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1 A munka elozményeli, kitiizott célok

A takarmanyokban és az élelmiszerekben megjelend mikotoxinok hosszu
idok ota veszélyeztetik az emberek és a haszondllatok egészségét, felfedezésiikre
mégis csak a XX. szdzad kozepén keriilt sor. Az 1960-as években, Anglidban
ugyanis tobb ezer pulyka pusztult el akkor még ismeretlen okbol, igy a betegséget
»lurkey X disease”-nek nevezték. Ezt kdvetden jottek ra a kutatdk, hogy a hirtelen
elhaldlozast a penészes takarmanyon 1évé aflatoxin Bl mikotoxin okozta. Igy
kertiltek a figyelem kozéppontjaba a toxinogén penészgombak és az altaluk termelt
mikotoxinok, melyekb6l ma tobb mint 400 vegyliletet tartanak szdmon. A
mezOgazdasagi termel6k — bar nagy hangsulyt fektettek a gombdk elleni
védekezésre — azok sikertelensége miatt a penészgombdik megjelenése évrdl-évre
sulyos gazdasagi karokat okoz. A penészgombdk a kiszamithatatlan éghajlati
viszonyokra toxintermeléssel reagalnak, sét, a klimavéaltozasnak koszonhetéen
olyan toxintermeld fajok is megjelentek egyes helyeken, ahol azeldtt az altaluk
okozott kockéazattal nem kellett szamolnunk. A mikotoxinok nemcsak a gazdasagi
karok eldidézése miatt jelentenek problémat, hanem bioldgiai hatasaik révén gyors
lefolyasu akut megbetegedéseket, hosszu tavon sulyos egészségiigyi zavarokat,
esetleg halalt is okozhatnak. Az eldbbiek tekintetében a mikotoxinok vizsgalata és
az egészségkarosito hatdsuk megsziintetése rendkiviil fontos. Erre a célra
elterjedtek fizikai, kémiai megoldasok, am a tobbféle modszer koziil talan a
legeredményesebb lehetdség olyan egészségre nem veszélyes mikroorganizmusok
vagy azok enzimjeinek a hasznalata, melyek nagy hatékonysaggal képesek a
mikotoxinok szerkezetét megbontani. A biolodgiai Uton torténd atalakitasi
folyamatok sordan viszont nem elég a lebontas mértékét figyelembe venniink,
hanem rendkiviil fontos a keletkezd bomlastermékek vizsgalata is. A metabolitok
vizsgalatara terjedtek el a bioldgiai hataselemzésen alapuld tesztek, melyek

alkalmasak a mintdban jelenlevd anyagok Osszegzett biologiai hatdsanak



vizsgalatara. Igy a mikotoxin-eliminécios technikdk soran cél az anyavegyiilet és a

metabolitjai karos hatdsanak a megsziintetése, azaz a biodetoxifikacio elérése.

Doktori munkam soran a legveszélyesebbnek tartott — természetes rakkeltd

— aflatoxin B1 (AFB1) és a stlyos ivarrendszeri problémat okozd zearalenon

(ZEA) mikotoxinokkal foglalkoztam. Ezek a toxinok mara mar vilag- és Eurdpa-

szerte, tropusi €s mérsékelt éghajlaton is elterjedtek, igy a mikotoxin-detoxifikacio

nagy kihivast jelent.

Mindezek tekintetében doktori munkdmban célul tiiztem ki, hogy:

L

II.

I1I.

A viltozatos katabolikus tulajdonsdgokkal rendelkezd, Rhodococcus
baktérium nemzetségbe tartozd tipustorzsek aflatoxin Bl- és zearalenon-
bontd képességét vizsgaljam, ellendrizzem az atalakitasi folyamat soran
megjelend bomlastermékek karos biologiai (genotoxikus, hormonrendszert
zavard) hatdsat, és igy megismerjem a nemzetség tagjainak detoxifikacios
tulajdonsagat;
sejtmentes  kivonatait ~ biodegradaciés  kisérletbe  vonjam,  azok
biodetoxifikacids hatékonysagat vizsgaljam ¢és a folyamatban résztvevd
enzimeket megismerjem az alabbi tulajdonsagaik szerint:

A. extra- vagy intracellularisak,

B. termelddésiik folyamatos, azaz konstitutiv vagy a toxin jelenléte

indukalja az enzimtermelést kodold gének expresszidjat;

crer

Rhodococcus, egy Streptomyces, egy Gordonia és egy Pseudomonas torzs
sejtmentes  kivonatait  biodegradacidos  kisérletbe  vonjam, azok
biodetoxifikacidos hatékonysagat Osszehasonlitsam ¢és a folyamatban

résztvevo enzimek fenti (II. A-B) tulajdonsdgait megismerjem.



