Vélasz Dr. Fazekas Bélanak
Bartdk Tibor: Uj fumonizin mikotoxinok azonositdsa HPLC/MS modszerekkel cimii
akadémiai doktori értekezésérol készitett biralatara

Mindenekeldtt megkdszondm az értekezésemrol alkotott pozitiv véleményét, amely
szamomra kuloénodsen jelentds, mert Fazekas dr. és munkatarsai voltak az elsék akik
Magyarorszagon fumonizin szennyezést mutattak ki kukoricdban (Fazekas és Tothné 1995;
Fazekas és mtsai 1996), és igazoltak el6szor, hogy a lovak agylagyulasat és elhullasat,
fumonizin szennyezett takarmany etetése okozta (Fazekas és Bajmdcy 1996), tovabba
Kisérletes uton fumonizin-tartalmi takarmany etetésével elséként idézték el6 sertések PPE
betegségét és elhullasat (Fazekas és mtsai 1997).

A biralatban megfogalmazott 6 kérdésére sorrendben valaszolok.

1. A birdlé kérdezi, mi indokolta a rizs szubsztrat alkalmazasat a fumonizinek
termeltetése soran, amikor a természetes szennyezettség a kukoricaban a leggyakoribb
és ez befolyasolhatta-e az uj fumonizinek termel6dését a kukorica szubsztrattal
0sszehasonlitva?

A fumonizin kutatasban torténd részvételem Szécsi Arpad professzor Ur
megkeresésére indult, aki az MTA NKI-ban hosszu évek ota foglalkozott és jelenleg is
foglalkozik kiilonb6z6 Fusarium-fajok azonositasaval és az azonositott torzsek
mikotoxin  termel6képességének  és  mikotoxin-profiljAnak  vizsgalataval.
Laboratoriumaban a rizs szubsztriton torténé mikotoxin-termeltetés terjedt el,
elsdsorban azért mert azonos mindségii szubsztratot (Uncle Ben’s rizs) a kereskedelmi
forgalomban be lehetett és be lehet szerezni. Az Uncle Ben’s rizs nemcsak az egyik
legdragabb és étkezési célra torténd felhasznalasban is az egyik legkedveltebb rizs,
hanem csak igen kismértékben tapadnak 0ssze a hosszu rizs szemek, amely segiti a
tenyészet gombafonalakkal torténd mieldbbi 4atszovését és egyben a tenyészet
leveg6zését is, azaz a Fusarium-fajok szamara optimalis szubsztratot jelent. Tovabba,
alacsonyabb zsir és pigment-tartalma miatt az extrakcio, az LC/MS analizis és a
mikotoxin-izolalas szempontjabol is megfelelobb szubsztratnak tiint, mint a kukorica.
A fumonizinek szilardfazisi fermentaciéjarél az irodalomban kb. azonos szamu
kdzlemeny jelent meg a rizs és a kukorica szubsztrat alkalmazéasardl. Az utobbi
években mar termeltettink fumonizineket kukorica szubsztraton is, igy sajat
vizsgalatok alapjan elmondhatom, hogy ugyanazon F. verticillioides torzs és
tenyésztési  kortlmények (tenyészedény, szubsztrdt mennyiség, vizaktivitds, a
fermentacio homérséklete és idotartama) esetében hasonld fumonizinprofilt kaptunk.
A kukorica szubsztrat esetében valamivel magasabb fumonizin értékeket kaptunk.
Parhuzamos termeltetést is végeztink rizs szubsztraton 5 ismétlésben. Az FBi4
tartalom tekintetében az RSD% értékek a kovetkezdk voltak: 17,4; 20,7; 19,8 és 16,9.

2. Biralom az FB; toxin 7. és 14. tablazatban kozolt eltérd intenzitasu fragmensionokat
tartalmazo CID-MS spektruma alapjan kérdezi, hogy mennyire reprodukalhatok az
ITMS-sel nyert CID-MS spektrumok, illetve mivel magyardzhatok az intenzitas
aranyok jelent6s eltérései?

A 7. és 14. tablazatban ko6zolt intenzitas értékek két kiilonbozé tipusa ITMS
késziiléken torténd mérés alapjan lettek megadva. A kiilonb6zd gyartoktol szarmazéd
HPLC-MS rendszerek esetében a tdmegspektrumok fragmentaciés mintazataban a
legtébb esetben joval nagyobb eltérés tapasztalhato, mint pl. a 70 eV (itkdzési energia
mellett felvett GC-MS spektrumok esetében. Azonos HPLC-MS késziiléken és azonos
bedllitdisokkal (beleértve a hangolast is) a CID-MS spektrumok igen jol
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reprodukélhatéak és kilondsen akkor, ha Aatlagspektrumokat vizsgdlunk. A
kdzleményeinkben kdzolt CID-MS spektrumok minden esetben 3-5 tomegspektrum
atlagat mutatjak.

