


Mikotoxinok kvantitativ és kvalitativ analizise

élelmiszermintakban

Doktori (PhD) értekezés

Készitette:
B.Téth Szabolcs
okleveles kémia szakos tanar
DOI: 10.18136/PE.2015.577

Témavezeto

Dr. Pal Laszlo

Készilt a
) Pannon Egyetem
Allat- és Agrarkornyezet-tudomanyi Doktori Iskola keretében

Egyéni felkészilesi rendszerben

Pannon Egyetem
2014


Egyházy Tiborné
Beírt szöveg
DOI: 10.18136/PE.2015.577



Mikotoxinok kvantitativ és kvalitativ analizise élelmiszermintakban
Er@ekezés doktori (PhD) fokozat elnyerése érdekében
a Pannon Egyetem Allat- és Agrarkornyezet-tudomanyi Doktori Iskola tartozdan egyéni

felkésziilési rendszerben az Eszterhazy Karoly Foéiskola Kémia Tanszék kutatd helyen™.

irta:
B. Téth Szabolcs

Témavezetdk: Dr. Pal Laszlé

Elfogadasra javaslom (igen / nem)
(alairas)**

A jeldlt a doktori szigorlaton ............ % -ot ert el,

Az értekezést biraloként elfogadasra javaslom:

Biralo Neve: ...t e, igen /nem
(ala|ras)
Biralo Neve: ..o e, ) igen /nem
(ala|ras)
FFRBIFAIO NEVE: .ot e, ) igen /nem
(ala|ras)
A jeldlt az értekezés nyilvanos vitgjan ............. % - ot értel.
Keszthely,

a Biralo Bizottsag elntke
A doktori (PhD) oklevél mindsitése. ......cccevvvveerieeenveeennnen.

Az EDT elnoke

Megjegyzés: a * kozotti részt az egyéni felkészilok, a ** kozotti részt a képzésben résztvevok
hasznaljak, *** esetleges



w N R

6

Tartalomjegyzék

I Vg 10 0 TTo )74 SR 4
ROVIAITESEK JEOYZEKE: ... ettt e e e s ne e e 8
KIVONAL. ... bbb bt bbbttt b bbb bbb 9
3L ADBSIIACE ..ttt bbb 10
3.2 AAUSZUG .ttt ettt ht ekt e ekt e et e e e b e e e e b e nb e e nb e e e 11
Bevezetés, a t€ma JelentOSEZe: . ...coiuiiiiiieiiiie i 12
CEIKITIZESEK .ttt ettt sttt b ettt et e et et e s et s 14
Szakirodalmi GSSZEFOGIAIO .........ccviieieiee e 15
6.1 A mikotoxinok bemutatésa, toxicitasuk, ¢l6 szervezetekre gyakorolt hatasaik....... 15
6.2 Ergot alkaloIdOK .......cc.coiiiiiiie e 18
6.3 ATIALOXINOK. ...t b e es 19
6.4 (@0l g1 1= 110) (] 11 ]SSR USROS 21
6.5 FUZARUM TOXINOK ...o.viiviiiicicieee et 23
6.5.1  ZEATAIENON ..o e e 25
6.5.2  DeOXYNIVAIENOI ......oouiiiiie e 26
6.5.3  NIVAIENOI ... e 26
6.5.4  FUMONIZINEK . ...cuiiiiiiieiiee ettt be e nb e 27
6.6 A toxikologiai hatarértekek problémaja.........cccccveveiieiiieieiiccc e 28
6.7 A vizsgalt toxinok fizikai tulajdonSAgai.........ccccveeerieieeiieiieie e 28
6.8 BIOterMEKEK KEIAESE ...t 28
I. A biogazdalkodasban engedélyezett tapanyagpotlo es talajjavité adalékok 9]............. 30
IL NOVENYVEAD SZETEK ....eeiiviiiiiii ittt nineas 30
III. Nem mezdgazdasagi eredetli termeEkek.........ooovvviiiiiiiiiiiiiiiii e 30
6.9 A mikotoxinok megjelenése magyarorszagi élelmiszerekben .............cccoovevvennnne. 31
6.10 Mikotoxinok analitikai meghatarozasi lehetdSEgei .......ccvvvvviviiiiiiiiiiiieciieeiieee 36
6.10.1  ARAIAN0S AHEKINTES .........cvocvereevceeeieiceeseetee ettt 36
6.10.1.1  TrICNOTECANEK .....cueiiiiiieiee et 37
6.10.1.1.1 A trichotecének analitikai elemzése sordn a szakirodalm altalanosan a
kovetkezé mintael6készitési technikakat alkalmaztak: ..., 37
6.10.1.1.2 Trichotecének altalanos HPLC-MS elemzési paraméterei................... 38
6.10.1.2  OCHIatOXINOK........eiiiiiiiieiiesie e 39
6.10.1.2.1 Ochratoxinok mintaelokésszitési technikai ..........cccccceeviveeiiiesiinennnnnn. 39

4



6.10.1.2.2 Ochratoxinok meghatarozsasanak analitikai parameterei .................... 40
6.10.1.3 Zearalenon €s metabolitjai..........cccccveoveiivereiiesiee e 41
6.10.1.3.1 Zeralenon és metabolitjainak mintaelékésszitési technikai.................. 41

6.10.1.3.2 Zeralenon és metabolitjai meghatarozsasanak analitikai paraméterei.. 41

6.10.1.4  AFIGEOXINOK ....eoveiiieiicie e 43
6.10.1.4.1 Aflatoxinok mintael6készitési parameéterel ........ccovvvvvrivirieiinineniennns 43
6.10.1.4.2 Aflatoxinok analitikai meghatdrozasanak lehetdségei ..........ccoovvvnennnne 43

6.11  Szabvanyos Vizsgalati MOUSZEreK ..........cccveviieieierieieie e 44
6.11.1  AFIALOXINOK. ....ceiiiiiiiiieitieie sttt nre e 44
MSZ EN 14123/2008 MOUSZEL:......ccvieiiieierieieiesie e sie et reeee e see e sae e sresneeneens 44
6.11.2  OCHIAIOXIN-A ... .eiiiiiieii ettt ettt e e e e nbe b e sreenbeenne e 46
MSZ EN 14132/2003 MOUSZEN .......ocviieiiieiierieieiesie e ste e ssesaeseeseeeesee s saesaessesresseenens 46
6.11.3 Deoxynivalenol, nivalenol, zearalenon ... 47

A 7T (=] (N =72 PRSP 49
7.1 Avizsgalt toxinok kore és a felhasznalt anyagok ...........cccoevvvveiievienencienc s, 49
711 MikotoXin SZENAErdek .........ccoviuiiiiiiiiiieee e 50
ATIAEOXIN Bl bbbttt bbb bt 50

5 O - g {0 F= U1 1= =SSR 51
5 T 1o 04 T= o[ 4T £ SS 51
7.2 A meérési paraméterek optimalizalasanak metodikaja..........cccccevvvivereiieiveresiene. 52
7.3  Atoxinok kimutatasara kidolgozott sajat modszerek ismertetése .........cccccevvrunenee. 55
7.3.1 Az aflatoxinok kimutatasara kidolgozott sajat modszer ismertetése ................. 56
7.3.1.1 Az aflatoxin B, B,, G;, G, analizisére kidolgozott sajat modszer

optimalizalt MEréSi PAraMELErEI: ......ccveiueeie et 56

7.3.1.2  ATIAIOXIN MLt s 60

7.3.2 Az ochratoxin-A optimalizalt kKimutatasi mOdSzZere..........ccocovvvvvververeseeseenenn, 63

7.3.2.1 Az ochratoxin analizisre kidolgozott sajat modszer mérési paraméterei:... 63

7.3.3 A deoxynivalenol kimutatasara kidolgozott sajat modszer ismertetése............. 67
7.3.3.1 A deoxynivalenol analizisre kidolgozott sajat modszer optimalizalt mérési
[OF LT 111 (] =T SRS 67

7.3.4  Anivalenol kimutatasara kidolgozott sajat modszer ismertetése...................... 70

7.3.4.1 A nivalenol analizisére kidolgozott sajat HPLC maodszer optimalizalt
METEST PATAMELETET ..evviivieieeie e cie et ste et et re e s e st e et e re e teeseessaesseeneesreenneenee e 70



7.3.5 A zearalenon kimutatasara kidolgozott sajat modszer ismertetése. .................... 74

7.3.5.1 A zearalenon analizisre kidolgozott sajat modszer optimalizalt mérési

[OF LT 111 (T =T SR 74

7.4 Optimalizalt mikotoxin kimutatasi modszerek validalasi paraméterei .................... 78
7.5 Extrakcids Kisérletek eredmeEnyei.........ccivevieiieiieiie e 80
7.5.1  AKkidolgozott extrakcios eljaras leirasa és fontosabb lepései ...........ccccovvvvvnnne. 85
7.6 Elelmiszeranalitikai VIZSGAIALOK. ............coveevvvrrerireiseeseeesesissesee s s seneeenes 86

7.6.1  Ochratoxin-A tartalom vizsgalata borokban: egyes magyarorszagi, a mediterran
orszagokbdl, illetve a vildg néhany pontjardl szarmaz6é borok OTA tartalménak

OSSZENASONTTTASA ......eevveveeeesee ettt bbb ene s 86
7.6.1.1  ANalitiKal MOUSZEN ......ooviiiieciiiese s 87
7.6.1.2  Ochratoxin-A koncentracio meghatarozasanak modszere.............cccccveue.e. 88

7.6.1.2.1 Ochratoxin-A mérooldat elKESZILESE .....vrrvrrrareriiirierieiiereereeieseenaeas 88
7.6.1.2.2  ViSSZANYEIESH TESZEEK .....vivviivieieeie et 89
7.6.1.2.3  Minta €lOKESZItES: ....eiiveiiiiiiiiiie e 90
7.6.1.2.4 Eredmények KIi€reKel€se.........coviririeiiiiii i 90

7.6.2  Aflatoxinok hétranszformaciojanak vizsgalata élelmiszermintédkban................ 93
7.6.2.1  MEréSi PAramMELEreK:.....ccvevueiieiieiieeieeeieie et neens 93
7.6.2.2  Aflatoxin koncentracidinak meghatarozasa: ..........cc.oevvevererenenenesennene 93
7.6.2.3  Mintak, minta €lOKESZItES: ........ccciiuiriiiiiiiie e 93
7.6.2.4  EXEAKCIO ...c..oiiiiviiiieiieieieie ettt sne e 94
7.6.2.5  TOXIN hOstabilitasi teSZEEK.......ccvvriiiiiiieiie i e 94
7.6.2.6  Visszanyerési tesztek élelmiszermintakbol............ccoooveiiiiiiiiiiciiiine 95
7.6.2.7  Toxin visszanyerési tesztek siitési ho atado kdzegekbol ...........ccooveriennne. 96
7.6.2.8  Kisérleti eredmények €s ErteKelSUK:........ccooviiniiiiiiiiiiiieiecece e 96
7.6.2.9  Keksz siitése, visszanyert toxin mennyisegek .........cccooevvriervererieernenenn 98

7.6.2.9. 1 EXIAKCIO......ccuiiiiiiiiieieieie sttt bbb 99
7.6.2.10 Aflatoxinok bomlasanak vizsgalata réteslap sutési kisérletben................ 103
7.6.2.10.1  EXIFAKCIO:...c..iiiiiiiiiiiiiciiceeee e 103
7.6.2.10.2 EredmMENYEK ......ccveiuiiieiieie et 103
7.6.2.11 Aflatoxin M; bomlasanak vizsgalata tejben .........ccccevevveieiiesvece s, 104
7.6.2.11.1  EXIAKCIO: . .c.iiiiieiiiiieseseee e 104
7.6.2.11.2 EredmMENYEK ......ccveiiieieiieieeie e 104



7.6.3  Biotermekek toxintartalmanak vizsgalata..............cccceeeveviiinninece s 107

7.6.3.1  ANYagoK €S MOUSZEIEK ......ocvveieeiieiireie e seesieeee e sie e sre e e e nee e nns 107
7.6.3.2  BiotermeKek MINTAL.........cccoveiiiiiiiieiiicese e 107
7.6.3.3  Kalibraciohoz hasznalt mérdoldatok koncentracioi:.........cccvvuverrivverinnnnne 107

7.6.3.4  Kimutatasi parameterek: ......cocoviviveieierienesie et 107
7.6.3.5  Toxinoldatok koncentricidjdnak meghatdrozasa...........ccccocevervrvinernnnnns 108

7.6.3.6  MINtAVELEIEZES ......oceieicee e 108
7.6.3.7  EXtrakCi0 €S tISZLItAS ....cveiveivesiiiiesieeeeee e 108
7.6.3.8  ViSSZANYErESi tESZLEK ...c..oviiiieiiiiiieieiee e 108
7.6.3.9  Eredmeények s €rteKelESUK: ..........coeruriereriii e 109

8 KOVEIKEZIEIESEK ...ttt ans 112
9  Osszefoglalas és (j tudomAaNnyos eredmMENYEK.............cccevevereecrereereeeeeeees s 115
10 TEZISEK ettt ettt st st b e reenes 117
TRIESES ..ttt bRt Rt Rt e b e b e R e e Ee et e bt e beetenneenrs 118
11 KOSZONBINYIIVANTTAS: ..o 121
12 A témaban megjelent pUBIIKACIOK: ...........ccoveiiii e 122
12.1 A témaban tartott konferencia eldadas poszterrel .........ccccovvvevviiiiiiienniienniee e, 122
13 Felhasznalt szakirodalom JEgYZEKE .........cocveiveii i 125
14 IMEIIEKIBEEK ...t 135
141 L MEIIEKIEL ...ttt s 135
Maodszer Validalasi ParameEterek ..........cvcoveieriereiie e 140
Kimutatasi hatar (LOD) ......ccveieiieiece st e e e 140

L 1YL O 1 ) AR 140
Meghatarozasi hatar (LOQ) ....cveoeeiieieiiese e sre e 140
PIECIZITAS: ..ttt bbb bbbt 141
Konfidencia INtervallum ..o 141

14.2 1L MEHEKIEL ...t re e 142



2 Roviditések jegyzéke:

AcDON: acetil-deoxynivalenol

ACN: acetonitril

AcOH: acetic-acid, ecetsav

AFB1: Aflatoxin B;

AFB2: Aflatoxin B,

AFG1: Aflatoxin G;

AFG2: Aflatoxin G,

AFM1: Aflatoxin M,

APCI: Atmospheric pressure chemical ionosation, Légkori nyomasu kémiai ionizacio
API: Atmospheric pressure ionisation, Légkori nyomasu ionizacios technika
BEA: beauvericin,

DeDON: dideoxynivalenol

DON: deoxynivalenol

ECD: electron capture detector, elektronbefogési detektor.

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay, enzimmel kotott immunszorbens modszer
ESI: electrospray ionisation, Elektrospray ionizacio

FB: fumonisin

FID: flame ionisation detector, langionizacids detektor

FU-C: fusarin C

FUCH: fusarochromanon,

FUP: Fusaproliferin,

FUS: fusarenon

FB;: fumonizin B1,

FB,: fumonizin B2

GC: Gas chromatography, gazkromatogréafia

HPLC: High performance liquid chromatography, Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
HT-2: HT-2 toxin.

IARC: International Agency for Research on Cancer, Nemzetkozi Rakkutatd Kdzpont
LOD: limit of detection, kimutatasi hatar

LOQ: limit of quantification, meghatarozas als6 hatara

MeOH: metanol

MON: moniliformin

NEO: neosolaniol

NIV: nivalenol

OTA: ochratoxin-A

RP: reversed phase, forditot fazisu

SIM: Selective ion mode, szelektiv ion mad

T-2: T-2 toxin,

TIC: Total ion chromatogram, totalion kromatogram

TLC: thin layer chromatography, vékonyréteg kromatografia

ZON: zearalenon, F2 toxin



3 Kivonat

Mikotoxinok kvantitativ és kvalitativ analizise élelmiszermintakban

A szerz6 a dolgozatban nyolc kivalasztott mikotoxin (aflatoxin B;, B,, Gi, Gy, My,

ochratoxin-A, deoxynivalenol, nivalenol és zearalenon toxinok) kvantitativ és kvalitativ
analizisének paramétereit hatdrozza meg, és a toxinok élelmiszerekbdl térténd kimutatasanak
analitikai modszereit optimalizalja Shimadzu HPLC-MS 2010 EV készilékre.
A dolgozat els6 része ismerteti a szerzO altal kidolgozott 1j, a mikotoxinok kimutatasi
hatarértékének csokkentésére iranyulé modszereket, amelyeket a mikotoxinok szabvanyos és
a szakirodalomban megtalalhaté kimutatasi moddszerei alapjan fejlesztett tovabb és
optimalizalt. Bemutatja az Uj kimutatasi mddszerek validalasara iranyuld0 méréseket, és
megadja az Uj mérési modszerek alkalmazasa esetén a toxinok kimutatasi és meghatarozasi
hatarait. A szerz6 kifejlesztett egy Uj, extrakcids minta el6készitési modszert, amely az
optimalizalt toxin kimutatési technikahoz kapcsolddik, és a nyolc mikotoxinra mind szilard,
mind folyadék mintak esetén alkalmazhatd. Az 0j extrakcios modszert dsszehasonlitja a
szabvanyos és altalanos minta elékészitési technikakkal.

A dolgozat masodik része a kidolgozott Uj eljardsok tesztelésével kapcsolatos
eredményeket mutatja be. A szerz6 meghatérozta a kivalasztott mikotoxinok koncentracidit
kiilonb6z6, kereskedelmi forgalomban kaphatd élelmiszer-csoportokbdl és az élelmiszer-
elokészitd késziilékekbdl szarmazo mintadkban. Az élelmiszerek vizsgalatai harom kiilonb6z6
témakort érintenek. Az elsd vizsgalati téméaban magyarorszagi és kiilfoldi borok ochratoxin-A
tartalmat hatarozta meg. A masodik témaban aflatoxinok hétranszformacios folyamatait és az
aflatoxinok mennyiségének csokkenését vizsgalta eltéré siitési kozegekben hdkezelt
kolbaszban, majd keksz és réteslap sitése soran, valamint tej forralasa utan. A harmadik
vizsgélati téma az 6kogazdalkodasban eldallitott bioélelmiszerek mikotoxin tartalménak, a
deoxynivalenol, nivalenol és zearalenon koncentracié meghatarozasara fokuszalt.

A dolgozatban a szerz6 megallapitja a kidolgozott mintaelékészitési modszer kiillonb6zo
toxinokra jellemzé visszanyeresi tesztjeinek értékeit. Meghatarozza tovabba az alkalmazott
Shimadzu 2010 EV HPLC-MS készilékre kidolgozott analitikai eljards paramétereit, Ggy
mint retenciés 1d6 ismételhetOsége, csucsteriilet ismételhetésége, precizitas, linearitasi

tartomany, érzékenyseg, LOD és LOQ értékek.



3.1 Abstract

Quantitative and qualitative analysis of mycotoxins in food samples

The author determined parameters of qualitative and quantitative analysis of 8 selected
mycotoxins (aflatoxin B1, B2, G1, G2, M1, ochratoxin-A, deoxynivalenol, nivalenol és
zearalenon toxinok), and optimize analytical methods for detection of toxin for Shimadzu
HPLC-MS 2010 EV apparatus in foodstaffs.

First part of the essay describe the developed new methods to reduce the mycotoxin
detection limit which were improved and optimized by standardized and can be present in
literature’s detection method.

Describes measurements for the validation of new detection methods and gives limits of
detection and determination of toxins when using a new measurement methods. The author
developed a new extraction sample preparation method which is joined to the optimal toxin
detection equipment and adaptable in case of every solid and liquid sapmles of the 8
mycotoxins. Compares the new extraction method with standard and ordinary preparation
techniques.

The second part of the thesis presents the results of the testing of new developed
procedures.

The author determined the concentrations of selected mycotoxins, from various
commercially available food groups and samples of the food preparation appliances. The food
studies corcern three different topics. In first investigational theme determines the content of
Ochratoxin-A in Hungarian and foreign wines. In the second issue examined heat degradation
process of aflatoxins and analysed decrease of amount of aflatoxins in different sausages
which fermented in various cooking agent than during biscuits and pies baking, just as after
boiling the milk. The third topic bring into fokus to determine the content of mycotoxins
(deoxynivalenol, nivalenol and zearalanone) in organic food which produced in organic
farming.

In this essay the author establish values of recovery tests which are tipical of different
mycotoxins. In addition determine parameters of developed analytical method for Shimadzu
2010 EV HPLC-MS apparatus, as repeatibility of retention time, repeatibility of peak area,

precision, linear renge, sensitivity, LOD and LOQ values.
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3.2 Auszug

Quantitative und qualitative Analyse von Mykotoxinen in Lebensmittelproben

In der vorliegenden Arbeit bestimmt der Autor die Parameter der quantitativen und
qualitativen Analyse im Falle von neun ausgewahlten Mykotoxinen (Aflatoxin B1, B2, G1,
G2, M1, Ochratoxin-A, Deoxynivalenol, Nivalenol und Zearalenon) und optimiert die
analytischen Bestimmungsverfahren bei der Analyse von Toxinen in Lebensmitteln mit
HPLC-MS 2010 EV.

Im ersten Teil der Arbeit werden die neu ausgearbeiteten, weiter entwickelten und
optimierten Bestimmungsverfahren beschrieben, mit denen die Nachweisgrenzen von
Mykotoxinen reduziert werden kénnen. Es werden die Messungen vorgestellt, mit denen die
neuen Nachweistechniken validiert werden, weiterhin werden auch die Bestimmungs- bzw.
Nachweisgrenzen von Toxinen bei der Verwendung der neuen Messverfahren angegeben. Der
Autor hat eine neue auf Extraktion beruhende Probenvorbereitungsmethode entwickelt, die
sich an das optimierte Nachweisverfahren von Toxinen knipft und bei den ausgewahlten
Mykotoxinen (sowohl bei flussigen als auch bei festen Proben) gut anzuwenden sind. Die
neue Extraktionsmethode wird mit den Standard- und allgemeinen Proben-
vorbereitungsmethoden verglichen.

Im zweiten Teil der Arbeit werden die Ergebnisse beim Testen der neuen Verfahren
dargestellt. Der Autor hat die Konzentration der ausgewahlten Mykotoxinen in verschiedenen,
im Handel kaufbaren Lebensmittelgruppen bestimmt. Die Untersuchungen beziehen sich auf
drei Bereiche: (1) Ochratoxin-A-Gehalt in ungarischen und auslandischen Weinen, (2)
Prozesse bei der Wéarmetransformation von Aflatoxinen sowie die Reduktion der
Aflatoxinkonzentration im Falle von in verschiedenen Bratmitteln gebackener Wurst, von
Keks und Strudelteig sowie beim Erhitzen von Milch, (3) Mykotoxingehalt in
Biolebensmitteln aus o6kologischem Anbau und Bestimmung von Deoxynivalenol-,

Nivalenol- und Zearalenonkonzentration.
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4  Bevezetés, a téma jelentésége:

A taplalkozasban felhasznalt élelmiszerek a szervezet szamara mérgezd anyagokat
tartalmazhatnak. A mérgezd anyagok korében potencidlis veszélyforrast jelentenek a
kiilonb6z6 gombafajok altal termelt masodlagos anyagcseretermékek (mikotoxinok), amelyek
kilondsen gabonaipari termékekben fordulnak eld, de a taplaléklanc valamennyi
szegmensében jelentkeznek, igy az allati termékekben is megtalalhaték. Kilon problémat
jelent a biotermékek egyre novekvd népszeriisége, mert ezen termékek fogyasztdinal
fokozottan jelentkeznek a mikotoxinok altal okozott mergezésekkel kapcsolatos problémak.
Az élelmiszerbiztonsagi problémakdrnek csak része - de fontos része -, hogy a vilag sok
orszagaban tortek ki jelentds kart okozo, gomba eredetli fertézések kovetkeztében eléalld
mikotoxikdzisok, amelyek ugyan nem ragalyosak, de milliardos kéarokat okoznak a
ndvénytermesztesben, az allattenyésztesben; és tébbnyire az emberre és az allatra is igen
artalmasak, tovabba komoly élelmiszerbiztonsagi kérdést jelentenek. Jelenleg a vilag 0sszes
orszdgaban gondot okoznak a mikotoxinok, elsdsorban az élelmiszer alapanyagokban
szennyezOkként, masod sorban a mikotoxinokkal szennyezett élelmiszerek forméjaban.

A kiilonb6z6é mikotoxinok mennyiségének élelmiszerekben torténé meghatarozasa
élelmezés-egészségigyi szempontbol fontos, mivel a legtdbb mikotoxin karos szervi
elvaltozasokat és elettani folyamatokat okoz az emberi és allati szervezetekben. A kiilonb6z6
analitikai moddszerekkel biztosithatd az egyes toxinok mennyiségének ¢és mindségének
meghatarozasa a termelési-, tarolasi-, feldolgozasi folyamat lancolataban. A fbleg
takarmanynovényekben, a természetes kontaminacié hatasara megjelend mikotoxinok
interakcidja altal kivaltott hatadsok toxin specifikus azonositasa érdekében a toxinok
Kimutatadsara hasznalt analitikai eljards mennyiségi kimutatasi hatardnak csokkentése az
elsddleges feladat az analitikai szakemberek szamaéra. A mikotoxinokat termeld gombak
jelenléte a mez6gazdasagi termékekben sok esetben elkertlhetetlen, mivel szdmos termelési-
tarolasi tényez6 segiti ezt el6. Ennek ellenére kihivasként kell kezelni a mikotoxinok altal
okozott problémékat, igy a mennyiségi szempontokat el6térbe helyez6 takarmany és
élelmiszer termeléssel parhuzamosan a mindségi takarmany ¢és élelmiszer eléallitas igényét is
stratégiai kérdéskent kell kezelni mar napjainkban. Az analitikai mddszerek fejleszteése ezen
stratégiai feladatra adhat megfelel6 megoldast azzal, hogy a kiilonboz6 toxinok kimutatasi
hatarainak csokkentésével igazolja a toxin jelenlétét az élelmiszer eléallitasi folyamatok egyes

stadiumaban. Ezzel el6segiti a mikotoxinok altal okozott betegségek, tinetek, a toxinok
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mennyiségének csokkentését, és a toxin terhelési szintek megallapitasat, tovabba szamszerti
kiindulasi alapot adhat az ezen a teriileten dolgoz6 kutaték szamara a karos hatassal nem jaro6

mikotoxin mennyiségek megallapitasara.

13



5 Célkitiizések

Kutatomunkam célkitiizései az alabbiak voltak:

1. Az aflatoxin Bj;, By, Gi, G, M, deoxynivalenol, nivalenol és zearalenon
mikotoxinokra vonatkozd, Shimadzu 2010 EV HPLC MS készilékre adaptalhatd
kimutatasi modszerek kidolgozéasa és optimalizalasa.

2. Az optimalizalt kimutatasi moddszerek vizsgalt toxinokra vonatkozd kimutatasi
hatarainak és meghatarozasuk alsé6 mennyiségi méréshatarainak a meghatarozasa.

3. Egy U, koltséghatéekony extrakcidés technika kidolgozdsa a fent emlitett
mikotoxinokra, alkalmazhatosaganak igazolasa.

4. A vizsgalt mikotoxinok meghatarozésa élelmiszer mintdkban az Uj, altalam
kidolgozandd extrakcids technika és meghatarozasi paraméterek alkalmazasaval.

5. A jelenleg kereskedelemi forgalomban kaphaté borok ochratoxin-A tartalmanak

meghatarozasa.

kozegekben torténd siités folyaman, illetve kiilonb6z6 élelmiszerekben annak
kimutatdsa erdekében, hogy a vizsgalt kozegek kozil melyikben a legnagyobb
mértékii az aflatoxinok degradacioja.

7. Biogazdalkodasban elballitott élelmiszer alapanyagok és élelmiszerek mikotoxin

tartalmanak vizsgéalata. Biotermékek mikotoxin tartalmanak meghatarozasa.
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6 Szakirodalmi 6sszefoglalo

6.1 A mikotoxinok bemutatasa, toxicitasuk, €16 szervezetekre gyakorolt hatasaik

Az antibiotikus hatasok elsé tudomanyos megfigyelése az 1800-as évek végére tehetd,
amikor Pasteur mindenki szamara jol ismert kisérletében kimutatta, hogy egyes mikrobak
hatassal vannak a lépfene bacilusara, és ugyanezt tapasztaltdk mas baktériumok és gombak
esetében is. Eszrevételére azonban az akkori idékben nem figyeltek fel az orvosok, és a
mikrobioldgusok is csak a primitiv szervezetek létért valo harcanak tartottdk a folyamatot.
Ezért az antibiotikumok felfedezése 1928-ig varatott magara, mikor Fleming a Penicillium
penészgomba fajok baktériumdlé aktivitasat tanulmanyozta, majd a kés6bbiekben a
tenyészetlikb6l izolalt anyagot penicillinnek nevezte el [50]. A penicillin felfedezésének
nyilvanossadgra hozasa utan szamos antibiotikus hatasu anyagot izolaltak kilonb6zo
penészgombak tenyészetébol. Sokrol kiderult, hogy mérgezéek lehetnek allatfajokra, igy
toxicitasuk miatt el sem jutottak a gyogyaszati hasznalatig. Ekkor latott napvilagot egy uj,
merész felismerés is, hogy a mikroszkopikus gombak egyes masodlagos anyagcsere termékei
felelések lehetnek allati és emberi betegségek kialakulasaért. Ez abban az idében igen haladd
gondolat volt.

A gomba méregtan tudomanya az 1960-as években alakult ki, amikor Blount (1960)
[15] egy Uj pulykabetegséget irt le, amelyet a kés6bb aflatoxinnak nevezett gombaméreg
okozott. Nemsokara kimutattak az aflatoxin rakkelt6 hatasat is (Butler és Barnes, 1964) [3].
Az intenziv kutatasok igen gyorsan fedeztek fel ijabb és ujabb masodlagos gomba eredetii
anyagcseretermékeket. 1971-ben  Turner mar 500 gombafaj 1200 masodlagos
anyagcseretermékét rendszerezte, Turner és Alderigde [149] szerint 1983-ban szamuk mar
2000 felett volt, 1100 gombafajbol izolalva, ami fajonként atlagosan ketté masodlagos
anyagcsereterméket jelentett. Hawksworth [57] 69.000 gombafajban, amely mintegy 5%-a a
1étez6 gombafajoknak, mintegy masfél milliora becsiilte a masodlagos anyagcseretermékeket,
de mas konzervativ becslés is szazezres nagysagrendet tartalmazott. 1983-ra az ismert
anyagcseretermékek szama méar elérte a 3200-at, és Riley (1998) [134] adatai szerint 1996-ra
mar tulhaladta az 5400-at. Ez viszont még toredéke csak a becsult anyagcseretermékek
szamanak. Cole és Cox [31] mintegy 300 vegyiletet tartott gombatoxinnak, és mas szerzékkel
egyutt (Riley 1998) [134] ugy gondoltak, hogy az ismert masodlagos anyagcseretermékek
mintegy 10%-a mérgez6. A mai ismeretek szerint 6-800 toxikus gomba-anyagcseretermékkel

kell szamolni. Ezeknek nagyjabol a felét ismerjiikk. A mezOgazdasagi gyakorlatban figyelmet
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érdemlé gombatoxinok szama azonban lényegesen kisebb, ugyanis csak azon
gombanemzetségek és fajok johetnek szamitasba, amelyek a terményeket a szantofoldon vagy
a raktarozas alatt karositani képesek.
A mikotoxinok (,,mycos” (gérég) gomba és ,toxicum” (latin) méreg szavakbdl)
penészgombak A&ltal termelt, emberekben és/vagy allatokban toxikus valaszokat indukalo
anyagok, melyek széles korben elterjedtek. El6fordulasuk természetes, ezért potencialis, nem
kikuszobolheté  veszélyt jelentenek. Elsésorban taplalkozas utjan keriilnek be a
szervezetunkbe, de béron keresztil, inhalalas utjan is bejuthatnak, és mikotoxikozist okoznak
[14,31]. Napjainkban tébb mint 400 mikotoxin ismert eddig, melyekbél kiemelkedé human-
és allategészségugyi jelentoséggel kevesebb, mint 20 rendelkezik. Toébbségik kémiai
struktarajuk szerint 5 nagy csoportba sorolhato:

1. ergot alkaloidok,

2. aflatoxinok,

3. ochratoxinok
4. trichotecenek,
5

fumonizinek.

A mikotoxinok léte kozegészségugyi, mezégazdasagi és gazdasagi szempontbdl fontos
vilagméretii probléma [111,155]. Ezt bizonyitja példaul a 2004 oktdberében hazankban talalt,
aflatoxinnal jelentés mértekben szennyezett pirospaprika: az egészségigyi hatarérték 60-
szorosat is elérte egyes mintdkban a toxin koncentracidja [95]. Elkerllhetetlen, hogy az
élelmiszerek, takarmanyok ne fert6zédjenek meg gombaval a novény eliiltetésétol a
szlretelésig tartd idGszak alatt, majd a szallitas és a tarolas soran, s6t még a bolti, éttermi,
otthoni raktarozas soran is szamolnunk kell a fertézés megjelenésével. A toxintermelést
szamtalan tényez6 befolyasolhatja: maga a gomba faja, mechanikai sériilés, foldrajzi hely,
hémerséklet és a péaratartalom; ezért a penészgomba jelenléte nem jelenti a mikotoxin
jelenlétét is egyben. Mivel a termelt toxinok gyakran nagyon stabilisak, a hovel és kémiai
anyagok egy részével szemben, valamint az altalanos ételkeszitési eljarasokkal szemben
ellenalloak (utdbbi esetekben féleg a héhatassal kell szamolnunk), igy az is lehetséges, hogy
az élelmiszer tartalmaz toxint, bar a gomba mar nincs jelen [83,101]. Tény, hogy a
mikotoxinok az egész viladgon elterjedtek, s az élelmiszerekbdl vald teljes eltavolitasuk,
esetleges megkotésiik 1ényegében nem lehetséges, ezért nagy figyelmet forditanak bioldgiai
hatasaik vizsgalatara az egész vilagon. A mikotoxinok akut (heveny), szubakut (fél heveny) és
16



krénikus toxicitasi tulajdonsagot mutathatnak allatokban és az emberben, valamint néhany
toxinrdl ismert, hogy karcinogén, mutagén, teratogén hatasu is lehet [133]. Epidemioldgiai
vizsgalati eredmények 6sszefliggést mutatnak néhany, a természetben eléforduld mikotoxin
elterjedese, és a daganatos betegségekben szenved6 emberek nagyobb szama kozott [75]. Az
étkezés Utjan a szervezetiinkbe keriilé karcinogének, mint pl. a mikotoxinok, a mesterséges
peszticidek, az adalékanyagok, és a f6zés soran keletkezé heterociklikus aminok koziil
kiemelkednek a természetes eredetii mikotoxinok, mivel a tobbihez képest sokkal nagyobb,
szazszor-ezerszer mérgezobb a hatasuk, és kémiailag igen ellenalldk [3].