2 Anyag és modszer

2.1 K6 sejtekkel végzett AFB1 és ZEA biodegradaciojanak és

erer

Az AFBI1 és a ZEA ¢l6 sejtekkel torténd vizsgalatdra a Rhodococcus
nemzetség 42 tipustdrzsét valasztottam, mellyel célom volt megismerni azok
mikotoxin-biodegradaciés ¢és -biodetoxifikdcios képességét. A tipustorzseket
felszaporitasuk utan biodegradacios kisérletbe allitottam, ahol az AFB1 esetében 3
pg/mL, a ZEA esetében 1 pg/mL végkoncentraciot alkalmaztam. A harom
parhuzamosban elkészitett rendszereket az AFB1 esetében 3, mig a ZEA esetében 7
napon keresztlil razattam 28°C-on. A pellet és feliiliszo mintdkban a maradék
toxinkoncentracié6t a  fluoreszcens detektorral felszerelt magasnyomasu
folyadékkromatograffal (HPLC-FLD) hatdroztuk meg. Az AFBl1 és
bomléstermékeinek genotoxicitasat a kolorimetrikus SOS-Chromo teszttel
detektaltam. A mintdk genotoxikus hatasat indukcios faktorban fejeztem ki, mely
1,5-nél kisebb érték esetén a veszélyes hatds megsziinését jelzi. A ZEA ¢és
metabolitjainak az 0sztrogénhatasat a biolumineszcencian alapulé BLYES teszttel
mértem, mely esetében a negativ kontrollhoz viszonyitott biolumineszcencia
intenzifikaciot (B1%) hataroztam meg, mely egyenesen ardnyos az Osztrogénhatas
mértékével. A citotoxikus hatast a BLYR tesztszervezettel ellendriztem, mely

sejttoxikus hatdsra fénykibocsatas gatlassal (BG%) reagal.

2.2 Baktériumok sejtmentes kivonataival végzett AFB1 és ZEA
biodegradacio és biodetoxifikacio vizsgalata

A Szent Istvan Egyetem Kornyezetbiztonsagi és Kornyezettoxikologiai
Tanszéken végzett korabbi vizsgalatok eredményei alapjan ismert AFB1, ill. ZEA-
detoxifikacios tulajdonsaggal rendelkezd torzsek sejtmentes kivonatainak

mikotoxin-detoxifikacidés hatékonysagat vizsgaltam, hogy a lebontasért felelds

enzimek természetét megismerjem a késobbi biotechnologiai felhasznalas céljabol.
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Az AFBI1 bontasira két Rhodococcus torzs, a ZEA bontdsdra pedig nyolc
Rhodococcus, egy Gordonia, egy Pseudomonas ¢és egy Streptomyces torzs
sejtmentes kivonatait alkalmaztam. A kisérletekben két vizsgéalati irdnyt
kiilonitettem el. Eszerint vizsgaltam, hogy a toxinbontast végzd enzimeket kodold
gének a sejt szaporodasa soran éallanddan, vagyis konstitutivan irddnak at, vagy
pedig a mikotoxin indukalja a génexpressziot, melynek kovetkeztében megjelennek
a bontéenzimek. Az indukalt enzimek termeltetésére toxinnal torténd eldinkubaciot
alkalmaztam. A madasik vizsgilati irany pedig arra szolgalt, hogy
megkiilonboztessem a médiumba kivalasztott, azaz extracellularis enzimek
degradacios képességét a citoplazmédban 1év0, azaz intracelluldris enzimek
képességétdl. Az intracellularis enzimek feltardsdra pulzalé modban végzett
ultrahangos sejtroncsolast alkalmaztam. A sejtmentes bontasi kisérleteket 1,5 mL
térfogatban harom parhuzamos bedllitdsdval végeztem, melyeket 1 pg/mL
végkoncentracioban AFB1 ill. ZEA toxinnal kontaminaltam. A csdveket 37°C-on,
6 oran keresztlil inkubéltam so6tétben. A degradacid enzimatikus mivoltanak az
igazolasara a feltart enzimeket 1 mg/mL proteinaz K + 1% natrium-dodecil-szulfat
(SDS)  keverékével emésztettem. A  sejtmentes  kivonatok  relativ
bontadsi kisérletben Pierce 660 nm fehérje teszttel végeztem. A sejtmentes
kivonatokkal végzett lebontas utani maradék toxinkoncentraciét HPLC-FLD ill.
HPLC-MS/MS moddszerrel ellendriztiik, a mintdk genotoxicitasanak detektalasra az

SOS-Chromo, az 6sztrogénhatas kimutatasara a BLYES tesztet alkalmaztam.



3 Az eredmények

3.1 KI6 sejtekkel végzett AFB1 és ZEA biodegradacio és
biodetoxifikacio vizsgalati eredményei

3.1.1 Az AFBI1 biodegradacioja

A baktériumsejteken valo toxin megkotddés egyik torzs esetében sem volt
jelentds mértékl (<0,095 ug/mL), tehat a biodegradacidés hatékonysdgot nem
befolyasolta adszorpcid. A Rhodococcus tipustorzsek koziil (1. tablazat) kettd torzs
nem (<20%), nyolc torzs pedig kismértékben bontotta a toxint (20-30%). 14
tipustorzsnél kdzepesnél (50-80%) nagyobb mértékii degradaciot figyeltem meg. A
vizsgalt torzsek kozel 2/3-a jelentds, 80%-nal nagyobb, koziilik 18 torzs pedig
90%-nal nagyobb bontési képességet mutatott. Az emlitett 18 torzs koziil, a kisérlet
végére 15 sziintette meg a toxin és bomlastermékei genotoxikus hatasat (1. abra),
melyek a kovetkezd fajokhoz tartoznak: R. erythropolis, R. globerulus, R.
pyridinivorans, valamint a R. aerolatus, R. artemisiae, R. baikonurensis, R.
corynebacterioides, R. enclensis, R. imtechensis, R. kroppenstedtii, R. lactis, R.
qingshengii, R. rhodnii, R. trifolii és R. tukisamuensis, amelyek detoxifikacios
tulajdonsagat elséként bizonyitottam. Ezeknek a fajoknak az elhelyezkedése

véltozatos a 16S rRNS szekvenciajuk alapjan felrajzolt torzsfan (2. dbra).