Opponensem kérdezi, hogy mivel magyarazhatd a voréshagyméahoz viszonyitva a
mazsola esetében kapott viszonylag alacsony visszanyerési érték?

A mazsola magasabb zsir és kilondsen cukortartalma miatt sokkal
bonyolultabb matrix mint a vordshagyma, igy a fumonizinek jobban kétddhetnek a
matrix komponensekhez, amely neheziti visszanyerésiiket. A jovOben kiterjedt
vizsgalatokat tervezink a mazsola fumonizin-tartalmanak vizsgalata soran, beleértve
tobbféle olddszert illetve oldoszer elegyet és kulonféle extrakcids eljardsokat
(ultrahang, mikrohullam, ASE, SFE). Ennek azonban eldfeltétele, hogy megfeleld
mennyiségben rendelkezésre alljon laboratoriumunkban elGallitott (tisztitott)
fumonizin standard, mivel a standardok beszerzése jelent6s koltséget jelentene.

. A biralo kérdezi, hogy az EFB; izomerek esetében a 4., 5. és 6. fragmension csoport a
harmadik acil-csoport kdvetkezménye, vagy az FB; fragmension csoportjaival azonos?

Mint az értekezésben lathato, az FB; toxin molekulaionja CID-MS
spektrumaban a két acil-csoport (trikarballilsav, TCA) kovetkeztében 3 fragmension
csoport (1. [M+H]"; 2. [M+H-TCA]"; 3. [M+H-2TCA]"), mig az EFB; izomerek
esetében 6 fragmension csoport (1. [M+H]"; 2. [M+H-TCA]"; 3. [M+H-2TCA]"; 4.
[M+H-zsirsav]”; 5. [M+H-TCA-zsirsav]”; 6. [M+H-2TCA-zsirsav]’) talalhato, azaz
harommal t6bb, ami a harmadik acil-csoport kbvetkezménye. Méas szavakkal, a 4. az 5.
és a 6. fragmension csoport kapcsolatos a zsirsavmolekula kihasadasaval az FB; toxin
vazabol. Ami kérdésének a méasodik részét illeti: mivel a 4. az 5. és a 6. fragmension
csoport esetében a zsirsav mar kihasadt a molekulabol, természetesen ugyanazok a
fragmensionok talalhatok meg ezen csoportokban, mint az FB; toxin molekulaionja
CID-MS spektrumanak 3 db fragmension csoportjaban, azaz az EFB; izomerek 4., 5.,
és 6. fragmension csoportjai és a csoportok ionjai m/z értékei megfelelnek az FB;
toxin 1., 2., és 3. fragmension csoportjaival és a csoportok ionjai m/z értékeivel.
Kérdése természetesen rairanyitotta a figyelmemet arra, hogy az értekezésben még
bévebben targyalhattam volna a fragmentacio témakorét.

Opponensem kérdezi, hogy a tenyészetekben kimutatott viszonylag kis mennyiségii
EFB; izomerek kimutathatdak lennének-e atlagos fumonizin-szennyezettségl
kukoricdban, amennyiben természetes korulmények kozott is hasonlé aranyban
termelddnének.

Vélaszom irasakor éppen megjelenés alatt van olasz kutatok azon kdzleménye,
amelyben leirjak, hogy a mi kdzleményink (Bartok és mtsai 2010) alapjan megtalaltak
természetes fertézottségii kukorica mintakban is az EFB;LA és EFB;OA izomereket
(Falavigna és mtsai 2013). Azonban csak magas FB; tartalmd (16000-26000 ug/kg) 4
mintaban tudtak ezeket a komponenseket 424-810 pg/kg koncentracidban kimutatni.

. A birélat utols6 kérdése, amelyben a nagyszamu, de kis mennyiségii fumonizin illetve
fumonizin izomer keletkezésének okat kérdezi, a jové egyik igen fontos kutatasi
teruletét érinti. Feltételezések szerint a nagyszami izomer Kkeletkezéséhez a
bioszintézis soran transzkripcios és transzlacios hibak vezethetnek. Emellett azonban
azt gondolom, hogy a fumonizinek bioszintézisér6l ma mar sokat tudunk, de meg
mindig nem eleget.



Végezetlil megkdszondm Opponensemnek értekezesem birdlatat, kérdéseit es azt, hogy
alkalmasnak talalta értekezésem nyilvanos vitara torténd kitlizését.

Szeged, 2013. 06. 20.
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