A mikotoxinok okozta megbetegedések évszézadok oOta ismertek. Mar a XIllIl. szdzadban
leirtdk a lovak tomeges megbetegedését és elhullasat a Batu kan vezette hadjaratban. A
leirasok alapjan ma mar egyértelmiien azonosithato, hogy a héattérben a stachybotriotoxikozis
(Stachybotrys alternans és a S. atra) allt. Az els6 nagy néptomegeket érint6 fertézés,
mikotoxin okozta betegség az anyarozs (Claviceps purpurea)
mérgezés, az ergotizmus (ergot alkaloidok okoztak) volt a
kdzépkorban, melyrél csak az 1800-as evekben ismertek fel,

hogy gomba eredetii. A mikotoxinok kutatdsaval igazan

1960-t61 kezdtek el foglalkozni, az Anglidban tobb mint
100.000 pulyka pusztulasa okanak vizsgalataval. Ez a silyos 1. dbra: Gombaval fertézédott
allatpusztulas 6sszefliggott a takarmanyukban talalt négy mogyoro
aflatoxinnal, az aflatoxin By, By, G; és G, (B=blue, kék és
G=green, z06ld, a szinkdd fluoreszcencia szinét, a szamkaéd
pedig a relativ kromatogréfias mobilitast jeloli) [15]. Az
Aspergillus flavus gomba altal termelt toxinok, az
aflatoxinok akkut és kronikus toxicitasat a szakirodalom mar

bizonyitotta. A termelt toxinok kézil a B;, Gi;, M; a

mérgezobb, mig a By, Gy, M, a kevésbé mérgezdek kozé

tartozik. 2. bra: Aflatoxinokat termeld
gombéak Czapek agaron

Az aflatoxinok Czapek-agaron zoldessargas telepeket (2. abra) képeznek. A pulykak foként
brazil diot tartalmazd tapjaban ez a mikroszkopikus gomba (1. abra) fordult el6 nagy

mennyiségben.
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6.2 Ergot alkaloidok

A felsorolas szerinti els6 csoportba tartozo ergot alkaloidokat az anyarozs vagy
varjukoromnek nevezett gabonaparazita gombabol (Claviceps purpurea) kinyerhet6 lizergsav
szarmazékok alkotjak, amelyek egészségkarositd hatasat mar az 1500-as években ismerték. A
végtagvesztéssel jaro fajdalmas mergezést Szent Antal tizének nevezték el. A mérgezés
okozoja a tisztitatlan gabonabdl bekeriild anyarozs toxinja volt. Az anyarozs toxinjainak -
ergot alkaloidok — egy részét szamos teruleten hasznaljak pozitiv és negativ hatasai miatt.
Napjainkban 40 kiilonb6z6 anyarozsbol szarmaztatott lizergsav szarmazékot kilénbdztetiink
meg. A lizergsav szarmazékok szerves olddszerekben jél, vizben nem, vagy csak mérsékelten
oldédnak. Az alkaloidokat 4 nagy csoportba oszthatjuk kémiai szerkezetlik alapjan. A
természetben megtalalhato ergot alkaloidok alkotjak a clavines csoportot. Az amin-alkaloidot
(ergometrin, lizergsav-B-propanolamid) a szllés meginditasara, gyorsitasara, a Vvérzés
csokkentésére hasznaljak. A peptid-alkaloidok koziil az ergotamin az erés érosszehtizé hatasa
miatt a vérnyomast emeli. Félszintetikus és szintetikus vegylletei kozul a lizergsavas-
dietilamint (LSD) pedig els6ésorban a drogfiiggdék atmeneti elmebajt, kabulatot okoz6 hatasa
miatt hasznaljak.

Kémiai tulajdonsagaik koziil kiemelend6 a viszonylagosan magas olvadaspont, ergotamin
esetében 212-214 °C, ergometrin esetében 175-180 °C, az LSD esetében tiszta formaban 80-
85 °C, tartarat formaban 198-200 °C.

A takarmanyozasra szant termékekben (6roletlen gabonaféléket tartalmazo takarmanyok)

megengedett legnagyobb ergot-alkaloid koncentracio 1000 mg/kg, 12% nedvességtartalmu

magra vonatkoztatva.
OH HO
O _-NH o. N 1, P3 Nt
/y”\;*o
| H 0] =
N__ | H N_ ;
HN / /

3. abra: Ergometrin 4. abra: Ergotamin

5. abra: LSD
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6.3 Aflatoxinok

Az aflatoxinok héstabil difuran-kumarin szarmazekok, elsésorban az Aspergillus flavus és az
Aspergillus parasiticus penészgombak termelik Oket. Csoportjukba 18 kiilonb6z6 aflatoxin
molekula tartozik, ezek koziil a legjelentdsebb 5 molekula, az AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 és
az AFML1, bar az AFM1 a kér6dzok taplalkozasa soran a szervezetiikbe jutd aflatoxinokbdl a
tejben kivalasztodott hidroxilalt metabolit, igy novényeken nem taldlhaté meg. A kevés
szamu, mindenitt el6forduld es szerkezetileg meghatarozott kérnyezeti karcinogének koze
tartoznak, tobb allatfajnal tapasztaltak immunotoxikus és genotoxikus tulajdonsagukat. Az
1980-90-es években tobb esetben irtak le heveny emberi aflatoxikozist Afrikaban és Azsidban
[13,15]. Ezek a tragikus esemenyek arra figyelmeztetnek, hogy a mikotoxinok halalt is
okozhatnak. Kilondsen fontos az dvatossag a gyerekek korében és a hepatitisz B virust
hordozoknal, mert ez a virus tovabbi rizikofaktort jelent az aflatoxin okozta majgyulladas
kialakulasahoz. A takarmanyok aflatoxin szennyezettségével elsésorban a trépusi és
szubtropusi orszagokban kell szamolni, ahol a meleg éghajlat miatt az aflatoxint termeld
gombak szamara kedvezoek az életfeltételek a szaporodashoz, és igy toxintermelésre képesek

az olajos magvakon, gabonakon, fiiszereken. Figyelembe kell venni azonban, hogy az

aflatoxinok a nem megfelel6 raktarozas soran, kontinentalis éghajlaton is termel6dhetnek
[13,15].

HsCO 0 o OCHs

6. abra: Aflatoxin B1 7. abra: Aflatoxin G1 8. abra: Aflatoxin M1
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HsCO O HsCO O

9. dbra: Aflatoxin B2 10. dbra: Aflatoxin G2 11. dbra: Aflatoxin M2

A legmérgezébb aflatoxin az AFB1, melyet a legveszelyesebb ismert termeszetes human
karcinogennek tekintenek (IARC (International Agency for Research on Cancer) 1993, 1-es
csoport). Az egyetlen mikotoxin, mely egy hossz( vizsgélat eredménye szerint szoros
kapcsolatba hozhatdé a human majrak kialakuldsaval [110]. A heveny AFB; mérgezés
szimptomai: hanyas, hasi fajdalom, héemelkedés, fulminans majgyulladas, depresszio, halal
[114]. Biologiai fegyverkent is alkalmazhatd, melyet Irak el is készitett, majd 1990-ben be is
vetett, tobb ezer ember pusztulasat okozva ezzel [40]. A 18 kilénb6z6 tipusu aflatoxin kdzdl
a négy dominans molekula toxicitasi, karcinogenitasi és mutagenitasi potencialjanak sorrendje
a kovetkez6: AFB;> AFG;> AFB,> AFG, [11]. A mezei terményekben legnagyobb
mennyiségben és leggyakrabban az AFB; és AFG; toxinok fordulnak el6. Az aflatoxin M; és
M, az aflatoxinokkal szennyezett takarmanyt fogyaszto allatok — elsésorban tehenek — tejében
kivalasztddo hidroxilalt metabolitok. [44]

A fontosabb toxinok bioldgiai hatdsmechanizmusa Riley (1998) [134] szerint a kovetkezd: az
aflatoxin els6 1épésben aktivalja az anyagcseret, mdodositja a DNS allomanyt, sejt deregulaciot
okozva szétrobbantja a makromolekula szintézist, amely sejthalalhoz, ill. alapvetden
megvaltozott sejtfolyamatokhoz vezet. Igen erés rakkelt6 hatasd anyag.

A jelenleg érvényben levé szabalyozas (1881/2006/EK) szerint az aflatoxin B; megengedett
legmagasabb hatarértéke 2 ug/kg, az aflatoxin B1+B,+G;+G, egyuttesen nem haladhatja meg
a 4 pg/kg koncentraciot a gabonafélékbol késziilt alapanyagokban. Kukoricafélékbol késziilt
termékekben az aflatoxin B; megengedett legmagasabb hatarértéke 5 pg/kg, az aflatoxin
B1+B,+G;+G; egyiittesen nem haladhatja meg a 10 pg/kg koncentraciot. [1. melléklet]
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6.4 Ochratoxinok

Az ochratoxinok csoportjat 3 toxin alkotja, az ochratoxin-A, az ochratoxin-B és az
ochratoxin-C, melyeket f6leg néhany Penicillium és Aspergillus fajhoz tartozd penészgomba
termel (Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, Penicillium verrucosum, penicillium
carbonarius). Kémiai szerkezetiiket tekintve B-fenilalaninhoz amid kotéssel kapcsolodo
dihidro-izokumarin szarmazékok.

Toxikoldgiai szempontb6l a legjelentésebb kdzilik az ochratoxin-A (OTA), amely L-
fenilalaninhoz  peptidkotéssel  kapcsolodd hidroxikumarin-karbonsav  szarmazék, és a
molekula még egy klératomot is tartalmaz. Magyarorszagi el6fordulésa is jelentds, a raktari
penészgomba toxinok kozil a leggyakoribb. 1965-ben izolaltdk el6szor Aspergillus
ochraceus-bél. Elsésorban vesekarositd (nefrotoxikus), de teratogén, immunoszupressziv és
karcinogén tulajdonsagait is leirtak mar kulénb6zé fajoknal [13,75]. Az IARC a lehetséges
human karcinogének csoportjaba sorolja (1993, 2B csoport). Az ochratoxikozis tlinetei a vese
korali fajdalom, nagy folyadék bevitel, depresszio, étvagytalansag [110].

Az ochratoxin-B molekula az ochratoxin-A molekula klérmentes sz&rmazéka, toxicitasa
alacsonyabb, mint az OTA molekula esetében tapasztalhatd. Az ochratoxin-C molekula az
OTA molekula etil-észtere. Tovabbi ochratoxin szarmazékok (bromszarmazékok, aminosav
analogok, észterek) is léteznek, melyek toxikologiai szempontbdl jelenleg nem jelentések.

Az OTA sok élelmiszerben jelen van, elsésorban magvakban (arpa, zab, rozs, kukorica, buza,
kavé), de gyumolcslevekben, széritott gyliimolcsdkben, borban és hasban is megtalalhaté az
egész vilagon, kilondsen néhany mediterran orszagban és a Balkanon figyeltek meg nagyobb
mértékii szennyezOdéseket [13,20]. Felhalmozodasa fehérjekhez kapcsolddva a majban, a
vesében és az izomszovetben karosodast okoz. A Balkanon nagyon elterjedt endemikus vese
betegségben (nem gyulladasos, kronikus vesebaj, melyben a vese mérete és tdmege jelentésen
csokken) [14,20], fontos szerepet jatszhat az OTA.

O OH O

12. dbra: Ochratoxin-A .
13. abra: Ochratoxin-B 14. dbra: Ochratoxin-C
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A fogyasztoi tarsadalom egészségének megérzése érdekében a vilag legalabb 77 allaméaban,
igy az EU orszagaiban is szabalyozzak, hatarertékek megadasaval el6irjak a mikotoxinok
maximalis megengedett koncentracidjat élelmiszerekben, (aflatoxinok és OTA esetében 1-20
ug/kg) (1881/2006/EK). Ha tébb toxikus vegyilet van jelen az élelmiszeripari
alapanyagokban (pl. Afrikaban és Azsidban gyakori 2 vagy tébb mikotoxin egyiittes
eléforduldsa gabonaban), még ha koncentraciojuk a biztonsagi szint alatt van is, komoly
problémat okozhatnak esetleges szinergista, additiv hatasuk miatt. Egyes szerzék szerint a
rosszindulatl daganatos megbetegedések szama ndvekszik, amely novekedés a termények és
ételek ochratoxin-A szennyezettségébdl kovetkezik [44].

Az ochratoxin-A maximalis mennyiségeének értékei az Europai Kozosségek Bizottsaganak
2006/576/EC szam( (2006. augusztus 17.-i keltezésii) rendelete alapjan 12%
nedvességtartalmi gabonéra vonatkoztatva a kovetkezok: gabonafélékben és drleményekben
250 pg/kg, kiegészitdé és teljes értékii takarmanyokban 100 pg/kg, baromfinak szént
takarmanyokban 100 pg/kg. Borokban, sz6l6lében, pezsgékben ez a hatarérték 2 pg/kg
(1881/2006/EK rendelet). [I. melléklet]

Az ochratoxin-A é€lettani hatasai koziil kiemelend6, hogy az ochratoxin-A a fenilalanin
szintézist teszi miikodésképtelenné, ezaltal csokken a glikoneogenezis, majd sejthalal all be.
Egyben fehérje és DNS szintézis gatlas is végbemegy, kilondsen a vese reagal érzékenyen az
OTA jelenlétére.
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6.5 Fuzarium toxinok

A fuzérium toxinokat termel6 torzsek keretében szamos mikotoxint termeld gombafaj 1étezik,
szamuk 50 koriilire tehetd, ezek kozott tobb novényi patogén is létezik, amelyek a
gabonafélék hervadasat, varasodasat, fuzariumos rothadasat okozzak. A fuzarium fajok altal
termelt toxinok a trichotechenek (T2 toxin, HT-2 toxin, deoxynivalenol (DON), nivalenol
(NIV), (ZON) zearalenon) [139,152]. A kukoricacsé fuzariumos rothadasat a Fusarium
graminearum, F. verticillioides, F. proliferatum, F. subglutinans okozhatja. Ezen utobbi
fumonizin szennyezest is okoz. A F. graminearum a buza, arpa, zab jelent0s patogénje, és a
DON fontos képz6 tényezéje. A gomba a ndvényi maradvanyokon telel at, amelyek a
kovetkez6 évben szolgalnak fert6zési forrasként.

A fuzérium toxinok kozil a trichotecének csoportjat alkotd vegyuletek kémiailag
szeszkviterpének. Ez tobb mint 80 kémiailag rokon szerkezetli molekulat jelent, amelyeket
kémiai struktirajuk alapjan két fo csoportra lehet osztani. A trichotecén vazas fuzarium
toxinok csoportjaba tartozo, a természetben el6forduldé mikotoxinok mindegyike tartalmaz a
15 szénatombdl all6 lancon egy epoxid gytiriit, egy olefinkotést a 9. és a 10. szénatom kdzott,
és egy epoxi-gyokot a 12. és a 13. szénatomnal. Ez utébbi atomcsoport alapjan nevezik ezeket
a vegyuleteket 12,13-epoxitrichotecéneknek. A toxicitasuk keémiai alapja a 12,13-epoxid
gyur(i, tovabba a 9. és 10. szénatomjuk kozotti kettés kotés, amely nagymértékben
befolyasolja a trichotecén vazas mikotoxinok mérgezoképességét. A fuzarium fajok altal
termelt toxinokat A, illetve B tipusu trichotecénekre osztjuk, amelyek a kapcsolodo funkcids
csoportokban kilénbdznek csak egymastol (15. abra, 2.tablazat). A deoxynivalenol (DON),
mas néven vomitoxin, a trichotechenek B csoportjaba tartozik.

15. &bra: Fuzarium toxinok trichotecén
alapvaza
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1. tablazat: Trichotecén toxinok funkcios csoportjai kiilonb6z6 kapcsolédasi helyen az alapvazra

Trichotecén toxinok R1 R2 R3 R4 R5
Deoxynivalenol (DON) -OH -H -OH -OH =0
Nivalenol (NIV) -OH -OH -OH -OH =0

T-2 toxin -OH | -OCOCH;3; | -OCOCHjs -H -OCOCH,CH(CHj3)
HT-2 toxin -OH -OH -OCOCHjs -H | -OCOCH,CH(CHz);
4,15-diacetoxyscripenol | -OH | -OCOCH; | -OCOCHj3 -H -H

(DAS)

Fusarenon-X -OH | -OCOCH3 -OH -OH =0

Bar a fuzarium fajok altal termelt toxinok szama szaznal is nagyobb (a zearalenon csoportba
legaldbb 16 toxin tartozik, és a trichotecének szama is mar 80 folétt van), leggyakrabban a 2.

tablazatban felsorolt toxinok okoznak mérgezeseket.

2. tablazat: Fontosabb fuzarium toxinok toxicitasa Barnes adatai alapjan [11]

A tipusu trichotecének

T-2 toxin patkany 5,2
csirke 5,0

HT-2 toxin csirke 7,2

Diacetoxyscirpenol patkany 7,3
csirke 3,8

B tipusu trichotecének

Deoxynivalenol (DON) egér 46,0

3-acetil-DON egeér 34,0

15-acetil-DON egeér 34,0

Nivalenol patkany 19,5

Fusarenon-X egeér 4,5
csirke 33,8

Nem trichotecének

Moniliformin naposcsibe 4,0

Fumonisin B; 16 1-4 (sulyos agykarosodas)

Osztrogének

Zearalenon | egér | >5000

A fontosabb fuzarium toxinok élettani hatasai hasonl6ak. A deoxynivalenol elsé 1épésben a
fehérjeszintézist gatolja, felboritja a citokinin szabalyozast, megvaltoztatja a sejt proliferaciot
¢és sejthalalhoz vezet. Igen erds immunrendszer gatld. A T-2 toxin ugyancsak igen erds
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fehérjeszintézis gatld, aktivdlja az endonukledzokat és sejtpusztulast okoz [12]. A
fumonisinek a szfinganin N-acetiltranszferaz aktivitast gatoljak, a lipidszintézist blokkoljak,

ami sejt deregulaciohoz, illetve sejthalalhoz vezet [111,131].

6.5.1 Zearalenon

A Fuzarium gombék altal termelt Zearalenon (F-2) toxin és ennek szdrmazékai szerkezetileg
B-rezorcilsav laktonok. Toxicitasuk a tébbi toxinhoz képest ugyan alacsony, de erds 6sztrogén
hatasuk karosan befolyasolja a sertések, a szarvasmarhak, és a szarnyasok szaporodasat is. A
toxinnal fertdzott ¢lelmiszerek elfogyasztasa embernél is okozhat sulyos tiineteket. A
zearalenon toxin elfogyasztasa utan a szervezetben o- és P-zearalenol keletkezik. A tejben
levé metabolitok koziil az a-zearalenol haromszor erdsebb Gsztrogén hatassal rendelkezik,
mint a zearalenon vagy [-zearalenol. A vérben megjelend zearalenon ¢és zearalenol
atdiffundalnak a vérbol a periférias szovetekbe (meh, tejmirigy és hipotalamusz) és igy fejtik
Ki 6sztrogén hatasukat.

Zearalenon tipusok:

- O OH OH O  CH, : @ OH
HO OH HO = "OH O OH
16. 4bra: a-zearalanol 17. dbra: a-zearalenol 18. abra: zearalanon

HO OH HO _ OH OH O CHg
o O 0
=
CHs O OH CHs O OH HO o
19. abra: B-zearalanol 20. abra: p-zearalenol 21. abra: zearalenon

A zearalenon az Osztrogén receptorokra kotodik, osztrogén-valaszt valt ki, és felboritja a nemi
hormonok egyensulyat. Méh és petefészek duzzadas, méh eldreesés, abortalds gyakori
kdvetkezmény, de pusztulas ritkan kiséri allatoknal a zearalenon mérgezést. A zearalenon
maximalis megengedett szintje feldolgozatlan gabonafélékben a 1881/2006/EK rendelet

alapjan (a kukorica kivételével) 100 pg/kg, kukoricaban 200 pg/kg, kozvetlen emberi
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fogyasztasra szant gabonalisztben 75 pg/kg, kukoricalisztben 200 pg/kg, csecsemdknek szant
ételekben 20 pg/kg. Ezen szintek takarmanyozasra szant termékekben a zearalenonra
vonatkoztatva a rendelet alapjan takarmany alapanyagokban, gabonafélekben 2 mg/kg,
takarmany kukorica melléktermékekben 3 mg/kg, malacoknak szant takarmanyokban 100

ug/kg. [I. melléklet]

6.5.2 Deoxynivalenol

A deoxynivalenol (DON) vagy mas néven vomitoxin
kémiailag szerkezetét tekintve epoxi-terpenoid. A
blza, arpa, zab, rozs, rizs, tritikalé, cirok szennyezdje.

Allatoknal 1 mg/kg feletti koncentracioban csokkenti

a takarmanyfogyasztast, 5 mg/kg felett takarmany
visszautasitast okoz. Karositja a bél nyalkahartyat 22. &bra: Deoxynivalenol
sertéseknél, majmegnovekedést okoz, Vvérzések

keletkezhetnek az allaton, illetve az agy szerotonin szintje csdkken. T-2 tioxinal egyutt
szinergista, vagyis egymas hatasat er6sitik. Emberi szervezetben szédilést, hanyast,
rosszullétet, hasmenést és bor irritaciot okozhat. Elelmezés-egészségiigyi szintje az
1881/2006/EK rendelet alapjan feldolgozatlan gabonafélékben (a durumbuza, zab és kukorica
kivételével) 1250 pg/kg, feldolgozatlan durumbdzaban, zabban és kukoricaban 1750 pg/kg.
Takarmanyozasra szant terméekekben a megengedett szintje a rendelet alapjan gabonafélék és

gabonakészitményekben 8 mg/kg, kukorica melléktermékekben 12 mg/kg. [I. melléklet]

6.5.3 Nivalenol

H3C
A nivalenol toxint Fusarium, Stachyobotrys és
Trichoderma fajok termelhetik. A nivalenol irritalo,

immunszupressziv hatasd, hanyast, vérzést indukal az

agyban és a tiidoben, csontvel6-karositd és DNS
szintézis gatlo hatasu vegyulet. Napi maximalis beviteli 23. &bra: Nivalenol
mennyisége 0,7 pg/testtomeg kg. [I. melléklet]

Allatoknal csokkent étvagyat és takarmany visszautasitast okoz.
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A kovetkez0 tablazatban dsszefoglaldan lathatjuk a mikotoxin szennyezéseket okozé toxinok

emberi és allati szervezetre gyakorolt hatasait (3. tablazat).

6.5.4 Fumonizinek

A fuzarium gombak altal termelt fumonizinek kézil megkulondztetjik a fumonizin Al, A2,
fumonizin B1, B2, B3, B4 toxinokat. A legjelentésebb mérgezéseket okozod toxin ezek koziil a
fumonizin B1, kukoricabdl, kukorica alpu élelmiszerekbdl vilagszerte kimutattak. A
fumonizin B1 tiid66démat okoz sertésekben, maj és vesekarositd hatasi. A toxikus hatasanak
biomarkere a szervezetben a szfinganin/szfingozin arany megemelkedése. Kér6dz6 allatok
jobban toleraljak a fumonizin B1 toxint etetés hatasara, mig ezzel ellentétben a lovak
kifejezetten érzékenyek a fumonizinekkel szemben. A toleralhaté napi bevitel a
fumonizinekre 2 pg/ttkg

3. tablazat: Mikotoxinok emberi és allati szervezetre gyakorolt hatdsa (Mesterhazy és munkatarsai
kozleményei alapjan) [79,91]

Mikotoxin Szennyezett termék Mikotoxin hatas
Erintett fajok Patoldgiai hatas
Aflatoxin (By,B,2, Gy, | kukorica, blza, rizs, | madarak: kacsa, pulyka, | mdj toxicitas,
Ga, M1, M) gyapotmag, fiige | csirke, facan, fiirj epevezeték hiperplazia,
foldimogyor6, did, tej, | eml6sok: fiatal —sertések, | vese  és  bélvérzés
tojas, sajt vemhes koca, kutya, borjd, | (karcinogén hatas)

szarvasmarha, juh, macska,
majom, ember, hal

Ochratoxin-A gabona magvak, széaraz | sertés, kacsa, tylk, patkany, | nefrotoxicitds,  sertés
bab, penészes | ember nefropatia, enyhe
féldimogyord, sajt, kavé, vesekarosodas,
sz6106, szaritott gyumalcs, enteritis, teratogén és
bor, mazsola karcinogén hatas

Trichotecének (T- 2, | kukorica, blza, | sertés, szarvasmarha, tyUk, | emésztési

nivalenol, DON, HT- kereskedelmi pulyka, 16, kutya, egér, | rendellenességek, belsd
szarvasmarha tap, | macska, ember vérzés 0déma,

2, fusarenon X) Keverd .
everék takarmany, zab,
arpa

Zearalenon kukorica, penészes | sertés, tejeld szarvasmarha, | 6sztrogén hatasok,
széna, kereskedelmi | tylk, pulyka, juh, patkdny, | heresorvadas, vetélés,
pellet, tap egeér petefészek sorvadas,

tejmirigyek névekedése

Az eddigi leirtakbdl lathato, hogy a kiilonboz6 toxinok igen eltéré modon hatnak egy allatra.
Tobb toxin fertézése egyazon novényen is lehetseges, amely eredmeényeként a toxinok hatésa

Osszeadodhat a szervezetben, hiszen egy tébb toxint tartalmazo etel vagy takarmany,
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egyszerre tobb helyen (méj, vese,) tamadhatja hatasosan az ¢él6 szervezet kiilonb6z6

egységeit.

6.6 A toxikoldgiai hatarértéekek problémaja

A természetes eredetii és mesterségesen adott toxin kozotti hatas igen eltérd lehet. Peldaul,
allatkisérletekben 5-10-szeres koncentracidban kellett deoxynivalenolt adni az allatoknak,
hogy a természetes szennyezes 1 ppm-es hatdsat reprodukalni tudjak (Miller és Trenholm,
1994) [94]. Ezek a tények és mas adatok is arra utalnak, hogy ink&bb a szinergista, egymas
hatasat er6sité hatdasmechanizmus a jellemz6, de az is biztosnak latszik, hogy ehhez szamos
ismert, vagy eddig nem ismert méreganyag, illetve a méreg hatasat el6segité, de Gnmagaban

kevésse toxikus anyag jelenléte is szukseges lehet.

6.7 A vizsgalt toxinok fizikai tulajdonsagai

4. tablazat: A vizsgélt toxinok néhany fontos jellemzdje.

Toxin neve olvadaspont olddszere molekulatdmeg e
(°C) (g/mol) (nm)
Aflatoxin B; 268-269 acetonitril, toluol, 312,3 365
benzol, metanol.
Aflatoxin B, 286-289 acetonitril, toluol, 314,3 365
benzol, metanol
Aflatoxin G; 244-246 acetonitril, toluol, 328,3 365
benzol, metanol
Aflatoxin G, 237-240 acetonitril, toluol, 330,3 365
benzol, metanol
Aflatoxin M; 297-299 acetonitril, toluol, 328,3 365
benzol, metanol
Ochratoxin-A | 168-169 acetonitril, 403,82 215, 333
xilolban metanol,  etil- (etanolban)
acetat
Deoxynivalenol | 151-153 acetonitril 296,3 218
Nivalenol 138-140 acetonitril 312,3 218
(monohidrat)
Zearalenon 162-163 acetonitril 318,4 236

6.8 Biotermékek kérdése

A mikotoxinok az élelmiszer gyartasi folyamatok soran nem bomlanak el, nem, vagy csak kis
mértékben modosulnak, mivel kémiai szerkezetlk és fizikai tulajdonsagaik réven a gyartasi
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folyamatok paraméterei nem érik el azt a hémérsékletet, illetve mas fizikai-kémiai paramétert,
amelyek hatdsdra a toxinok elbomlananak. Még nagyobb veszélyt jelentenek a bio
taplalkozasban hasznalt élelmiszer alapanyagok, mert ezen téaplalkozasi formaban a
biokertészetekbdl szarmazo alapanyagokat hasznaljak fel az etelek elkészitéséhez, de mivel
ezen alapanyagok termesztésében nem hasznalhatdak noévény védoszerek (peszticidek,
fungicidek), amelyek a gombak elszaporodasat meggatolndk a gabonandvényeken, ezért a
mikotoxinok, amelyeket egyes gombafajok termelnek, nagyobb mértékben jelentkezhetnek az
alapanyagokon [2,109]. A deoxynivalenol és a nivalenol termeléséért a kiilonb6z6 Fuzarium
fajok a felelések, amely fajok Osszesen mintegy 190 féle toxint termelnek. A toxinok
csoportositasa szempontjabol Trichotecene-A illetve B tipusra oszthatdak, amelyek kozil a
DON és a NIV a B tipusha tartoznak (2. tablazat). A Zearalenon termeléséért is egyes
fuzarium fajok felel6sek, mint példaul F. Avenaceum, F. garminearum, F. Colmorum, F.
Equisetti, F. Lateritium.
A mikotoxinok felhalmozdédas a magvas terményekben nem az egész termeny
keresztmetszetét érinti, hanem csak bizonyos szegmenseit a magnak. A gabonan megtelepedd
gombak toxinjaikat a szem feliiletén, ebben az esetben a gabonaszem kiils6 héjaban, esetleg
nagyobb mértékli szennyezés esetén a magban is raktarozhatjak. Tehat egy altalaban véve
atlagos gabonaszem kiils6 héjatol a mag kozepe felé haladva a toxin koncentrécioja csokken.
Ezért okoz és okozhat nagy gondot az egészseges taplalkozasban elterjedt héantolatlan
biotermékek hasznalata, vagy a magrol lehantott kiilsé héj fogyasztasa, mint rostanyag. A
taplalkozasban ezek a rost anyagok fontos szerepet téltenek be, de nem mindegy, hogy milyen
aron fogyasztunk biotermékeket és ezzel egyutt rostanyagokat. A modern taplalkozasban
hasznalt rostanyagok, mint példaul bazakorpa, nagy mennyiségben tartalmazhatnak toxint.
A mai magyarorszagi szabalyozas nem teszi lehetdvé a termékek sarzs szerinti minden toxinra
kiterjed6 vizsgalatat. Ha figyelembe vessziik azt a lehetdséget is, hogy egy termékben nem
csak egy toxin talalhat6, akkor hatvanyozottan keriilhet el6térbe a probléma, mivel a toxinok
mérgezési ertékeinek modosulasara a toxin kombinéacidkban nincsenek adatok.
A toxin-fert6zés jelentette gondok a biotermékeknél hatvanyozottan jelentkezhetnek,
minthogy a hatékony novényvédé szerek tulnyoméd tobbségének felhasznalasa tiltott. A
biogazdalkodasban rejl6 mikotoxin probléma megértéséhez tekintsilk at roviden a
biogazdalkodas lényegét. A biogazdalkodas (mas néven: o6ko gazdalkodas, organikus
gazdalkodas) olyan gazdalkodasi forma, mely szerves tragyazason, biologiai névényvédelmen
és természetes bioldgiai ciklusokon alapul, a szintetikus mitragya €és (szintetikus)
29


mhtml:file://D:%5Cmikotoxinos_cikkek%5CBiogazd%C3%A1lkod%C3%A1s%20-%20Wikip%C3%A9dia,%20a%20szabad%20enciklop%C3%A9dia.mht!/wiki/Mez%C5%91gazdas%C3%A1g
mhtml:file://D:%5Cmikotoxinos_cikkek%5CBiogazd%C3%A1lkod%C3%A1s%20-%20Wikip%C3%A9dia,%20a%20szabad%20enciklop%C3%A9dia.mht!/w/index.php?title=Biol%C3%B3giai_ciklus&action=edit&redlink=1

novényvédo szerek mellézésével [36]. A 140/1999 (1X.3.) korményrendelet és egy hozza
kapcsolodd miniszteri rendelet tartalmazza a biogazdalkodds szabdlyait, melyek
tulajdonképpen azonosak az EU 2092/91/EGK vagy 834/2007/EK szamu biorendeletével.[9]

A kovetkezOekben tekintsiik at a biogazdalkodasban hasznalt szereket, mert tobben kdzulik

potencidlis toxinbeviteli forrasnak tekinthetok.

I. A biogazdalkodasban engedélyezett tapanyagpo6tlo és talajjavité adalékok [9]

Istallotragya, higtragya, vizelet, szalma, tézeg, gombatragya, gilisztahumusz, héztartasi
hulladék vagy novenyi maradvanyok komposztja, hdsizemi és halaszati melléktermékek,
¢lelmiszeripari és textilipari melléktermékek, moszatfélék, flirészpor, forgacs, fahamu,
természetes foszfatkézet, lugsalak, kaliumkézet, kalium-szulfat, mészk6, magnéziumkdzet,
meszes magnezium-kézet, Epsom-s0 (magnezium-szulfat), gipsz (kalcium-szulfat),
nyomelemek (bor, réz, vas, mangan, molibdén, cink), kén (ellenérzés utan!), koéliszt, agyag
(bentonit, perlit), kalcium-klorid (ellenérzés utan), elsésorban almafak kezelésére mész- €s

magnéziumhiany esetén).

I1. Novényvédo szerek

Piretrin-készitmények termeszetes (krizantém)-alapanyagbol (lehetdleg szinergikusan), derris-
és kvasszia-készitmények, ryania-készitmények, propolisz, kovafold, kéliszt, metilaldehid-
készitmények csapdakhoz, kén, bordoi és burgundi Ié, natrium-szilikdt, szddabikarbona,
kaliszappan, feromonok, Bacillus thuringiensis készitmények, viruskészitmények, ndvényi és

allati olajok, paraffinolaj.

ITI. Nem mezégazdasagi eredetii termékek

1. Elelmiszer-adalékok
Kalcium-karbonat, tejsav, szén-dioxid, almasav, tokoferol, lecitin, citromsav,
borkdsav, kalcium-hidrogén-foszfat, alginit, agar-agar, karragénmoha, mézga, pektin,
karbonatok, argon, nitrogen, oxigen

2. [zesiték
Természetes eredetll fliszerek és adalékok

3. Viz ésso
Ivoviz, konyhaso (kiilonb6z6 aranya natrium- és kalium-klorid keverékek)
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4. Mikroorganizmusok
70/524/EGK szerint engedélyezett mikroorganizmusok

5. Asvanyi anyagok, vitaminok
70/524/EGK szerint engedélyezett vitaminok, amelyek lehetéleg a természetben

eléforduld anyagokbdl szarmazzanak, illetve természetes vitaminokkal azonos

szintetikus vitaminok, amelyeket csak egyiiregii gyomru allatok kaphatnak.

A biotermékek termesztésénél felhasznalt novény védoszerek, illetve gombadlé szerek
kérdése azért ellentmondasos, mert a gyenge mergeknek szamitd, gyorsan lebomlo
fungicideknél szazszor-ezerszer mérgezébb és igen ellenalld, nem bomlékony gombatoxinok
elkerllik a bio élelmiszereket el6allito szervezetek és felhasznalok figyelmét, és ezzel
pontosan egy olyan lakossagi réteg valhat kiemelten veszélyeztetetté, amelyik a természetes
élelmiszerekben a reklamok alapjan bizik. A legnagyobb problémat a Fusarium fajok
okozzak, az élelmiszer- és takarmanybiztonsadgot ezek fenyegetik leginkdbb. Egészen a
legutdbbi egy-két évtizedig az eurdpai orszagok tobbségében a toxinokat termelé gombakkal
szembeni  rezisztencianemesités nem  folyt, Kkivéve Magyarorszagot, ahol a
rezisztenciaviszonyok tanulmanyozasanak korilbelil 30 éves hagyoménya van. A
biogazdalkodasban felhasznalt ndvények termesztésenek egyik jarhatd Utja ugyanis a
rezisztencia-nemesitéssel eléallitott, gombapatogénekkel szemben ellenalldé novények
hasznélata lenne. A nagyobb eurdpai rezisztencia-nemesitési kutatdprogramok 10-20 évvel
késébb indultak, mint a magyarorszagiak, részben éppen a magyar eredmeények alapjan.
Mesterhdzy és munkatarsai (1972, 1993) [79,91] mar korai munkaikban részletesen taglaltak
a gombafertdzést és a toxikoldgiai problémaékat, azok allategészségiigyi és human hatasait
vizsgalva. Az 1990-es években is szamos 6sszefoglald tanulmany sziletett magyar nyelven
ebben a témaban [38].