1. tablazat: Aflatoxin Bl biodegradacios kisérletébe vont Rhodococcus tipustdrzsek bontdsi

képessége és a mintakban mért genotoxikus hatas

Genotox. AFB1 koncentracio6 Biodegra-
Faj neve Torzs jele hatas (ng/mL) dacio

(IF) Feliiliszo6 Pellet* (%)
AFB1 kontroll 443+031  2,95+0,15 - -
R. kunmingensis JCM 15626" 439+0,17  3,19+0,08 0,022 -8
R. jostii JCM 116157 401+051 244+019  <0,001 17
R. antrifimi KCTC 29469  3,67+0,18  2,05+0,18 0,064 31
R. ruber JCM 32057 3,97+031  1,93+0,36 0,095 34
R. aetherivorans JCM 143437 412+033  1,91+0,01 0,078 35
R. coprophilus JCM 32007 4,15+0,40 1,87 0,08 0,011 37
R. zopfii JCM 99197 3,88+£027  1,64+0,79 0,062 44
R. triatomae JCM 13396" 4244052  1,63+0,69 0,007 45
R. sovatensis H004" 455+0,57 1,60 =0,09 0,003 46
R. opacus JCM 97037 335+£026  1,55+0,11 0,024 48
R. soli JCM 196277 3,19+£0,18 1,48 +0,04 0,048 50
R. nanhaiensis DSM 45608"  332+0,13  1,37+0,09 0,053 53
R. defluvii DSM 45893 330+£0,06 1,36+0,03 0,046 54
R. maanshanensis JCM 113747 3,25+0,36 1,30+ 0,14 0,026 56
R. koreensis JCM 107437 294+0,62 1,01+0,61 0,024 66
R. rhodochrous JCM 32027 345+£0,17  1,01+0,05 0,020 66
R. fascians JCM 100027 2,80+022 0,63 +0,01 <0,001 79
R. phenolicus JCM 14914" 2,86+ 0,53 0,59 0,60 0,004 80
R. canchipurensis JCM 175787 2,68 +£0,29 0,55+ 0,07 0,009 81
R. cercidiphylli DSM 451417 2,68+022  0,57+0,17 0,012 81
R. wratislaviensis JCM 9689" 2,30+£0,12 0,52 +0,08 <0,001 82
R. cerastii DSM 455797 2,18+0,15  034+0,10 0,011 88
R. agglutinans KCTC391187 1,84+£034  0,32+0,03 0,009 89
R. biphenylivorans KCTC 296737  2,00+£020 031+ 0,00 0,008 89
R. kyotonensis JcM 232117 1,70+ 0,14 0,23 +0,01 0,004 92
R. percolatus JCM 10087" 1,57+0,11 021 +0,03 <0,001 93
R. yunnanensis JCM 13366" 2,03+025 0,15£007  <0,001 95
R. imtechensis' JCM 13270" 1,36 +0,08 0,18 + 0,04 <0,001 94
R. erythropolis JCcM 32017 1,26 + 0,13 0,15+ 0,01 <0,001 95
R. tukisamuensis' JCM 113087 1,29+0,14 0,13 +0,08 0,001 95
R. rhodnii' JCM 32037 1,26 +0,14 0,10 + 0,07 0,030 97
R. aerolatus’ JCM 194857 1,170,005 0,04 0,00 0,001 98
R. enclensis' DSM 456887  1,10+0,09 0,05+ 0,00 0,001 98
R. lactis’ DSM 456257  1,16+0,11 0,07+ 0,01 0,003 98
R. trifolii’ DSM 45580°  1,13+0,12 0,06+ 0,01 0,003 98
R. gingshengii' DSM 452227  1,11+£0,04 0,06+ 0,01 <0,001 98
R. artemisiae DSM 45380" 1,09 + 0,09 0,03 £ 0,00 0,001 99
R. baikonurensis' DSM 44587  1,01+0,06 0,03 + 0,00 <0,001 99
R. globerulus JCM 74727 0,96+0,04 0,02+000  <0,001 99
R. kroppenstedtii1 JCcM 130117 1,06 + 0,02 0,02 + 0,00 < 0,001 99
R. pyridinivorans JCM 10940" 0,99 + 0,07 0,02 + 0,00 < 0,001 99
R. corynebacterioidesl JCM 33767 1,00 = 0,03 0,01 + 0,00 <0,001 100

Félkovér AFBI1 biodetoxifikaciojara képes torzsek (IF <1,5; p <0,05)
T Tipustorzs
Korabban nem bizonyitott AFB1 biodetoxifikacios képességgel rendelkez6 torzsek

1 mL metanollal extrahalva

1
*
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1. abra: Aflatoxin B1 biodegradaciods kisérletbe vont Rhodococcus tipustorzsek feliiliszé mintainak genotoxikus hatasa SOS-Chromo teszttel
meghatarozva. Az értékeket indukcids faktorban fejeztem ki. A genotoxicitas megsziinését * jelzi (IF<1,5 [p<0,05])



