az Agilent 1100 MSD Trap SL tipust, atmoszférikus nyomasu
elektroporlasztasos (ESI) ionforrassal és ioncsapda (IT) tomeganalizatorral felszerelt
tomegspektrométerhez (MS), mig a GK Kft laboratoriumaban a F. verticillioides
izolatumok FBi.s toxinprofiljanak vizsgalata soran HP 1090 Series II tipust HPLC
rendszert illesztettiink a Varian 500-ITMS tipust, szintén ESI ionforrassal és IT
tomeganalizatorral szerelt MS késziilékhez. A méréseket mindkét késziiléken pozitiv
ion modban végeztiik. A fumonizinek elvalasztdsahoz Supelco ABZ Plus (250x2,1 mm,
5 um) HPLC oszlopot, valamint ,,A” (H.O + 0,1% HCOOH) és ,,B” (MeCN + 0,1%
HCOOH) oldészerek gradiensét (25% B — 40% B 22 perc alatt), 0,3 ml/perc aramlasi
sebességgel alkalmaztuk.

2.5. Uj fumonizin izomerek RP-HPLC/ESI-ITMS és TOFMS médszerrel torténé
azonositasa kevésbé meredek gradiens elvalasztas felhasznalasaval

Miutan a fumonizin vizsgalatok elsd 4 évében szamos 0j fumonizint sikeriilt
azonositani a fent emlitett meredekebb gradiens HPLC elvalasztas alkalmazasaval, egy
a GK Kft. laboratériumaba beszerzett, a gyartd altal szerkezeti izomerek elvalasztasara
javasolt HPLC oszlopot (YMC-Pack J’sphere ODS H80; 250x2,1 mm, 4 pm)
alkalmazva 1), kevésbé meredek gradiens elvalasztast dolgoztunk ki az elébb mar
emlitett olddszerekkel (24% B — 40% B 79 perc alatt, majd 100% B 15 perc alatt) a
HP 1090 Series II tipusu folyadékkromatograf ¢és a Varian 500-ITMS
tomegspektrométer felhasznédlasaval. Az aramlasi sebesség 0,2 ml/perc volt. Ezt a
HPLC oszlopot és kevésbé meredek gradienst alkalmaztuk késébb az ELTE EKOL
laboratoriumaban is a fumonizin izomerek RP-HPLC/ESI-TOFMS azonositasa soran.
A TOF (time-of-flight, repiilési id6) tomeganalizator a HPLC oszloprdl elualédo
komponensekrél pontos tomegértékeket ad, amely jelentds segitség az uj vegyiiletek
azonositasa soran. A fumonizin izomerek RP-HPLC/ESI-TOFMS vizsgalatdhoz
Agilent 1200 tipusi modularis HPLC rendszert és Agilent 6210 tipusut ESI-TOFMS

késziiléket hasznaltunk.



2.6. Mazsola- és viiriishagyglgnﬁ%gl?'fu%n]énizin-tartalménak és mazsolardl izolalt
fekete Aspergillus fajok taptalajon torténé fumonizin-termelésének RP-
HPLC/ESI-ITMS vizsgalata kevésbé meredek gradiens HPLC elvalasztas
felhasznalasaval

A mazsola- és a voroshagymamintak, valamint a mazsolardl izolalt Aspergillus
fajokat tartalmazé taptalajmintak fumonizin Osszetételének RP-HPLC/ESI-TMS
vizsgalata soran az el6z6 fejezetben leirt muszeregyiittest (HP 1090 Series II tipusu
HPLC, Varian 500-ITMS) alkalmaztuk. A mérési paraméterek megegyeztek az ott
targyaltakkal. Az FB, és FB, toxinok tekintetében a mazsolaval, a vordshagymaval és a
mazsolardl izolalt fekete Aspergillus fajokkal fertdzott taptalajmintdkkal is végeztiink

visszanyerési vizsgalatokat.

3. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az 10j tudomanyos eredményeinket abrakkal is illusztralva 9 pontban foglalom &ssze:

1) Egyiittmiikodésben folytatott kutatisaink térképezték fel elészor
Magyarorszagon a F. verticillioides elterjedését kiillonboz6 termdhelyek
névényfajair6l (foként kukorica) begyijtott és egyéb-eredeti (1égtér, kullancs,
emberi szem), Osszesen 60 izolatum alapjan. Az izolatumokkal fertézott in
vitro rizstenyészetek meredekebb gradienst alkalmazé RP-HPLC/ESI-ITMS
vizsgalatai révén elmondhato, hogy az izolatumok az FB.4 toxinprofil alapjan
harom csoportba voltak besorolhatok. Az izolatumok tobbségénél (85%) az
FB..4 toxinok mennyiségének a sorrendje az izolatumokban a kdvetkezd volt:
FB; > FB, > FB; > FB,. Harom izolatum tobb FB; toxint termelt, mint FB,-t,
mig két izolatum dominansan FB, toxint termelt és jelentds mennyiségben
FBs-et is (2. abra). Az eltéré FBi toxinprofilok alapjan javasoltuk a

fumonizin kemotipus elnevezést [1].