6.9 A mikotoxinok megjelenése magyarorszagi élelmiszerekben

A mikotoxinok, vagyis a penészgombak masodlagos anyagcseretermékei napjainkban igen
sok gondot okoznak az élet minden teriiletén. Az emberek napi kontaktusba kertilhetnek a
taplalkozas soran a toxinokkal anélkil, hogy tudndk, tisztdban lennének azzal a veszéllyel,
amelyet a toxinok hatasai jelentenek szamunkra. A taplaléklancban megjelend karos anyagok
— mikotoxinok — legveszélyesebb képviseldi a gombak toxinjai koziil keriilnek ki. Ezen
méreganyagok a napi élelmiszerekben Osszetevoként jelentkeznek, mivel sok esetben az

alapanyag tartalmazza azokat [83].
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A mikotoxinok a mikroszkopikus gombak méasodlagos anyagcsere termékei. A penész
jelenléte az élelmiszerben nem jelenti automatikusan a mikotoxinok jelenlétét is, mivel a
gomba eddig nem tisztazott biokémiai inger hatasara termeli a toxint. A toxinképzOdéshez
megfelel6 hdmérséklet, oxigén, szubsztratum ¢€s paratartalom sziikséges. Ugyanaz a gombafaj
tobbféle mikotoxin egyidejli szintetizalasara is képes lehet, ugyanakkor egy adott mikotoxint
szdmos gombafaj is képes termelni [5. tdblazat]. A penészes élelmiszerek fogyasztasanak
betegseget okozO hatdsa régota ismert. A gyakorlatban egy-egy élelmiszer sok esetben
egyszerre tobb mikotoxinnal lehet szennyezett. Ez neheziti az egyes mikotoxinok
veszélyességének pontos megallapitasat. Az élelmiszerek mikotoxin szennyezettsége jelentds
egészségugyi kockazatot jelent a fogyasztd egészségére, toxikologiai szempontbdl az egyik
legfontosabb élelmezés egészsegligyi kéerdes.

5. tdblazat: Fuzarium fajok (Nelson et al, 1983) [106] mikotoxinjai és magyarorszagi el6fordulasuk
gabonafélékben. (Mesterhazy és munkatarsai) [61]

Fuzarium faj Eléfordulas gabonafélékben Fertozoképesség kalaszokon Meérgezo anyagcsere termékek

F. graminearum +++++ Erés DON, 3AcDON, 15AcDON,
NIV, ZON, DeDON

F. culmorum ++ Er6s DON, 3AcDON, NIV, ZON,

F. avenaceum +++ Meérsékelt MON

F. crookwellense ++ Erds NIV,FUS, ZON

F. poae +++ Meérsékelt NIV, FUS

F. sporotrichioides ++ Meérsékelt T-2, HT-2, NEO

F. tricinctum + Gyenge MON

F. chlamydosporum + Gyenge" MON

F. semitectum + szaprofita BEA

F. equiseti ++ szaprofita FUCH, ZON

F. acuminatum + Gyenge T-2, MON

F. moniliforme . Meérsékelt® FB,, FB,, FB; FU-C

F. subglutinans +++++K Meérsékelt MON, BEA, FUP

F. proliferatum ++X Gyenge EBs, EB;, MON, BEA, FUS

F. anthophilum +X Szaprofita MON

F. solani ++ Szaprofita MON

F. oxysporum ++ Szaprofita MON

Microdochium  nivale  (F. +++ Mérsékelt nincs

nivale)

El6fordulas: +++++ igen gyakori, ++++ gyakori, +++ kozepes gyakorisag, ++ ritkan fordul eld, + igen ritka,
kukorican

A maér ismert mikotoxinok szama napjainkban mintegy 400 féle lehet, - és ez a szdm csak
béviilhet. Ezen toxinok mintegy fele mérgezO, jelentds résziiket ¢lelmiszerekben is
kimutattak. Kemiai szerkezetiik valtozatos, keletkezési koriilményeik eltéréek.

A mikotoxinok altalaban jelentds biologiai aktivitassal rendelkezd anyagok, amelyek kozott
szamos rakkeltd hatdsu is van. Rendszerint kémiailag stabilak, az élelmiszeripari feldolgozés

soran alkalmazott héhatasnak és a vegyi anyagok nagy részének ellenallnak. [18]
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Hazankban az egyik legfontosabb élelmiszer alapanyag, a blza legutdbb 1996-1999 k&zott
szenvedett jelentds teriiletre kiterjedd kaldsz fuzarium jarvanyt, a kozvetlen és kozvetett
karokat 1998-ban mintegy 25 milliard Ft-ra becsllték [29,79,155]. Az USA-ban és
Kanadaban 1995-2000 kozott évente felléptek pusztitdo jarvanyok gabonandvényeken, az
Osszesitett karok itt is millidrdosak. Kinaban sok millié hektaron minden évben jelentkezik a
mikotoxikdzis kiilonb6z6 toxinok termelésével; de nincs a Foldgolyonak olyan része, ahol
kisebb-nagyobb gyakorisaggal nem karositana. Ugyanez érvényes a kukoricara is, amely
toxikologiailag a buzanal is rosszabb helyzetben van.

A szennyezett gabonatermékek a kdzvetlen emberi fogyasztds mellett, a gabonat
felhasznal6 allattenyésztésen keresztiil, kdzvetve is veszélyeztetetik a népességet. A gyengébb
gyarapodasbol, reprodukcios zavarokbol, esetleg elhullasbol eredé gazdasagi problémak is
nagy gondot okoznak. A toxinok allati termékekben is jelentkezhetnek, s konnyii belatni,
hogy az allati takarmanyozasban felhasznélt alapanyagok révén az élelmiszerbiztonsagban is
problémat jelentenek, hiszen az emberi fogyasztasra szant allati eredeti alapanyagokbol
készitett élelmiszerekben kimutathaté toxinok az emberi szervezetbe Kkeriilve
veszélyforrasként jelentkezhetnek. Az élelmiszer alapanyagok fertézottségének vizsgalata
sorén kiderdlt, hogy azon kulturék is szennyezettek lehetnek toxinokkal, amelyek rendszeres,
de esetleg nem elégséges vegyszeres kezelés hatasa alatt alltak, hogy a toxint termelé gombak
szaporodasat megakadalyozzak. Mivel a gomba spdrdja a koriilottiink levo levegdben is jelen
van, ha megfeleld taptalajt talal maganak, azon megtelepedve szaporodasnak indul. gy azon
termények, élelmiszer alapanyagok, amelyeken a névény védészeres (peszticides, fungicides)
kezelés a termelési technoldgia miatt kizart, vagy korlatozott mértékben alkalmazhato,
fokozott veszélynek vannak Kitéve.

Korébban a gabonaszemekbdl izolalhatd gombakat szantofoldi és raktari eredetli csoportokra
osztottak fel. Bar ez a felosztas jelentOségét nem veszitette el teljesen, kideriilt, hogy nem
minden esetben alkalmazhatd, mivel a jellegzetes szant6foldi korokozénak tartott Fusarium
nemzetseég tagjai raktari betegséget is tudnak okozni, és szamos, a képzédéséhez hideg
kornyezetet igényld toxin mennyisége a kalaszos gabonak esetében éppen a tarolas kozben
emelkedik lényegesen (zearalenon, T-2 toxin), de kukoricdban ezek koncentraciéi mar
betakaritaskor is magasak lehetnek. Kiderilt tovabba, hogy az Aspergillus flavus, egy
jellegzetesen raktari korokozoként ismert gomba, az aflatoxin termel6je, az érzékeny

kukorica hibrideket a szant6f6ldon is fertdzni tudja, €és a betakaritott termésben igen jelentds
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aflatoxin koncentracié mérhetd, ha forrd, szaraz nyarak vannak. Erre vonatkozéan kilénosen

az Amerikai Egyesiilt Allamokban nagyszamd statisztikai adat all rendelkezésre.

Az ochratoxin-A el6fordulasa igen gyakori az élelmiszerekben, nagyobb
mennyiségben a kavéban, gabonaban, babban, szaritott gyliimdlcsdkben és borban talalhatd. A
borban jelenlétét elészor 1995-ben mutattak ki [128]. A borok tobbsége tartalmazhat
ochratoxin-A-t, ezért az emberi szervezetbe jutasanak egyik f6 modja az élvezeti cikk
fogyasztasa. A bor tomegélelmiszernek tekinthetd, ezért kiemelt hangsulyt kap a benne 1évo
idegen anyagok mennyiségének a meghatarozasa. Az ochratoxin-A mennyiségét borban az
elébb emlitett okok miatt az Eurdpai Ko6z6sség 2 pg/L koncentracioban maximalta
(1881/2006/EK).

Az ochratoxin-A tartalom szempontjabol a bor bizonyult a legjobban szennyezett forrasnak. A
borba az ochratoxin-A a borkészitési technoldgia miatt kerll bele [128]. Napjainkban a
vilagon elterjedt borokat 3 f6 kategériaba oszthatjuk: fehér, rosé és voros borok. A 3 tipust
bornak a borkészitési technologiaja eltér6. A fehér borok, illetve a rosé borok készitésénél a
sz616 mustot rovid ideig tartjak a héjon a nem kivanatos tannin anyagok, a rosé bornal pedig a
tul sok szinanyag kioldodasanak elkeriilése végett. A héjon aztatas id6tartama miatt a
vorosborok tartalmazhatjék a legtobb toxint. A paras, meleg iddjaras kedvez a mikotoxinokat
termel6 gombak megjelenésének a szO6l6 héjan. A sz616 héjan megtelepedett gomba a
szO0l0szemben talalhatd anyagokbol taplalkozik és a toxint, amelyet termel, a sz0616 héjaban,
nagyobb fert6zés esetén a szO6l0 husaban, bogyojaban hagyja. A vordsbor készitése soran a
ledaralt sz616t 2-4 hétig a héjon aztatjak a szinanyagok (antocianin és polifenol vegytletek)
min¢l jobb kiolddédasa végett. Ebben a 1épésben a kontakt id6 hosszlisaga és az erjedésbol
szarmazd alkoholos extrakcids kozeg jelenléte miatt az ochratoxin-A szinte maximalisan
beoldodik a mustba, majd a borba. Az erjesztési technoldgia ezen stadiumaban indul meg
ugyanis az alkoholos erjedés, amely nagy részben le is zajlik a héjon aztatas végére, és a
keletkezett alkohol nagymértékben elGsegiti az ochratoxin-A kioldodasat [108]. A
vorosborkeészites technoldgiai Iépései kozott talalhatunk még deritést is, amely sorén a borban
kolloid allapotban 1év6 anyagokat koagulalva a borbo6l eltavolithatova, sziirhetévé tessziik. A
derités eredményeként a kolloid szemcsék feliiletére kotddott kis mennyiségli ochratoxin-A
eltavozik a borbol, de ez csak elenyészo része az 6sszes OTA mennyiségének.

A technoldgia szempontjabol érdekes vizsgalati minta a fehérborok kozil a hires tokaji aszu

«ses
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Lényeges szempont még a tokajinal, hogy a Tokaj-Hegyaljai borvidék mikroklimajahoz
hozzatartozé nedves, meleg éghajlat miatt megtelepedd, aszusodast okozo Botrytis Cinerea
gomba mellett megjelenhetnek még mas gombafajok is a szO6l0 ndévényen, amelyek
termelhetnek mikotoxinokat is. Analitikai vizsgalatok néhany mikotoxint ki is mutattak a
tokaji borokban, de nem volt jellemzé a toxin jelenléte minden borban, csak azokon
tertileteken, ahol az aszusodas helyett — amelyet a Botrytis okozott — a sz616 mas gomba altal
torténd penészesedése indult meg, és a szedésnél ezeket a fiirtoket gazdasagi okokbol,
valamint a munkasok hanyag munkavegzése miatt aszusodott szemnek kényvelték el.
2005-ban Z&ray és munkatarsai atfogé vizsgalatot végeztek mintegy 50-50 mintan
(Detemination of Ochratoxin-a in hungarian wines) [159] magyarorszagi és olaszorszagi
borok ochratoxin-A tartalmanak 6sszehasonlitasaval, amely vizsgalat eredményeként kidertilt,
hogy a magyarorszagi borokban kimutathatdo mennyiségben nem volt jelen a keresett toxin.
Sok élelmiszer elkészitése sordn felhaszndlhatunk olyan alapanyagokat, amelyek
tartalmazhatnak mikotoxint. Igen sok tévhit kering arrél, hogy a sutés soran a husbol
eltavozik, elroncsolddik a benne 1évé mérgezd anyag. Ez a mikotoxinok nagy részénél azért
sem igaz, mert a siités homérséklete a tiszta toxinok nagy részének termikus bomlasi

homérsékletét sem éri el. Emiatt a toxin nem szenved karosodast, feltételezés szerint nem is

degradalddik [17,29,88,101].
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6.10 Mikotoxinok analitikai meghatarozasi lehetoségei

6.10.1 Altalanos attekintés

A mikotoxinok analitikai vizsgalatara tobbféle modszer is alkalmazhaté. Napjainkban a
legelterjedtebbek a kovetkezéek: ELISA, TLC, HPLC-MS és GC-MS mddszerek.

A vizsgélatok késziilékigényét elsdsorban a megkivant elemzés szintje szabja meg. A
vékonyréteg kromatografia sok esetben jO mindségi elvalasztast eredményez bizonyos
koncentracié hatarig, de teljességgel alkalmatlan kis koncentracioju mintak mennyiségi
meghatarozasra. Abban az esetben, ha mennyiségileg akarjuk a toxinokat a kivant mintdban
meghatarozni, miiszeres mérésre van sziikségiink, amelyek koziil a legelterjedtebb modszerek
a GC-MS illetve HPLC-MS vagy HPLC-MS/MS technikak. Az egyszerit GC meghatarozas a
hasznélt detektorok (FID, ECD) kimutatési hataraibdl addédoan sok esetben nem megfelel6
modszer, de a kapcsolt technika alkalmazéasaval (MS) a kimutatasi hatar mar teljességgel
megfeleld szintre hozhatd a minték vizsgélata soran.

Altalanosan alkalmazott technika a HPLC-MS technika, amellyel a mikotoxinok szinte teljes
spektruma kimutathatd. A méréseim soran a HPLC-MS kapcsolt rendszerrel hataroztam meg
a vizsgalt mintak toxin tartalmat.

Minden analitikai kimutatasi modszer 1ényegi 1épése a minta eldkészités. A minta eldkészitési
eljaras megfeleld6 megvalasztasa a kimutatasi modszer alapja, ezért lényeges a pontos
kidolgozasa. A mikotoxinok kimutatasa soran hasznalt minta elokészitési technikak alapja a
szilard-folyadék, a folyadék-folyadék extrakcio, illetve a szilard fazisi extrakciés (SPE)
oszlopokkal, valamint immunoaffinitas (IA) oszlopokkal torténé toxin kinyerés a mintakbol.
Ezen technikak hatranya sok esetben a draga SPE vagy IA oszlop. Eldnyiik, hogy
specifikusan, csak a vizsgalni kivant toxint vonjak ki a mintabol, amely abban az esetben
hatranyos is lehet, ha a toxinok egymasra gyakorolt szinergista hatasat vizsgaljuk egy
mintaban. A SPE és IA oszlopok masik hatranya, hogy a fizikai-kémiai tulajdonsagokbol
adodoan az oszlopoknak van egy maximalis, telitési koncentracidja minden toxinra, amely
felett mar nem adszorbeal toxint a mintabdl, ezért a mintaban 1évé teljes toxin mennyiséget

nem koti meg.
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A szakirodalomban talalt igen nagyszamu hivatkozds kivonataként a kovetkezd részben
Osszefoglalom a trichotecének, ochratoxinok, aflatoxinok és zearalenon metabolitok
Kimutatasi technikainak lényeges paramétereit. Kitérek a mintael6készités, tisztitas,
elvalasztas és detektalas leggyakrabban alkalmazott mddszereire és fazisaira, valamint egyes
mikotoxinok elemzése soran a szakirodalomban fellelhet6 kimutatasi hatar (LOD),
meghatarozas alsé hatara (LOQ), analitikai elvalasztasra hasznalt kolonna tipusokra,
extrakcios moddszerek, valamint az analitikai eljarashoz tartozé precizitds €s visszanyerés

értékeket.

6.10.1.1 Trichotecének

6.10.1.1.1 A trichotecének analitikai elemzése soran a szakirodalm altalanosan a
kovetkez6 mintaelokészitési technikakat alkalmaztak:
A minta halmazallapota szerinti felosztas alapjan a szilard mintakb6l — gy, mint gabona,

liszt, kdvé — az altalanos mintaelOkészitések torténeti attekintése soran D. Royer és
munkatarsai el6szor ACN/H,O folyadék-szilard fazist extrakciot alkalmaztak kiilonbozo
aranyu elegyosszetéetelben [37]. A SPE oszlopok megjelenésével és fejlodésével a gyartok
altal ajanlott MycoSep oszlopokkal torténd extrakcid 1épett eldtérbe, melyek eldszor
kiilonboz6 allofazis toltetekkel rendelkezé oszlopokat hasznalva — (gy, mint aktiv szén
toltetes, ioncseréld gyantas toltetek keriiltek felhaszndlasra a mintael6készitések soran [26,
37,40,41,49, 68,69,81,130,138,]. A MycoSep oszlopok kezdeti hasznalata mellett alternativ
technikakent kiilonb6z6 gyartok altal elkészitett, eltérd toltettel rendelkez6 SPE oszlopokat is
hasznaltak a trichotecének kivonatoldsara. A kiilonb6zd SPE toltetek lehettek immunaffinitas
toltettel rendelkez6 [47,164], polimer forditott fazisti és anion cseréld toltetes [85], illetve
forditott fazisu toltetek [149,164]. Ezen toltetek egy része a DON kimutatasa soran nem
rendelkezett megfelel6 visszanyerési értékkel [37]. Egyes kutatok, agy mint R.P. Huopalathi
és munkatarsai egy alternativ extrakcids technikaként hasznaltak szuperkritikus folyadék
extrakciot is, amelyet zsirtalanitds utdni alkalmazva a mintael6készitésben, az MS kimutatasi
technikanak is megfelelé mintael6készitesi procedurat hoztak létre [139].

Plattner és Maragos a trichotecének mintaelOkészitési technikdjaban erdsen javasolta a
mindenféle tisztitdo 1épés elhanyagolasat a mintaelemzés soran. Kisérleteik soran ACN/H,0O
mintat tartalmazo elegyet injektaltak az LC-MS rendszerbe, amely soran a SPE oszlopom
mosasa soran eludlodé komponensek kimutatasi aranya nétt. Osszehasonlitdsukban
kimutattdk, hogy a MycoSep oszlopok nem segitik eld6 megfeleléen a trichotecének

kimutatasat, kiilondsen DON és NIV-re nezve. [130,131]
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6.10.1.1.2 Trichotecének altalanos HPLC-MS elemzési paraméterei
A trichotecének analitikai elemzése soran LC-MS technika alkalmazasaban Kkifejezetten

forditott fazisi RP-C18-as toltettel rendelkezé kolonnat, és eluensként ACN/H,O vagy
Metanol/H,O elegyet hasznaltak, foként izokratikus, de esetenként gradiens modban. A
metanol hasznalata soran a tapasztalatok azt mutattak, hogy az MS érzékenységét fokozza a
metanol, illetve az ecetsav, valamint natrium-acetat hasznalata is hasonlo hatassal van a
Kimutatésra. [26, 48,49, 68,69,75,77,80,131,136,149,151].

A tomegspektrometrids kimutatasok soran tobb kutato is alkalmasnak talalta mind a kettd
APCI és ESI ionizaciés modot is. Razzazi munkatarsai és mas kutatocsoportok bizonyitotta
legmagasabb ionizéacios hatasfokot A-tipusu trichotecének esetében a pozitiv ion modban
[42,97] valamint a B tipust trichotecének esetében a negativ ion mddban lehet elérni
[41,87,97]. Az APCI ionizacio alkalmazasa esetében a szimpla MS hasznalata sordn SIM
modban alacsonyabb Kimutatasi hatart produkalnak a tomegspektrométerek, mint ESI
maodban. Ennek oka az APCI nagyobb fragmentacids képességében rejlik. [40,41,151,].
Altalanosan elmondhaté, hogy az LC-MS kimutatasi technikdk soran a minta
toxintartalmanak visszanyerésére a matrixbdl az irodalmi maddszerek a trichotecének esetében
70% és 108%-o0s visszanyeréseket emlitenek [23,40,49, 81,85,97]. A szakirodalmi modszerek
szerint vonatkozattasi anyagként a reserpin [149], dexamethason [40] és a nafcillin [23]
emlitik meg, illetve sok esetben alkalmazzdk az eredeti minta toxintartalmanak
meghatarozasara a sztenderd addicio modszeret.

A trichotecének HPLC-MS rendszerrel térténé kimutatasa soran a szakirodalmi cikkekben
mért és publikalt kimutatasi hatar értékei LOD 0,2-250,0 pg/kg tartomanyban, a
meghatdrozasi hatdara LOQ 1,5- 100,0 pg/kg értékek kozott mozog, amely értékek

nagymértékben fliggnek a kimutatott toxin mindségétol.
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6.10.1.2 Ochratoxinok

6.10.1.2.1 Ochratoxinok mintael6késszitési technikai
Az ochratoxinok el6fordulasa a természetben szilard és folyadék halmazallapotd mintaban

lehetséges. Szilard fazisi mintakbol az ochratoxinok kioldasara a szakirodalomban tobb
tipusu olddszert talalunk, igy mint viz [73], etil- acetat [64], kloroform[7,8,102] és a metanol-
viz[74,130], acetonitril-viz [68,69], hex&n-acetonitril [85] és diklor-metan-etanol keverékek
[80]. Az adalékanyagok alkalmazasaval az extrakcid soran Ggy mint natrium-hidrogén-
karbonat [30,74], foszforsav [64, 80,105,141] vagy magnézium-klorid, fokozhatjuk az OTA
kitermelés hatékonysagat [90,99 ]
Kokkonen as munkatarsai a vizsgalataik soran acetonitrilt és hexant alkalmaztak az
extrakciohoz szilard-folyadék extrakcio esetében, amely oldoszerek alkalmazéasa leirdsuk
szerint megkdnnyiti a toményitést a folyamat végén [98].
A folyadék mintakbdl torténd extrakcio soran elényben részesitik a SPE protokollokat, amely
SPE mintael6készitési oszlopok toltete valtozd 0Osszetételt mutat a szakirodalmi cikkek
alapjan, ugy mint a forditott fazisokat [116,122], az anion cserélé anyagbol allo tolteteket
[141] valamint a kovafoldet is [141], vagy egyes polimer abszorbenseket, amely altaldban
forditott fazisu (RP) anion cserélé funkcionalitastak [85,105,122,121]. Ezen tilmenden,
Gross- Steinmeyer és munkatarsai még alkalmaztak preparativ HPLC technika utan RP SPE
technikat is a mintaelkészités folyamataban [97,63].
Alternativ technikaként ebben az esetben is megjelent — Ggy mint a trichotecének esetében az
immunaffinitds oszlopok hasznélata, [6,8,16,74,99,122,123], amelyeket ma mar rutin
mintael6készitési eljarasban hasznalnak a LC-FL detektalas alkalmazasa esetében. Az
immunaffinitas oszlopok eldnyei az LC-FL detektélas esetében nem elhanyagolhatoak, de az
LC-MS detektélas hasznélatakor komoly hatranyt jelentenek. Az immunaffinitas oszlopok
toltete specifikusan antitesteken keresztiil csak az ochratoxinokat kéti meg a matrixbol, de az
elualas soran az antitestek és az oszlop anyaga is elualddhat, amely az MS-ben komoly zavar6
hatast eredményeznek, valamit megdragitjak a mintael6készitési modszert is [121,149]. Az
immunaffinitds oszlopok ¢és a megfelelé toltetes SPE oszlopok visszanyerési illetve
ochratoxin megkotési képessege dsszemérhetd, igy a SPE oszlopok hasznalta olcsobba teszi a
mintaelOkészitési 1€péseket.
A folyadék mintakbol torténd elokészités soran alkalmazott folyadék-folyadék extrakcios
modszerek is alkalmazhatéak, bar nem automatizalhatéak. Folyadék-folyadék extrakcio
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esetében sokszor alkalmaztak a szakirodalmi cikkek toluolt vagy etil-acetatot, illetve ezeket
az oldoszereket szilard mintakbol torténd extrakcid soran is alkalmaztak az ochratoxinok
savas, ionos jellegét kihasznalva. Ezen technikak &ltal a szerves fazisban megjelen6 OTA-t
szilikagél toltettel rendelkez6 SPE oszlopokon konnyen szeparalhatjuk [90,99,112].
Lindenmeier és munkatarsai kimutattak, hogy a folyadék-folyadék extrakcid teljesitménye
Osszevetheté az immunaffinitas oszlopok hasznalata soran mért extrakcids teljesitményekkel.
Az immunaffinitds oszlopok hasznéalata sordn komoly zavaré matrixot jelent az ochratoxinok
esetében is az oszlop, de savas hatdsa miatt a kave is. [99]. Az MS kimutatasok soran egyes
esetekben belsd sztenderdek hasznalatat ajanljak, mégpedig az ochratoxin-a D3-metilészterét.
[25]

6.10.1.2.2 Ochratoxinok meghatarozsasanak analitikai paraméterei
Az OTA kimutatasa sordn az analitikai elvalasztasra kifejezetten RP-C18-as oszlopokat

ajanlanak metanol/H,O, ACN/H,0 és a metanol/ACN/H,0 elegyekkel eluensként izokratikus
¢s gradiens mddban is. A kimutatds soran az ochratoxinok eludlodasat a pH eldsegiti, igy az
eluens odsszetételebe ecetsavat vagy trifluor-ecetsavat ajdnlanak alkalmazni [141,80,105,116-
56,112].

A tdmegspektrometrias illeszté egységek kozil az APCI és ESI alkalmazasat is javasoljak, de
azt ESI hasznalata soran az ionizacios hatasfok sokkal jobb, mint APCI esetében, azért az
ajanlott méd az ESI hasznalata. [16,90]. Az ESI forras alkalmazasa esetében a fragmentaciot
¢és boséges ionképzOdést eldsegiti még az eluensben a natrium- €s kadlium-ionok jelenléte
[16,63,90]. Az ionizacios médok kozul az ESI alkalmazésa esetében a pozitiv ionizaciot
javasoljak a szakcikkek [7,16,63,103,121].

Az ochratoxinok mennyiségi elemzése soran az ESI| detektor alkalmazasa és pozitiv
ionizaciés mod esetében a moddszerek kimutatasi hatara matrixtél fiiggéen LOD 0,01-0,1
pg/kg tartomanyban, a meghatarozasi hatara LOQ 0,06- 1,0 pg/kg értékek kdzott mozog
harmas kvadrup6l MS alkalmazdsa mellett. A szakirodalomba taldlhatdé modszerek
visszanyerése altaldban 70%-és 108 % kozott ingadozik. [80,116,6,56]. A modszerek
linearitasi tartomanya mintegy harom nagysagrenden keresztil nem valtozik, amely igen jo

alkalmazhatdsagot eredményez. [8,90,112,121].

Az analitikai modszerek validalasa soran mind kiils6, mint bels6 sztenderdeket alkalmaztak.

Bels6 sztenderdként a [D5]-OTA vegylletet, vagy a sztenderd addiciot alkalmaztak. [99]
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Az EU jelenlegi mddszer validalési kritériumai kozott szerepel a moédszerek kidolgozasa
sorén alkalmazandé ajanlasként a matrix hatasok csdkkentése miatti pH bedllitas. [41,85] A
mennyiségi adatok 6sszehasonlitasa soran a szakcikkek alternativ detektor alkalmazasat is
ajanljak a HPLC-MS helyett, ilyen az FL detektort [6,16,25,105, 121,122,].

6.10.1.3 Zearalenon és metabolitjai
A zearalenon és metabolitjainak igen erds rakkeltd hatastt vegyiiletei miatt kiilonos

jelentéséggel kell megvalasztani az extrakcids és kimutatasi technikat, mivel a metabolitok
egymashoz igen hasonld szerkezeti képletei és Kis eltérései miatt nem minden technika
alkalmas a megfeleld toxin azonositasara, vagy hamis, nem szignifikans eredményt ad a toxin

mennyiségére nézve a metabolitok egylttes mérésevel.

6.10.1.3.1 Zeralenon és metabolitjainak mintael6késszitési technikai
Szilard fazisu mintak — mint gabona - extrakcioja soran hasznalatos oldoszerek az ACN/H20,

metanol/H20 kiilonb6zé Gsszetételli elegyeit alkalmaztak [23,37,43,65,69,120,140], amelyek
alkalmazéasa soran sokszor hasznédlnak az extrakcio elOsegitésére metafoszforsavat vagy
natrium-kloridot.

Lényeges elem a zearalenon és metabolitjai elemzése sordn, hogy az eléggé hasonlo
szerkezeti képlettel rendelkezd metabolitokat is ki tudjuk vonni a mintankbol, ezért az
alkalmazott extrakciés moddszerek kozil a SPE technika és immunaffinitds oszlopok
hasznalata is Iényeges lehet, bar a szakirodalmi eredmények a folyadék-folyadék extrakciot
javasoljak tobb esetben, mivel a SPE és az immunaffinitas oszlopok sokszor eléggé
specifikusak. A SPE oszlopok alkalmazéasa esetében tobbféle toltetet hasznaltak ugy mint RP,
anion cserélé és immunaffinitas [120,124 ], Florisil [65 ], MycoSep [37,43,49,69,140] és
aktiv szenes [5,23,160] tolteteket. A szakirodalmi hivatkozasok alapjan a legszélesebb
alkalmazhatosaginak az RP anioncseréld toltetek bizonyultak [85,92,96,119,123]. A
MycoSep oszlopok visszanyerési tesztjei alacsony visszanyerési hanyadot mutattak, mintegy
30-40%-osat, amelyek eredményeképpen a MycoSep extrakciés mddszerek igy teljesen
megbizhatatlanok lettek egyes metabolitokra nézve [37,49,69,140]. Az immunaffinitas
oszlopok a szennyez0 matrixhatasuk miatt itt is ismét alkalmatlanok voltak az LC-MS vagy

MS/MS detektalas alkalmazasa soran.

6.10.1.3.2 Zeralenon és metabolitjai meghatarozsasanak analitikai paraméterei
Az LC analizis soran a szakirodalomban fellelhetd kimutatasi modszerek altal hasznalt

analitikai oszlopok altalanos toltetei RP-C18 és RP-C8-as tdltetek voltak, eluensként
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metanol/H,O, ACN/H,O és a metanol/ACN/H,O keverékeket hasznalva izokratikus illetve
gradiens modban, amely eluensekhez a kromatogréfias elvalasztads segitése érdekeben
ammonium-acetatot, hangyasavat vagy ecetsavat adtak. [37,49,85,96,118 ,120, 158 ].

A tomegspektrometrias elemzések soran mind APCI mind ESI ionforrast alkalmaztak a
zearalenon és metabolitjainak kimutatasara pozitiv és negativ ion médban is. A vizsgalatok
soran kideriilt, hogy az APCI korona kisiilési kozegben keletkezé komponensek rontjak egyes
metabolitok kimutathatdsagat, ezeért csak egyes metabolitok kimutatasaban ajanlott az
alkalmazasa [37,49,86]. Az ESI ionforras alkalmazasa soran altalanosan a negativ ionizacios
modban lett szelektivebb és érzékenyebb a kimutatas, mint a pozitiv ionizéciés maddban,
amelynek oka a savas fenolos csoportok instabilabbak pozitiv mddu ionizéacid esetében.
[43,120]

A szakirodalmi modszerek az LC-MS technika alkalmazéasa esetében a kimutatasi hatart
ug/kg koncentracio hatarba illesztik be szilard mintak esetében, mig folyadék mintak esetében
egyes kimutatasoknal ng/kg nagysagrendet is elérhetnek [155,160]. A visszanyereési tesztek
soran az egyes metabolitok visszanyerési aranyai széles tartomanyban, mintegy 40-130%-0s
tartomanyban mozognak, amely persze er0sen metabolit fiiggd értekek. [43,118]. A
szakirodalomban fellelheté modszerek LOD értéke 0,1 és 3,0 ng/kg vagy ng/L tartomanyban,
illetve LOQ értéke 0,2 és 10,0 pg/kg vagy ug/L tartomanyban mozog, amely tartomany
er6sen matrixfiigg6.[39,49,71,85,92,118, 113]
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6.10.1.4 Aflatoxinok

6.10.1.4.1 Aflatoxinok mintaelokészitési paraméterei
Az aflatoxinok analizis€hez alkalmazott mintaeclOkészitési technikdk a szakirodalmi

hivatkozasok alapjan igen valtozatos képet mutatnak. A minta kozvetlen beadagolasa miatt az
immunaffinitds oszlopok hasznalata is elterjedt, de alternativ mddként alkalmazzak a SPE
oszlopokat RP- C18-as toltettel, polimer toltettel, valamint aktiv szenes toltettel is. Mindegyik
modszer jelentdés és MS-ben jol alkalmazhaté szelektivitdst mutat az aflatoxinokra.
[4,59,60,82,103,115,]

6.10.1.4.2 Aflatoxinok analitikai meghatirozasanak lehetdségei
A HPLC vizsgéalatok soran az analitikai oszlop szinte kivétel nélkil RP-C18-as toltetli, az

eluens metanol/H,O és ACN/H,O keverékei izokratikus és gradiens modban alkalmazva.
Egyes esetekben az eluenshez ecetsavat, hangyasavat, trifluor-ecetsavat illetve ammonium
sokat adagolnak annak érdekében, hogy az ionizéciés hatdsfok javuljon.
[24,59,60,72,85,98,103, 115,144,]

Az LC-MS kimutatasi technika alkalmazésa esetében a szakirodalmi cikkek az ESI pozitiv
modot hasznaljak tobbet, amely esetében nagy mennyiségli protonalt ion keletkezik. Az ionok
keletkezésének meértékét az eluensbe torténé natrium-ion adagoldsdval lehet ndvelni.
[4,68,104]. A szakcikkek majdnem fele az ESI pozitiv ionizacié mellett az APCI pozitiv
ionizaciot is hasznalja igen jo LOD és LOQ értekekkel. [59,60,77,102,144].

Az aflatoxinok szakirodalomban talalt LC-MS kimutatasi modszerei koz6tt nagyon sok
esetben nem haszndlnak belsd sztenderdeket, a kalibraciéo tilnyomo részt szabvanyos,
egyszerll kiils6 kalibracidos megoldast alkalmaznak. A mintael6készitési technikdk jelentds
szelektivitdsa miatt a matrixhatas ebben az esetben nem érvényesuil az MS-ben. [4,68,102].A
modszerek LOD értékei 0,1-2,5 pg/kg vagy pg/L, az LOQ értekei 1-5 pg/kg vagy pg/L kozott
valtoznak. A moddszerek visszanyerési tesztjei a kiilonbozé aflatoxinokra 77-110% kozott
valtoznak. [77,82,85,98,102,103]

43



6.11 Szabvanyos vizsgalati modszerek

A jelenleg érvényben levd, altalam vizsgalt mikotoxinokra a kdvetkez6 Magyar Szabvany
szerinti modszerek alltak rendelkezésemre. A Magyar Szabvany szerinti moddszereket

kivonatolva, minta el6készitésre és meghatarozasi paraméterekre lesziikitve k6z1om.

6.11.1 Aflatoxinok

MSZ EN 14123/2008 mddszer: Elelmiszerek. Az aflatoxin Biés az aflatoxin By, By, Gy és G,
0sszegének meghatarozasa mogyordban, foldimogyoroban, pisztaciaban, flgeben és
fiisszerpaprika-6rleményben. Az alkalmazott modszer: HPLC modszer oszlop uténi

szarmazékkepzéssel és immunaffinitas-oszlopon torténd tisztitassal.

A maddszer elve: homogenizalt mintabol acetonitril-viz 60/40 v/v aranyu eleggyel oldjuk ki az
aflatoxinokat, amely elegyet erételjesen razunk 20 percen at. Ezutadn centrifugéljuk, majd
foszfat-puffert (pH=7,4) adunk hozza Az extrahalt mintat immunaffinitas oszloppal (Wicam,
Afla test, esetleg mas tipust) tisztitjuk. Az oszloprdl torténd elualast metanol: ecetsav 98:2
v/v aranyu elegyével vegezzik. A kinyert aflatoxinokat Kobracell hasznalataval, oszlop utani
szarmazékképzessel forditott fazisi HPLC technikaval hatarozzuk meg. Mobil fazis

ionmentes viz : metanol : acetonitril 60:20:20 v/v arannyal.

A szilard minta el6készités soran 5 g mintahoz 20 mL extrahald elegyet és 0,5 g NaCl-ot adva
intenziven razatjuk 20 percig, majd lecentrifugaljuk a mintat. A fellluszé 4 mL-ét véve
(amely megfelel 1 g mintanak), fézépoharban adunk hozza 40 mL foszfat puffert, majd
Osszekeverés utan immunaffinitas oszlopon tisztitjuk Ggy, hogy az oszlopon az aramlasi
sebesség 1 csepp/sec legyen. Az oszlopot atmossuk 2x10 mL desztillalt vizzel, majd elualjuk
az oszloprol a komponenseket 2 mL metanol:ecetsav 98:2 v/v aranyl eleggyel. A mintat

szérazra paroljuk, majd visszaoldjuk metanolban.