60 | Rhodococcus cercidiphylliDSM 451417 (EU325542)
Rhodococcusfascians JCM 100027 (X79186)
Rhodococcus cerastiiDSM 455797 (FR714842)
Rhodococcus yunnanensis JCM 133667 (AY602219)
Rhodococcus kyotonensis JCM 232117 (AB269261)
Rhodococcus sovatensis HO04" (KU189221)
Rhodococcus globerulus JCM 74727 (X80619)
Rhod. gingshengii DSM 452227 (DQ090961)
Rhodococcus degradans CCM 44467 (JQ776649)
Rhod baik ensis DSM 445877 (AB071951)
Rhodococcus erythropolis JCM 32017 (NR037024)
Rhodococcus nanhaiensis DSM 456087 (JN582175)
Rhodococcus maanshanensis JCM 113747 (AF416566)
Rhod. ki: is JCM 113087 (AB067734)
Rhodococcus marinonascens JCM 62417 (X80617)
Rhodococcus jostii JCM 116157 (AB046357)
Rhodococcus percolatus JCM 100877 (X92114)
Rhodococcus opacus JCM 97037 (X80630)
Rhodococcus wratislaviensis JCM 96897 (Z37138)
Rhod imtechensis JCM 132707 (AY525785)
Rhodococcus koreensis JCM 107437 (AF124342)
99 Rhod. kroppenstedtii JCM 130117 (AY726605)
,irgvodococcus enclensis DSM 45688 (HQ858009)
1 | Rhod corynebacterioides JCM 33767 (X80615)
Rhodococcus trifolii DSM 455807 (FR714843)
Rhodococcustriatomae JCM 133967 (AJ854055)
Rhodococcus canchipurensis JCM 175787 (JN164649)
99 ,— Rhodococcus aetherivorans JCM 14343" (AF447391)
54 Rhodococcus ruber JCM 32057 (X80625)
_{— Rhodococcus rhodnii JCM 32037 (X80621)
] Rhod. aerolatus JCM 19485T (KM044053)
54 — Rhodococcus phenolicus JCM 149147 (AY533293)
Rhodococcus zopfii JCM 99197 (X81934)
Rhodococcus coprophilus JCM 32007 (X80626)
Rhodococcus rhodochrous JCM 32027 (X79288)
Rhodococcus pyridinivorans JCM 109407 (AF173005)
Rhodococcus artemisiae DSM 453807 (GU367155)
Rhodococcus gordoniae W49377(AY233201)
Rhodococcus biphenylivoransKCTC 29673" (KJ546454)
Rhodococcus lactis DSM 456257 (KP342300)
7 “— Rhodococcus antrifimi KCTC 294697 (LN367321)
Rhodococcus kunmingensis JCM 156267 (DQ997045)
Rhodococcus agglutinans KCTC 391187 (KP232908)
Rhodococcus soli JCM 196277 (KJ939314)
- Rhodococcus hoagii DSM 20295™ (X82052)
'— Rhodococcus defluvii DSM 45893 (KC788572)

Nocardia farcinica ATCC 33187 (Z36936)
493[—‘? Nocardia asteroides DSM 43757" (AF430019)
9 Nocardia cyriacigeorgica DSM 444847 (AF430027)

r Micromonospora halophytica DSM 431717 (X92601)

100 |_L— Micromonospora chalcea DSM 430267 (X92594)
88 L~ Micromonospora humiP0402T (GU459068)

55

56

0,01
2. abra: A Rhodococcus torzsek filogenetikai kapcsolatat mutatd, 16S rRNS génszekvencian
alapuld maximum-likelihood fa. Az AFBI1-biodetoxifikacios tulajdonsaggal rendelkezd torzseket
félkovér betiitipus kiillonbozteti meg. A topoldgia pontossaga 1000 ismétlésen alapuld bootstrap
analizisen alapult, és az 50% feletti értékek vannak jeldlve (Mega 6).
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3.1.2 Uj tudomanyos eredmények

I. tézis (Az S5.1.1 alfejezetben ismertetett eredmények alapjan): A 42
Rhodococcus nemzetséghez tartozo tipustorzs vizsgalata soran eldszor irtam le
a nemzetségen beliil valtozatos filogenetikai elhelyezkedéstu R. imtechensis, R.
tukisamuensis, R. rhodnii, R. aerolatus, R. enclensis, R. lactis, R. trifolii, R.
qingshengii, R. artemisiae, R. baikonurensis, R. kroppenstedtii és R.
corynebacterioides fajok aflatoxin B1 mikotoxint bonté és detoxifikalo

képességet.

3.1.3 A ZEA biodegradacidja

Néhany tipustdrzs (R. fascians, R. aetherivorans, R. cerastii, R.
kroppenstedtii, R. phenolicus, R. erythropolis, R. canchipurensis, R. triatomae, R.
corynebacterioides, R. coprophilus, R. cercidiphylli, R. sovatensis, R. aerolatus, R.
artemisiae) esetében a toxin bontdsat kovetden szignifikans (p<0,05) BI%
ndvekedés volt tapasztalhatd a kiindulasi értékhez képest, melynek oka vélhetden a
ZEA erb6sebb 0sztrogénhatassal rendelkezd metabolitjainak (a-ZOL ¢és a-ZAL)
megjelenése lehet. A 42 tipustdrzsbdl 41 torzs nem, csak a R. percolatus JCM
10087" torzs volt képes a biolumineszcenciat, igy az Osztrogénhatist nagyobb
mértékben, azaz 70%-kal csokkenteni (2. abra). A fenti torzsek detoxifikacios
hatékonysaganak hidnya miatt analitikai toxin meghatarozast csak a JCM 10087"
torzs mintai esetében végeztink. A HPLC-FLD mérés soran a mintabol 0,053
ug/mL ZEA-t mutattunk ki, ami az 1,171 pug/mL kontrollhoz képest 95%-o0s
degradaciot jelent. A tdrzs esetében a lebontast igazolja, hogy a pelleten kotott
ZEA koncentracioja 0,014 ug/mL volt, igy az ténylegesen a sejt metabolikus
aktivitasanak koOszonhetd, nem pedig a sejtfalon torténd adszorpcionak. A R.
percolatus faj ZEA-bontd és Osztrogénhatast csokkentd tulajdonsagardl elsdként

szamoltam be.