2. abra. F. verticillioides izolatumok fokomponensek szerinti pontdiagramja (,,scatter
plot”). A korok melletti szamok a mintadk azonositd szamai. Az iires korok a
kukoricardl, mig a tele korok az egyéb-eredetii izolatumokat mutatjak. A nagy korok és
szektoraik mérete aranyos a komponensek atlagos mennyiségével a rizstenyészetben.

2) A kivalasztott rizstenyészet minta — meredekebb gradienst alkalmazé — RP-
HPLC/ESI-ITMS vizsgalataval a masok altal eddig Osszesen publikalt 31
fumonizinen feliil, 2006-ban mar 41 j fumonizint és fumonizin izomert sikeriilt
azonositanunk (FA, FB, FC, FD és FBX analogok), kozottiik olyan
komponenseket is amelyeknél a fumonizin vazon lévé egy vagy két OH-
csoportot nem a trikarballilsav (tovabbiakban TCA), hanem egyéb szerves sav
észteresit, ugymint cisz-akonitsav (tovabbiakban AA), oxalfumarsav és
oxalborostyankésav. Ezt a fumonizin csoportot amelyben 16 uj fumonizin
talalhaté, az FB analégokhoz hasonlé szerkezetiik miatt FBX-nek neveztiik el
(lasd pl. a 3. abran az egy molekula AA-val és egy molekula TCA-val észterezett
FBs AA,TCA toxin, valamint a két molekula AA-val észterezett FB, 2AA toxin

molekulaionjai CID-MS spektrumat). Az FBX tipust fumonizinek és fumonizin
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prekurzorok azonositésdziva'l' el%szii‘r i:!g'azoltuk a trikarballil-csoportok citrat-

ciklus eredetét [2-7].
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3. abra. Az FB4 2AA és az FBs AA, TCA toxinok molekulaionjai ((M+H]") CID-MS
spektrumai. A két acil-csoportot tartalmazo fumonizinek CID-MS spektrumara jellemzo
harom fragmension csoportot (1-3) a pontozott téglalapok jelzik.

3) A fumonizin izomerek HPLC elvalasztasara a korabban kozolteknél
hatékonyabb mdédszert dolgoztunk ki, a szerkezeti izomerek elvalasztasara
javasolt RP-HPLC oszlop és a korabban alkalmazotthoz képest kevésbé meredek
gradiens elucié felhasznalasaval. Ezzel az oszloppal az FB; (4. abra) és FBs
toxinok 28 [8] ill. 22 [9] izomerjét sikeriilt elvalasztani ¢s ESI-ITMS valamint

ESI-TOFMS eljarasokkal azonositani F. verticillioides izolatummal fertézott

10



, , c_253 1
rizstenyészet kivonatabol. A~ pontos t(‘;l'megmérésre szolgalé TOFMS médszer

eloszor nyert alkalmazast fumonizin izomerek azonositasara.
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4. abra. F. verticillioides izolatummal fert6zott rizstenyészet kivonatanak RP-
HPLC/ESI-TOFMS (A; m/z 722,3957) és RP-HPLC/ESI-ITMS (B; m/z 722)
modszerekkel kapott nagyitott extrahalt ion kromatogramjai, amelyek az FB; toxint s
28 izomerjét mutatjak.
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4) A kevésbé meredek grgdiEnSS 3e‘1‘v:zlﬂasztéssal 6 1j, apolaris tulajdonsagu

fumonizint azonositottunk RP-HPLC/ESI-TOFMS (5. és 6. abra) ¢és RP-
HPLC/ESI-ITMS eljarasokkal [10]. Az ioncsapdas tomegspektrométer altal felvett
CID-MS spektrumok (6. abra) alapjan megallapitottuk, hogy szerkezetiik az FB,
toxinéhoz hasonld, azzal az eltéréssel, hogy a szénlancukon a két trikarballil-
csoporton kiviil harmadik acil-csoport (palmitil, linolil vagy oleil) is talialhaté,
ezaltal ezek a vegyliletek a tobbi, polaris karakteri fumonizinhez képest eltérd,
erbsebb biologiai hatassal (toxicitassal) rendelkezhetnek. Mivel a harom acil-
csoportot tartalmazé 0j fumonizinek feltételezhetéen az FB, toxin észterezett
szarmazékai, észterezett FB, (EFB,) toxinoknak neveztiik el azokat. A név végén
talalhato betik (LA=linolsav, PA=palmitinsav, OA=olajsav) jelzik, hogy melyik a
molekulan talalhato harmadik acil-csoport (EFB; LA, izo-EFB, LA, EFB, PA, izo-
EFB, PA, EFB, OA, izo-EFB; OA).