A vizsgalat soran a Kobracell miikodéséhez 4 mol/dm® koncentracioju HNO;3 oldat és 120
mg/ L koncentracioju KBr oldat sziikséges.

Eluens: viz:acetonitril:metanol 60:20:20 v/v aranyud elegye + 830 pL 4 M HNOg3 / 1 L eluens
és 120 mg KBr/ 1 L eluens.

Eluens térfogataram: 1 mL/perc.

Kromatogréfias oszlop: LiChrosphel C-18.
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Gerjesztési hulldmhossz: 365 nm.

Emisszids hullamhossz: 483 nm.

Mérési id6: 20 perc.

Kimutatasi hatar HPLC mddszerrel (LOD): 0,1 pg/kg.
Meghatarozés also hatara (LOQ): 1,0 pg/kg.

Az aflatoxinok kimutatasara a szakirodalomban tobb, eléré detektalasi technikat alkalmazo
cikk jelent meg [23,38,39,45,132], amelyekben &ltalanosan hasznalt kimutatasi mddszerek
tobbsége OPLC, HPLC-UV, HPLC- FLD, DAD, PDA detektort hasznal, keveshé elterjedten
MS, MS/MS azonositést.
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6.11.2 Ochratoxin-A

MSZ EN 14132/2003 maddszer. Elelmiszerek. Az ochratoxin-A meghatarozasa arpaban és

porkolt kavéban. HPLC-mddszer immunaffinitas-oszlopos tisztitassal.

A minta el6készités soran acetonitril:viz 60/40 v/v aranyu elegyével vonjuk ki az ochratoxin-
A-t. Az extraktumot centrifugaljuk, majd foszfat puffert (pH=7,4) adunk hozza. Alapos
Osszekeverés utan immunaffinitds oszlopon tisztitjuk. A toxin oszloprol valé eludlasara
metanol:ecetsav 98:2 v/v arnyd aranyu elegyét hasznéljuk. Az igy nyert eluatum OTA
tartalmat HPLC technikaval hatarozzuk meg.

A vizsgalat menete: a minta elékészités sordn 5 g megfelelden elokészitett mintdhoz 20 mL
extrahald elegyet (acetonitril:viz 60:40 v/v) adva intenziven rézatjuk 1 percig, majd 20 percig
sikrdzdn rézatjuk és a mintat lecentrifugaljuk. A felilisz6 4 mL-es részletéhez f6z6poharban
adunk 40 mL foszfat puffert, majd immunaffinitads oszlopon tisztitjuk Ugy, hogy az oszlopon
az aramlasi sebesseg 1 csepp/sec legyen. Az oszlopot 2x10 mL desztillalt vizzel atmossuk,
majd eludljuk az oszloprol a komponenseket 2 mL metanol:ecetsav 99:1 v/v aranyu eleggyel.
A mintat szdrazra paroljuk, majd visszaoldjuk acetonitril:viz:jégecet 99:99:2 v/v aranyd
elegyeben. A HPLC-s vizsgalatot azonnal el kell végezni.

Eluens térfogataram: 1 mL/perc.

Eluens: acetonitril:viz:jégecet 99:99:2 v/v aranyu elegye.

Kromatogréfias oszlop C-18 LiChrpsphel 100 (5um).

Gerjesztési hulldmhossz: 333 nm.

Emisszids hullamhossz: 460 nm.

Meérési id6: 15 perc.

Kimutatasi hatdr HPLC mddszerrel (LOD): 0,2 pg/kg.

Meghatarozas also hatara (LOQ): 1,0 pg/kg.

Tovabbi, nem szabvanyos kimutatasi mddszerek ismeretesek a szakirodalombdl aflatoxinokra
és ochratoxin-A-ra [42,51,132,56,64], amelyek adott mérokészilékre optimalizaltak. A
szakirodalomban altalanosan hasznalt kimutatasi modszerek tobbsége ELISA, HPLC-UV,
HPLC- FLD, DAD, PDA detektort hasznal, kevésbé elterjedten MS, MS/MS azonositast.

46



6.11.3 Deoxynivalenol, nivalenol, zearalenon

A deoxynivalenol, nivalenol valamint zearalenonra nem alltak rendelkezésemre szabvanyos

modszerek, ezert a kimutatasi modszerek optimalizalasat dsszefoglald szakirodalmak alapjan

végeztem [44,117], amelyre Peter Zollner, Bernhard Mayer-Helm mikotoxinok mérési

paramétereit 6sszefoglalo cikke szolgalt alapul. (6. tblazat).

6. tablazat: A vizsgalt toxinok szakirodalomban talalt kimutatasi modszereinek paraméterei [44,117]

Toxin Matrix

DON, NIV liszt

gabona

sor,
malata

gabona
alapd
ételek

Zearalenon liszt

kukorica

liszt

AFB1, mogyord

AFB2,
AFGl,

AFG?2 gabona

alapd
élelmiszer
ek

sajt

Ochratoxin  sor, kavé

-A

bor
rizs, bab,

liszt, soOr,
bor

Minta elékészités

extrakciéo ACN/H,0 84:16,
tisztitas

MycoSep 227 és 216
oszloppal

extrakcio ACN/H,0 80:20,
tisztitas MycoSep 225

malata extrakcié6 ACN/H,0O
84:16,

tisztitas: MycoSep 227
kolonna, sor: gaztalanitas,
SPE ChemElut 1020 kolonna
extrakcié ACN/H,0 85:15,
tisztitas: MycoSep 226
kolonna

extrakcio ACN/H,0 21:4,
tisztitas SPE

extrakcio ACN/H,O 75:25,
tisztitds MycoSep 224

extrakcié ACN/H,0 75:25,
tisztitas MycoSep 226
kolonna

SPE RP-18 toltettel

extrakcio ACN/H20 85:15,
tisztitds MycoSep 226

extrakcié 0.1% HCOOH
ACN/hexan—55:45

keverés (sor)/extrakcio (kavé)
vizes 0,4M MgCl,,
folyadék/folyadék extrakcio
toluollal, tisztités SPE
extrakcio SPE RP 18

extrakcio MeOH/viz 3%
NaHCO3;—50:50 (szilard
mintakbol), Immuna. oszlop

Kimutatasi technika

1zokratikus: RP-18
H,O/ACN/MeOH 82:9:9
APCl—egyszeres kvadrupol
MS, Full scan, SIM

RP-18 Izokratikus:
H,0/MeOH—65:83 0.1mM
NaCl ESl+ egyszeres kvadrupol
MS,Full scan, SIM

RP-18 gradiens:
H,0O/MeOH/ACN NH,OAc-al
ESI+ harmas kvadrupol MS
SRM

RP-18 gradiens mod:
H,O/MeOH ESI+(APCI %),
harmas kvadrupol MS, SRM
RP-18 gradiens mod: H,O with
1% HCOOH/ACN ESI +
egyszeres kvadrupol, Full scan
RP-18 Izokratikus:
H,O/ACN—60:40 APCI +/(-)
egyszeres kvadrupol MS, SIM
RP-18 Gradient: H,O+ 1%
ACN 5mM NH,OAc-al és
HCOOH-al, pH=4/ACN
APCI- ioncsapda, SRM
RP-18 Izokratikus:
H,0/MeOH—55:45 ESI +
egyszeres kvadrupol MS, SIM
RP-18 gradiens: H,O/MeOH
ESI- harmas kvadrupol MS,
SRM

RP-18 gradiens: 0.1% AcOH
H20/ACN ESI + harmas
kvadrupol MS, SRM

RP-18 gradiens: 0.05% TFA
H,0/MeOH ESI+ harmas
kvadrupol MS , Full scan

RP-18 izokratikus: vizes 2.5%
AcOH/MeOH—68.5:31.5

ESI + harmas kvadrupol MS,
SRM

RP-18 izokratikus:
H,O0/MeOH/ACN1:1:1 ESI +
harmas kvadrupol MS, SRM
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LOD/LOQ
pg/kg v.

Hg/L
1-10/ 10-

100

20-50/100

2/10

0,2/10

5/15

0,12/0,17

3/10

0,1/-

1,9

0,8/5

1,4/126
[D5]-OTA

0,05/0,15

0,02-0,05

Precizitas %

3,5-7,7

8,4

1-7,4

3,6

6-16

6-16



A 6. tablazatban felsorolt kimutatasi modszerek és extrakcids technikak a teljesség igénye
nélkal kerlltek felsorolasra az adott dsszefoglald cikkek alapjan, mivel a [117] szakcikk a
mikotoxinok mérésehez felhasznalt minta el6készitési €s mérési technikakat foglalja 6ssze. A
felsoroltakbol is megallapithatd, hogy a vizsgalt mikotoxinok elvélasztasara altalanosan
hasznélt kromatogréafias oszlop forditott fazisi C18-as oszlop volt. Az extrakcios technikak az
altalanosan hasznalt olddszere az acetonitril. Hasznalata az extrakcié sordn extrahaldszer-
elegyben (viz, metanol segédoldoszerekkel) torténik mind a szilard-folyadék, mind a
folyadék-folyadék extrakcional.

A kromatografids paraméterek toxinonként és vizsgalatonként eltérdek, ezért a vizsgalati
paraméterek altalanositdsanak nincs értelme, de kiinduladsi informaciokat biztositanak a
modszerfejlesztéshez.

A hasznalt ionforras tipusa is eltéré, ezt is toxinonként érdemes meghatarozni, mivel minden
toxinnal szerepelhet mind a két ionforrds a vizsgélatokban, pozitiv és negativ ionizécids

modban is.

A szabvanyos vizsgalati médszerek kritikaja

A szabvanyos vizsgalati modszerekben (MSZ EN 14123/2008 és MSZ EN 14132/2003) az
aflatoxinok és az ochratoxin-A azonositasara hasznélt technika minta el6készitési és merési
alkalmazhat6ésaga a bonyolult tobblépéses elOkészitési technika illetve a specidlis
méréberendezés alkalmazasa miatt koriilményes lehet. Az aflatoxinok és az ochratoxin-A
esetében a modszerek meghatarozdsanak alsé hatara (LOQ) 1 pg/kg, amely az
élelmiszerekben megengedett hatarérték nagysagrendileg mért fele mennyisége (bor esetében
hatarérték 2 pg/kg OTA-ra, gabonafélékre aflatoxin Bl esetén szintén 2 ug/kg). A
csecsemoOtapszerek illetve specialis gyogyaszati ételekben a megengedett maximalis
aflatoxinok esetében 0,1 ug/kg, ochratoxin-A esetében 0,5 pg/kg a hatarérték, amelyet mar a
fent emlitett szabvanyos modszerekkel nem lehet megfeleld pontossaggal kimutatni. A
precizebb, alacsonyabb kimutatasi hatari modszerekkel pontosabban és biztosabban lehetne
meghatarozni a toxin minimalis jelenlétét is a mintaban, ezzel biztositva azt, hogy az egyik
legveszélyeztetettebb korosztaly —a csecsemdk -, illetve a betegek a lehet6 legbiztosabban

toxinmentes élelmiszert fogyaszthassanak.
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7 Kisérleti rész
7.1 Avizsgalt toxinok kore és a felhasznalt anyagok

Az elemzés ala esé mintak kore a téma jellegéb6l adodoan igen tag, ezért kutatasaimat a
legkiemelked6bb human- és allategészségugyi jelentéséggel bird toxinokra fokuszaltam és
vizsgalandd mintdkat rendszereztem a minta minésége és a vizsgalati szempontok szerint. Az
7. tablazatban foglaltam Ossze azokat a vizsgalati teruleteket, amelyeken Kkutatdsokat
vegeztem néhany jelentds, f6 szennyezddést el6idéz6é toxin (deoxynivalenol, nivalenol,
ochratoxin-A, aflatoxin B,, B,, G1, G2, My, zearalenon) meghatarozasara szolgal6 analitikai és
minta elékészitési modszerek fejlesztése érdekében.

7. tablazat: A kutatasaimban vizsgalt toxinok és a vizsgalt mintak ésszefoglalasa.

Toxin Minta tipusa Vizsgélati terulet
Ochratoxin-A, aflatoxinok, sztenderd mintak a
deoxynivalenol, nivalenol, minta elékészités

zearalenon
Ochratoxin-A, aflatoxinok, sztenderd mintak b
deoxynivalenol, nivalenol, modszer fejlesztés
zearalenon
Ochratoxin-A élelmiszer/bor c
Deoxynivalenol, nivalenol, bio termesztésbdl szarmazo d
zearalenon élelmiszerek, készaruk
Aflatoxin By, By, G, Gy, My félkész termékek, e
huskészitmények, keksz, tej

a) A szabvanyos mérési modszerek tovabbfejlesztése, Uj meérési mddszerek kidolgozasa
Shimadzu 2010 EV HPLC-MS rendszerre

b) Minta elOkészitési paraméterek fejlesztése, illetve j minta elékészitési modszerek
kidolgozésa ochratoxin-A-ra, deoxynivalenolra, nivalenolra, zearalenonra, aflatoxinokra.

c) Ochratoxin-A tartalom vizsgalata borokban, 6sszehasonlitva a magyarorszagi, illetve a
mediterran orszagokbol, valamint a vildg néhany mas pontjarol szarmazo borok OTA
tartalmat.

d) Bio termelésben elballitott, boltban megvasarolhato élelmiszerek alapanyagok és

készaruk toxintartalmanak vizsgalata deoxynivalenolra, nivalenolra, zearalenonra.
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Els6é 1épésben optimalizalnom kellett a toxinok kimutatdsi mddszereit az altalam hasznalt
Shimadzu HPLC-MS 2010EV készulékre (Kyoto, Japan), mivel a szabvanyos madszerekben
megadott késziilékkel nem rendelkeztem. A megfelelé kimutatasi hatar eléréséhez figyelembe
kellett vennem a készulék paramétereit, illetve a kiilonb6z6é toxinok fizikai-kémiai
tulajdonsagait. A vizsgalt toxinok fontosabb, a minta el6készitési €s a mérési paraméterek

beallitasa szempontjabdl 1ényeges tulajdonsagait az 4. tablazatban foglaltam dssze.

7.1.1 Mikotoxin sztenderdek

A Kisérleteim soran felhasznalt mikotoxinok a Sigma-Aldrich (Saint Louise, Missouri 63103
USA) gyartmanyok voltak, és felhasznalasig -20 °C-on taroltam Oket:
Aflatoxin B1: tisztasag> 98%, CAS szam:1162-65-8, termékszam: A6636 Sigma,
Aspergillus flavusbol,
Aflatoxin B2: tisztasdg> 98%, CAS szam:720-81-7, termékszam: A9887 Sigma
Aspergillus flavusbol,
Aflatoxin G1: tisztasag> 99%, CAS szdm:1165-39-5, termékszam: A0138 Sigma,
Aspergillus flavusbol
Aflatoxin G2: tisztasag> 98%CAS szam:7241-98-7, termékszam: A0263 Sigma,
Aflatoxin M1: tisztasdg> 98%, CAS szam: 6795-23-9, termékszam: A6428 Sigma,
Aspergillus flavusbol.
Ochratoxin-A: tisztasag: analitikai sztenderd, CAS  szam:303-47-9,
termékszam:32937-5MG, szallité: Sigma-Aldrich (Saint Louise, Missouri 63103
USA).
Deoxynivalenol: termékszdm: DO0156-5MG, CAS szam: 51481-10-8, mindség:
analitikai sztenderd,
CAS szam: 51481-10-8, termékszam: 34124 Fluka, 100 pg/mL deoxynivalenol
acetonitrilben (Sigma-Aldrich, Saint Louise, Missouri 63103 USA).
Nivalenol: termékszam:(Fluka), CAS szdm:23282-20-4, min6ség: analitikai sztenderd
100 pg/mL, acetonitrilben oldva,
Zearalenon: termékszam: 32939-5MG, mindség: analitikai sztenderd, 1000 mg/L
acetonitrilben oldva.
A toxinoldatok készitésénél acetonitrilt (CAS szam: 75-05-8, termékszam: 271004 Sigma-
Aldrich, 99,8 % tisztasagu) hasznaltam olddszerként [127]. Az élelmiszermintdk toxin-
analizisénél HPLC min6ségli acetonitril (termékszam: 34851, CAS: 75-05-8, Chromasolv
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gradient grade, for HPLC, >99.9%) és jégecet (ecetsav tartalom >99.7%) is a Sigma-
Aldrichtdl szarmaztak. A desztillalt vizet sajat desztillalo berendezésben allitottuk eld,
elektromos vezetéese 7 pS volt. A metanol a Merck cégtél (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) szarmazott. A vizsgalatokhoz felhasznélt etanol (VWR BDH Prolabo) a VWR
magyarorszagi forgalmazéjatél (Spektrum-3D) cégtdl szarmaztak.

A vizsgéalatok sorén felhasznalt tomeg- és térfogatméré eszkozok a kovetkezOk voltak:

7.1.2 Térfogatmérés:

Biohit Proline pipetta (10-100 pL, széria szam: 9091614, pontatlansag 0,17 %), Biohit
Proline pipetta (100-1000 pL széria szam: 10093309, pontatlansag 0,37 %), széllit6: Biohit
PLC. (Laippatie 1, 00880 Helsinki, Finland).

Mintatartoknak 1,5 mL teérfogatt, szilikon/PTFE zardtarcsaval rendelkezé, nem atlatszo
mintatartd Uvegeket hasznaltam, szallité/gyartd: Vialab Magyarorszag KftLa-Pha-Pack
GmbH (Langerwehe, Deutschland).

7.1.3 ToOmegmeérés:

Sartorius analitikai mérleg: Sartorius A200S (Sartorius GmbH, Gottingen,
Deutschland)
A folyadék-folyadék (Lig-Liq) extrakcids vizsgalatokhoz Eppendorf Centrifuge 5810 R
tipusu centrifugat (Eppendorf Ag, Hamburg, Germany) és korkoros sikrazé gépet (Blhler
KS15A, Fischer Scientific Ltd, UK) hasznaltam.
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7.2 A merési paraméterek optimalizalasanak metodikéja

A kiilonb6z6 mikotoxinokra kidolgozott sajat kimutatasi modszerek paraméterei a kovetkezd

metodika alapjan hataroztam meg:

1) mérdoldatsor keészitése
2) a tomegspektrométer tuning-file beallitasai mellett, valamint a szakirodalmi és szabvany
modszerekbdl Gsszeallitott  altalanos eluens Osszetétel (amely toxincsoportonként
valtozott) és analitikai paraméterek mellett az egyes toxinok tomegspektruméanak
felvétele.
3) rendszeralkalmassag vizsgalata:
i) kolonna teszt
i) méréoldatsorbdl a tdbmenyebb oldattal az analitikai oszlopon torténd elvalasztas
paramétereinek meghatarozasa PDA illetve MS detektor segitségével. Az MS
detektor bedllitasi paraméterei a tuning-file paraméterei voltak., mig az ionforrés a
szakirodalomban ajénlott ionforras volt. A meghatarozott paraméterek az aramlasi
sebesség, eluens dsszetétel voltak.
iii) Az eluens osszetételének valtoztatdsaval az egyes toxinok retencids idejének
megallapitasa PDA és MS detektor segitségével,
iv) szelektivitas és reprodukalhatésag meghatarozasa sajat kalibracids oldatokbol
elkészitett kiilonb6z6 toxint tartalmazé oldatbol allapitottam meg.
4) MS paraméterek meghatarozasa,

i) a kisebb koncentracioji mikotoxinokat tartalmaz6 kalibralo oldatokal az MS
paraméterek optimalizalasa full scan és SIM mdédban,

(@) lonforrdsok (APCI, ESI) alkalmassaganak vizsgélata pozitiv és negativ
ionizacios modban az egyes toxinokra, a legalkalmasabb ionizaciot add
ionforras és mod kivalasztasa.

(b) A megfeleld fragmentacio beallitisa a Q-array (ionizécids) fesziltség
valtoztataséval 40, 70 és 80 V-on.

(c) A vizsgalt mikotoxinok tdmegspektrumainak bevitele a

spektrumkonytarba.
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5) a mérooldatsorozat felhasznaldsaval a mérési modszerek LOD és LOQ értékeinek

meghatarozasa az optimalizalt beallitasokkal

6) valds, (toxint nem tartalmazd) matrixot alkalmazva a mintaelékészitési technikak
kidolgozasa utan az LOD és LOQ értékek meghatarozasa egyes toxinokra sztenderd

addicio modszerével.

a) a mintacl6készitési technikak visszanyerési tesztjeinek megallapitasa.

A rendelkezésemre &l16 mikotoxinokbol méréoldatsorozatot készitettem.

Elsé Iépésben a mérdoldaltokbdl az alapbeallitasok segitségével a kiillonbozo
mikotoxinok témegspektrumait vettem fel annak megallapitdsa erdekében, hogy a
tomegspektrométerben megjelenik-e a toxin, illetve alapbeéllitisokkal milyen fragmensek
latszanak a tomegspektrumban, mivel a HPLC-MS szoftvere nem tartalmazott témegspektrum
konyvtérat az azonositas el0segitésére.

A szakirodalombdl illetve a szabvanyos modszerekbél kiindulva RP-C18-as kolonnat
alkalmaztam. Rendelkezésemre allt 4 gyarté altal készitett C18-as kolonna, amelyeken a
mikotoxinok elvalasztasanak jellemzoéit vizsgaltam. A 4 oszlop a kdvetkezé volt: Restek
Pinnacle DB-C18 (250mm x 4,6mm x 5um), YMC-Pack Pro C18 (100mm x 4,6mm x 3um),
Phenomenex Gemini C18 (150mm x 4,6mm x 5 um), ACE 5 C18 (150mm x 4,6mm X 5um).
Az analitikai oszlopok kuzll a Restek Pinnacle oszlop bizonyult a legmegfelelobbnek, mivel
ennek az oszlopnak voltak a legjobbak a retenciés idd szorasa, csucsszélesedés ¢€s
szelektivitds paraméterei a vizsgalt toxinokra.

A szelektivitds meghatarozasa el0szor PDA majd MS detektor segitségével tortént a
fentebb leirt modon. A szelektivitds és reprodukalhatésag meghatarozasara az altalam
elkészitett mikotoxin méréoldatokbdl mixet készitettem, eldszor kiilon a trichotecénekbdl,
majd aflatoxinokbdl. Ochratoxinok kozil csak ochratoxin-A sztenderd vegyiiletem lévén
aflatoxin mixet hasznéltam.

A mérooldatsor tdményebb oldataibol — altalaban 100-250 mg/L — felvettem az adott
mikotoxin tomegspektrumat kiilonb6z6é ionforrasokkal és ionizaciés modban is. Az MS
detektorban torténd fragmentacié tipusa, mértéke és foka nagymértékben fligg az alkalmazott
illesztoegységtol (APCI illetve ESI), valamint az ionizaciotol (pozitiv vagy negativ). A kettd,
rendelkezésemre allo illeszté egység alkalmassagat a tuning file-ban tarolt paraméterek

beallitasai alapjan végeztem el. A kettd interfésszel felvett spektrumok koéziil a megfeleld —
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nagyobb intenzitdsi jelet add - illesztéegységet €s ionizacidt hasznaltam a tovabbi
mérésoptimalizalashoz. Az igy kapott mérési paraméterek finomitasat, ugy mint
illesztéegység homérséklet, fragmentacid fesziiltsége, porlaszté gaz illetve szaritdé gaz
térfogatarama, detektor fesziiltsége mar a kalibracios oldat kisebb koncentracié tartomanyaba
tartoz6 méréoldatanak hasznalataval végeztem el. A megfeleld fragmentacié beallitasahoz az
ionizacios (Q-array) fesziiltség valtoztatasaval is probalkoztam 40, 70 és 80 V-on.

A toxinokra jellemz6 fragmensek elkiilonitése és a megfeleld beallitasok megtartasa
ellendrzése érdekében, hogy a tomegspektrométer bedllitdsdnak paraméterei megfeleldek az
azonositashoz.

A szelektivitas, reprodukalhatosag, szords, S/N viszony, LOD, LOQ kiszamitasa a
készulék szoftverének (Shimadzu LCMS solution Ver.3.20.216) adott kritérium beallitasa és a

szoftver altal szamitott adatok felhasznéalasa altal tortént.

Az optimalizalas és a kalibracid soran a tdmegspektrométert a tuning file paraméterei alapjan
allitottam be (kalibralashoz polietilen-glikol mix, PEG 200, PEG 600, PEG 1000 + raffinozt

/////
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7.3 Atoxinok kimutatasara kidolgozott sajat médszerek ismertetése

A Kkimutatashoz hasznalt készilékShimadzu HPLC-MS 2010 EV (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) modell. Az irodalmi tapasztalatok alapjan nem prébalkoztam mas alléfazist
tartalmazd oszlopokon elvalasztani a mintadkat, hanem maradtam a forditott fazisu C18-as
oszlop mellett, a Restek cég Pinnacle DB C18-as oszlopat (Restek Corporation, USA, 110
Benner Circle, Bellefonte PA 16823) hasznaltam erre a célra. A HPLC rendszer pumpaja 40
MPa nyomasig volt képes megfelelden tartani a térfogataramot, ezért a kis szemcseméretti (1-
2 um) oszlopok nagy nyomasesése miatt az 5 um szemcseméretii oszlopot hasznaltam.
(Pinnacle DB RP C18 250 mm x 4,6 mm x 5 um, katalégus szam: 9414575-700,
sz€riaszam:07060142T). A HPLC-MS késziilék felépitése a kovetkezo:

Kontroller: CBM-20A

Pumpa: Shimadzu LC 20 AB, 2 csatornas pumpa
Injektor: Shimadzu autosampler SIL 20A
Kolonnatér: Shimadzu CTO-20A

PDA detektor: SPD-M 20A

Tomegspektrométer: Shimadzu 2010 EV, APCI és ESI forrassal.

Megjegyzés:

A modszerek kidolgozésa soran a kalibracids gorbéeket MsOffice-Excel-program segitségével
abrazoltam a dolgozatban, mivel a mérésre felhasznalt Shimadzu 2010 EV LCMS készilék
szoftverje LCMS solution Version 3.20.216 altal készitett kalibracios egyenesek konvertalt és
nyomtatott képei a dolgozatba torténd beillesztés utan nem voltak megfeleléen kivehetdek.

A szoftverben torténd kalibracios egyenesek kiértékelése soran egy kalibraciés pont 3
parhuzamos mérés kozotti RSD értéke 10 % alatt fogadtam el a Horwitz gdrbe adataibdl
kiindulva [146]. A mérések kiértékelését LabSolution LCMS solution Version 3.20.216 (The
Program Built 2004.08.26. 3:15:54) verzidjaval végeztem el.
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7.3.1 Az aflatoxinok kimutatasara kidolgozott sajat médszer ismertetése

Az aflatoxinokat tartalmazé méréoldatokat acetonitril olddszerrel, sajat térzsoldatbdl torténd
higitissal készitettem el. Az aflatoxin (AFBi, AFB,, AFG;, AFG,, AFM;) mér6oldatok

koncentracioit a 8. tablazat tartalmazza.

8. tablazat: Aflatoxin mérdoldatok koncentracidi acetonitril oldatban

Acetonitrilben oldott aflatoxin mérdoldatok koncentracioi

005 |05 1 2 4 10 50 200 500 1000
Mo/L | pg/L |pg/l | pg/l jpg/L | pg/l | po/l | pg/l | pg/L | pg/L

A mintékat a felhasznalasig -5°C hémérsékleten taroltam.

7.3.1.1 Az aflatoxin By, B,, G, G, analizisére kidolgozott sajat modszer optimalizalt
MErési paraméterei:

Eluens: ionmentes viz: metanol:acetonitril 60:20:20 v/v aranyu elegye
Eluens térfogataram: 1 mL/perc

Kolonna: Pinnacle DB C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 pm)
Kolonnatér hémérséklete: 40 °C

lonizacios mod: APCI (+)

CDL hoémérséklet: 300 °C

Illesztéegység homérséklet: 400 °C

Blokk hémérséklet: 250 °C

Porlaszto gaz térfogataram: 2 L/perc

Szarito gaz térfogataram: 5 L/perc

Detektor fesziiltség: 1500 V

Felbontas: 0,2 sec

Pasztazas sebessége: 4000 amu/sec

Témegtartomany: 100-800 amu, full scan

Detektalasi idoablak 0-25 perc

Injektalt mintatérfogat: 10 puL

Ismétlésszam: 3
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Az aflatoxin B; kalibracios gorbéjét a kovetkez6 abrakon (25, 26, 27 abra) mutatom be. A
kalibracio soran a készilék a vizsgalt mikotoxin csucs alatti teriiletének képzesében az adott
toxinra jellemz6 5 fragmens intenzitasat vette figyelembe. Ezen fragmensek az AFB; esetében
a jelen vizsgalati paraméterek alapjan 312,65 m/z, 286,7 m/z, 282,6 m/z, 272,65 m/z, 256,7
m/z voltak (Il. melléklet). A 25. &bran jol lathatd, hogy az aflatoxin B; kalibracidja soran
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25. dbra: Aflatoxin B1 HPLC kromatogramok cslcsa alatti tertlet vs. koncentraci6 kalibracios
gorbéje, az AFB1 méréoldatok teljes koncentracio-tartomanyaban (0,05-1000 pg/L)

kapott pontokra gorbe illeszthetd. A gdrbe determinécios egyiitthatdjanak R*=0,9996, amely
érteke megfeleld lenne, de a gorbe utolsé harmadéaban (500 pg/L folott) a teriilet/koncentracid
viszony valtozasa nem elfogadhat6, ezért a 200 pg/L koncentracidig felvett pontokbdl mar
felvehet6 a kozelitéleg linearis mérési tartomany. A Kkalibracidés pontok konfidencia
intevalluma RSD=4-10% ko6zo6tt valtozott. A 26. abran a 0,05-200 pg/L koncentracioban
felvett kalibracids egyenest, a 27. abran a 0,05-50 pg/L koncentracio tartomanyban felvett
kalibraciés egyenest lathatjuk. A tovabbi aflatoxinok kalibracidja soran kapott kimutatasi
hatarértékeket a fejezet végén foglalom dssze.
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26. abra: Aflatoxin B1 kalibraciés egyenesének linearis tartomanya a 0,05-200 pg/L koncentraci6
hatarok kozott
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27. abra: Aflatoxin Bl kalibracids egyenesének linearis tartomanya a 0,05-50 pg/L koncentraci6
hatarok kozott
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A 26. &bran a kalibracios gorbe teljes mérési adatsorbdl kiemelt linedris mérési tartoménya
lathatd a 0,05-200 pg/L koncentracio-hatarok kozott. Aflatoxin B;-re a kalibracios egyenes
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28. abra: Aflatoxin B1 kalibracids egyenesének kis koncentracié-tartomanyban (0,05-2 pg/L) felvett
kalibracids pontjai.
determinéciés egyiitthatdjanak értéke R*=0,9895, mig a 27. &bra &brazolt, a 0,05-50 pg/L
koncentracio-tartomanyban felvett kalibracios egyenes determindcids egyltthatojanak értéke
R%=0,9987.
Az Aflatoxin B,, G;, G, toxinok merési modszere és paraméterei megegyeznek az aflatoxin
B1 mérési paramétereivel.
Az aflatoxin B, esetében a kromatogréfids csdcs alatti tertiletek szdmitdsanél a kovetkezd
fragmens ionokat vettem figyelembe: 314,9 m/z, 302,8 m/z, 288,85 m/z, 271,5 m/z, 258,9 m/z
voltak (I1. melléklet).
Aflatoxin G; esetében a kovetkezd ionok alapjan tortént a kalibracios egyenes felvetele: 328,7
m/z, 314,75 m/z, 284,7 m/z, 272,7 m/z, 256,65 m/z (1I. melléklet).
Aflatoxin G, esetében a kalibracios egyenes felvétele a 331,05 m/z, 328,15 m/z, 312,7 m/z,
286,65 m/z, 260,65 m/z (11. melléklet).
Aflatoxin M; esetében: 328,85 m/z, 266,00 m/z, 258,1 m/z, 245,75 m/z, 237,8 m/z fragmens
ionok kiértékelése alapjan tortént a kalibracios egyenes felvétele (I1. melléklet).
Az 6sszehasonlitas végett a I1. mellékletben a 29. dbran bemutatom az aflatoxin By, B;, Gy, és
G, mérése soran készitett TIC kromatogramjait €s a jellemzé csucsok tomegspektrumait. A

kromatogramokbol lathaté a relativ retenciods idok kiilonbozosége is.
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Az aflatoxin B;, Gy, és G, toxinok, valamint az aflatoxin M; kalibraciés egyenesének linearis
koncentracio tartomanya 0,05-200 pg/L volt.

Az aflatoxin B; tdmegspektrumabol lathatd, hogy a toxin 312,3 g/mol molekulatomegébdl
adoddan az APCI (+) ionizaci6 hasznalataval a molekulaion 312,65 m/z (M+H)" tdmeg/toltés
hanyadosnal jelenik meg a tomegspektrumban. Az aflatoxin B, molekulanal, ahol a
molekulatdmeg 314,3 g/mol, a jellemz6 ion a 314,9 m/z témeg/toltés hanyadosnal jelentkezik.
Az aflatoxin G; molekula 328,7 g/mol tomegének jellemzé ionja a tdmegspektrumban 328,65
m/z tomeg/toltés hanyadosnal jelenik meg. Az aflatoxin Gy-nél a 330,3 g/mol
molekulatdmegre 331,05 m/z tdmeg/tdltés hanyadosnal megjelené molekulaiont taldlunk.
Ezen ionok mellett megjelenik a tomegspektrumban az (M+H)" tdltéssel jelentkezd, az
ionizéciora jellemz6 +1 m/z tomeggel novelt ion tomege is. Lathato a tomegspektrumokbdl az
is, hogy az aflatoxin molekulak fragmentalodasa ezen ionizécio feszilltség mellett nem

jelentos.

Az AFG1l esetében a kidolgozott modszer LOD értéke 0,00254 pg/kg, kalibracios
egyenesének konfidencia intervalluma RSD=3-10%kdz6tt mozgott. AFG2 esetében LOD=
0,00127 pg/kg, kalibracios egyenesének konfidencia intevalluma RSD=6-10% ko6zoétt volt
megallapithatd. Az AFB1 esetében az LOD= 0,00636 pg/kg, a kalibracids egyenesének
konfidencia intevalluma RSD=4-10% k&z6tti tartomanyban adhatd meg. Az AFG2 esetében
az LOD= 0,000254 pg/kg volt, a szabvany maddszer 0,1 ug/kg értékével szemben. Az AFG2
eseténben a Kkalibracios egyenes konfidencia intevalluma RSD=4-10% kdz6tt mozgott. A
kidolgozott mddszer LOQ eértékei AFB1, AFB2, AFG1 és AFG2 esetében 0,05 pg/kg volt a

szabvany maodszer 1 pg/kg ertékével szemben.

7.3.1.2 Aflatoxin M1:

Késziilék: Shimadzu LCMS-2010 EV

Kolonna: Pinnacle DB C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 um)
Detektor: PDA (330 nm)

Eluens: Acetonitril : Viz : Ecetsav 25:75:5 v/v aranyu elegye
Illesztéegység hdmérséklet: 380 °C

lonizacios mod: APCI(+)

CDL hémérséklet: 300 °C
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Fut6blokk: 250 °C

Porlaszt6 gaz térfogataram: 2 L/perc
Szaritd gaz térfogataram: 4 L/perc
lonforrés: APCI (+)

Eluens aramlasi sebesség: 1 mL/perc
Detektalasi idéablak: 0-25 perc
Injektalt mintatérfogat: 10 puL

Az aflatoxin M1 toxin vizsgalata soran, TIC mddban, 10 pg/L koncentracioju méréoldatbol,
APCI (+) ionizéacidt alkalmazva, a 30. abran lathaté kromatogramot kaptam. A kromatogram
zajos alapvonalabdl a kiértékeld szoftver segitségével emeltem ki a 328,85 m/z tdmeg/toltés
hanyadossal rendelkez6, aflatoxin M1-re jellemzé molekulaion csucsot. A modszer elénye,
hogy ilyen kis koncentraciénal és jel/zaj ardnyndl is megkllonboztethetd a molekula-csucsjel
a zajtol.