10



2. tablazat: Zearalenon biodegradacios kisérletbe vont Rhodococcus tipustorzsek feliiliiszo
mintaiban mért biolumineszcencia intenzifikacio, mely az 6sztrogénhatassal egyenesen aranyos

Biolumineszcencia intenzifikacio (%)

Faj Torzs
0. nap 7. nap

ZEA kontroll 880 = 4.60 784 +4.72

R. fascians JCM 10002" 928 +£2.63 1100* £0.76
R. aetherivorans JCM 143437 988 +2.13 1090* + 1.63
R. kunmingensis JCM 15626" 949 +4.00 1083 +12.69
R. gingshengii DSM 452227 949 +4.27 1048 +5.67
R. cerastii DSM 45579" 840 +£2.74 1039* £+ 2.00
R. kroppenstedtii JcM 130117 969 +1.72 1035* +2.96
R. globerulus JCM 7472° 948 £ 1.62 1030 +5.96
R. phenolicus JCM 149147 922 +2.24 1029* +5.17
R. maanshanensis JCM 113747 948 +£3.81 1026 +£3.12
R. erythropolis JCM 32017 943 +£2.45 1020* £2.91
R. canchipurensis JCM 17578" 816 +0.84 1009* £ 6.93
R. triatomae JCM 13396" 946 £ 0.67 1004* + 1.45
R. tukisamuensis JCM 11308" 967 +4.56 1000 £ 1.49
R. wratislaviensis JCM 9689" 949 +£0.71 993 £3.55

R. corynebacterioides JCM 3376" 942 +£2.46 993* £ 1.30
R. ruber JCM 3205° 957 +£3.49 991 +3.86

R. biphenylivorans KCTC 29673 954 £ 0.66 976 £1.20

R. baikonurensis DSM 44587" 903 +1.37 969 + 3.69

R. coprophilus JCM 3200" 897 +£3.33 968"+ 0.71

R. cercidiphylli DSM 451417 825+3.21 965* +£0.37
R. zopfii JCM 9919" 914 +3.49 942 +£4.78

R. imtechensis JCM 132707 967 £3.84 941 £0.90

R. sovatensis H004" 871 +£2.37 935* +0.79
R. rhodochrous JCM 32027 878 £2.76 931 +3.59

R. aerolatus JCM 19485" 900 + 0.85 921%* £ 0.50
R. pyridinivorans JCM 10940" 948 £ 2.85 915+ 8.44

R. artemisiae DSM 45380" 819+1.28 869* +2.71
R. enclensis DSM 45688" 827 +£2.49 859 +£1.48

R. kyotonensis JcMm 232117 924 +£2.35 853* +£1.53
R. soli JCM 19627" 899 +0.11 822% +£0.89
R. agglutinans KCTC 39118" 913 +£0.61 806* +0.93
R. antrifimi KCTC 29469" 866 +2.04 783*% £ 1.11
R. rhodnii JCM 3203 891 +4.15 771% +1.87
R. koreensis JCM 107437 948 +3.28 766* £9.46
R. jostii JCM 11615" 896 +£3.07 759* +2.07
R. yunnanensis JCM 13366" 914 +4.07 740* + 5.54
R. opacus JCM 9703 917+ 1.19 722% £2.58
R. nanhaiensis DSM 45608" 828 +4.37 716* +1.99
R. defluvii DSM 45893" 802 +3.32 704% £2.14
R. trifolii DSM 45580" 803 +3.03 623* £ 1.80
R. lactis DSM 45625" 835 +2.63 611*%+6.10
R. percolatus' JCM 10087" 902 + 4.41 256* + 4.02

Félkovér >70% Osztrogénhatas csokkenés

* A nulladik naprél szarmazé mintaban mért biolumineszcencia intenzifikaciohoz
viszonyitott szignifikans (p<0,05) csokkenés
Korabban nem bizonyitott ZON biodetoxifikacios képességgel rendelkezd térzsek
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3.1.4 Uj tudomanyos eredmény

I1. tézis (Az 5.1.2 alfejezetben ismertetett eredmények alapjan): A 42
Rhodococcus nemzetséghez tartozo tipustorzs vizsgalata soran elészor
bizonyitottam a R. percolatus faj zearalenon mikotoxint bonto képességét: a R.
percolatus JCM 10087" torzs a toxin 95%-nak eliminalasa mellett az

osztrogénhatas 70%-os csokkentésére is képes volt.