EIC, m/z 984.62
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5. éabra. F. verticillioides izolatummal fert6zott rizstenyészet kivonatanak RP-
HPLC/ESI-TOFMS totél ion kromatogramja és nagyitott extrahalt ion kromatogramjai
(EIC, m/z 984,62; 960,62 és 986,64). A nagyitott kromatogramok az 11j észterezett FB,
(EFB)) izomereket mutatjak. Megjegyzés: a ,xx jelek az EFB; LA (1) és izo-EFB, LA
(2) X+2-es izotopjainak a csucsait jelzik.
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6. abra. Az észterezett FB, (EFB;) izomerek molekulaionjainak ([M+H]") RP-
HPLC/ESI-ITMS moédszerrel felvett CID-MS spektrumai: EFB; LA (1), izo-EFB;, LA
(2), EFB, PA (3), izo-EFB; PA (4), EFB, OA (5), izo-EFB, OA (6). Az EFB,
izomerekre jellemz6é hat termékion-csoport (1-6) az EFB, LA (1) CID-MS
spektrumaban van jelezve. Az EFB; izomerekkel szemben a két acil-csoportot
tartalmazo fumonizinek (a legtobb fumonizin ilyen) CID-MS spektrumaban csak harom
fragmension-csoport talalhatd, mint ahogy a 3. abran is lathato.
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5) A kevésbé meredek gradiens elvalasztassal 6t ij P tipusti fumonizint sikeriilt

kimutatnunk (7. 4bra): az FP, toxint és négy FP izomert (izo-FP,.;) [11].
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7. é&bra. F. verticillioides izolatummal fert6zott rizstenyészet kivonatanak RP-
HPLC/ESI-TOFMS (A; m/z 800,41+784,41+768,41) és RP-HPLC/ESI-ITMS (B; m/z
800+784+768) extrahalt ion kromatogramjai (EIC), jelezve az FP analogokat.
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6) Aspergillus fajok alta

Intenzitas (Kcounts)

C 2 11
fert(')%i:);tr mazsola- és voroshagymamintikban is

mutattunk ki fumonizin-szennyezést, amely egy ujabb ¢lelmiszerbiztonsagi

problémara hivja fel a figyelmet. Az egyik (kaliforniai-eredetii) mazsolamintaban a

fumonizin-tartalom a kukoricara érvényes hatarérték kilencszerese (~36 mg/kg)

volt (8. abra). Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az Aspergillus niger a

korabban mar publikalt FB,, FB, és izo-FB, (FB) toxinokon kiviil taptalajon

in vitro is termelt tobbnyire csak nyomnyi mennyiségben kimutathaté néhany

egyéb fumonizint [12].
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8. abra. Kaliforniai-eredetii mazsolaminta kivonatanak RP-HPLC/ESI-ITMS egyesitett
extrahalt ion kromatogramja (EIC, m/z 690+706+722+738, nagyitott).
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7) Egyiittmiikodésben végzett—kutatﬁsz:llir:h( mutattak ki el6szor voroshagymaban

fumonizin-szennyezést (9. abra) [13].

A
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9. abra. Voroshagymamintdk (A és C) RP-HPLC/ESI-ITMS extrahalt ion
kromatogramja (EIC, m/z 690+706+722).

8) Kutatasaink eredményeként in vivo €és in vitro mintakbol is mi mutattuk be
eloszor a 3-epi-FB, és FB, toxinok HPLC elvalasztasat (8-9. abra). Felhivtuk a
figyelmet arra, hogy az FB, toxint tartalmazo kivonatok nagy részében a 3-epi-FB,4
izomer is megtalalhato, amely csak megfelelé hatékonysaga HPLC oszlop és kis
meredekségli gradiens- vagy izokratikus elucié alkalmazasaval valaszthato el az

FB, toxintol [12].

9) Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy az Aspergillus awamori is képes in vivo és in

vitro fumonizineket szintetizalni [12,13].
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4.AZ ERESI\C/E&E’KEI%SZNOSHHAT(’)SAGA

Novényi- és allati-eredetii élelmiszeripari alapanyagok, termékek és takarmanyok
fumonizin izomer Osszetételének meghatarozasara a gyakorlatban is hasznosithato
eljarast sikeriilt kidolgozni. Az 0j fumonizinek felismerése, valamint kiilonb6z6 in vivo
és in vitro korillmények kozotti képzddésiik tanulmanyozasa megfeleld izolalasi
eljarasok kifejlesztését teszi lehetévé. Az élelmiszer- ¢€s takarmanybiztonsag
szempontjabdl fontos teendd a fumonizinekre vonatkozo hatarértékek feliilvizsgalata. A
kockézat- ¢és veszélyelemzés nyomdn 1j hatar- és iranyértékek keriilhetnek
megallapitasra olyan alapanyagok és termékek esetében is — kiilonos tekintettel azokra
az ¢lelmiszeripari alapanyagokra ¢és termékekre amelyekben fumonizin-termelésre
képes fekete Aspergillus fajok azonosithatok — amelyeknél jelenleg nincsenek ilyen
értékek megallapitva.

A kutatadsok tovabbi konkrét feladata a viszonylag konnyebben izolalhato
fumonizin analogok sziikséges tisztasagu eldallitasa, valamint a kereskedelembdl be
nem szerezheté fumonizineknek az egyilittmiikod6é partnerek részére bocsatasa
kiilonboz6 toxikologiai vizsgalatok céljaira. A szamos Uj fumonizin tipusi mikotoxin
felismerése és szerkezetiik igazolasa az elméleti kutatasok szamara fontos tudomanyos
elézményeket jelenthet eddig még ismeretlen biokémiai mechanizmusok
értelmezéséhez.

Az értekezés eredményeinek tiikrében sziikséges azt is megvizsgalni, hogy a
rizstenyészetben legjobb fumonizin-termel6képességgel rendelkezd F. verticillioides
izolatumok az altalunk leirt Uj fumonizineket ill. egy résziiket képesek-e in vivo
koriilmények kozott is szintetizalni. Ehhez tenyészkerti korilmények kozott a
kivalasztott izolatumokkal a kukoricandvények (csovek) mesterséges fert6zését

tervezzik.
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KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom a Gabonakutatdé Non-profit Kft. és jogelddjei féigazgatdinak
(Dr. Szaniel Imre, Dr. Erdei Péter, Dr. Frank Jézsef, Dr. Matuz Janos) és Dr.
Mesterhazy Akos akadémikusnak, hogy az altaluk vezetett kutatohelyen és
kutatécsoportban dolgozhattam és biztositottak szamomra a kutatasi feltételeket.

Kiilon koszonom Dr. Szécsi Arpadnak az MTA doktoranak, az MTA NKI
tudomanyos tanacsadojanak és Dr. Varga Janosnak az MTA doktoranak, az SZTE
TTIK Mikrobioldgiai Tanszék egyetemi docensének a F. verticillioides illetve az A.
niger és A. awamori izolatumok fumonizin-termelésével kapcsolatos eredményes
kutatasi egyiittmitkodést.

Halaval tartozom Dr. Barabas Zoltin akadémikusnak és els6 kozvetlen
fonokomnek, Dr. Sagi Ferencnek - akik sajnos mar nincsenek kdzottiink - azért, hogy
kezdettol fogva egyengették tudomanyos palyamat a Gabonakutatoban.

Ko6sz6ndm a Gabonakutaté tudomanyos fomunkatarsanak Dr. Varga Ménikanak
és laboratoriumi asszisztenseinek Vargané Bogdan Evanak és Zentai Beatinak
aldozatos segitségiiket.

Megkoszonom Tolgyesi Laszlo preciz, igényes munkajat, amelyet az ELTE EKOL
laboratériumaban a TOFMS vizsgalatok elvégzése soran nytjtott.

Megkoszondm Dr. Véha Antal egyetemi tanarnak az SZTE Mérndki Kar
dékanjanak és Dr. Gyimes Erné egyetemi docensnek az SZTE Mérnoki Kar stratégiai
¢és innovacios dékanhelyettesének, hogy biztositottdk szamomra a mikotoxin kutatas
folytatasédhoz és az értekezés elkészitéséhez nélkiilozhetetlen nyugodt koriilményeket.

Ko&szonettel tartozom édesapamnak, Dr. Bartok Mihaly akadémikusnak, az SZTE
TTIK Szerves Kémiai Tanszék emeritus professzordnak a szakmai egyiittmiikodést és
azt, hogy biztositotta szamomra a mérési lehetéséget az MTA Sztereokémiai
Kutatocsoportja altal beszerzett ioncsapdas tdmegspektrométerrel.

Ko6szonom csaladomnak, hogy a kutatomunkamhoz és az értekezés elkészitéséhez
a nyugodt csaladi hatteret biztositottak.

Végiil, de nem utolsé sorban szeretném megkdszonni az OTKA, az NKTH, az
FVM, valamint az EU palyazati tdmogatasat, amelyek nélkiil vizsgalataink jelentds

részét nem tudtuk volna elvégezni.
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