MS Cluomatogram
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30. abra: Aflatoxin M; molekula kromatogramja és témegspektruma 10 pg/L koncentracidju
sztenderd oldatbdl APCI(+) ionizécié hatdsdra. A bal felsé kromatogram az elemzés sordn full scan
maédban felvett TIC, az alsé kromatogram az aflatoxin M1 molekula 328.85 m/z tdmeg/téltés hanyadosu
fragmens intenzitasat mutatja 10 szeres erdsités mellett.

Az aflatoxinok kimutatdsara kidolgozott és optimalizalt mérési parameéterek a szabvanyos
modszerekkel 0Osszehasonlitva a felhasznalt eluens 0Osszetételét figyelembe véve mas
paraméterekben nem egyezik meg. Kulénbseg mutatkozik még a szabvany moédszer és a

kidolgozott modszer kozott a kiilonbozé aflatoxinok kiilon-kiilon térténd kimutatasaban is,
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illetve a kimutatasi hatarokban is. A vizsgalt aflatoxin M1 esetében a meghatarozas also
hatara 0,05 pg/kg, mig a szabvanyos vizsgalati modszer esetében 1,0 pug/kg volt az érték,
amely mintegy husszoros meghatarozasi also hataranak novekedeset jelenti. A kidolgozott
modszerem a kimutatas alsé hataraban a 0,1 pg/kg-os értékrél 0,00254 ng/kg értékre torténd
javulast mutatott.

Az aflatoxin M1 kimutatdsa a szabvanyos mddszerben nem szerepelt. A kidolgozott
modszerben ennek a toxinnak a kimutatasa a felhasznalt eluensben és paraméterekben eltér a
tobbi aflatoxintol. Az aflatoxin M1 meghatarozasanak als6 hatara szintén 0,05 pg/kg,
kimutatasanak alsé hatara 0,000636 pg/kg volt. A kalibracids egyenes pontjainak konfidencia
intevalluma RSD=6-10% kdz6tti eltérést mutatott.

A kimutatdsi hatar és a mérés also hataranak szamitésanal az oldatkészitesre hasznalt
acetonitrilt 20°C hémérsékletre megadott striiségét figyelembe vettem a mértékegységek

konvertalasa soran.
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7.3.2 Az ochratoxin-A optimalizalt kimutatési modszere

Az azonositashoz és a kalibracidhoz a kovetkezd ochratoxin-A-bol szdrmazd fragmenseket
hasznéaltam fel: 405,9 m/z, 403,9 m/z, 385,95 m/z, 837,9 m/z, 300,95 m/z, 297,95 m/z, 256,9
m/z (Melléklet).

Az ochratoxin-A méréoldatok készitésénél acetonitrilt hasznaltam olddszerként.

Az ochratoxin-A moddszerének a fejlesztése soran a kovetkezé méréooldat koncentraciokat

hasznaltam fel (9. tablazat):

9. tablazat: Ochratoxin-A méréoldat koncentracidi acetonitriles oldatban

Ochratoxin-A méréoldatok koncentracioi

0,01ug/L 0,05 ug/L | 0,1 pg/L | 0,2 pg/L lug/l | 10 g/l | 25pg/L | 50 pg/L | 75 pg/L

7.3.2.1 Az ochratoxin analizisre kidolgozott sajat modszer mérési paraméterei:

Az OA kimutatasi mddszerének optimalizalasa soran a készilék beallitasainak finomitasahoz
megéllapitottam a toxin tomegspektrumabdl a fragmenseit. A készllék beallitdsdnak
finomitasahoz a méréoldat OTA sorbol az 1 pg/L oldatot hasznéltam.

Eluens: acetonitril:viz:jégecet 99:99:2 v/v aranyu elegye
Eluens térfogataram: 0,4 mL/perc

Kolonna: Pinnacle DB C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 pm)
Kolonna tér homérséklete: 40 °C

lesztéegység homérséklet: 300 °C

lonizéacios mod: ESI (+)

CDL homérséklet: 250 °C

Fitoblokk homérséklet: 200 °C

Porlaszto gaztérfogataram: 1 L/perc

Szarito gaz térfogataram: 5 L/perc

Detektor fesziiltség: 1500 V

Felbontés: 0,5 sec

Pasztazas sebessége: 2000 amu/sec

Tomegtartomany: 50-800 full scan
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Detektalasi idéablak 0-25 perc
Injektalt mintatérfogat: 10 puL
Ismétlésszam: 3
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31. abra: Ochratoxin-A kalibracios egyenese az adott mérési paraméterek mellett 0,01-75 pg/L
koncentracid tartomanyban ESI (+) ionizacidban felvéve

100000000
568500 y = 2E406x + 61187 /}
80000000 R*=0,9995

70000000
60000000

50000000
40000000 AT
30000000
20000000

10000000 //

0 : : : : : .

0 10 20 30 40 50 60
ug/L

32. abra: Ochratoxin-A sztenderd oldatok kalibraciés pontjai a 0,01-50 pg/L koncentracid
tartomanyban ESI (+) ionizaciéban felvéve
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33. abra: Ochratoxin-A mérdoldatok kalibraciés pontjai a 0,01-0,2 pg/L koncentracio
tartomanyban ESI(+) ionizaciéban felvéve
Az ochratoxin-A mikotoxin méréoldatokbol felvett kalibraciés egyeneseit elemezve
megallapithato, hogy a kalibracids oldatsor teljes koncentracio tartomanyaban a kalibracios
fuggvény nem lineéris. A hig oldatok 0,01-50 pg/L koncentrécié tartomanyaban azonban az
adott mérési paraméterek mellett linedrisnak tekintheté a koncentracié-csucsteriilet
fliggvénykapcsolat, amely tartomanyban az egyenes determinacios egyitthatdja R>=0,9995. A
kalibracids pontok konfidencia intervalluma RSD=4-10% eltétésen belul talalhato.
Mivel a kalibracios oldatsor ebben az esetben nagy koncentracié tartomanyt olel at, azért a
0,01 pg/L-0,2 pg/L tartomanyban kilon abrazolva a kalibracios egyenest, megallapithato,
hogy a kapott pontok egyenesre illeszkednek, valamint ebben a tartomanyban a determinacios
egyutthato értéke R°=0,9977.
Az optimalizalt modszer az eredeti modszerhez viszonyitva az eluens dsszetételben hasonlit, a
Kimutatési hatara (LOD) 0,00127 pg/kg a szabvany maédszer 0,2 pg/kg hataraval szemben,
mag a meghatarozas also hatara (LOQ) 0,01 pg/kg a szabvany 1 pg/kg értéekével szemben.

A Il. Melléklet tartalmazza az ochratoxin-a méréoldat 100 ng/L koncentraciéju oldatabol
ESI(+) ionizaciés modban készitett tomegspektrumot, amelyen a fragmensek is latszanak. Az
ochratoxin-A molekula témegspektrumaban a 403,8 g/mol molekulatdémeghez tartozo ESI (+)

modban felvett tdmegspektrumokban az (M+H)" ionizaciénak megfeleléen a 404,8 és 405,9
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m/z témeg/toltés hanyadosu ionok is megjelennek, de a bazis csics a molekula 403,9 m/z
tdmeg/toltés hanyadosu fragmense.
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7.3.3 A deoxynivalenol kimutatasara kidolgozott sajat modszer ismertetése

A deoxynivalenol kimutatasanak optimalizalaséhoz A Fluka cég altal elkészitett
deoxynivalenol méréoldatot (100 pg/mL) haszndltam. Az acetonitrillel megfeleld
Az azonositashoz és a kalibraciohoz a kovetkez6 tOmeg/toltés aranyu, a deoxynivalenolbdl
szarmazo fragmenseket hasznéltam fel: 294,95 m/z, 265,05 m/z, 247,05 m/z, 203,85 m/z (lasd
I1. Melléklet).

A deoxynivalenol toxin kimutatasara felhasznalt méréoldatok koncentracioit a 10. tablazat

tartalmazza.

10. tablazat: Deoxynivalenol méréoldatok koncentracidi acetonitril oldatban

Deoxynivalenol mérdoldatok koncentracioi

0,05 0,5 5 10 15 20 25 100 | 250 | 500 | 1500
Hg/L MO/L | po/L | pg/L | pg/L | pg/l | pg/l | pg/l | pg/l | pg/L | pg/L

7.3.3.1 A deoxynivalenol analizisre kidolgozott sajat mddszer optimalizalt mérési
paraméterei

Eluens: acetonitril:viz 30:70 (v/v) aranyu elegye
Eluens térfogataram: 1mL/perc

Kolonna: Pinnacle DB C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 um)
Kolonnatér hdmérséklete: 40 °C

lonizaciés mod: ESI (-)

CDL hoémérséklet: 200 °C

Illesztéegység: 370 °C

Fitoblokk homérséklet: 250 °C

Porlaszt6 gaz térfogataram: 1,5 L/perc

Szarito gaz térfogataram: 5 L/perc

Detektor fesziiltség: 1500 V

Felbontés: 0,2 sec

Pasztazas sebessége: 2000 amu/sec
Témegtartomany: 50-600 full scan

Detektalasi idoablak 0-15 perc

67




Injektalt minta térfogat: 10 uL
Ismétlésszam: 3
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34. abra: Deoxynivalenol toxin kalibracids egyenese a 0,05-1500 ug/L
koncentraciétartomanyban
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83. abra: Deoxynivalenol toxin kalibracids egyenese a 0,05-500 ug/L
koncentraciétartomanvban
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36. abra: Deoxynivalenol toxin kalibracids egyenese a 0,05-20 pg/L koncentraciotartomanyban

A deoxynivalenol kalibracios gorbéje, azaz a kromatografias csucs alatti tertlet-koncentracio
fliggvény a 0,05-1500 pg/L koncentracié tartomanyban (34. &bra) R* = 0,9968 értékbdl
kiindulva linedrisnak mondhat6. A kalibracids egyenes konfidencia intervalluma 4-10%
kozotti eltérést mutat. A kKisebb koncentracidtartomanyban - 0,05-500 pg/L - felvett (83. abra)
kalibraci6s egyenes a determinéciés egyiitthatd értéke R?=0,9992 a linearitas kis mértékben
javult a nagyobb koncentracio tartomanyhoz képest. A koncentraciotartomanyokat sziikitve
0,05-20 pg/L-es tartomanyban az R?=0,9974, amely adatok alapjan elmondhat6, hogy a
kalibracids egyenes a mér6 oldatok koncentracio tartomanyaban lineéris.

A kidolgozott modszer a szakirodalmakban talalt modszerekhez képest csak az analitikai
kolonna tipusaban hasonlit, a toébbi paraméter az optimalizalas soran véltoztatasra kerilt a
szakirodalmi modszerekhez képest a késziilék tulajdonsagait figyelembe véve [60,151,65,
85,23,74,97,81].

Az optimalizalt modszer az eredeti modszerhez viszonyitva az eluens dsszetételben hasonlit, a

Kimutatési hatara (LOD) 0,00127 pg/kg a szabvany maddszer 0,1 pg/kg hataraval szemben,
mag a meghatarozas alsé hatara (LOQ) 0,05 pg/kg a szabvany 0,5 pg/kg értékével szemben.
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7.3.4 A nivalenol kimutatasara kidolgozott sajat modszer ismertetése

A nivalenol kimutatdsdnak optimalizalasahoz nivalenol toérzsoldatot, 100 pg/mL
mérdoldatokat a felhasznalasig -5°C hémérsékleten taroltam.

Az azonositashoz és a kalibracidhoz a kovetkezé tomeg/toltés aranyd, a nivalenolbol
szarmazd fragmenseket hasznaltam fel: 312,05 m/z, 294,95 m/z, 283,00 m/z, 264,90 m/z,
204,95 m/z (lasd Melléklet).

A nivalenol toxin kimutatasara felhasznélt mér6 oldatok koncentracioit a 11. tablazat
tartalmazza.

11. tablazat: Nivalenol méréoldatok koncentracidi acetonitrilben oldva

Nivalenol méréoldatok koncentracioi

0,01 0,1 1 2,5 5 10 25 50 100 150
Ho/L Ho/L Ho/L Ho/L Ho/L Ho/L Ho/L Ho/L Ho/L Ho/L

7.3.4.1 A nivalenol analizisére kidolgozott sajat HPLC mddszer optimalizalt mérési
paraméterei

Eluens: ionmentes viz: acetonitril:metanol 75:20:5 v/v aranyu elegye
Eluens térfogat-aram: 1mL/perc

Kolonna: Pinnacle DB C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 pm)
Kolonnatér hdmérséklete: 40 °C

lonizéciés mod: APCI (+)

CDL hémérséklet: 300 °C

Ilesztéegység: 400 °C

Fitoblokk homérséklet: 250 °C

Porlaszt6 gaz térfogat-aram: 2 L/perc

Szarito gaz térfogat-aram: 5 L/perc

Detektor fesziiltség: 1500 V

Felbontés: 0,2 sec

Pasztazas sebessége: 4000 amu/sec

Témegtartomany: 100-800 full lcan

Detektalasi idoablak 0-25 perc

Injektalt minta térfogat: 10 puL

Ismétlésszam: 3
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38. abra: Nivalenol kalibracios egyenese APCI(+) médban a 0,01-150 pg/L koncentracié

tartomanyban

25000000

Teriilet
20000000

15000000

y =739917x - 854707
R?=0,9754

10000000

5000000

-5000000 (P

0 <b,z:§///1;////' : : : : .

20 25 Mg/l 3p

39. dbra: Nivalenol kalibracios egyenese APCI (+) médban a 0,01-25 pg/L koncentracio

tartomanyban
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40. abra: Nivalenol kalibraciés egyenese APCI (+) moédban a 0,01-5 pg/L koncentracio

tartomanyban
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A nivalenol kalibrécié gorbéjér6l a 0,01 és 150 pg/L koncentracio tartoményban
megallapithatd, hogy a mérési pontok nem esnek egy egyenesre, amely a determinécios
egyitthatd R?= 0,9844 értékébdl is latszik (38. 4bra). A kalibracids egyenes pontjai RSD= 4 -
10% kozotti konfidencia intervallumba estek. A 39. &bran (R?=0,9754) és 40. &bran
(R?=0,9102) lathato kalibracids gorbék a nivalenol koncentréacié 0,01-25 pg/L és 0,01-5 pg/L
tartomanyba esnek, és megallapithatd, hogy a 0,01 pg/L-es és 5 pg/L koncentraciéju
mérdoldatok csucs alatti terulet-ertékei nem illeszkednek a kalibracids egyenesekre. A 0,01
Mg/L koncentracioju méré oldat esetében valdsziniisithet6, hogy a késziilék kimutatasi hatara
kdzelében lehet a koncentracio, ezért a detektor nem ad megfelel6 jelet erre a koncentracio
értekre. Az 5 pg/L —es koncentraciojai mérboldat, illetve a méréoldatsort Ujra elkészitve
hasonlo kalibracios egyenest kaptam. A kalibracids egyenes pontjai kdzil az egyenesre nem
illeszkedd 0,01 pg/L és a 150 pg/L koncentraciohoz tartozé mérési pontparokat kivéve a 41.
abran lathat6 egyenest kapjuk, amely a mérési tartomany lineéris agét jelzi R*=0,9966 értékii

determinacios egyutthatdval.
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41. abra: A nivalenol kalibraciés egyenese APCI (+) moédban 0,1-100 pg/L koncentracid
tartomanyban
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A nivalenol tomegspektruméban (Il. Melléklet 42.abra) kicsi intenzitassal megjelend
molekulaion a (312 m/z) a molekula jelentds fragmentalodasat jelzi APCI (+) ionizécid és az
adott mérési paraméterek mellett. Jellemz6 ionként jelenik meg még a 283 m/z tdmeg/toltés

aranyu ion, amely egy CH,-O csoport leszakadasat jelzi a molekula fragmentacioja soran.

Az optimalizalt modszer az eredeti modszerhez viszonyitva az eluens 6sszetételben hasonlit, a
kimutatasi hatara (LOD) 0,00636 pg/kg a szabvany modszer 0,5 pg/kg hataraval szemben,
mag a meghatarozas also hatara (LOQ) 0,1 pg/kg a szabvany 0,5 ug/kg értékével szemben.
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7.3.5 A zearalenon kimutatéasara kidolgozott sajat modszer ismertetése

A zearalenon kimutatasanak optimalizalasahoz zearalenon sztenderdet (termékszam:32939)
hasznaltam. Az acetonitrillel megfelelé koncentraciojura higitott méréoldat mintakat a
felhasznalasig -5°C hémérsékleten taroltam.

Az azonositashoz és a kalibraciohoz a kovetkez6 tOmeg/toltés aranyd, a zearalenonbol
szarmazo fragmenseket hasznéltam fel: 319,00 m/z, 300,95 m/z, 282,95 m/z, 275,00 m/z,
257,00 m/z (lasd 11.Melléklet).

A zearalenon Kalibraciéjahoz felhasznalt mér6é oldatok koncentracioit a 12. tablazat
tartalmazza.

12. tablazat: Zearalenon méréoldatok koncentracioi acetonitriles oldatban

Zearalenon méréoldatok koncentracioi

0,05 0,5 5 10 25 50 100 250
Hg/L Ho/L Hg/L Ho/L Ho/L Ho/L Ho/L Ho/L

7.3.5.1 A zearalenon analizisre Kkidolgozott sajat modszer optimalizalt mérési
parameéterei

Eluens: ionmentes viz: acetonitril 60:40 (v/v) aranyu elegye
Eluens térfogataram: 1mL/perc

Kolonna: Pinnacle DB C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 pm)
Kolonna tér hdmérséklete: 40 °C

lonizacios mod: APCI (+)

CDL homérséklet: 300 °C

Ilesztéegység: 400 °C

Fitoblokk homérséklet: 250 °C

Porlaszté gaz térfogataram: 2 L/perc

Szarit6 gaz térfogataram: 5 L/perc

Detektor fesziiltség: 1500 V

Felbontés: 0,2 sec

Pasztazas sebessége: 4000 amu/sec

Tomegtartomany: 100-800 full scan

Detektalasi idoablak 0-25 perc
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Injektalt mintatérfogat: 10 puL

Ismétlésszam: 3

25000000

Teriilet
T

20000000
y = 177,35x2 + 32143x + 53748
R? = 0,9881
15000000 /
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43.4bra: Zearalenon kalibraciés gérbe APCI(+) ionizacié mellett a 0,05-250 pg/l koncentracié
tartomanyban
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44.abra: Zearalenon kalibraciés gérbe APCI(+) ionizacié mellett a 0,05-25 pg/l koncentracid
tartomanyban
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45, abra: Zearalenon kalibracios gérbéje APCI(+) ionizacio mellett a 0,05-250 pg/L koncentracio
tartomanyban

A zearalenon toxin mérdoldatok 0,05-250 pg/L koncentrécid tartoméanyarol felvett kalibracids
gorbérdl megallapithatd, hogy a kapcsolat a cslcs alatti terlilet és a koncentracié kdzott nem
linearis (43. abra). A kapott eredmények valamilyen hibat sejtettek a mérésben, ezért a
kalibracids gorbe pontjainak Gjramerésével probalkoztam, amely esetében hasonl6 lefutasu
gorbét kaptam. Ezek utan a kalibraciés méré oldatsor Ujboli elkészitésével és lemérésével
prébalkoztam, amelynek eredményeként a koncentracio-jel kapcsolat szintén hasonld lett.
Ezek utan megallapithatd, hogy a zearalenon Kkalibraciés gorbéjének nem linearis a
koncentracio-jel kapcsolat. A 43. abran lathaté kalibracids egyenes R?=0,9881 értékii
determinacios egyiitthat6ju gorbéje a mérési pontok ujramérése utan is egyértelmiien latszott,
hogy az 50 pg/L koncentracidju minta mérési pontjat (45. &bra) kiemelve a kalibracios gorbe
R?=1 determinaci6s egyitthatét adnak a pontok. A Kkalibraciés pont kihagyasa javit a
kalibracids egyenes determinacios egyiitthatdjanak értékén, de nem sziikségszerti kihagyni a
pontot. A kalibracidés gorbe pontjainak konfidencia intevalluma RSD=5-10% kozétt volt

megadhato.

crer

tomegii molekul4ja a tomegspektrumon az APCI(+) ionizacionak megfelelden (M+H)" 319,00

m/z tdmeg/toltés aranyd ionnal jelent meg. Jellemz6 fragmensei voltak még a 275, 331 és 333
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m/z témeg/toltés aranyd ionok, amelybél a 333 m/z toltésti valdszintien egy CH, csoport
hozzakdtédése soran keletkezhetett, illetve a 275 m/z toltésti ion pedig szén és kett oxigén

kilépésevel keletkezhetett.

MS Cloromatogran
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46. abra: Zearalenon 25 mg/l koncentracidju sztenderd oldat TIC kromatogramja (felil), és a 319 m/z
témeg/tdltés aranyd fragmens kromatogramja (alul) a TIC kromatogramon belil, APCI (+) médban

MS Cluomatogram
Frunérési_adatol ZONZON_25ppam_2007.07.16,_10.lcd

1.652.39.
1.50- I.:
5 )
1.30 1B
H
110 :
0.90-3
0. 70
0.50 319.00601%1.00
| 275.006@1%1,00
0,30
E i, A3L00EL* .00
0.10 - l}". ~333.00601%1.00
T
2.5 5.0 7.5 1000 12.5

47. dbra: A zearalenon 275, 319, 331 és 333 m/z tdmeg/t6ltés aranyu ionjainak intenzitasa a csucson
belul.

Az optimalizalt mddszer a szakirodalmi modszerhez viszonyitva az eluens dsszetételben és a
hasznalt kolonna tipusaban hasonlit, a kimutatasi hatara (LOD) 0,00127 ug/kg az irodalmi
modszer 0,1 pg/kg hataraval szemben, mig a meghatarozas also hatara (LOQ) 0,05 pg/kg a

irodalmi mddszer 0,1 pg/kg értékével szemben.
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7.4 Optimalizalt mikotoxin kimutatasi modszerek validalasi paraméterei

A 13. tablazatban 6sszefoglaltam a mikotoxinokra altalam kidolgozott optimalizalt vizsgélati
modszerek és a szabvanyos, valamint az irodalmi vizsgalati modszerek kimutatasi és
meghatarozasi hatarait.

13. tablazat: A mikotoxinokra vonatkozé szabvanyos, valamint a szakirodalombdl szarmazé és az altalam
kidolgozott mddszerek kimutatasi hatarértékei és meghatarozasi hatarértékei

Toxin LOD szabvany LOQ Szakirodal LOD sajat LOQ Sajat
madszer illetve szabvany mi injektalt toxin sajat alkalmaz
szakirodalom illetve ionforras mennyisége modszer ott
ug/kg szakirodalom ionforras
pa/kg pa/kg pa/kg
0,1 1,0 APCI (+) 0,00254 0,05 | APCI (+)
0,1 1,0 APCI (+) 0,00127 0,05 APCI (+)
0,1 1,0 APCI (+) 0,00636 0,05 | APCI (+)
0,1 1,0 APCI (+) 0,000254 0,05 APCI (+)
0,1 1,0 APCI (+) 0,000636 0,05 | APCI (+)
JESI(+)
0,18 0,5 ESI(x) / 0,00127 0,05 ESI ()
APCI(+)
0,2 1,0 PDA 0,00127 0,01 ESI (+)
0,02 0,06 ESI(+) 0,00127 0,01 ESI (+)
0,18 0,5 ESI(x) / 0,00636 0,01 APCI (+)
APCI(+)
0,12 0,17 APCI+ 0,00127 0,05 APCI (+)

A 13. tablazat oszlopait kiértékelve megéllapithatd, hogy a szabvanyos modszerekben a
kilonbozo toxinokra (aflatoxin By, illetve aflatoxin B,, Gi, G, valamint ochratoxin-A) adott
vizsgalati metédusok és készilékek mellett megadott LOD és LOQ értékeket a vizsgalatok
Shimadzu 2010-EV késziilékre torténé optimalizalasa soran sikeriilt elérni, illetve tébb
esetben nagysagrendileg csokkenteni. Az LOD értékek esetében altaldban a szabvéany
modszerekben maghatarozott érték 1/15-1/300-ed részét sikerilt kimutatnom, mig a LOQ
értékeket 6sszehasonlitva 1/10-1/100 részére sikerdilt leszoritani az értékeket a kidolgozott és
optimalizalt mérési mddszerekkel.
Mind az LOD és LOQ értékek csokkentése a pontosabb toxin koncentracié meghatarozast
teszi lehetévé, valamint a toxin jelenlétének a biztonsagosabb kimutathatdsagat garantélja.
Az dsszehasonlito adatokbol levonhatd az a kdvetkeztetés is, hogy alkalmas a késziilék a fent
emlitett toxinok detektalasara a vizsgalati paraméterek és koncentraciotartomanyok
betartasaval.
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Tovabbi paraméterek:

14. tablazat: Kidolgozott mddszerek linearitasi atrtomanya, érzékenysége és precizitasa

linearitasi | illeszkedés | érzékenység | precizitas linearitasi precizitas
tartomany egyenesre max RSD tartomany szakirodalmi
pg/L R? Sitlag % szakirodalom %
Ho/L
Aflatoxin B; 0,05-200 0,9895 258722 + 5% 5-200, kiils6é 9-20
kalibraci6[102-77]
Aflatoxin B, 0,05-200 0,9904 187856 +8% 5-200, kiils6 9-20
kalibraci6[102-77]
Aflatoxin G; 0,05-200 0,9892 192764 8 % 5-200, kiils6é 9-20
kalibraci6[102-77]
Aflatoxin G, 0,05-200 0,9943 212600 17 % 5-200, kiils6é 9-20
kalibraci6[102-77]
Aflatoxin M; 0,05-200 0,9917 176872 17 % 5-200, kiils6 9-20
kalibraci6[102-77]
Deoxynivalen 0,05-500 0,9992 19377 +10 % 16-1600, belsd 1,2-16,6
ol kalibracio nélkdil
[97],
Ochratoxin-A 0,01-50 0,9995 200000 8 % 0,06-2,5, kiils6 n.a.
kalibracio [112]
Nivalenol 0,1-100 0,9966 878868 +10 % 16-1600, belss 1,2-16,6
kalibracio nélkdil
[971,
Zearalenon 0,05-250 1 53681 19 % 0,17-83, kiils6é 1,1-7,4
nem linearis kalibréacié[43]

15. tblazat: Mikotoxin méréoldatok felhasznalasaval elvégzett kolonnateszt eredményei, ismételhetdség.

Toxin retencids idd Csucsterulet retencios idé Csucsterulet

ismételhetosége | ismételhetosége | ismételhetosége | ismételhetdsége

PDA PDA MS MS

% RSD % RSD % RSD %
Aflatoxin B, 0,83 1,2 0,38 1,2
Aflatoxin B, 0,38 0,8 0,41 0,8
Aflatoxin G, 0,37 1,3 0,38 1,2
Aflatoxin G, 0,39 0,7 0,39 0,75
Aflatoxin M, 0,38 0,5 0,4 0,55
Deoxynivalenol 0,41 0,7 0,41 0,7
Ochratoxin-A 0,34 0,5 0,38 0,5
Nivalenol 0,32 0,6 0,83 0,75
Zearalenon 0,31 0,5 0,37 0,6
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7.5 Extrakcioés kisérletek eredményei
Az extrakcios kisérletek soran, részben felhasznalva a szabvanyos modszerekben megadott és

a szakirodalomban [1,110,117] leirt eljarasokat (7. tablazat), Gjabb mikotoxin extrakcids
technikat dolgoztam ki a 8 vizsgalt mikotoxinra. Mennyiséguket az altalam kidolgozott és a
toxinokra optimalizalt mérési paraméterekkel mértem.

Az extrakciés milvelet elvégzésére a szilard-folyadék (SPE), illetve a folyadék-folyadék
(LLE) extrakcios technikéat alkalmaztam. Az extrakcids technikék hatékonysagéanak novelése
érdekében az () technika kidolgozasa sordn a kovetkezd tipusu extrakcios oszlopokat és

technikdkat hasznaltam:

Mycosept oszlopok (AflaTest, OchraTest, ZearaleTest, DonTest, Vicam
immonoaffinitas oszlopok)

o (Cl18-as toltetes oszlop (Resprep SPE C18 200 mg toltettel, 3 mL)

e C8toltetes oszlop (Isolute SPE C8, 200 mg, 3 mL)

e CarboPrep aktiv szén toltettel rendelkez6 oszlop (Resprep SPE 250 mg, 3mL)

o Folyadék-folyadék extrakcios technika.
A bioldgiai matrixokbol torténé extrakcié soran kétféle halmazallapotd minta extrakcidjara
kell szamitani: szilard és folyadék. A szilard halmazallapoti mintak altaldban nem szarazak,
12 % korili az atlagos nedvességtartalmuk. A folyadék halmazallapott biologiai mintak f6
alkotdrésze a viz. Az extrakcié soran ebbdl a vizes matrixbdl kell eltavolitani a mikotoxint
Ugy, hogy az extrahalé szerként hasznalt szerves fazisba kerlljon nagy része. A
szakirodalomban [1,110,117] emlitett extrakcios szerek kozil a metil-alkoholt, ciklohexant és
acetonitrilt hasznaltam 6sszehasonlitas alapjaul, mivel a polaritasuk kiilonbz6 (Dielektromos
konstans értékei (€)29315x: Viz:80,1 ; acetonitril: 37,5; ciklohexan:2,02), illetve a toxinok
altalanos oldoszerei. A kiserletek elején meg kellett gy6z6dnom arrol, hogy az extrahald szer
mekkora részét tudom visszanyerni az extrakcié végén, mivel a polaris molekulaju olddészerek
(acetonitril és metanol), kivétel az apolaris ciklohexan, jol olddédnak vizben. A vizsgalatok
soran a belsd sztenderdek beszerzése nem volt megalapozott, illetve a mintaelokészitési
technika minél olcsobba tétele szempontjabol sem volt elfogadhatd. Az oldatbdl torténd
oldoszer szétvalasztas elésegitésére a kisozas modszerét hasznaltam, mivel ezzel a modszerrel
elosegithetd a szerves es a szervetlen fazisok szétvalasztasa az oldddasi viszonyok
megvaltoztatasaval. A kisdzott extrahdld szerek mennyiségének maximalizalasa volt a célom,

mivel ha tdl sok extrahald szer marad a vizes fazisban, akkor az jelentésen befolyasolhatja a
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toxin oldhatdsagat a vizes fazisban, és a toxin megoszlasat a ket fazis kozott. A Kisozasi
vizsgalatok eredményei alapjan megéllapithatjuk, hogy az egyébként egymassal elegyedd
folyadékok esetében (metanol-viz, acetonitril-viz) a NaCl adagolasaval a vizes fazisbol
kivalaszthatd a szerves fazis. A keletkezé vizes elektrolit oldat és a szerves fazis kozotti
egyensuly ugy all be, hogy a szerves fazis elkilonil az elektrolit oldattol. Az elektrolit, nem
vagy csak kis mértékben olddédik acetonitrilben, illetve metanolban. (Néatrium-klorid
oldhatésdga metanolban 14g/1000 g metanol, mig acetonitrilre nézve 0,003 g/1000 g
acetonitril [19]), a NaCl koncentracioja abban az esetben telitettnek vehetd a vizes fazisban,
ha marad feleslegben feloldatlan s6 az oldatban. Ekkor kaphatjuk a legjobb fazisok kdzotti
szétvélast. A kovetkez6 1. diagrammon lathatjuk a kiilonboz6 extrahdld szerek (metanol,
ciklohexan, acetonitril) kis6zasa utan visszamért térfogatait, kiilonb6zé viz-szerves oldoszer

térfogataranyok esetében.

Kiilonb6z6 extrahaldszerek visszanyerései 50 ml olddszer tartalomra
vonatkoztatva

A 43
om 48

49 49

ml

acetonitril
/" ciklohexan

metanol

1:1 2:1 1:2 4:1 1:4

8:1 1:8

Viz: extrahalé szer elegyaranya

1. diagram: Kiilonboz6 extrahalé szerekkel végzett visszanyerési tesztek az extrahald szerek visszanyert
mennyiségeit megjelenitve

Az 1. diagramon lathatd, hogy a metanol visszanyerési hanyada a legkevesebb a harom
oldoszer kozul, a ciklohexant és az acetonitrilt kdzel azonos mennyiségben sikerdilt
visszanyernem. A tovabbi extrakcios kisérletekben az acetonitrilt hasznaltam extrahald
szerként, mivel az acetonitrilben a mikotoxinok nem, vagy csak kis mértékben bomlanak,
illetve lépnek vele reakcioba, acetonitriles oldatukban a vizsgalt toxinok hosszabb id6

elteltével is stabilak maradnak [50]. Ez metanolos oldatukra nem mondhato el.
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Az acetonitril / minta (jelen esetben desztillalt viz) térfogatardny pontos beéllitasara és
a NaCl megfelel6 mennyiségének a megallapitasara a megoszlas és az acetonitril visszanyerés
igazoldsdra a kovetkezé kisérletet végeztem el. Eltéré 0Osszetétellel, 16 kiilonbozo
térfogataranyu acetonitril-viz elegyet készitettem, majd 9 kiilonb6zé mennyiségben (0,5; 1; 2;
3; 4; 5; 6; 7; 8 g) adagoltam az igy keletkezett elegyekhez NaCl-ot, ezek utan mértem az
extrahalo szer (acetonitril) visszanyerést.

Acetonitril visszanyerése kiilonb6z6 dsszetételli acetonitril-viz
rendszerbdl novekvé mennyiségii NaCl adagolasa esetén

vissaznyert acetonitril %

2. diagram: Acetonitril visszanyerési ardnya az acetonitril-viz rendszerbél kiilonbozé elegyosszetétel és
novekvé mennyiségii NaCl adagolésa esetében

A Kisérletekb6l kiderilt, hogy 1:1 aranyu acetonitril/minta arany esetén (50:50 mL) és 5 g
NaCl adagolasa mellett kaptam a legnagyobb visszanyerési aranyt az extrahald szerbdl.
Tapasztalataim jol egyeztek Li és munkatarsai (1995) [69], valamint Kapp-Soo (1977) [76]
megfigyeléseivel, akik az acetonitril-viz-s6 rendszerek folyadék-folyadék egyensulyat, a
komponensek fazisok kozotti megoszlasat €s az acetonitril visszanyerési lehetdségét
tanulmanyoztak.

Ezek utan az extrakciot mikotoxinokat is tartalmazé oldatokkal végeztem el. Kiilonb6z6, a
vizsgalt 4 toxinnal (DON, NIV, ZON, OTA) szennyezett folyadék mintdkbdl extrahaltam a
toxinokat az optimalisnak talalt minta/acetonitril arannyal (1:1), illetve 2:1 és 1:2 aranyu

minta/acetonitril mennyiseggel 5 g NaCl adagolasa mellett. Ezekb6l a vizsgalatokbol azt az
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eredményt kaptam, hogy a legjobb visszanyerést toxinokra nézve ismét az 1:1 térfogatarany
(50:50 mL) mellett 5 g NaCl-ot adagolasa mellett érhetd el.

Az extrakcios technika teljessé tétele érdekében a szerves fazis és vizes elektrolit
elvalasztdsanak elOsegitése végett a szeparalddast centrifugalassal segitettem el6. A
centrifugalasnal 10.000 1/min fordulatszamot alkalmaztam, 4 °C hémérsékleten. A toxin
mennyiségének meghatarozasa el6tt az acetonitril oldatot rotaciés vakuumbeparld
berendezéssel (t=25 °C) beparoltam, majd a toxint acetonitrilben visszaoldottam.