3.2 Baktériumok sejtmentes kivonataival végzett AFB1 és ZEA
biodegradacio és biodetoxifikacio vizsgalata

3.2.1 AFBI detoxifikacioja Rhodococcus torzsek sejtmentes kivonataival

A R. pyridinivorans NI1 és R. rhodochrous NI2 extracellularis kivonataiban
a fehérjekoncentracd <0,025 mg/mL volt, az intracellularis kivonatokban pedig 6
mg/mL koriili értéket mértem. Az NI1 és NI2 torzsek extracelluldris kivonatainak
esetétben sem a Kkonstitutiv, sem az indukalt extraktumok nem tudtak a
genotoxicitast csokkenteni a mintdkban, viszont a torzsek indukalt és konstitutiv
intracellularis kivonataiban megsziint a genotoxikus hatés, vagyis képesek voltak
tolerancidjanak felderitéséhez a semleges kémhatds mellett pH=7,5 ¢és 8
kémhatason is vizsgaltam a detoxifikacids hatékonysagot. A genotoxikus hatas
megsziinése eltéré id6 alatt ment végbe (3. tdblazat), am az intracellularis
vizsgalt kémhatdsokon. A semleges kémhatdson végzett kisérletben résztvevod
intracellularis kivonatokban 80%-ndl magasabb biodegradacios hatékonysagot
mértiink az AFB1 kontrollhoz viszonyitva. A proteindz K és 1% SDS keverékével
végzett kezelés utan elhanyagolhatd mértékli toxincsokkenés tortént az
extraktumokban. A kezelés tehat inaktivalta a bontasért felelés enzimeket, mellyel
sikerlilt bizonyitanom, hogy a kezeletlen kivonatokban enzimatikus degradacio

kovetkezett be (4. tablazat).
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3. tablazat: Rhodococcus erythropolis N11 és R. rhodochrous NI2 sejtmentes kivonatainak aflatoxin B1-bontasbol szarmazé mintaiban detektalt
genotoxikus hatds SOS-Chromo teszttel mérve.

Extracellularis kivonat

Intracellularis kivonat

pH7 pH7 pH 7.5 pHS

Konstitutiv Indukalt Konstitutiv Indukalt Konstitutiv Indukalt Konstitutiv Indukalt
IF

Oh 6h Oh 6h Oh 6h Oh 6h Oh 6h Oh 6h Oh 6h Oh 6h
AFBl kontroll  261F  2,39%  2,50%  2,73x | 2,61x 2,38+ 261+ 255 229+ 222% 229% 222 215% 2,12+ 215 2,12«

0,09 0,25 0,10 0,08 0,14 0,07 0,14 0,07 0,24 0,34 0,24 0,34 0,08 0,08 0,08 0,08
R. erythropolis | 249+ 250+ 291+ 282+ | 1,49+ 0,95+ 1,19+ 1,12+ 1,83+ 124+ 139+ 1,14+ 1,87+ 126+ 1,40+ 121+
NI1 0,02 0,03 0,07 0,03 0,32 0,15 0,14 0,09 0,09 0,06 0,08 0,11 0,06 0,15 0,06 0,08
R. rhodochrous = 245+ 251+ 2,76+ 2,95+ | 1,35+ 1,00= 1,33+ 095+ 1,54+ 1,22+ 139+ 131+ 1,63+ 1,14+ 1,52+ 1,28+
NI2 0,12 0,02 0,02 0,04 0,26 0,26 0,29 0,03 0,10 0,19 0,06 0,12 0,06 0,07 0,03 0,10

Erds genotoxicitas (IF > 2,0)
Csokkent genotoxicitas (1,5 <IF < 2,0 vagy IF szignifikansan nem kiilonbozik 1,5-t61)
Nincs genotoxicitas (IF szignifikdnsan kisebb 1,5 [p<0,05])
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4. tablazat: Rhodococcus erythropolis NI1 és R. rhodochrous NI2 aflatoxin B1 bontasi kisérletbe
vont kezeletlen és proteinaz K + SDS kezelésen atesett intracellularis kivonataiban mért AFBI1
koncentracioja HPLC-FLD modszerrel meghatarozva.

AFB1 koncentraciéja  Degradacios potencial

[ng/mL] [%]
AFBI kontroll 1,043 +£ 0,04 -
R: erythropolis NI1 konstitutiv intracellularis 0,096 + 0,01 91 %
kivonata
R: erythropolis NI1 indukalt intracellularis 0.169 + 0,01 84 %
kivonata
R. rhodocffrfms.NIZ konstitutiv 0.171 £ 0,01 84 9%
intracellularis kivonata
R. erythropolis N12 indukalt intracellularis 0.167 + 0,00 84 9%
kivonata
AFBI kontroll + proteinaz K + SDS 0,986 + 0,11 -
R. erythropolis NI1 konstitutiv intracellularis o
kivonata + proteinaz K + SDS 0,887+ 0,06 10%
R. rhodochrous NI2 konstitutiv 1,002 + 0,15 0%

intracellularis kivonata + proteinaz K + SDS

3.2.2 Uj tudomanyos eredmény

II. tézis (Az 5.2.1 alfejezetben ismertetett eredmények alapjan): A
Rhodococcus erythropolis N11 és a R. rhodochrous NI2 torzsek az aflatoxin Bl
lebontasat konstitutivan termelddo intracellularis enzimekkel végzik, melyek a
toxin tobb mint 80%-anak lebontasat, és a genotoxikus hatas megsziintetését 6
oran beliil elvégzik. Vizsgalataim igazoltak, hogy az enzimek aktivak pH=7-8

kozott.