Az extrakciés modszer alkalmazhatdsaganak, a kiilonb6zé SPE oszlopok, valamint a sajat
folyadék-folyadék extrakcids technika hatékonysagéanak és a toxin visszanyerés hatasfokanak
megallapitasara, az el6zéekben megallapitott acetonitril/minta ardny betartdsa mellett
elvégeztem a kiilonb6z6 toxinok extrakcidjat az altalam elkészitett, meghatarozott toxin
mennyiséget (10 ng toxint, vagyis 1 mL 10 pg/L koncentracidju toxinoldatot) tartalmazé
mintdkbdl. Az SPE extrakciés oszlopokat az extrakcio elétt kondicionaltam. Az
immunoaffinitds oszlopokat a felhasznal6i Utmutatéban javasolt paraméterek alapjan
kondicionaltam, a tébbi SPE oszlopot 3 mL desztillalt viz, 3 mL acetonitril, majd 3 mL
desztillalt viz felhasznalasaval kondicionaltam, majd N, aram segitségevel szaritottam. A 3-3
parhuzamos extrakciés merés eredményeinek 6sszefoglaldsat, az egyes toxinok extrakcioval
tortént visszanyerési hatasfokat a kovetkez6 tablazatban lathatjuk.

Toxinok extrakcidja kiilonb6z6 modszerekkel
100
¢ DON
95 E NIV
ﬁ HH A OTA
<@
x 90 é 2 ZON
(7] | |
\2 1
: i
z 8
©
a +
> 80 % l
75
70
C8 C18 Carboprep Lig-Lig Micosept
Extrakciés médszer

3. diagram: Kiilonb6z6 toxinok extrakcidi soran mért visszanyerési aranyok kiilonbozé extrakcios
fazisokon
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16. tablazat: Kiilonb6z6 toxinok extrakcidéi soran mért visszanyerési aranyok Kkiilonbozé extrakcios
fazisokon az eredeti mennyiség szazalékaban kifejezve

DON NIV OTA ZON
C8 80 % +£7% 75% +11% 81% +8% 78%+10%
C18 87% +6% 83% +8% 76% +6% 88%+7%
Carboprep 90% *+10% 88% +5% 89%+8% 87%+8%
Lig-Liq 91% +5% 92% *+6% 92%+3% 93%+5%
MicoSep 90% +4% 89% 3% 89%+5% 93%+5%

A négy kiilonb6z6 toxinra vizsgalva a visszanyeréseket, megallapitottam, hogy a C8-as illetve

Cl18-as fazissal rendelkez6 oszlopokon a visszanyerés hatdsfoka nem volt megfeleld

szamomra, valamint igen nagy volt a mérések szérasa is (3. diagram). A CarboPrep oszlop,

amely aktiv szén toltettel rendelkezett, 90 % koruli toxin visszanyerést biztositott, ami az

aktiv szén tulajdonsagainak ismeretében értheté is. Az immunaffinitas oszlop a toxinok 90-95

%-at kototte meg, valamint az immunaffinitas oszlophoz hasonléan a folyadék-folyadék

extrakcio (1:1 aranyl acetonitriles extrakcio 5 g NaCl adagolasa mellett) is hasonloan jo

visszanyerést biztositott.

Aflatoxin B, By, Gi, G, esetében is elvégeztem az extrakcids kisérletet, és a kovetkezd

visszanyerési hatasfok értékeket kaptam 2 ng aflatoxin adagolasa esetében.

17. tablazat: Aflatoxinok visszanyerhetgsége kiilonbozé extrakcios technikakkal

Extrakcio Toxinok

maédszer AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
C8 71 % £7% 75% £11% 82% 9% 88%+9%
C18 65% £12% 85% 8% 82% +8% 87%x8%
Carboprep 87% +11% 88% 7% 89%=8% 87%x8%
Lig-Liq 92% 5% 90% 5% 92%+6% 90%+5%
MicoSep 92% 4% 89% +3% 93%+5% 91%+5%

Az aflatoxinok extrakcios kisérleti

adatai alapjan megallapithatd, hogy a

legjobb

visszanyerési eredményeket a MicoSep specialis immunoaffinitds oszlopok adtak, de az

altalam kidolgozott folyadek-folyadék (Lig-Liq) extrakcios technika is hasonldé eredményt

mutatott.
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7.5.1 A Kkidolgozott extrakcios eljaras leirasa és fontosabb Iépései

Tegylnk a folyadék mintahoz azonos térfogatu acetonitrilt, majd jol razzuk 6ssze a mintaval.
Javasolt térfogat 50.0-50.0 mL (Ha szilard mintat hasznalunk kiindulasként, akkor adott
mennyiségii  (5-10,00 g) reprezentativ szila&rd mintat tegylnk 50.0 mL mennyiségii
acetonitrilbe.)

Adjunk a felrazott mintahoz koérilbelul 5 g NaCl-ot, majd alaposan razzuk 0ssze a rendszert.
Az extrakcio teljessé tétele szempontjabol razassuk 15 percig lezart edényben a rendszert. A
razatas utan tegyiik centrifugéba az elegyet, majd centrifugaljuk 4 °C homérsékleten 10.000
1/min fordulatszamon 5 percig. A centrifugalas utan a fels6 fazist valasszuk el az alsé fazistol.
A fels6 fazis az acetonitriles fazis lesz, amelyet szaritsunk be N, aram alatt vagy rotacios
vakuumbeparld segitségével, majd oldjuk vissza a maradékot 500 pL tiszta acetonitrilben.

A rotacios vakuumbeparld javasolt lombiktérfogata 100 mL. A teljes visszaoldas érdekében
hagyjuk 1 percig az acetonitrilt a lezart lombikba, kézben razogassuk meg néhanyszor a

lombik falara felken6dott toxin beoldasa érdekében.

A kidolgozott minta elékészitési eljaras 6sszehasonlitasa a szabvanyos illetve
szakirodalmi modszerekkel.

A kidolgozott extrakcios eljaras a szakirodalmi illetve szabvanyos kimutatasi mddszerek
extrakcios eljardsaival dsszehasonlitva, a kidolgozott modszer minta el6készitési l1épéseinek
szamaban csokkenés tapasztalhatd. A mintael6készitési 1épésszam csokkenés esetleges
hibaforras kiklszébolést jelent. A konnyen beszerezheté és az extrakcido utan konnyen
eltavolithato oldoszer hasznélataval anyag es koltséghatékonyabb a minta el6készités a SPE
illetve 1A minta el6készité oszlopok arait is figyelembe véve. Az extrakcional alkalmazott
acetonitrilben a mikotoxinok nem bomlanak, mig a szabvanyos illetve szakirodalmi

modszerekben hasznal metanolban jelentds degradaciot szenvedhetnek a toxinok [50].
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7.6 Elelmiszeranalitikai vizsgalatok

7.6.1 Ochratoxin-A tartalom vizsgalata borokban: egyes magyarorszagi, a mediterran
orszagokbol, illetve a vilag néhany pontjardl szarmazo borok OTA tartalmanak
0sszehasonlitasa

A kutatdsaim soran magyarorszagi es mediterran orszagokbol szarmazoé borok sajat vizsgalati
modszeremmel meghatarozott OTA tartalmat hasonlitottam 0ssze. A vizsgélat iddszertiségét
az elmult években (2003-2007) Magyarorszagon is jelentdsebben megvaltozott éghajlati
koriilmények inspiraltak. Az emlitett id6szakban az éghajlat Magyarorszagon melegedett, a
csapadék mennyiségének valtozasa €s a napsiitéses 6rak szamanak novekedése eldsegithette a
gombak megjelenését a sz616 bogyon.

Az altalam vizsgalt borminték kore a mediterran éghajlaton, illetve a Magyarorszagon termett
vorods borszolobol készitett borokra korlatozodott. A mintak beszerzéséiil a legkézenfekvobb
utat valasztottam, a kereskedelmi lancokban kaphatd borokat vasaroltam. Ezek a mintak jol
reprezentaljak az adott teriileten eldallitott borokat, mivel nagy tételben és megkdzelitdleg
allando minéségben készitik dket. A borok arkategoria szerint a kozép kategoriaban estek, igy
min6ségi boroknak szamitottak (1000-3000 Ft/Uiveg kategdria). Ezeket a borokat adjak el a
legnagyobb tételben, vagyis ezek jutnak el a legtébb emberhez. A rosszabb minéségi,
olcsébb borokat nem vontam be a vizsgalatokba, mert gyartastechnoldgiajuk sok esetben
kétséges. TermOhely szerint a magyarorszagi borokban nem tettem kiilonbséget, viszont a
mediterran borok kozil a Spanyolorszaghol, Olaszorszaghdl szarmazd borokat kerestem
elsésorban, mert ezekre az orszagokra jellemzd a tenger jelenléte miatt a meleg, paras
mediterran eghajlat.

A vizsgélati bormintak magyarorszagi, illetve olaszorszagi hipermarketekbdl, boraszatokbol
szarmaztak. A vizsgalati mintdk beszerzése vasarlas Gtjan tortént. A borok szdrmazaési helyét

Magyarorszag, Eurdpa és a Fold kontinens-térképén a 48. abra illusztralja.
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JUGDSLAWIEN

48abra: Borok szarmazasi helyei borvidékekre lebontva

18. tablazat: Ochartoxin-A vizsgéalatra felhasznalt bormintak

Minta ) o Minta . o
szama Minta neve, evjarat szama Minta neve, evjarat
1 Vino tinto Valencia Espana 2006 15 Egri Bikavér, Thummerer, 2002
Crianza la Mancha Alambrada dry 1999
2 Espana 16 Egri Bikavér, Egervin, 2005
3 Tio de la Bota clésico Espana tinto 17 Egri Bikavér, POk Tamas, 2004
4 Sangria Espana 18 Egri Kékfrankos, Egervin, 2006
5 Tio de la Bota clésico Espana blanco 19 Egri Kékfrankos, Egervin, 2007
6 Borelli Montepulciano d'abruzzo 2005 Italia 20 Egri Cabernet Sauvignon, 2005
7 Zuru agrican selection 2006 21 Zweigelt, Egervin, 2003
8 Palacio el conde reserva 2003 Valencia 22 Egri Bikavér, Egri Korona Borhaz, 2006
9 Tempanillo 2006 Espana 23 Egri Kékfrankos, Varga Pincészet, 2005
Vina alambrada la Mancha Espana white
10 wine 24 Kékfrankos, Ostoros-Novaj Bor Rt, 2005
11 Vina alambrada la Mancha Espana red wine 25 Zweigelt, Ostoros-Novaj Bor Rt, 2006
Cabernet Sauvignon, Ostoros-Novaj Bor Rt,
12 Cangaroo Island Cabernet Sauvignon 26 2005
13 Beaujoalis Primeur 2007 27 Egri Leanyka, Egervin, 2006
14 Vino frizzante Lambrusco 2006 28 Egri Lednyka, Egri Korona Borhéz, 2005

7.6.1.1 Analitikai modszer
A mérési paraméterek megfelelnek a Shimadzu HPLC-MS 2010 EV (Kyoto, Japan)

készllékre optimalizalt méresi paramétereknek.
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7.6.1.2 Ochratoxin-A koncentracié meghatarozasanak médszere

A minta ochratoxin-A mennyiségének meghatarozasara két maodszert alkalmaztam. Az els6
esetben mérdoldatok segitségével felvett kalibracids egyenes felhasznaldsaval a mért toxin
jellemz6 fragmenseinek intenzitasabol szarmazoé cstcs alatti tertilet alapjdn hataroztam meg a
addicio mddszerével a kiindulasi minta 100 mL-hez 10 ng (5 mL 2000 ng/L) mennyiségii
ochratoxin-A-t adtam, majd a kidolgozott extrakciés modszerrel Kkinyerve a toxint, a
kidolgozott mérési paraméterek alapjan, a csucs alatti tertlet valtozasabol kovetkeztettem az

eredeti, borban 1évé mennyiségre.

7.6.1.2.1 Ochratoxin-A mérdéoldat elkészitése

A torzsoldat ochratoxin-A koncentracioja 100 pg/mL volt, acetonitrilben oldva. Ebbél az
oldatbol acetonitrillel higitva készilt 100 mL 1000 ng/mL oldat, amelyet sétét (ivegben, 0 °C
hémérsékleten taroltam a felhasznalasig. Ebbdl az oldatbol készilt a 10, 20, 50, 100, 500,

“ 7z

oldatokat maximum 7 napig hasznaltam. A HPLC-MS készilék hasznalhatdsagat a készitett

MS Chromatogram
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méréoldatsor lemérésével ellenériztem, valamint a ochartoxin-A oldatok segitségével vettem
fel a kalibrécids oldatsort is. A 100 ng/L koncentracioju méré toxin oldat TIC kromatogramja

a 49. abran lathato.

7.6.1.2.2 Visszanyerési tesztek

19. tablazat: Visszanyerési tesztek szazalékos adatai az ochratoxin-A mérés soran modell-elegyekbdl

Minta neve Sztenderd minta ochratoxin—-A visszanyerés
koncentracidja + RSD %
(ng/L)
1, mérooldat 100 92+7%
2, mérooldat 1000 96 £+ 5%
3, bor matrix 100 89 + 8%
4, bor matrix 1000 94 + 6%

A visszanyerési teszteket a 0,1 és 1 pg/L koncentracioju ochratoxin-A tartalmi oldatokkal
vegeztem ketféle madszerrel és haromszori ismétlesszammal (19. tablazat). Az els6 esetben a
desztilllt viz : etanol 90:10 v/v ardnyu elegyének 2850 pL térfogatrészéhez adtam a toxint,
mégpedig 150 pL 2000 ng/L koncentracidju ochratoxin-A méréoldatot. Az 1 pg/L
1500 pL-t kellett volna kimérnem, amely térfogat-tébblet mar nagyon megvaltoztatta volna a
viz/etanol ardnyt a 3 mL 0sszes oldattérfogatura tervezett mintdban. Ezért a 1500 pL
térfogatu, 2000 ng/L koncentracidju méré oldatrész kimérése utan azt N, aram segitségével
beparoltam, majd a maradék toxint visszaoldottam 3 mL viz:etanol 90:10 v/v aranyu

keverékében. (1, 2 visszanyerési méréoldat).

A masodik esetben (3, 4 visszanyerési minta) olyan bormintdhoz (normal maétrix) tettem
hozza az ochratoxin-A sztenderdet az el6z6 esetben leirt modon és aranyban, amely az
elévizsgalat soran nem tartalmazott ochratoxin-A-t. Az extrahalast a sajat kidolgozott
extrakcios maddszerrel végeztem el mindkét esetben. A visszanyerési tesztek soran hasznalt
borok magyarorszagi pincészetekbdl szarmaztak, ochratoxin-A-t nem tartalmaztak. A

visszanyerési teszteket 3 ismétlésszamban végeztem el.
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7.6.1.2.3 Minta elokészités:
A bormintak el6készitése soran 100 mL bormintat és 100 mL acetonitrilt, valamint 10 g

NaCl-ot elegyitettem, razotdlcsérbe tettem, majd 30 percig extrahaltam razogép segitségevel.
A 30 perc letelte utan a tolcséreket tartoba téve a két fazis szetvalasaig pihentettem azokat.
Amikor a két fazis szétvalt, a kiextrahalt toxint tartalmazo fels6 fazist - szeparalasa utan —
rotacios vakuumbeparld berendezés segitségével szarazra paroltam. A szaraz mintat
acetonitril 2000 pL térfogatd mennyiségében ultrahangos fiirdé segitségével visszaoldottam,
majd 12.000 1/perc fordulaton centrifuga segitségével a szilard és kolloid szennyezdktol
megtisztitottam, majd mintanként 1,7 — 1,9 mL tiszta, mért térfogatt extraktumot, amely az
Osszes térfogat tisztaja volt, szarazra paroltam, és 400 uL acetonitrilben visszaoldottam. (Az
extrakcié soran a 2000 pL teljes acetonitril meért térfogat csokkenését a szamitds soran

figyelembe vettem).

7.6.1.2.4 Eredmények kiértékelése

A mér6 oldatok vizsgalatanal lattuk, hogy a visszanyerési tesztekben a hozzaadott ochratoxin-
A mennyisége 89-96 %-ban visszanyerhetd volt, amely bizonyitja, hogy az altalam
alkalmazott extrahdladsi mddszer alkalmazhatdé a mintdk ochratoxin-A tartalmanak
Kimutatasara.

A vizsgélati borok toxin-tartalmanak meérése soran azoknal a bormintéknal, ahol ochratoxin-
A-t mutattam ki, sztenderd addiciés modszer segitségével ellendriztem az ochratoxin-A
kalibracids egyenes alapjan mert mennyiségenek az ertékét. A sztenderd addicios modszerrel
és a kalibracios egyenessel meghatarozott toxin-mennyiségek kozotti eltérés 3,4%-4,9 % volt.
Az elemzések soran a magyarorszagi borokban nem talaltam ochratoxin-A-t, ennek ellenére
megismételtem a vizsgalatot, a mintdkhoz 1 ng ochratoxin-A-t adva az extrakciés modszer
tesztelése miatt. A borminta-vizsgalatok sordn a kalibracios oldatsor alapjan kapott
ochratoxin-A koncentraciok és a sztenderd addicios modszerrel mért koncentraciok kozott
2,0-4,1 % eltérést tapasztaltam.

A vizsgalati borokbdl kimutatott OTA mennyiségeit az alabbi tablazatban foglaltam 6ssze és
a 4. diagramban hasonlitom 0Ossze 6ket egymassal, valamint az élelmiszer-egészsegugyi

hatarértékkel.
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20. tdblazat: Vizsgalt borok ochratoxin-A tartalma, n.d: a mintdbdél nem mutathat6 ki OTA a modszerrel

Sample OTA Sample OTA (ng
no. Sample nhame (ng/L) no. Sample name /L)
1 Spanish winel, 2006 250 15 Egri Bikavér Thummerer, 2002 n.d.
2 Spanish wine 2, 1999 200 16 Egri Bikavér Egervin, 2005 n.d.
Tio de la Bota clasico Espana
3 tinto, Spanish 2006 n.d. 17 Egri Bikavér Pok Tamas, 2004 n.d.
Egri  Kékfrankos, Egervin,
4 Spanish wine 4, 2006 760 18 2006 n.d.
Tio de la Bota clasico Spanish Egri  Kékfrankos, Egervin,
blanco n.d. 19 2007 n.d.
Italian wine 1, 2005 340 20 Egri Cabernet Sauvignon, 2005 n.d.
African wine 1, 2006 450 21 Zweigelt, Egervin, 2003 n.d.
Egri Bikavér, Egri Korona
8 Spanish wine 6, 2003 200 22 Borhaz, 2006 n.d.
Egri Keékfrankos, Varga
9 Spanish wine 7, 2006 n.d. 23 Pincészet, 2005 n.d.
Vina alambrada la Mancha Kékfrankos, Ostoros-Novaj
10 Spanish white wine n.d. 24 Wine Ltd, 2005 n.d.
Zweigelt, Ostoros-Novaj Wine
11 Spanish wine 9, 2004 3250 25 Ltd, 2006 n.d.
Kangaroo  Island  Cabernet Cabernet Sauvignon, Ostoros-
12 Sauvignon, 2006 n.d. 26 Novaj Wine Ltd, 2005 n.d.
13 French wine 1, 2007 61 27 Egri Lednyka, Egervin, 2006 n.d.
Egri Leényka, Egri Korona
14 Italia wine 2, 2006 1500 28 Borhéz, 2005 n.d.
ng/kg Vizsgélt borok ochratoxin-A tartalma
3500
3000
2500
Felsé hatarérték
2000
1500
1000
500
O |
1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Minta szama

4. diagram: Ochratoxin-A tartalom a vizsgalt borokban
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Megallapithat6 az eredményekbdl, hogy az ochratoxin-A a magyarorszagi borokban nem volt
kimutathatd koncentracidban, mig a mediterran orszagokbdl szarmazd borok egy részében
kimutathat6 volt. A kimutatott OTA-t tartalmazd borok kozil csak az egyik mintaban volt a
megengedettnél nagyobb mennyiségben a toxin (Spanish (red) wine 9, 2004. 11. szamu
minta), a tobbi minta hatarérték alatti koncentraciokat tartalmazott. Aggasztd viszont, hogy a
borfogyaszté kozonség minden rétegének szamara elérhetd vizsgalt borok koziil sz&mos, a

mediterraniumbdl szarmazé kedvelt bor tartalmaz ochratoxin-A-t.

A szakirodalmi cikkek eredményeivel 0Osszehasonlitva [160] a kapott eredmények
0sszhangban vannak az eddigi vizsgalatokkal, vagyis a mediterraniumbodl szarmazo borok kis
hanyadaban kimutathato az OTA, mig a magyarorszagi borokban nem mutathaté ki a toxin.
Kivételt képez a vizsgélt borvidékek kozil a Tokaji borvidék, ahol kimutathatd volt néhany
minta esetében az OTA a Botrytis cinerea gombaval egyiitt megtelepedé penészgombak

miatt, de ennek évenkénti el6fordulasi valosziniisége kicsi.
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A vizsgalatok sorén tiszta Aflatoxin By, By, Gi, Gy, Ms-el szennyezett élelmiszermintakat
(kolbasz, réteslap, keksz és tej), az élelmezésben szokasos modon hoéhatasnak tettem ki
(kilonboz6 kozegekben torténd siités, illetve forralas), majd a héhatas utan vizsgaltam a
maradék aflatoxin tartalmat a mintakban, illetve az olajos/zsiros hé atad6 kdzegben. A
kolbaszt zsirban és olajban 210-230 °C, a réteslapot 200 °C, a kekszet 250 °C, a tejet pedig a
forrds hémérsékletén (101,3 °C) hokezeltem.

Az élelmiszer-hékezelési vizsgalatok soran tiszta Aflatoxin By, Bz, G1, G2, Ms-el szennyezett
élelmiszer-mintakat (kolbasz, réteslap, keksz és tej), a sitéshez napraforgoolajat és
olivaolajat, valamint sertészsirt hasznaltam fel. Az élelmiszer-h6kezeléshez szabalyozhato

hémérsékletii, termosztat kapcsoldval ellatott elektromos melegitd lapot alkalmaztam.

7.6.2.1 Mérési paraméterek:
A mérési paraméterek megfelelnek a Shimadzu HPLC-MS 2010 EV (Kyoto, Japan)

készllekre optimalizalt méresi paramétereknek.

7.6.2.2 Aflatoxin koncentracidinak meghatarozasa:

A visszanyerési tesztek €s a vizsgalat utani mintdk koncentracioit sztenderd addicids
maodszerrel hataroztam meg, minden esetben 1 pg aflatoxint (100 pg/mL koncentracioju
aflatoxin méréoldatbol 10 uL mennyiséget) adtam az extraktum egyik részletéhez, miutan az

extraktumok tisztajat ketté 500-500 pL-es részre osztottam.

7.6.2.3 Mintak, minta el6készités:

Mivel nem volt arra lehetéségem, hogy toxinokkal etessem az &llatokat és testrészeikbdl
készult termékeket vizsgaljam, ezért magam szennyeztem be egy huisipari terméket, amely
szarazkolbasz volt. A kolbasz elbézetes vizsgalata soran a vizsgalt 4 aflatoxin nem volt
Kimutathatdo benne. A szennyezés ugy tortént, hogy a szamitott mennyiségli, acetonitrilben
oldott toxint juttattam az ismert tomegli Kkolbasz-mintdba 25 pL térfogatt, adott
koncentracidju (1000 pg/mL) toxinoldat forméajaban, , majd elparologtatva az acetonitrilt, a
toxint bedolgoztam a termékbe a mintalap (kolbaszkarika) hajtogatasaval. A husipari

terméken kiviil még réteslap és keksz mintakat is szennyeztem az elébbiekben leirt modon. A
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nyers kekszmasszat a kovetkez0 alapanyagok Osszegyurasaval készitettem: szodabikarbona,
s0, szalalkali (ammédnium-hidrogén-karbonat), szdja lecitin, kristalycukor, porcukor, inulin,
keményitd szirup, tejpor, palmazsir, vanilia aroma, viz, citromsav, buzakorpa, blzaliszt. A
toxint acetonitriles oldat formdjaban juttattam a meggydrt kekszmasszaba, majd
beledolgoztam.

A réteslap boltban vésarolt altalanos Gsszetételti kereskedelmi réteslap volt. Szennyezése a
feluletre juttatott acetonitriles toxin oldattal tortént. A réteslap és kekszmintakat szintén
vizsgaltam toxinra a szennyezés el6tt, bennik toxint nem talaltam. Az igy keészitett
szennyezett termekeket 2 Oraig pihentettem. A toxinokat kilon kezeltem, egymasra gyakorolt
hatasukat nem vizsgaltam a sutés soran. 3 parhuzamos mintaval dolgoztam minden toxin és
minden minta esetében.

A kolbasz siitése zsirban, napraforgdolajban és olivaolajban tortént. A tovabbi mintak

elkészitése a hagyomanyos receptek szerint zajlott le.

7.6.2.4 Extrakcio
A sutés utan az olajokat és a kolbaszt hiitdttem, majd extrahaltam. Az olaj esetében 10-10 mL

volt az olaj- acetonitril arany. Az extrakcios rendszerhez 2 g NaCl-ot adagoltam, majd 20 perc
extrakcios id6 letelte utan a szétvalasztott oldat acetonitriles részét szarazra paroltam rotacios
vakuumbeparld segitségével, majd 1000 pL acetonitrilben visszaoldva 10 percig fagyasztoban
-20 °C hdémérsékleten taroltam, és 14.000 1/perc fordulaton centrifugaval tisztitottam. A
kapott tiszta oldatot elemeztem.

A Kkeksz es reteslap mintakbol az extrakciot kozvetlen az elkészitett minta 10,00 g
mennyiségével végeztem a fent leirtak alapjan ugy, hogy 20,00 mL acetonitrilt tettem a

mintakra extrahalé szerként.

7.6.2.5 Toxin hdstabilitasi tesztek

A siitési vizsgalathoz elészor elvégeztem az aflatoxinok héstabilitasi tesztjét. A teszt sorén 4
mL-es mintatartd Uvegekbe 25-25 ug kiilonboz6 aflatoxint tartalmazo oldatot tettem, majd a
mintatartokat az acetonitril olddszer elparolgadsa utan 30 percre 250 °C hémérsékletii
légkeverésii siitdbe helyeztem. Lehiilés utan visszaoldottam acetonitrilben a benne 1évo
toxinokat, majd visszamértem a mennyiséguket. A visszamerés soran AFB1 esetében 3,2%-al,
AFB2 eseteében 4,6 %-al, AFG1 esetében 3,9 %-al, AFG2 esetében 5,1 %-al kaptam kevesebb

toxint, mint a kisérlet elétt. Kisérleti eredményeim @sszhangban vannak az aflatoxinok
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vonatkoz6 legujabb termikus stabilitdsi informécidokkal [68,159], amelyek szerint az
aflatoxinok bomlasa mar olvadaspontjukon megkezdddhet, de nem bomlanak le a szokasos

stitési/f6zési korlilmények kozott.

7.6.2.6 Visszanyerési tesztek élelmiszermintakbdl
A visszanyerési tesztek soran a mintak toxinkoncentracigjat ugy allitottam be, hogy azonos

tomegli mintara azonos mennyiségii, kiilonb6zé mindségii toxint juttattam (25 pg), és a siités,
valamint hé kozlése nélkiil a mintardl extrahaltam a toxinokat a kidolgozott maddszerrel. A
kovetkezé tablazatban Osszefoglaltam és az 5. diagramon bemutatom az egyes toxinok

visszanyerési aranyait. A parhuzamos méresek szorasa 3,2 % és 4,5 % kozott volt.

5. diagram: Hékezelés nélkiili élelmiszermintakbdl visszanyert toxinok mennyiségei szazalékban kifejezve
25 ug adagolt toxinra vonatkoztatva. A piros oszlopok az adagolt toxin azonos kiindulasi mennyiségét (25-
25ug, 100%) jelzik. Az oszlopokon jelzett hibavonalak a mérések szérasat mutatja.

Visszanyerés a toxinnal szennyezett kolbasz, keksz és réteslap mintakbol sttés
szézalék nélkal
110 +

105
100
95
90
85
80

kolbdsz  keksz  réteslap kolbdsz  keksz  réteslap kolbdsz  keksz  réteslap kolbdsz  keksz  réteslap
AFB1 AFB1 AFB1 AFG1 AFG1 AFG1 AFB2 AFB2 AFB2 AFG2 AFG2 AFG2

21. t&blazat: 25 pg toxinnal szennyezett, hokezelés nélkiili kolbaszbol, réteslapbol és kekszbol visszanyert
toxinok témege (a tablazat az 5. diagram adatait tartalmazza)

Adagolt afla Visszanyert aflatoxin mennyisége (ug/minta)
toxin

mennyisége

(frgiimiiniz), toxin kolbasz keksz réteslap
25 AFB1 24,7+ 3,2% 24,6+ 4,1% 24,9+ 4,5%
25 AFB2 24,6 + 3,3% 23,9+ 3,5% 25,2+ 3,2%
25 AFG1 24,3+ 4,1% 25,3+ 3,3% 24,2+ 3,7%
25 AFG2 24,2+ 3,9%3 25,3+ 3,6% 24,03+ 4,3%
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7.6.2.7 Toxin visszanyerési tesztek sutési hé atadé kozegekbdél

A Kiserlet soran a kolbasz sitése utan kiderilt, hogy sem a zsiradékban sult, sem a névényi
olajban sutétt kolbaszban nem volt kimutathatdé mennyiségben az adagolt aflatoxin, hanem
atkertlt a sitési kozegbe. Ebbol az okbdl a siitési kozegbdl torténd toxin extrakciora
toxinonként visszanyerési teszteket végeztem el, Ugy, hogy 25 pg aflatoxint adagoltam a
stési kozegek 20-20 mL-éhez. A sitési kdzeget olajok esetében nem melegitettem, zsir
esetében a higan folyds allapot eléréseig melegitettem, amely 45 °C hoémérsékleten
kovetkezett be. Ennek ezért volt jelentdsége, hogy ne erjuk el az extrahalo szerkeént
alkalmazott acetonitril forrdspontjat. Az extrakcié sordn a 20 mL sUtési kézeghez 20 mL
acetonitrilt adtam, majd 5 g NaCl-ot. 30 percig razattam sikraz6 segitségével, majd hiitéssel és
centrifugaval segitettem a két fazis elvalasat. Az acetonitriles fazist rotacios vakuumbeparlo
berendezés segitségével beparoltam, majd 1000 pL acetonitrilben feloldottam a beparolt
anyagot. Az 1000 pL acetonitriles fazist -10 °C-ra hiitéttem, majd 14.000 1/perc
fordulatszdmon centrifugéléssal tisztitottam. Az oldat tisztajat hasznéltam fel az analitikai
vizsgalatra. A visszanyerési tesztek eredményeit ebben az esetben is toxinonként 3

parhuzamos vizsgalat eredményei alapjan allapitottam meg (22. tablazat)

22. tblazat: Visszanyerési teszt eredményei 25ug adagolt aflatoxinnal szennyezett zsiradékbol és névényi
olajokbdl acetonitriles extrakcié utian. A visszanyerési teszt soran nem tortént siitési héfokra torténd
melegités.

Adagolt afla Visszanyert aflatoxin mennyisége (ug/minta)
toxi_n . toxin olivaolaj napraforgdolaj sertészsir
mennyisege
(Hg/minta)
25 aflatoxin B, 22,3 +5% 24,3 +9% 24,1 +4%
25 aflatoxin B, 23,1 +7% 24,0 +3% 24,7 9%
25 aflatoxin G; 23,5 +4% 245 +5% 24,5 +7%
25 aflatoxin G, 22,4 +8% 23,8 £6% 24,3 +7%

7.6.2.8 Kisérleti eredmények és értekelésuk:
A kolbéasz siitése soran harom kiilonb6z6 sutési kzeget vizsgaltam, amelyek a kdvetkezdek

voltak: napraforgdolaj, olivaolaj és sertészsir. Mindharom kézegben ugyanazon mennyiségii
toxinnal szennyezett kolbasz mintat sutéttem ki és vizsgaltam, hogy a zsirban, illetve a
kolbaszban mennyi lesz a toxin mennyisége a sutés utan. A siitési idé6 minden esetben 3 perc

volt a minta kis ttmege miatt.
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ug Aflatoxinok visszanyer mennyiségei a kiilbnb6z6 siitési k6zegekbol
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6. diagram: A sttési kisérletben felhasznalt kiilonboz6 siitési kozegekbdl visszanyert aflatoxinok
mennyiségei stités utan, kolbaszthasznalva szennyezé forrasként.

23. tablazat: Mérési adatok és szordsuk az aflatoxinok visszanyer mennyiségei a Kkiilonbozé siitési
kozegekbdl kolbasz esetében siités utan

Adagolt afla Sutés utan visszanyert aflatoxin mennyisége (ug/minta)
toxi'n ) toxin olivaolaj napraforgdolaj sertészsir
mennyisége
(Mg/minta)
25 aflatoxin B, 16,17 +6% 22,88 +9% 23,40 +8%
25 aflatoxin B, 6,67 8% 11,76 £7% 7,67 £9%
25 aflatoxin G; 16,58 +8% 20,21 +8% 20,68 +9%
25 aflatoxin G, 21,86 +8% 23,94 +7% 19,36 8%

A sutési procedura elvégzése utdn a zsirokat és a Kkisitott kolbaszt is elemeztem a
toxintartalmakra. Az elemzés sordn megéllapitottam, hogy a kistitott kolbasz mintakban nem
volt kimutathatdé a szennyez6 aflatoxin. A siitési kozegbdl viszont kimutathatoak voltak a
szennyezésre felhasznalt toxinok.

Ennek az lehet a magyarazata, hogy a sités soran a kolbasz zsirtartalméaval egydtt a sltési
kdzegbe vandorolhatott at az adott aflatoxin.

A siitési kozegekbdl kimutathatoak voltak az aflatoxinok, de eltéré mennyiségben. A
visszanyerési tesztek soran igazolodott, hogy az altalam javasolt modszerrel ki lehet nyerni a
toxint a sitési kdzegekbol. feltételezésem az, hogy a visszanyert toxin mennyisegeinek
kiilonbsége az eltéré siitési kozegek, ugymint a napraforgoolaj, az olivaolaj és a sertészsir,

valamint az aflatoxinok reakciojaban keresend6 [88,148].
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A 6. diagramrol megallapithatd, hogy az AFB1, AFB2, AFG1 toxinok esetében a legkisebb
visszanyerhetd mennyiséget az olivaolajban torténd siités soran kaptam. Megallapithatd
tovabba, hogy a szennyezd aflatoxinok koziil az AFB1 és AFGI1 a legkevésbé bomlottak el a
zsirban és a napraforgo-olajban tértént sités soran. Az AFB2 és AFG2 toxinok legnagyobb
mennyiségei a napraforgdolajban torténd siités soran maradtak meg.

A toxinok tipusait vizsgalva megéallapithatd, hogy az AFB1 toxin mennyisége legnagyobb
mértékben olivaolajban, legkisebb mértékben zsirban csokken, az AFB2 toxin mennyisege
legnagyobb mértékben olivaolajban, legkisebb mértékben napraforgdolajban csdkken. Az
AFG1 toxin mennyiségének legnagyobb csdkkenését olivaolajban, a legkisebb csokkenéset
zsirban torténd siités soran tapasztaltam. Az AFG2 toxin mennyiségének legnagyobb mértékii
csOkkeneése zsirban, legkisebb mértékii csokkenése napraforgoolajban volt tapasztalhato.

Az aflatoxinok mennyiségének legnagyobb mértékii csokkenése az olivaolajban tortent sutés
sorén volt tapasztalhato, a legkisebb mértékii csokkenés a napraforgdolajban tortént sutés
sorén volt megallapithato.

A sitési kozegek toxintartalmat és a toxin atoldédasat vizsgalva megallapitottam, hogy a
legnagyobb toxin mennyiseget a napraforgoolajbol lehetett extrahalni a sutés utan, mig a
legkevesebb mennyiséget az oliva olajbol. Ennek az oka valdszinilileg az oliva olajban
talalhatd telitetlen zsirsavak és antioxidans vegytletek nagyobb szamaban keresendd, mivel
ezen anyagok reakcioba léphetnek a toxinokkal a sités 210-220 °C hémérsékletén is. Az
olajban talalhatd telitetlen kotéseket tartalmazé vegyiletek aktiv kotései reakcioba léphetnek
a toxinnal.

A téméban készlilt eddigi szakirodalmi vizsgalatokkal és azok eredményeivel dsszevetve a
vizsgalatom eredményeit megallapithatd, hogy a szakirodalomban publikalt hasonlo
eredményre jutottam az olivaolaj esetében [88]. A napraforgoolajban és a sertészsirban illetve
a kolbasszal torténd siitési kisérletekre, valamint az aflatoxinok bomlasara ezekben a

kozegeben a szakirodalomban adatokat nem voltak fellelhetdek.

7.6.2.9 Keksz sutése, visszanyert toxin mennyisegek

A keksz elkészitése az alapanyagokbol kézi gyurassal tortént. A nedves tésztabol 3 cm

atméréji, 0,5 cm magassagt, korong alaki mintakat készitettem, majd a mintak kozepére 50

“ 7z

acetonitril olddszer elpérolgésa utdn a kekszlapot négyszer félbe hajtottam, majd Ujra
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korulbelll 0,5 cm vastagsagra nyujtottam kézzel. Ezzel a Iépéssel oszlattam el a toxint a
tésztaban.

Satesi paraméterek: 25 perc 250 °C hémérsékletii siitében, 1égkeverés mellett.

7.6.2.9.1 Extrakci6

A kekszmintédkat a siités utan hagytam szoba hdmérsékletre hiilni, majd lemértem tomegiiket.
Ezek utédn csiszolatos Erlenmeyer lombikba téve a kézzel dsszetort keksz mintét, arra annyi
acetonitrilt tettem, hogy a folyadék szintje ellepje az sszetort keksz mintat. Ez altalaban 10
g-os mintanal 20 mL acetonitril volt. A tdmegeket és az adagolt térfogatokat feljegyeztem a
késobbi szamitasok miatt. Sikrdzd berendezéssel segitett 1 ora extrakcids id6 letelte utan a
leheté legtobb acetonitrilt olddszert visszanyertem a mintadkrol a minta tisztajanak
leszivasaval, amelyeknek a mennyiségét szintén feljegyeztem, majd rotacio vakuumbeparlo
segitségével az acetonitrilt eltavolitottam. A maradék szaraz anyagot 1 mL acetonitrilben
visszaoldottam, majd a folyadékmintat 14.000 1/perc fordulatszdmon centrifugéltam. Az oldat
tisztajabol 500 pL-t vettem ki, és ebbdl végeztem el az analitikai vizsgalatot.

A szamitasok soran korrigaltam a visszanyert extrahalo szer (acetonitril) mennyiségeket,
valamint aranyositottam a visszanyert toxin mennyiségeket azonos tomegli szaraz minta
tomegekre, mivel a kekszlapok témegei nem voltak azonosak. A kekszmintakbol sutés utan

visszanyert toxinok mennyiségét a 7. diagram tartalmazza.

Keksz siitése utan visszanyert toxinok mennyiségei
60
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7. diagram: Keksz sitése utan visszanyert toxinok mennyisége 50 pg adagolt toxinra
vonatkoztatva.
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A diagram piros savjai a kekszbdl a sutés utan extrahalt kiilonb6zé aflatoxin mennyiségeket
mutatjak. A sutési homérséklet 250 °C volt, amely héfokokon a 4. tblazat adatai szerint a
toxinok olvadaspontjat sem érjik el, ennek ellenére a hozzaadott toxin mennyiségéhez képest
az extrahalt toxin mennyisége a sutés utan nagymeértékben csokkent [12,145]. Az aflatoxinok
bomlasarél a szakirodalomban felellheté hivatkozasok alapjan mind a kettd lehetGséget
megtalaljuk a bomlasra, egyes szakirodalmak szerint az aflatoxinok kis homérsékleten is
bomlanak [68], mas irodalmak szerint hdstabilak, és a f6zés, siités, porkolés sordn sem
bomlanak [159]. Ennek oka a keksz alapanyagaiban keresendd, mivel a siités nélkiili kekszbdl
extrakcioval nagyobb mennyiségli aflatoxint tudtam visszanyerni (19. tablazat). Nem
bizonyitott, de feltételezhetd, hogy a felhasznalt szalalkali (ammdnium-hidrogén-karbonat)
bomlasanal keletkez6 ammonia gaz a siités soran a kekszen belul rovid ideig, de reaktiv
kdzeget hozhat létre, amely hatdsara a toxinok bomlast szenvedhetnek [67]. Szakirodalmi
forras is utal arra, hogy az aflatoxinokat teljesen le lehet bontani autoklavozassal ammania
jelenlétében. Ennek igazolasara még Kkisérleteket folytatok, de az -el6kisérleteim és
szakirodalmi adatok [67] bizonyitottnak mutatjdk ezt a feltevést. Az eldkiséreltek soran a
szalalkalit nem tartalmazo kekszekbdl a toxinok visszanyerése kétszerese-haromszorosa volt,
mint a szalalkalit tartalmazd mintakbdl visszanyert toxin mennyisége. A kekszmintakbol
szarmazo extraktumok todmegspektrometrids vizsgalatai soran a kekszbdl eddig nem sikerilt
kimutatni bomlastermékeket, amelyek feltételezhetéen a toxinbol szarmaztak volna, ezért a
mérések alapjan megallapithato, hogy a toxinok lekotddtek, esetleg teljesen elbomlottak.

Tovabbi vizsgalatok sorén elvégeztem néhany maés toxinnal is a kekszek szennyezését a
fentebb leirtak szerint, és hasonld eredményre jutottam. Deoxynivalenol, nivalenol és HT-2
toxinokkal tortént szennyezés utan a kekszbol visszanyert toxinok mennyiségét a kovetkezo,

8. diagramon abrazoltam.
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Keksz sutése soran visszanyert toxinok mennyiségei tébb toxinra
vizsgalva

ug
60

50 50 50 50 50 50 50

AfB1 AfB2 AfG1 AfG2 DON NIV HT-2 Toxin

8. diagram: Keksz sltése utén visszanyert toxinok mennyisége 50 ug adagolt toxinra
vonatkoztatva. A kék oszlopok a keksz mintara mért, a piros a kekszrél visszanyert toxin mennyiséget
jelzik.

Itt is jol lathato, hogy tobb tipusu toxin esetében is tendencidlisan kis mennyiségli aktiv toxin
nyerhet6 vissza a kekszbdl siités utan. A toxinok visszanyerési ardnyai a 8,7% es 18,47%
kozotti  tartomanyba estek. Megallapithatd tehat, hogy a kekszben 1évé  toxinok
mennyiségének nagy része elbomlik a sités soran (aflatoxinok, trichotecének, igy mint DON,
NIV, HT-2), igy nem keriul at a fogyasztok szervezetébe a teljes szennyez6 mennyiség. A
keksz sltése utan a toxin mennyiségének Kkimutathatdsigat jol szemlélteti az 50. &bra,
amelyen az aflatoxin G; kekszbdl visszanyert mennyiségét lehet latni a hozza tartozo
tomegspektrummal egyiitt. A tdmegspektrumban jol detektalhat6 az ionizaciés médbol adodo,
az [M+H] molekulatomegnek megfeleld 328+1, vagyis 329 m/z tOmeg/toltés aranyd
molekulaion.

A szakirodalmi hivatkozasok alapjan [40] és 1996-ban Amra, Mahmoud, Taha és El-Azab
[58] vizsgalta az aflatoxin B; és AFG1 bomlasat kekszek sltése utan, amely vizsgalatok
kovetkeztetése a kettd toxin bomldsara nézve az volt, hogy a legnagyobb mértékben az
ammonium-hidrogén-karbonat jelenléte segiti el6 az AFB1 és AFG1 toxinok bomlasat. Ezt az
eredmeényt aldtdmasztottam a vizsgalataimmal, mig a vizsgalt toxinok korét Kiterjesztettem
tovabbi aflatoxinokra és trichotecén szarmazékokra. Kimutathatd, hogy a sltés soran
mindegyik felhasznalt toxin bomlott. A bomlas mértéke nem egyenletes minden toxinra, de

biztaté eredményeket mutatnak a mért értékek.
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7.6.2.10 Aflatoxinok bomlasénak vizsgélata réteslap sutési kisérletben

A réteslapokkal végzett sutési kisérletekhez kereskedelemben véasarolt réteslapokat
hasznaltam. A tésztabol 10x10 cm méretii mintakat vagtam ki, majd a mintak kdzepére 25 ug
aflatoxint tartalmaz6 (25 pL, 1000 pg/L koncentrdcidja) aflatoxin mérdoldatot tettem és
oszlattam szét. Az acetonitril oldoszer elparolgésa utan a réteslapot négyszer félbe hajtottam,
majd Gjra nydjtottam rajta. Ezzel a lepéssel oszlattam el a toxint a tésztaban.

Sutési paraméterek: 15 perc 250 °C hémérsékletii siit6ben, légkeverés mellett.

7.6.2.10.1 Extrakcio:
A réteslapok extrakciojanal alkalmazott modszer megegyezik a kekszminték extrakcidjanal

alkalmazott médszerrel.

7.6.2.10.2 Eredmények

Réteslap slitése utan visszanyert aflatoxin mennyiségei m rétett (ug)

HE ,
M réteslap (ug)

30

24,19 24,56

25

20 -
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10 +

AfB1 AfB2 AfG1 Afg2 toxin

9. diagram: Réteslap sutése utan visszanyert aflatoxinok mennyiségei pg-ban. A mérési
adatokat a 24. tablazat tartalmazza

A réteslap sutése utan a visszanyert mikotoxinok mennyiség értékeib6l kideriil, hogy a siitési

procedura soran az aflatoxinokra nézve nem tortént jelentdsebb valtozas, vagyis a siités utan a

toxinok kinyerhet6ek a réteslapbol.
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A mérési eredményeket a kovetkez6, 24. tablazat tartalmazza:

24, tdblazat: Réteslap sitése soran felhasznalt és visszamért toxin mennyiségek

Mikotoxin Réteslapra tett Réteslapbdl visszamért (ug) visszamért toxin %
toxin (ug)

Aflatoxin B1 25,00 24,19+3,7 % 96,76

Aflatoxin B2 25,00 23,56 +3,5% 94,24

Aflatoxin G1 25,00 24,56 +39 % 98,24

Aflatoxin G2 25,00 22,96 +45% 91,84

7.6.2.11 Aflatoxin M; bomlasanak vizsgalata tejben

A kovetkezokben megvizsgaltam a tej aflatoxin Mi-el torténd szennyezése utan a toxin
bomléasat altalanos forralasi proceduraban.

A tej szennyezése 25 g aflatoxin M; toxinnal tértént. Az aflatoxin M; vizsgalata soran 2,8 %
tejzsir tartalmu tejet hasznaltam fel, amely tejminta 100 mL térfogatdhoz 25 pL 1000 pg/L
koncentracidju aflatoxin M; mér6 oldatot adagoltam. 3 parhuzamos mintaval dolgoztam. A
visszanyerési tesztek alapjan a 25 pg aflatoxin M; toxinbdl 24,7 pg-ot nyertem vissza RSD=
4% a forralas nélkiili tejb6l. A visszanyert aflatoxin M; nagy ardnya meggy6zGen bizonyitja,
hogy az extrakcidés mddszerem alkalmazhato. A tej forraldsa 101,3 °C hémérsékleten tortént 5
percen keresztul tortént.

7.6.2.11.1 Extrakcio:
50 mL tejmintdhoz 50 mL acetonitrilt adtam extrahalo szerként, valamint 5 g NaCl-ot. A

szétvalo fazisok kozul az acetonitriles fazist elkilonitettem, térfogatat lemértem, majd
rotacios vakuumbeparld segitségével eltavolitottam az olddszert. A maradék extraktumot 1
mL acetonitrilben visszaoldottam, majd 14.000 1/perc fordulatszdmon centrifugéltam. Az

oldat tisztajabol 500 puL mennyiséget hasznaltam az analitikai vizsgalathoz.

7.6.2.11.2 Eredmények
A tejbdl f6zés utan visszanyert toxin mennyisége alapjan (10. diagram) megallapithato, hogy

az aflatoxin M; nem bomlott el a forralas alatt. Ebben az esetben kimondhatjuk, hogy a tejet
szennyez6 toxin semmilyen valtozason nem megy keresztll a forralas soran, szinte teljes
mértékben a fogyasztott termékben marad. Ezt a megallapitast igazolja a forralas nélkuli tejjel

vegzett toxin visszanyerési teszt eredményeinek és a forralas utani extrahalt toxin
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mennyiségének az dsszehasonlitasa, amely azt mutatja, hogy szinte ugyanannyi a visszanyert

toxin mennyiség a tej forralasa utan, mint forralas nélkl.

A tej f6zése utan visszanyert AFM1 mennyisége
24,66
25 A T
20 - —
15 - —
10 - —
5 I
0 - . .
hozzaadott pg visszanyert pg

10. diagram: A tej f6zése utan Kinyerhet6 Aflatoxin M1 mennyisége pg-ban

Osszefoglalva az élelmiszerek hdkezelési kisérleteinek mérési eredményeit, elmondhatd, hogy
a sutés soran a toxinok mennyiségének nagy rész atkerul a sitési kdzegbe. Egyes toxinok
esetében (aflatoxin B,) a siitési kozegben 1évé toxin mennyisége nagymeértékben csdkken,
vagy megkotddés vagy bomlas miatt, de a tobbi toxin aktiv formaban visszanyerhet6 a siitési
kozegbdl. Valodszinisithetd, hogy a siitési hémérsékleten (220-250 °C) a toxinok tébbsége
nem szenved termikus bomlast. A tej forralasa soran az Aflatoxin M1 hédegradacidjara nincs
lehetdség a tej forraspontjan (101.3 °C) , amelyet a mérési eredmények is alatdmasztanak.
Szignifikéns kilonbség mutatkozik a napraforgdolajban, illetve az oliva olajban tortent sités
kozott. Az oliva olaj a négy féle toxinbol kevesebbet tartalmazott, mint a napraforgoolaj,
illetve a zsir.

Az Aflatoxin B2 olajba illetve a zsirba atkeriilé és abbdl kimutathatdé mennyisége a
legkevesebb. A maradék toxin nem volt kimutathatdé az olajokban és zsirban sutott
termékekben sem. Az okok tisztdzasara még tovabbi kisérleteket folytatok.

A mert eredmények alapjan levont kovetkeztetéseimet arra a megallapitasra jutottam, hogy az
aflatoxinok mennyisége zsirban, étolajban siités soran jelentésen nem valtoznak, héstabilak
maradnak, mig olivaolajban torténd siités hatasara csokken a mennyiségiik. Ammonium-
hidrogén-karbonat jelenlétében a sutés soran valtozik az aflatoxinok mennyisége. Az aflatoxin

M1 bomlasa a tejben nem jelentés, amely eredménnyel a szakirodalmi eredményeket ala
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tudom tadmasztani.[29,89], bar a szakirodalmi cikkek nagy tobbségben UHT és pasztorozott
tejek vizsgalatarol illetve a sajtkészités soran a toxin csokkenésér6l szolnak, az altalam
alkalmazott mddszerhez kismértékben hasonld modszerrel elvégzett vizsgalatot Choudhary,
P.L.; Sharma, R. S.; & Borkartria, V. N..1998-as cikkében olvashatunk csak [29].
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7.6.3 Biotermekek toxintartalmanak vizsgalata

7.6.3.1 Anyagok és mddszerek

Méréseim sordn a bio-taplalkozasban termelt élelmiszerek és alapanyagok toxintartalmat
vizsgaltam HPLC-MS modszerrel deoxynivalenolra (DON), nivalenolra (NIV), és
zearalenonra (ZON). A vizsgalatok alapanyagaként reformtéplalkozasra szakosodott
boltokbol és kisebb illetve nagyobb hipermarketekb6l szarmazo6, biogazdalkodasban

termesztett élelmiszereket és ezekbdl eléallitott termékeket vizsgaltam.

7.6.3.2 Biotermékek mintai
A vizsgéalati mintdkat sorrendben a 25. tablazat tartalmazza.

25. tablazat: A biotermékek DON, NIV, ZEA tartalmanak vizsgalatara felhasznalt mintak

bio koles teljes kidrlési buzaliszt
bio kenyer, rozsliszt,

bio rizs, kukoricaliszt

bio blza, kukoricapehely

barna rizs, barna kenyér

bio kukoricadara bio zsomle

bio kukoricaliszt paszka

Graham liszt durumliszt

7.6.3.3 Kalibréacidéhoz hasznalt méréoldatok koncentréacioi:
A deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV) és zearalenon (ZON) toxin alapoldatokbol

acetonitril segitségével készitettem el a kalibraciéhoz szikséges méréoldat sorozatot, amelyet

elkészités utan hiitében, sotét ivegben taroltam.

26. tablazat: DON, NIV és ZEA mérdéoldatok koncentracioi

DON 0,05pg/L | 0,1pg/L | 05ug/L | 1,0pug/L | 5 pg/L 10 pg/L 20 pg/L
NIV 0,1ug/L | 05pug/l | 1pg/l 5 ug/L 10 pg/L 25 pg/L 50 pg/L
ZEA 0,lpg/L | 05pg/L | 1pg/l 5 pg/L 10 pg/L 25 pg/L 50 pg/L

7.6.3.4 Kimutatasi paraméterek:
A deoxynivalenol, nivalenol és zearalenon toxinok kimutatasi paraméterei megegyeztek a

Shimadzu HPLC-MS 2010 EV (Kyoto, Japan) készilékre optimalizalt kimutatasi médszerek

paramétereivel. A kimutatasi modszert kiegészitettem még PDA detektor alkalmazasaval is.

107



.z

A mintakban 1évé toxinok mennyiségi meghatarozdsanal két parhuzamos mddszert
hasznaltam. A toxin meréoldatok felhasznalasaval felvett kalibracids egyenest és a sztenderd
addicio modszerét hasznaltam azoknal a mintaknal, ahol talaltam toxint. Az analitikai
vizsgalatok soran a mintak toxinkoncentréacioja tébb esetben is nagyobbnak bizonyult, mint a
kalibracios oldatsor pontjai &ltal meghatéarozott értékek, ezért ilyenkor a mintat 100 szorosara

higitottam az extrakcio utan acetonitril felhasznalasaval.

7.6.3.6 Mintavételezes
A mintak magyarorszagi hipermarketekbdl, illetve mindenki szdmara elérhetd biotermékeket

arusito boltokbdl szarmaztak. A vasarlas utan a gabonaféléket és az alapanyagokat hiivos,
paramentes helyen taroltam, mig a kész ¢lelmiszereket a minta elokészitésig hiitébe tettem. A
mintak beszerzésénél (gyeltem arra, hogy a termék U(gynevezett ,biogazdalkodasban

eldallitott”, illetve ,,bio-termék” cimkével rendelkezzen.
7.6.3.7 Extrakcio és tisztitas

A mintakbdl 20-20 g-ot 50 mL acetonitrilben extrahaltam allando keverés mellett 15 percig,
majd 5 perc pihentetés utan az oldat tisztajabol 40 mL-t gomblombikba tettem. Az
extraktumot rotacios vakuumbeparlo segitségével 60 °C-os vizfiirdén beparoltam, majd a
maradékot 2 mL acetonitril/metanol (80:20) v/v aranyl elegyben visszaoldottam ultrahangos
fiird6 segitségével. Mivel a mintak kolloid oldat tulajdonsagait mutattak, ezéert 20 percre -20
°C-os hiitébe tettem, majd 12.000 1/perc fordulatszamon centrifugaztam azokat. Az oldat
tisztajabdl 1900 pL mennyiséget tisztitott N, gaz segitségével szarazra paroltam, majd a

maradékot 400 pL mennyiségi acetonitrilben feloldottam.

7.6.3.8 Visszanyerési tesztek
Az extrakcios folyamat ellendrzésére kiilon parhuzamos méréseket végeztem olyan biza

minta felhasznalasaval, amely nem tartalmazott toxint (DON, NIV, ZON) a méréseim szerint.
10 g buza mintdhoz adtam DON esetében 1, 10 és 100 ng toxint tartalmazo oldatot, NIV
esetében 10, 100, 200 ng toxint tartalmaz6 oldatot, ZON esetében pedig 100, 200, 500 ng
toxint tartalmazo6 oldatot. Az olddszer elpérolgésa utan a toxinok kinyereset az ,,Extrakcid és
tisztitas” cimii fejezetben leirtak szerint ugyanazon modszerrel végeztem.

A visszanyeresi tesztek eredmenyeit az 27. tablazatban mutatom be. A kodzolt adatok 3

parhuzamos mérés atlagabél adodtak.
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27. tablazat: A sztenderd mintdkbol visszanyert toxinok mennyiségei kiilonb6z6 toxinokra vizsgalva

DON mennyisége (ng * ™) visszanyert %
+ RSD (%)

0,1 887

1 924
10 9% +5
NIV mennyisége (ng * g™)

1 93+4
10 906
20 95+4
ZEA mennyisége (ng * g7)

10 9% +4
20 94+8
50 925

7.6.3.9 Eredmények és értékelésuk:

A bio élelmiszer mintak toxinkoncentraciojanak meghatarozasa soran kapott eredményeket a
kovetkezd tablazatban foglaltam Ossze és a 10. diagramon mutatom be.

28. tablazat: A bio termelésben termesztett alapanyagok és késztermékek toxinkoncentraciéjanak mérési
eredményei

515 n.d. n.d.
114 642 597
n.d. 213 283
n.d. n.d. n.d.
210 875 823
792 305 297
n.d. 936 886
302 698 720
492 322 288
575 1109 1039
185 n.d. n.d.
207 n.d. n.d.
317 111 116
214 370 374
n.d. 589 627
n.d n.d n.d

n.d.: nem detektalhat6, kimutatési hatar alatti koncentréacié
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A 28. tablazat adataibdl is kiderll, hogy a biotermékek tartalmaznak toxinokat, bar nem
minden esetben lehetett kimutatni minden toxin jelenlétét az élelmiszerekben.

A deoxynivalenol esetében az élelmezésiigyi hatarérték kekszek, gabonapelyhek esetében
500 ug/kg, gabonalisztek esetében 750 ug/kg, igy egyedil a bio kukoricadara lépte tul a
megengedett hatarértéket.

A nivalenol esetében a 0,7 pg/testtdmeg kg-ra megadott hatarértéket nézve, egy atlagosan 70
kg-os emberre szamolva 49 pg nivalenol mennyiség lenne maximum megengedett, ennek az
értéeknek altaldban 5-10 szeresét mutattam ki a mérések soran egy kilogramm
élelmiszermintaban, bar ezen termékekbdl napi 1 kg fogyasztadsa nem altalanos tendencia.

A zearalenon megengedett koncentracidja a kozvetlen emberi fogyasztasra szant
gabonalisztben 75 pg/kg, kukoricalisztben és kukorica terméekekben 200 pg/kg, kenyérben és
kukoricapehelyben 50 pg/kg, amely hatarértékeket a mintak toxinkoncentracidja tébbségében

atlépett.

& DON (ppb)

0
S e S > e > & i & i & &
FFITI G TSI IS T

O N S N i SR & & & ®

o T & S E FF ST

RS N RV R i Zearalenone
& ¥ o
3 & (Ppb)

10. diagram: A 3 vizsgalt toxin koncentracioja a vizsgalati bio élelmiszer mintakban

Altalanosan megallapithatd az is, hogy azokban a mintakban, ahol a nivalenol illetve a
zearalenon szennyezés mértéke nagy, ott a masik toxin koncentracioja is hasonléan magas. A
deoxynivalenol esetében ez nem mondhaté el, mivel vannak olyan mintak — példaul a kéles, a
bio kukoricadara, a teljes kidrlésti liszt, a durum liszt és a kukoricaliszt —, ahol egyedull csak a
DON toxin mutathato ki, illetve a tobbi toxinnal nagyobb koncentracidban van jelen.

A deoxynivalenol esetében a toxin koncentracidja a bio kukoricaliszt mintaban lépte at a

megengedett hatarértéket, a tobbi termék esetében nem (I. Melléklet), de megkozeliti azt. A
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zearalenon esetében a vizsgalt toxinok koncentrécidi az élelmezésiigyi hatarérték felett
vannak, a mért érték sokszor tobbszorose a megengedett hatdrértéknek. Az eredmeny
gyanakvasra adott okot, hogy a meghatarozas soran esetleg mérési vagy szamolasi hiba
tortént, de az Ujraméres soran 6 %-on beluli eltéréssel hasonlé eredményeket kaptam.

A késztermékek kozll a bio kenyér és bio zsémle nagyobb mennyiségben tartalmazott
nivalenolt és zearalenont, mint a tobbi termék. Teljes érvényli kOvetkeztetést nem lehet
levonni arra nézve, hogy az alapanyaguk milyen mértékben tartalmazhatott toxint, mert a kész
termékek alapanyaga nem tekinthetd azonosnak, de az biztosan megallapithatd, hogy a
nyersanyagként felhasznalt gabona tartalmazta a vizsgalt toxinokat [6,15,26,91,152].

Két vizsgalt termék: a bio-buza és a paszka nem tartalmazott toxint. Valosziniisithet6, hogy a
nyersanyagkent felhasznalt buza nem kapott fertézést, vagy a minta azon része, amelyet
vizsgaltam, toxinmentes volt. Mivel tudjuk, hogy az alapanyagok feldolgozasanal a
kiilonb6z6 6rlésekbdl szarmazé sarzsok mas-mas szennyezési értékeket kepviselhetnek, ezért
érthetd lehet a beldliik késziilt fél- és késztermékek toxintartalma kdzotti eltérés is.

A biotermékek vizsgalatat dsszefoglalva megallapithatd, hogy a bioldgiai gazdalkodasban
termelt élelmiszer alapanyagok és bel6lik elballitott vizsgalt termékek tartalmaznak
deoxynivalenolt, nivalenolt és zearalenon toxinokat. Megéllapithatd, hogy a vizsgéalt
élelmiszerek kozil tobb mintdban élelmezési hatarértéek feletti koncentracioban lehetett
Kimutatni toxint. A vizsgalt mintadk kis részében (2 minta) nem talaltam Kkimutathato
mennyiségben a 3 vizsgalt toxinbol.

A szakirodalmi hivatkozasok [6,15,25,91,152] is foglalkoznak a gabonafélék mikotoxin
szennyezéseivel. A hivatkozasokban felsorolt cikkek vizsgélati fokuszaba a fuzarium toxinok
allnak. A vizsgalataikbdl Kkisebb-nagyobb mértékii szennyezédések Kimutathatdak a
gabonaban, egyes esetekben kiugrd, hatarérték feletti toxin szinteket mérve. A szakcikkek
tobbsége kis vizsgdlati mintaszammal és foleg az alapanyagokban vizsgaldédott, mig az
altalam elvégzett vizsgalat az alapanyagokban és a termékekben is keresett és detektalt
toxinokat. Bar az alapanyag és a terméke kozott nem volt az eléallitasi folyamat szerint

Osszefligges.
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8 Kovetkeztetések

A vizsgalt 8 mikotoxin AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, AFM;, DON, NIV, ZEA esetében a
rendelkezésemre &ll6 Shimadzu HPLC-MS 2010 EV készilékre optimalizalt analitikai
modszerek Kimutatési és meghatarozasi hatarat a szabvany maodszerekhez, és a szakirodalmi
hivatkozasokhoz képest alacsonyabb értékre sikertilt beallitanom. Az aflatoxinok esetében a
kidolgozott modszerek LOD értékeit az altalam 6sszehasonlitasra hasznalt szabvany és
szakirodalmi moddszerek ertékekeihez képes csokkentettem, az AFB1 esetében 1/40 részére,
AFB2 esetében 1/80 részére, AFG1 esetében 1/15 részére, AFG2 esetében 1/40 részere, és
AFM1 esetében 1/157 részére.

A tovabbi vizsgalt mikotoxinok kézul a deoxynivalenol LOD értékét 1/140-ed részére,
mig az ochratoxin-A LOD értékét 1/160 részeére a szabvany mddszer, eés 1/15 részére a
szakirodalmi modszerekhez képest, mig a nivalenol esetében 1/28-ad, a zearalenon LOD
értekét 1/94 részére csokkentettem [43,77,85,97,98,102].

A szabvany és a kidolgozott modszerek LOQ értekeinek Gsszehasonlitasa alapjan
elmondhato, hogy az aflatoxinok esetében 1/20 részére, deoxynivalenol esetében 1/10 részére,
mig ochratoxin-A esetében az LOQ értéket 1/100 részére csokekntettem a szabvanyos
modszerhez képest, mig a szakirodalmi mddszerek LOQ értekéhez kepest 1/6 részére sikertlt
csokkenteni. Nivalenol esetében 1/50 és zearalenon esetében 1/3 részére csokkentettem.

A Kkidolgozott extrakciés mddszer alkalmassagat elvégzett visszanyerési tesztekkel
bizonyitottam a vizsgalatok alapjat képez6 8 toxinokra, illetve 6sszehasonlitottam, az ltalam
kidolgozott mddszer visszanyerési értékeit a szakirodalomban hasznalt C8, C18, Carboprep és
MycoSep SPE oszlopok visszanyerési értékeivel, amely dsszehasonlitas alapjan elmondhato,
hogy a kidolgozott mddszerem 90 % korili toxin visszanyerési értékei megfelelnek a
szakirodalmi modszerekben hasznalt SPE és IA oszlopok visszanyerési értékeinek. Az
elvégzett vizsgalatok soran alkalmaztam a mikotoxinok kiilonb6z6é analitokbdl torténd
Kivonasara.

A kidolgozott mintael6készitési technika és toxin meghatdrozdsi moddszerek
alkalmazésaval vizsgéltam kiilonbozd élelmiszerekben a toxin tartalmat. Minden esetben
sztenderd addici6 modszerével biztositottam a toxinok pontos koncentracidjanak
meghatarozasat azokban a mintakban, ahol talaltam toxint. A kidolgozott extrakcios és mérési
modszerekkel elvégzett toxin kimutatdsi vizsgalatok sordn az élelmiszerek kozil a bor

ochratoxin-A tartalmanak elemzése alapjan elmondhatd, hogy a mediterran éghajlatrdl

112



szarmazo borok tartalmazhatnak ochratoxin-A-t. A magyarorszagi —féleg Egri Borvidékrol -
szarmazo borokban nem siker(lt kimutatni az ochratoxin-A toxint.

Az aflatoxinok — AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 - hétranszformacidjara végzett kisérletekbdl
megallapithato, hogy az aflatoxinok étolajban és zsirban siités soran nem, vagy csak kis
mértékben bomlanak el, olivaolajban torténd siités hatasara a bomlas jelentds. Pékaru, ugy
mint keksz siitése soran az aflatoxinok jelentésen bomlanak, a bomlast a kekszben
alapanyagai kozott felhasznalt ammdnium-hidrogen-karbonat segiti, mig a réteslap siitése
soran az aflatoxinok nem szenvedtek bomlast.

Az aflatoxin M; tejben torténé bomlasi vizsgalataibol levonhato az a kovetkeztetés, hogy a
tejben forralas hatasara nem valtozik jelentdsen a toxin mennyisége.

A gabonatermékek és alapanyagaik DON, NIV, és ZON toxinokra végzett
vizsgalataimbdl megallapithatd, hogy egyes gabona alapanyagok toxin tartalma jelentds, a
toxinok megjelenése az alapanyagban és termékekben nem egyértelmii a bio és normal
gazdalkodasban termelt és eldallitott termékek kozott.

Méréseket végeztem a kiilonb6zo toxinok felhasznalasaval, hogy a valos matrixban is
teljestilnek-e a kidolgozott mddszerek méréodlatokra megadott LOD és LOQ értékei,
valamint a retencids id6 és csucsteriilet megbizhatosagara is végeztem vizsgalatokat, amelyek

eredméyneit a 32 és 33. tablazatban kdzlom.

29. tablazat: Valos matrixban meghatarozott toxinok retenciés idé és csucsteriilet ismételhetésége Restek
C18-as oszlopon.

retencios ido Csucsterilet matrix

ismételhetosége | ismételhetosége

MS MS

RSD % RSD %
Aflatoxin B; 0,38 1,3 olajok*
Aflatoxin B, 0,41 0,8 olajok*
Aflatoxin G; 0,38 1,2 olajok*
Aflatoxin G, 0,39 0,75 olajok*
Aflatoxin M, 0,4 0,55 tej
Deoxynivalenol 0,41 0,7 blza
Ochratoxin-A 0,38 0,5 bor
Nivalenol 0,83 0,75 blza
Zearalenon 0,37 0,6 blza

*...kolbasz, réteslap, keksz, Oliva olaj, napraforgd, sertészsir
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30. tablazat: Valés matrixban meghatarozott toxin visszanyerési tesztek, LOD és LOQ értékek
0sszehasonlitasa a szakirodalmi cikkek értékeivel.

matrix koncentracié | visszanyerés LOD sajat LOQ sajat | visszamyerés
RSD % maodszer modszer szakirodalmi
%
ug/kg ug/kg matrix
Aflatoxin B; kkr* 25 ug 98,8+ 4,7% 0,00254 0,05 78-86 [68]
olaj ** 25 ug 94 + 5% mogyoro
Aflatoxin B, kkr* 25 ug 98 +3,5% 0,00127 0,05 78-86 [68]
olaj ** 25 ug 95,6 + 7% mogyoro
Aflatoxin G, kkr* 25 ug 984+£4,1% 0,00636 0,05 78-86 [68]
olaj ** 25 ug 96,8 + 5% mogyoro
Aflatoxin G, kkr* 25 ug 98 +4,3% 0,000254 0,05 78-86 [68]
olaj ** 25 ug 94 + 7% mogyoro
Aflatoxin M, tej 25 ug 98,8+ 4 % 0,000636 0,05 80-98 [85]
tej
Deoxynivalenol blza 0,1 pg/kg 88+ 7% 0,00127 0,05 46-95 [97]
blza 1,0 pg/kg 92 + 4% gabona, kenyér
blza 10,0 pg/kg 96 + 5% 46-95 [97]
Ochratoxin-A bor 0,1 pg/L 89 + 8% 0,00127 0,01 78-88 [112]
1,0 pg/L 94 + 6% sor
Nivalenol blza 1,0 pg/kg 93 + 4% 0,00636 0,01 46-95 [97]
blza 10,0 pg/kg 90 + 6% gabona, kenyér
blza 20,0 pg/kg 95 + 4%
Zearalenon blza 10,0 pg/kg 96 + 4% 0,00127 0,05 78-130 [43]
blza 20,0 pg/kg 94 + 8% kukorica
blza 50,0 pg/kg 92 + 5%

*... kolbasz, keksz, réteslap
**_.. Oliva olaj, napraforgo, sertészsir

LOD és LOQ értékek vizsgalata valos matrixban

A méréoldatok felhasznalasaval szamitott LOD és LOQ értékek teljestlését valds métrixban
is ellendriztem. A valds matrixot a vizsgalati mintak adtdk abban az esetben, amikor az nem
volt szennyezett toxinnal. A DON, NIV, ZEA eseteben az LOD és LOQ értékek
meghatarozasa toxinmentes blza segitségevel tortént. A méréoldatok segitségével

meghatarozott LOD és LOQ értékeket a valds matrixban is tarthatdak voltak.
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9  Osszefoglalas és G1j tudomanyos eredmények

A dolgozatban az ochratoxin-A, aflatoxin By, B,, G;, G,, My, deoxynivalenol, nivalenol és
zearalenon mikotoxinok kvantitativ és kvalitativ analizisével, valamint élelmiszermintakbdl
torténd kimutatasi lehetdségeivel kapcsolatos kutatasi eredményeimet foglaltam dssze.
Rendszerezve 0Osszefoglaltam és elemeztem a mikotoxinok analitikajanak szabvanyos
vizsgalati modszereit, a szakirodalmi cikkekben publikalt toxin-analitikai eljardsok kimutatasi
paramétereit, az extrahalo szer mindségére vonatkozO ajanlasokat, és az alkalmazott
extrakcios technikékat. A rendelkezésemre allo Shimadzu 2010 EV HPLC-MS kesziilekre
optimalizaltam a vizsgalt mikotoxinok kimutatasi mddszereit. Igazoltam, hogy az altalam
optimalizalt analitikai mddszerek kimutatasi hatarai megfeleléek a toxinok vizsgalatéra.
Osszehasonlitottam a szabvany modszerekhez és a mérvado szakirodalmi hivatkozasokhoz
képest a kidolgozott analitikai modszerek LOD és LOQ értekeit, precizitasat, linearis
tartoményukat, a toxinokra vonatkoztaott visszanyerési tesztjeit. A kulénbdz6 toxinok
analizisére meghatarozott LOD és LOQ értékek legalabb egy nagysagrenddel kisebbek a
szakirodalmi mddszerek értekeihez képest.