3.2.3 ZEA detoxifikacidja sejtmentes kivonatokkal

A ZEA bontésara hasznalt extracellularis kivonatok >0,025 mg/mL fehérjét
tartalmaztak, az intracelluldris extraktumok fehérjekoncentracidja az Gordonia
paraffinivorans NZS6 ¢és a Streptomyces cavourensis K14 torzseknél ~0,2 mg/mL,
a Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH28 és az 0sszes Rhodococcus torzs

kivonatiban pedig 2 mg/mL-hez kozeli vagy azt meghalado6 volt. Az extracellularis



kivonatokban az Osztrogénhatast egyik torzs sem tudta csokkenteni, tehdt nem
extracellularis enzimek felelések a toxin bontasaért. Citotoxikus hatast (>70%)
csak egy torzs, az NZS6 indukalt és konstitutiv extracellularis kivonatdban mértem.
Ennek oka lehet a torzs anyagcsereterméke, melyet kivalasztott az extracellularis
térbe (5. tablazat).

Az intracellularis kivonatok esetében hiarom toérzs (K14, AK44, FEH28)
esetében mértem 20-70% citotoxikus hatast, igy ezeknél a torzseknél az
Osztrogénhatast nem értékeltem. A tobbi torzs (a Rhodococcus nemzetségbe tartozo
NI1, N58, K408, K402, AK37, N361 ¢és a Gordonia nemzetségbe tartozé NZS6)
intracellularis kivonatai nem tudtdk csokkenteni a ZEA Osztrogénhatasat (3. abra).
A R. pyridinivorans K404 konstitutiv kivonata sem bizonyult hatékonynak, viszont
az indukalt sejtmentes kivonat >60%-o0s hatascsokkenést eredményezett. A K404
kivonatainak analitikai elemzése alapjan a konstitutiv kivonatban nem mértiink
koncentraciocsokkenést a kontrollhoz viszonyitva. Az indukalt kivonatban viszont
a degradacio mértéke 98% volt, vagyis az indukalt intracelluldris enzimek szinte
teljes mértékben lebontottdk a ZEA-t. Az indukalt kivonatban az enzimatikus
bontas megerdsitésére végzett proteinaz K + 1% SDS kezelés analitikai mérése
sordn nem tapasztaltunk koncentracidcsokkenést a kontrollhoz képest, a bontast
végzé enzimek inaktivalodtak, melynek kovetkezménye a degradéaciod hianya (6.

tablazat).
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5. tablazat: Zearalenon bontasi kisérletbe vont baktérium-torzsek extracellularis kivonataiban mért
Osztrogénhatds és citotoxikus hatds mértéke. Az  Osztrogénhatdst biolumineszcencia
intenzifikacidoban (%), a citotoxikus hatast pedig biolumineszcencia gatlasban (%) fejeztem ki.

Biolumineszcencia intenzifikacié (%) Biolumineszcencia gatlas (%)
Torzs TP :
Konstitutiv kivonat Indukalt kivonat K;):.lsmutlv In.dukalt
ivonat kivonat

K Oh 6h K Oh 6h K Oh 6h| K Oh ©6h
G. paraffinivorans 1220 1369 1216 | 1411 1410 1463 |75 74 176 | 76 64 77
NZS6 + 65 +154 + 66 +120  +£132  +£126 | £6 £15 +3 [£10 +12 <2
P. pseudoalcaligenes | 975 972 978 | 1038 1044 1055
FEH28 + 153 + 163 + 168 + 133 + 166 + 180 ng  ng ng ng ng ne
R. aetherivorans 771 733 764 908 883 894
AK44 + 64 +53 +56 +83 +94 +99 ng ng ng | ng ng ng
R. erythropolis 846 833 855 929 915 910
NI1 + 66 + 60 +50 +76 +63 +72 ng ng ng|ng ng ng
R. globerulus 900 863 888 971 954 951
N58 +44 + 48 +34 +59 + 68 +70 ng ng ng | ng ng ng
R. pyridinivorans 783 722 727 | 867 809 806
K404 +97 +78 + 68 +48 +40 +75 ng ng ng|ng ng ng
R. pyridinivorans 777 763 743 858 814 788
K402 + 74 + 69 + 66 + 51 + 67 +48 ng ng ne ng  ng ne
R. pyridinivorans 799 806 765 887 869 860
K408 + 46 + 86 + 58 + 84 + 37 +51 ng  ng ng ng ng ne
R. pyridinivorans 782 791 782 854 832 820
AK37 +37 + 60 + 66 +56 +63 +75 ng ng ng|ng ng ng
R. ruber 828 810 846 995 983 975
N361 + 65 + 60 + 65 + 80 + 57 + 90 ng ng ng ng  ng ng
S. cavourensis 918 848 885 909 858 857
K14 + 105 + 111 + 107 + 87 +93 + 102 ng  ng ng ng ng ne

K Kontroll: A torzs extracelluléris kivonata 1 pg/mL ZEA-val kontaminalva
n.g. nincs gatlas
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6. tablazat: Rhodococcus pyridinivorans K404 zearalenon bontasi kisérletbe vont kezeletlen és
proteinaz K + SDS kezelésen atesett intracellularis kivonataiban mért zearalenon-koncentracio

ZEA koncentracidja Degradacios potencial
[pg/mL] [%]