Elemeztem a toxinok Kinyerésére javasolt extrakcids technikakat és megvizsgaltam a
Kivalasztott extrahald szerek extrakcids hatékonysagat. A tapasztalatok alapjan Uj toxin-
extrakcios technikat dolgoztam ki, amely eredményességét ellenériztem €és igazoltam a
vizsgalt toxinok esetén. A kidolgozott extrakcios technikaban alkalmazott acetonitriles
extrakcio paramétereit optimalizaltam.

A kifejlesztett modszerrel élelmiszermintdk analizisét végeztem el, a kivalasztott toxinokra
fokuszéalva. A vizsgalatok soran elemeztem magyarorszagi és mediterran orszagokbdl
szarmazd bormintak ochratoxin-A (OTA) tartalmat, és 6sszefliggeseket kerestem a kimutatott
OTA tartalom, valamint a terméhely és az éghajlat kozott. Megallapitottam, hogy a
mediterran éghajlati korilmények kozott termesztett sz616b6l késziilt borok tartalmazhatnak
OTA-t, néhany esetben az OTA koncentracié atlépte a megengedett hatérértéket. A
vizsgalatok soran a magyarorszagi bormintakbol nem tudtam kimutatni az OTA szennyezest.
Méréseket végeztem az aflatoxinok sutés kozbeni hétranszformécidjara, mértem az aflatoxin
mennyiségének a valtozdsat a hohatasnak kitett termékben és a hét kozlé kozegben.
Megallapitottam, hogy az aflatoxin B, kivételével az altalam vizsgalt toxinok stabil, aktiv
formaban megmaradnak a sitési kdzegben (napraforgoolaj, oliva olaj és zsir esetében).

Kimutattam, hogy az oliva olajban torténd siités esetében az olajba atkeriilt aflatoxinok aktiv
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mennyiségei a legalacsonyabbak a tobbi hé kozlé kozeghez kepest. A kekszek sitése soran
valoszintsithetd, hogy a keksz alapanyagaba bekevert szalalkali (ammoénium-hidrogén-
karbonat) bomlasa soran keletkez6 ammonia roncsolhatja a toxint.

Vizsgaltam az 6ko gazdalkodasban elballitott bio élelmiszer alapanyagok és bio élelmiszerek
mikotoxin tartalmat deoxynivalenolra, nivalenolra és zearalenonra nézve. A vizsgalt
alapanyagokbdl és élelmiszermintakbdl kimutattam az elemzett toxinokat, amelyek koziil

néhany koncentracidja az egészseguigyi hatarértéket is atlépte.
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10 Tézisek

Uj, analitikai technikét dolgoztam ki és optimalizaltam aflatoxin By, By, Gi, Go, My,
ochratoxin-A, deoxynivalenol, nivalenol és zearalenon toxinokra Shimadzu 2010 EV
HPLC-ESI/APCI-MS rendszerre.

Uj, optimalizalt paraméterii mintaelkészitési eljarast dolgoztam ki, amely 1:1 viv
aranyq, javasolt 50-50 mL, illetve szilard minta esetén 10g-50 mL minta-acetonitril
ardny megtartdsa mellett 5 g NaCl adagoldsaval segitett toxin szeparaciot tesz lehetové

folyadék mintakbol, lecsdkkentve a mintaclokészitési 1épések szamat.

Kisérletileg igazoltam az ij minta el6készitési technika alkalmazhatosagat az adott
toxinokra sztenderd oldatok segitsegével valdés matrixban is. Meghataroztam a
kidolgozott analitikai mddszerek vizsgalt toxinokra vonatkoz6 kimutatési hatérait és a
toxinok mennyiségi mérésének alsd hatarait élelmiszermatrixban is. A szakirodalmi
modszerekhez és a rendelkezesemre allé szabvanyos modszerek értekeihez képest
csOkkentettem az LOD értékeket 1/15-1/300-ad, az LOQ értékeket 1/10-1/100 részére.

Az 1) mintaelOkészitési és analitikai technika alkalmazasaval meghataroztam a
deoxynivalenol, nivalenol és zearalenon mikotoxinok mennyiségét a bio
élelmiszermintakban. Kiserletileg bizonyitottam a mediterran orszagokbdl és
magyarorszagi pincészetekb6l szarmazo borok ochratoxin-A tartalmanak eltérését, és
kauzalis 0sszefuggést igazoltam a toxintartalom és a termohely éghajlati viszonyai

kozott.

Megallapitottam, hogy az aflatoxinokkal szennyezett kiilonboz6 élelmiszerek
hékezelése soran az aflatoxinok atkeruilhetnek a sutési kozegbe, és meghataroztam az
aflatoxinok koncentracidé csokkenésének mértékét a kiilonbozo siitési kozegekben.
Megallapitottam tovabba, hogy legnagyobb mértékben az oliva olajban bomlanak le
az aflatoxinok sutés kdzben. Kimutattam, hogy a keksz siiteése soran az aflatoxinok
jelentés része elbomlik. lgazoltam, hogy a tejmintdkban az aflatoxin M1 toxin

koncentréacioja a f6zés hatasara nem csokken.
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Theses

New optimized HPLC-MS analytical and extraction techniques have been
developed for the determination of Aflatoxin B1, B2, G1, G2, M1, Ochratoxin-
A, Deoxynivalenol, Nivalenol and Zearalenone mycotoxins for Shimadzu 2010
EV HPLC-ESI/APCI-MS system.

New, optimized sample preparation method were developed, in which case 1:1
v/v ratio, suggested 50-50 mL or in a case of solid sample while retaining 10g-
50 mL sample-acetonitrile rate, helped with 5 g NaCl, toxin separation allows
from fluid samples, reducing the number of sample preparation steps.
Experimentally were proved the adaptability of new sample preparation
technique by means of specific toxin standard solutions in real matrix. The
developed analytical method’s detection limits were specified and lower limits
of quantitative measurement of toxins in food matrix. Compared with standard
methods from the literature and available methods, | reduced the value of LOD
for 1/15-1/300, LOQ values for 1/10-1/100.

The amount of Deoxynivalenol, Nivalenol and Zearalenone mycotoxins in food
samples especially in organic foods were proved with new sample preparation
and analytical method. Tentatively were confirmed differences between the
Ochratoxin-A concentrations of wines produced in Mediterranean countries
and in Hungary and have been proved correlation the toxin content and
climatic conditions in the region.

It was shown that Aflatoxins could be transfered from the foods fried in oils
and lard to the frying media during the frying process. The decreasing of the
concentrations of Aflatoxins in various frying media was determined. The
highest rates for degradation of Aflatoxins were detected in olive oils. It was
shown that Aflatoxins were degradated in biscuits under normal baking
procedure. It was demonstrated that Aflatoxin M1 was not destroyed in the

milk samples under normal cooking conditions.
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Zusammenfassung und Thesen
Zusammenfassung

Unsere Lebensmittel kdnnen Stoffe enthalten, die als giftig fir den menschlichen Organismus
gelten. Unter den giftigen Stoffen bedeuten die von verschiedenen Pilzarten ausgeschiedenen
sekundaren Stoffwechselprodukte (Mykotoxine) eine potentielle Gefahrenquelle. Mykotoxine
kommen insbesondere in Getreideprodukten vor, aber sie sind in allen Segmenten der
Nahrungskette, so auch in tierischen Produkten zu finden.

In meiner Arbeit verfolge ich das Ziel, die Anwesenheit von Mykotoxinen in verschiedenen
Lebensmittelproben zu untersuchen, Zusammenhdnge zwischen dem Mykotoxingehalt und
dem Herstellungsverfahren bzw. dem Standort zu suchen. Ich habe die Warmedegradation
von ausgewdhlten Mykotoxinen im Laufe von Backexperimenten verfolgt, sowie die
Anwesenheit von Mykotoxine ausscheidenden Pilzen in Klimaanlagen in Ungarn untersucht.

Thesen

1. Ich habe ein neues analytische Messverfahren fir Aflatoxin B1, B2, G1, G2, M1,
Ochratoxin-A, Deoxynivalenol, Nivalenol und Zearalenon Toxine mit dem System
Shimadzu 2010 EV HPLC-ESI/APCI-MS ausgearbeitet und optimiert.

2. Ich habe ein neues Probenvorbereitungsverfahren mit optimierten Parametern
ausgearbeitet, das, bei Beibehaltung des Verhéltnisses 1:1 v/v, empfohlenen 50-
50mL, bzw. bei festen Proben 10g-51mL (Probe-Azetonitril) eine mit Zugabe von
5g NaCl unterstutzte Toxin-Separation aus flissigen Proben erméglicht, wobei die
Vorbereitungsschritte reduziert werden.

3. Die Anwendbarkeit der neuen Probenvorbereitungstechnik wurde im Falle der
gegebenen Toxine mit Hilfe von Standardlésungen auch in realer Matrix
experimentell sichergestellt. Ich habe die Nachweisgrenzen der ausgearbeiteten
Messverfahren beziglich der untersuchten Toxine und die unteren Messgrenzen
der quantitativen Bestimmungen der Toxine auch in Lebensmittelmatrix bestimmt.
Im Vergleich zu den Verfahren in der Fachliteratur und den mir zur Verfugung
stehenden Standardverfahren habe ich die LOD-Werte auf 1/15-1/300 und die
LOQ-Werte auf 1/10-1/100 reduziert.

4, Mit der neuen Probenvorbereitungs- und analytischen Verfahren habe ich die
Menge der Mykotoxine Deoxynivalenol, Nivalenol und Zearalenon in
Biolebensmittelprobe bestimmt. Die Abweichungen zwischen den Ochratoxin-A-
Gehalten von Weinen aus Ungarn und aus Mittelmeerldndern, sowie kausale
Zusammenhdange zwischen Toxingehalt und Klimaverhéltnisse am Entstehungsort
habe ich experimentell ausgewiesen.

5. Ich habe festgestellt, dass die Aflatoxine bei der Warmebehandlung der
verschiedenen mit Aflatoxinen verunreinigten Lebensmitteln in das Bratenfett
gelangen konnen, und ich habe die Reduktion der Aflatoxinkonzentration in den
verschiedenen Bratmitteln bestimmt. Ich habe weiterhin festgestellt, dass sich die
Aflatoxine am meisten beim Braten in Olivendl abbauen. Es wurde weiterhin
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bestatigt, dass sich die Aflatoxine beim Backen von Keksen zum groRen Teil
abbauen. Es wurde bewiesen, dass sich der Aflatoxin-M1-Gehalt beim Kochen von
Milch nicht &nderte.
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14 Mellékletek

141

I. Melléklet

Elelmiszerek mikotoxin tartalmanak megengedett felsé értékei 1881/2006/EK Eurdpai
Bizottsag rendelete (részletek).

2006.12.20. Az Eurdpai Unié Hivatalos Lapja L 3647
(21) Az Elelmiszeriigyi Tudomdnyos Bizottsig 1994. szep- maximalis napi bevitelként (PMTDI) jovihagyta a 0,4

(22)

(23)

(24)

(25)

tember 23-i véleményében arra a kovetkeztetésre jutott,
hogy az aflatoxinok genotoxikus karcinogénnek szami-
tanak (°). E véleményt alapul véve helyénvalo az élelmi-
szerek osszes aflatoxintartalmdt (B, By, G, és G, aflato-
xinok Osszege), valamint kiilon a By aflatoxin — mely
messze a legmérgezébb vegyiilet — mennyiségét korla-
tozni. A csecsemOk és kisgyermekek élelmiszerében
lévé M, aflatoxin tekintetében az analitikai eljdrdsok
terén végbement fejlddés fényében fontoléra kell venni
a jelenlegi felsG hatdrérték csokkentését.

Az ochratoxin-A (OTA) tekintetében az ETB 1998, szep-
tember 17-én tudomdnyos véleményt (%) fogadott el. Az
élelmiszerekre vonatkozd kérdések tudomdnyos vizsgila-
tdban a tagdllamok dltal a Bizottsignak nyiijtott tdimoga-
tasrol és a tagillamok egytittmikodésérsl (SCOOP) szolo,
1993. februdr 25-i 1993/5/ECK tandcsi irdnyelv () kere-
tében elvégezték az OTA-nak a Kozosség lakossdga dltali,
€lelmiszer utjdn torténd bevitelének a felmérését (¥). Az
Eurdpai Elelmiszer-biztonsdgi Hatosag (EFSA) a Bizottsag
kérésére 2006. dprilis 4-én az élelmiszerben lévé ochra-
toxin-A  tekintetében  aktualizdlt tudomdnyos véle-
ményt () fogadott el az dj tudomdnyos informdciok
figyelembevételével, és a megengedheté heti  bevitelt
(TWI) 120 ng/teststilykilogramm értékben rogzitette.

E véleményeket alapul véve helyénvald felsG hatdréreé-
keket megillapitani a gabonafélék, gabonakészitmények,
szdritott sz6l6, porkélt kavé, bor, sz6ldlé és a csecsemdk
és kisgyermekek szdmdra késziilt élelmiszerek tekinte-
tében, melyek mind jelentds mértékben hozzdjarulnak
az dltaldnos emberi, illetve a veszélyeztetett fogyasztoi
csoportok, pl. a gyermekek OTA-expozicidjihoz.

Az olyan élelmiszerben, mint példiul a szdritott
gyiimélesben — a szdritott sz6l6 kivételével —, a kakadban
és a kakaobol készilt termékekben, fiiszerekben, huské-
szitményekben, a zold kdvéban, a sorben és az édesgyo-
kérben lévé OTA felsé hatdrértékei meghatirozasinak,
valamint a kilonosen a szdritott szélGben és a szél6lében
lévé OTA felsé hatirértékei feliilvizsgdlatanak helyénva-
losdgat az EFSA legtijabb tudomdnyos szakvéleménye
fényében kell mérlegelni.

A patlin tekintetében az ETB 2000. mdrcius 8-i
iilésén (%)  ideiglenesen megdllapitott  megengedhetd

(*) Az élelmiszeriigyi tudomdnyos bizousdg jelentései, 35. sorozat, Az

élelmiszeriigyi tudomdnyos bizotsig véleménye az aflatoxinokrdl, az
ochratoxin-A-rél és a patulinrél, 45-50. o,
http:/fec.europa.eu/food|fs sc[scffreports/scf_reports_35.pdf

Az élelmiszeriigyi tudomdnyos bizottsig véleménye az ochratoxin-
A-rol (kinyilvinitva 1998. szeptember 17-én).
http:/fec.europa.eu/food|fs/sc[scflout14_en.html

) HL' L 52., 1993.3.4,, 18. o.

Tudominyos egyiittmikodési feladatokrdl szdlo jelentések, 3.2.7
feladat: Az ochratoxin-A tdplalék dltali felvételének felmérése az
Eurdpai Unié tagdllamainak lakossiga korében” hutp:ffec.europa.eu/
food/food/chemicalsafety|contaminants/task_3-2-7_en.pdf

Az EFSA élelmiszerlincban eldfordulé szennyezd anyagokkal foglal-
kozé twdominyos testiiletének a Bizottsdg kérésére elkészitett, az
élelmiszerben eléforduld ochratoxin A-val kapcsolatos szakvéle-

(26)

(27)

(28)

(")

E'I!

(%

5

['Ii

th.J

()

g ftestsulykg értéket.

Az 1993/5/EGK irdnyelv keretében 2001-ben SCOOP-
feladat elvégzésére keriilt sor LA patulin pldlék dlali
felvételének felmérése az Eurépai Unié tagdllamainak
lakossdga korében” cimmel ().

E felmérést alapul véve és tekintettel a PMTDl-re, a
fogyasztoknak az elfogadhatatlan mértékid szennyezd-
déstél valé megvédése érdekében meg kell dllapitani az
egyes élelmiszerekben 1évé patulin felsé hatdrértékeit. E
felsé hatarértékeket felill kell vizsgdlni és szitkség esetén
csokkenteni kell, figyelembe véve a tudoményos és tech-
nolégiai ismeretek fejlédését és az almalében és egyéb
italok almalébél késziilt dsszetevéiben lévé patulinszeny-
nyezddés megel6zésérdl és csokkentésérdl szolo, 2003.
augusztus 11-i 2003/598/EK bizottsdgi ajanlds ('?) végre-
hajtdsit.

A Fusarium-toxinok tekintetében az ETB tibb véleményt
fogadott el: a dezoxinivalenol értékelésérsl 1999 decem-
berében (%), 1 pgftestsilykg-os megengedheté napi bevi-
teli szintet (TDI) megillapitva, a zearalenon értékelésérdl
2000 juniusdban ("), 0,2 pgftestsilykg-os  ideiglenes
megengedhetd napi beviteli szintet megillapitva, a fumo-
nizinek értékelésérdl 2000 okidberében (1%)  (frissitve
2003 dprilisaban) (%), 2 pgtestsilykg-os megengedhetd
napi beviteli szintet megillapitva, a nivalenol értékelésérdl
2000 oktoberében (17), 0,7 pgftestsilykg-os ideiglenesen
megengedhetd napi beviteli szintet megdllapitva, a T-2 és
HT-2 toxinokrol 2001 mdjusdban ('%), 0,06 pg/test-
stlykg-os  kombindlt ideiglenesen megengedheté napi
beviteli szintet megallapitva és a trichotecénekr6l mint
csoportrdl 2002 februdrjiban (19).

Tudominyos egyiittmdkodési feladatokrdl széld jelentések, 3.2.8

feladat: ,A patulin tdplilék dltali felvérelének felmérése az Eurdpai
Unid tagdllamainak lakossiga karében™ hup:f[ec.europa.eu/food|
food[chemicalsafety/contaminants/3.2.8_en.pdf

HL L 203, 2003.8.12,, 34, o. i

Az €lelmiszeriigyi tudomdnyos bizottsdg (ETB) Fusarium-toxinokrol
52616 véleménye, 1. rész: Dezoxinivalenol (DON), (kinyilvinitva:
1999, december 2-dn).
http:ffec.europa.eu/food|fs/sc/scflout44_en.pdf

Az élelmiszeriigyi tudomdnyos bizottsdg (ETB) Fusarium-toxinokrol
szolo véleménye, 2. rész: Zearalenon (ZEA), (kinyilvinitva: 2000.
junius 22-én).

hutp:ffec.europa.eu/food|fs/scfscflout6 5_en.pdf

Az élelmiszeriigyi tudomdnyos bizottsdg (ETB) Fusarium-toxinokrol
sz0l6 véleménye, 3. rész: Fumonizin B, (FB), (kinyilvdnitva: 2000.
oktaber 17-6n).

http:ffec.europa.cuffood fs/sc/scflout? 3_en.pdf

Az ¢lelmiszeriigyi tudomdnyos bizottsignak a fumonizin By, B,
és By-rdl szolo, aktualizdlt véleménye (kinyilvanitva 2003, dprilis
4-én).

http:ffec.europa.eu/food|fs/sc/scflout] 85_en.pdf

Az élelmiszeriigyi tudomdnyos bizottsdg (ETB) Fusarium-toxinokrol
sz0lo véleménye, 4. rész: Nivalenol, (kinyilvinitva: 2000. oktéber
19-én).

hutp:ffec.europa.eu/food|fs/scfscflout7 4_en.pdf

Az élelmiszeriigyi tudomdnyos bizottsdg (ETB) Fusarium-toxinokrdl
sz0l6 véleménye, 5. rész: T-2 és HT-2 toxin (elfogadva: 2001, mdjus
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2. szakasz: Mikotoxinok

Elelmiszerek (1)

Felsé hatirérickek (png/kg)

2.1.

Aflatoxinok

By

A B|. Bz. G] és
Gy Osszege

M

2.1.1.

Az emberi fogyasztds vagy élelmiszer-dsszeteviként torténd
felhaszndlds eldtt vilogatisnak vagy egyéb fizikai kezelésnek
alavetert foldimogyord

8,0()

15,0 ()

Az emberi fogyasztis vagy élelmiszer-osszeteviként torénd
felhaszndlds el6tt vilogatisnak vagy egyéb fizikai kezelésnek
alivetett diofélék

5.0 ()

10,0 ()

Kozvetlen emberi fogyasztisra vagy osszetett €lelmiszerek
osszetevijeként  torénd  felhaszndlasra  szdnt  foldimogyoro,
diofélék és ezek feldolgozott termékei

200)

4.00)

2.1.4.

Az emberi fogyasztas vagy élelmiszer-osszeteviként torténd
felhaszndlis eldu valogatisnak vagy egvéb fizikai kezelésnek
aldvetert szdritott gyiimilcs

5,0

10,0

2.1.5.

Kozvetlen emberi fogyasztdsra vagy osszetett élelmiszerek
osszetevijeként torténd felhaszndldsra szdnt szdritort gyiiméles
és annak feldolgozott termékei

20

4.0

Valamennyi gabonaféle és a gabonafélékbdl szdirmazo vala-
mennyi termék, beleértve a feldolgozott gabonatermékeker is,
a 2.1.7., 2.1.10. és 2.1.12. pontban felsorolt élelmiszerek kivé-
telével

2,0

4,0

Az emberi fogyasztis vagy élelmiszer-Osszeteviként torténd
felhaszndlds eléut vilogatdsnak vagy egyéb fizikai kezelésnek
aldvetett kukorica

5,0

Nyerstej (%), tejalaptii termékek eldillitdsihoz haszndlt tej és
hékezelt tej

0,050
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L 364/16

Az Eurdpai Unid Hivatalos Lapja

2006.12.2C

Elelmiszerek (1)

FelsG hatdrértékek (pgfkg)

219 Az aldbbi fiszerfajtik: 5,0 10,0 —
Capsicum spp. (annak szdritott termései, egészben vagy &rle-
ményként, beleértve a chilit, a chiliport, a cayenne-t és a
paprikat)
Piper spp. (annak gytmolcsei, beleértve a fehér- és a fekete-
borsot)
Myristica fragrans (szerecsendio)
Zingiber officinale (gyombér)
Curcuma longa (kurkuma)
2.1.10. | Csecsemdk és kisgyermekek szdmdra késziilt feldolgozotr gabo- 0,10 — —
naalapu élelmiszerek és bébiételek (%), (V)
2.1.11. | Az anyatej-helyettesité és anyatej-kiegészitd tipszerek, beleértve — — 0,025
a tejalapu anyatej-helyettesité tdpszert és a tejalapi anyatej-
kiegészit§ tapszert (), (%)
2.1.12. | Specidlis gyogydszati célokra szdnt diétds élelmiszerek (°), (1%) 0,10 — 0,025
kifejezetten csecsemdk szdmadra
2.2, Ochratoxin-A
2.2.1. Feldolgozatlan gabonatélék 5,0
222, Feldolgozatlan gabonafélékbdl szarmazo valamennyi termék, 3.0
beleértve a feldolgozott gabonatermékeket és a kozvetlen
emberi fogyasztasra szant gabonaféleket, a 2.2.9. és 2.2.10.
pontban felsorolt élelmiszerek kivételével
2.2.3. Szdritott sz616 (fekete mazsola, mazsola és malagaszélé) 10,0
2.2.4. Porkolt babkavé, 6rolt porkolt kavé, az oldhaté kivé kivételével 5,0
2.2.5. Oldhaté kdvé (instant kdvé) 10,0
2.2.6. Bor (beleértve a pezsgdt, és kivéve a likérborokat és a minimum 2,01y
15  térfogatszdzalék  alkoholt  tartalmazé  borokat) és
gyiimalesbor (1)
2.2.7. [zesitett bor, izesitett boralapi italok és izesitett boralapt 20(1)
koktélok (1%)
2.2.8. Szol6lé vagy koncentrdlt szdlSlébsl készitett szoldlé, szdlg- 2,0 (1)
nektdr, must vagy mustkoncentritumbol készitett must
kozvetlen emberi fogyasztdsra ('4)
2.2.9. Csecsemék és kisgyermekek szdmdra késziilt feldolgozott gabo- 0,50
naalapt élelmiszerek és bébiételek (%), (7)
2.2.10. | Specidlis gyogydszati célokra szint diétds élelmiszerek (%), ('°) 0,50
kifejezetten csecsemdk szdmdra
2211, | Z6ld kavé, szdritott szdl6tdl eltérd szdritott gyiimoles, sor, —
kakad és kakadtermékek, likérborok, hiskészitmények, fiiszerek
és édesgyokér
2.3. Patulin
2.3.1. Gytimoleslevek,  koncentrdlt  gyiiméleslevekbsl  készitett 50

gyiimélcslevek és gyiimélesnekrdrok (14)
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Az EurGpai Uni6 Hivatalos Lapja

L 364/17

Elelmiszerek (1)

FelsG hatdrértékek (pg/kg)

2.3.2. Szeszes italok (%), almabor és almdbdl késziilt vagy almalevet 50
tartalmazo mds erjesztett italok
233 Szildrd almatermékek, beleértve a kozvetlen fogyasztdsra szdnt 25
almakompotot és almapiirét, a 2.3.4. és 2.3.5. pontban felsorolt
élelmiszerek kivételével
2.3.4, Csecsemdk és kisgyermekek szdmdra késziilt almalé és almdbdl 10,0
késziilt szilard termékek, beleértve az almakompotot és az
almapiirét ('%), igy cimkézve és eladva (¥)
2.3.5. Csecsemdk ¢s kisgvermekek szdamdra késziilt feldolgozott gabo- 10,0
naalapt élelmiszerektdl eltérd bébiételek (%), ()
2.4, Dezoxinivalenol (%)
2.4.1. Feldolgozatlan gabonafélék (%), (%) kivéve durumbiza, zab és 1250
kukorica
2.4.2. Feldolgozatlan durumbiiza és zab ('%), (%) 1750
2.4.3. Feldolgozatlan kukorica (%) 1750 (*%)
2.4.4, Kézvetlen emberi fogyasztdsra szant gabonafélék, gabonalisztek 750
(beleértve a kukoricalisztet, a kukoricakorpdt és a kukorica-
dardr (*'), korpa mint kdzvetlen emberi fogyasztsra szant
késztermék és csira, a 2.4.7. pontban felsorolt élelmiszerck
kivételével
2.4.5. Tészta (szdraz) (*?) 750
2.4.6. Kenyér (beleértve a kis pékdrukat), tésztafélék, kekszek, gabona- 500
szeletek és reggeli gabonapelyhek
247. Csecsemdk és kisgyermekek szamdra késziilt feldolgozott gabo- 200
naalapt élelmiszerek és bébiételek (%), (7)
2.5. Zearalenon (1)
2.5.1. Feldolgozatlan gabonafélék ('%) (%) a kukorica kivételével 100
2.5.2. Feldolgozatlan kukorica (%) 200 (%)
2.5.3. Kozvetlen emberi fogyasztdsra szant gabonafélék, gabonaliszt, 75
korpa mint kozvetlen emberi fogyasztdsra szant késztermék és
csira, a 2.5.4., 2.5.7. és 2.5.8. pontban felsorolt élelmiszerek
kivételével
2.5.4. Kézvetlen emberi fogyasztdsra szint kukorica, kukoricaliszt, 200 (%)
kukoricakorpa, kukoricadara kukoricacsira és finomitott kuko-
ricaolaj (%)
2.5.5. Kenyér (beleértve a kis pékdrukat), tésztatélék, kekszek, gabona- 50
szeletek és reggeli gabonapelyhek, kivéve a kukoricaszeleteket és
kukoricaalapti reggeli pelyheket
2.5.6. Kukoricaszeletek és kukoricaalapti reggeli pelyhek 50 (29
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Az Eurdpai Unié Hivatalos Lapja

2006.12.20.

Elelmiszerek (')

Felsé hatérértékek (ugfkg)

25.7. Csecsembk és kisgyermekek szdmdra késziilt feldolgozott gabo- 20
naalapi élelmiszerek és bébiételek (a feldolgozott kukoricaalapi
élelmiszerek kivételével) (%), ()
2.5.8. Csecsemdk és kisgyermekek (), () szdmdra késziilt feldolgozott 20 (29
kukoricaalapa élelmiszerek
2.6. Fumonizinek B, és B, osszege
2.6.1. Feldolgozatlan kukorica (*%) 2000 (%)
2.6.2. Kukoricaliszt, kukoricakorpa, kukoricadara, kukoricacsira és 1000 (*%)
finomitott kukoricaolaj (*!)
2.6.3. Kozvetlen emberi fogyasztdsra szant kukoricaalapt élelmiszerek, 400 (3%
a 2.6.2. és 2.6.4. pontban felsorolt élelmiszerek kivételével
2.6.4. Csecsemdk és kisgyermekek szdmara készilt feldolgozott kuko- 200 (33
ricaalapii élelmiszerek és bébiételek (%), (7)
2.7. T-2 és HT-2 toxin () A T-2 és HT-2 toxin Osszege
2.7.1 Feldolgozatlan gabonafélék (%) és gabonakészitmények
3. szakasz: Fémek
P . Felsd hatdrértékek
Elelmiszerek (') (mgfkg nedves tomeg)
3.1. Olom
3.1.1. Nyerstej (%), tejalap termékek el@dllitdisthoz haszndlt tej és 0,020
hékezelt tej
3.1.2. Anyatej-helyettesitG és anyatej-kiegészitG tapszerek (), (%) 0,020
3.1.3. Szarvasmarhafélék, juh, sertés, és baromfi hiisa (a belsGségek 0,10
kivételével) (%)
3.1.4. Szarvasmarhafélék, juh, sertés, baromfi belsGségei (°) 0,50
3.1.5. Hal szinhdsa (24), (2) 0,30
3.1.6. Rékfélék, kivéve a tarisznyardk barna hsdt, valamint a homdr 0,50
és a hasonld nagy rdkfélék (Nephropidae és Palinuridae) fejének és
fejtordnak a husat (2°)
3.1.7 Kéthéju kagylok (%) 1,5
3.1.8. Labasfejiiek (zsigerek nélkiil) (*) 1,0
3.1.9. Gabonafélék, nagymagvi hiwvelyesek és hivelyesek 0,20
3.1.10. | Zoldségfélék, a kdposztafélék, leveles zoldségek, friss fiiszerno- 0,10

vények és gombdk kivételével (7). A burgonya esetében a felsG
hatdrérték a hdmozott burgonydra alkalmazandd.
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Modszer validalasi paraméterek

Kimutatasi hatar (LOD)

A kimutatasi hatar definidlasara tébb megfogalmazas is Iétezik. Definicid szerint a kKimutatasi
hatar az a koncentracié — anyagmennyiség arany, amelyhez tartozé jel értéke megegyezik a
vak minta kozepes jelének és a vak minta jel haromszoros korrigalt tapasztalati szorasanak
Osszegével.

Egy maésik definicio szerint a kimutatasi hatar a mért alkotonak az a legkisebb koncentrécidja
vagy mennyisége, amely a vak mintatél megbizhatéan megkiilonboztethetd, vagy masik
modon megfogalmazva az alapvonalzaj haromszorosanak megfeleld magassagu jelet ado

koncentracio, illetve a standard deviacio haromszorosaként is definialjuk. Erre egy példa:

LOD=£
S

ahol az s....az alapvonal szdrasa vagy standard deviacioja
S... az analitikai érzékenyseg

Erzékenység (S):
Definialhatjuk az analitikai valaszjelnek a koncentracié szerinti derivaltjaként.

S _L2=0C
X2 = X1

Meghatarozasi hatar (LOQ)

Az a legkisebb koncentracio vagy anyagmennyiség, amely meg elfogadhaté pontossaggal és
precizitassal hatdrozhatdo meg. Az analitikai mérégorbe legalso értékelhetd pontja.

Azt a legkisebb koncentraciot is jelenti, mely még megfeleld helyességgel €s precizitassal
meghatarozhatd. Ennek értékét a vak minta valaszjele és ennek tapasztalati szorasa
segitségével lehet megadni. A meghatdrozasi hatar a modszer jellemzdin kivil attol is fligg,
hogy az adott feladat esetén mekkora hiba engedhet6 meg. A meghatarozasi hatar
kiszamitasakor a precizitas és a helyesség elfogadhaté szintjét is meg kell adni. Altalanosan a
precizitas értékének tébbnyire 10 % RSD alatt kell lennie.

A LOQ-t sok esetben a standard deviacio tizszeresének vesszik:
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10s
LOQ = —
¢ S

ahol az s....az alapvonal szdrasa vagy standard deviacioja
S... az analitikai érzékenyseg

Jelen esetben a mérések sorén a precizitas értékét az alacsony koncentracidtartomanyra vald
figyelemmel RSD=10 %-ban szabtam meg.

Precizités:
Mintaoldat tobbszori injektalaséval lehet igazolni, hogy a készulékhez kapcsolt, az analitikali

evlalasztasér felelds és azonositashoz tartozé részei megfeleléen mitkodnek. Altalanosan egy
kromatografiad rendszernél az egyik lényeges hibaforras az injektalé egység. Az injektor
megfeleld0 miikodése esetében a csucsteriiletek kozott csak kismértékii ingadozast
figyelhetlink meg. Alacsony koncentracid tartomanyban a csucsteriletek ingadozéasa altalaban
RSD= 5-20% kozott jelentkezik.

Konfidencia intervallum
Az analitikai mérés célja a minél jobb valodi érték becslése. Abban az esetben, ah nem lep fel

maodszeres hiba, akkor a mintaatlaggal becsulhetjik a valddi ertéket. Ha a mérési eredmények
normal eloszlastnak tekinthetéek, akkor meg tudunk adni egy intervallumot, amelyet
megbizhatdsagi vagy konfidencia intervallumnak neveziink, amely értéken belul az atlagérték
koriil ott adott valdszintiséggel (1-a) ott lesz a valddi érték. A konfidencia intervallum
szamitasahoz a Student-eloszlas t-értéke, a mérések szama (n-1) valamint a valosziniiségi
szint (1-a) alapjan meghatarozhatd, vagy a hozza tartozé tablazatokbol kikereshetd. Az

atlagra vonatkozo konfidencia intervallum:

Ax =St 11 oy
n

Ha a mérési eredményekrdl feltételezhetd, hogy normal eloszlasuak, valamint nem terheli
maodszeres hiba, akkor statisztikai szempontb6l a parhuzamos mérések eredményeként egy
X+ AX

intervallumot lehet megadnunk, amely intervallumon belil 1-a valészintiséggel helyezkednek

el a valodi értékek.
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14.2 11. Melléklet

MS Chromatogram
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29. abra: Aflatoxin B;, B,, G; és G, kromatogramja, valamint a jellemzé csticsok tomegsp
APCI(+) ionizacio alkalmazasa esetében
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MS Chromatogran
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37. abra: Deoxynivalenol 200 pg/L koncentracidju sztenderd oldatanak ESI (-) ionizacioval felvett
kromatogramja 0,3 mL/perc térfogatdram esetében.
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42, abra: A Nivalenol toxin HPLC-MS kromatogramja APCI (+) ionizaci6 mellett, a
kromatogrambdl kisziirve az alapmolekulira jellemz6 312 és 313 m/z tomeg/toltés aranyi ionokat.
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57. abra: Aflatoxin B; sztenderd tokmegspektruma APCI(+) ionizacié mellett
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58. abra: Aflatoxin B, sztenderd tdmegspektruma APCI(+) ionizacié mellett
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59. &bra: Aflatoxin G; sztenderd tomegspektruma APCI(+) ionizécio mellett
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60. abra: Aflatoxin G, sztenderd tomegspektruma APCI(+) ionizacié mellett
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61. abra: Aflatoxin M; sztenderd tdmegspektruma APCI(+) ionizacié mellett
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62. abra: Ochratoxin-a molekula ESI(+) modban felvett témegspektruma.
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63. abra: Deoxynivalenol sztenderd tomegspektruma ESI(-) ionizacio mellett
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64. abra: Nivalenol sztenderd tdmegspektruma APCI(+) ionizacié mellett
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65. &bra: Zearalenon sztenderd tomegspektruma APCI(+) ionizacio mellett
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