ZEA kontroll 2,071+ 0,786 -

R: pyridinivorans K404 konstitutiv intracellularis 2,759 + 2,148 0%

kivonata

R: pyridinivorans K404 indukalt intracellularis 0,025+ 0,011 98 %
kivonata

ZEA kontroll + proteinaz K + SDS 1,677 + 0,088 -

R. pyridinivorans K404 indukalt intracellularis 2,079 + 0,381 0%

kivonata + proteinaz K + SDS

3.2.4 Uj tudomanyos eredmény

IV. tézis (Az 5.2.3 alfejezetben ismertetett eredmények alapjan):
Sejtmentes kivonatokkal végzett zearalenon bontas soran bizonyitottam, hogy
a Rhodococcus pyridinivorans K404 torzs esetében a biodetoxifikacioért
indukalt intracellularis enzimek felelések, melyek képesek hat ora alatt a toxin
tobb mint 90%-os bontasra, valamint a toxin ¢és metabolitjai

osztrogénhatasanak 60% feletti csokkentésére.



4 Kovetkeztetések és javaslatok

A Rhodococcus tipustorzsekbél allo gylijtemény 42 tagjanak vizsgalata
sordn a torzsek degradacios hatékonysaga rendkiviil valtozatosnak bizonyult.
Analitikai méréssel igazoltan néhany torzs nem, vagy csak kozepes mértékben
tudta szerkezetileg megbontani az AFBl-et, viszont 18 torzs esetében a
degradacios hatékonysag meghaladta a 90%-ot. Vizsgalataim megerdsitették, hogy
a lebomlas mértékének megallapitdsa Onmagaban nem elegendd, hiszen az
atalakitasi folyamat végén SOS-Chromo teszttel ellendrzott genotoxicitds nem
minden esetben igazolta a biodetoxifikacid bekovetkeztét. Ugyanakkor a 16S rRNS
szekvencidk alapjan elkészitett filogenetikai torzsfan lathatd, hogy az AFBI1
biodetoxifikacioban hatékony torzsek taxonOmiailag egészen tavol is
elhelyezkedhetnek egymastol, azaz bontasi képességiik fliggetlen a rokonsagi
kapcsolatoktol.

A Rhodococcus tipustorzsek AFB1 degradaciés ¢és detoxifikacios
képességét egyéb szakirodalomban leirt torzsekkel dsszehasonlitva egyezések és
kiilonbségek is  megfigyelhetéek. A  SZIE  Kornyezetbiztonsagi  ¢és
Kornyezettoxikologiai Tanszéken taldlhatd Rhodococcus torzsek egy részének
AFB1-bont6 képességérdl kordbban mar KRIFATON és mtsai (2011), valamint
CSERHATI és mtsai (2013) beszamoltak. A publikdciokban emlitett kornyezeti
torzsek ¢és a tipustorzsek detoxifikacids képessége igazolja, hogy a R. erythropolis
R. erythropolis fajhoz tartozé poliaromas szénhidrogénekkel szennyezett talajbol
izolalt DSM 14303 AFB1 biodegradacios hatékonysaga is kiemelkedd (90%) volt
(TENIOLA ET AL., 2005). Az emlitett fajokkal szemben, a R. ruber, R. coprophilus és
R. aetherivorans fajok vizsgalt torzsei nem sziintetik meg a toxin genotoxicitasat,
sOt hianyzik beldliik a degradacids képesség is. A R. rhodochrous és R. globerulus
fajokhoz tartoz6 torzsek kozott hasonldosdgot nem talaltam, hiszen degradécios és

detoxifikéacios hatékonysaguk is nagymértékben kiilonbozik egymastol (KRIFATON
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ET AL., 2011; CSERHATI ET AL., 2013). Osszességében elmondhats, hogy a
mikotoxin detoxifikaciés képesség fajon belill és fajok kozott is nagy
valtozatossagot mutat. Ennek okai lehetnek az eltéré kornyezeti koriilmények és
mobilis genetikai elemek, melyek fliggvényében a mikrobdk mas és mas
katabolikus képességre tesznek szert.

A Rhodococcus tipustorzsek ZEA degradacios ¢és detoxifikacios
tulajdonsaganak vizsgalata sordn csak a triklorofenol tartalma iszapbol izolalt
(BRIGLIA ET AL., 1996) R. percolatus JCM 10087" torzs bizonyult hatékonynak.
Errdl a torzsrol els6ként mutattam ki, hogy a ZEA-t bontani és a toxin, valamint a
bomlastermékeinek az 9sztrogénhatasat 70%-kal csokkenteni képes. Szakirodalmi
adatok szerint a vizsgalt Rhodococcus torzsek kozil eddig a R. pyridinivorans
fajhoz tartozd K402, K404 ¢és K408 torzsek ZEA degradacios és detoxifikacios
képessége keriilt bizonyitasra (CSERHATI ET AL., 2013; KRIFATON ET AL., 2013).
Ezzel szemben a R. pyridinivornas tipustorzs (JCM 10940") nem képes a ZEA
Osztrogénhatasanak csokkentésére. Annak ellenére, hogy a K402, K404 és K408
torzsek szénhidrogénekkel szennyezett karhelyekrdl, a tipustdrzs pedig
szennyvizbdl lett izolalva, és feltételezhetéen mind kapcsolatba keriilt aromas
vegyiiletekkel, a ZEA-bont6 tulajdonsdg — a toxin aromds gylirlis szerkezete

ellenére — nem fiigg a kdrnyezetben jelenlévd anyagokhoz val6 adaptaciotol.

Az AFBI sejtmentes kivonatokkal végzett lebontasa sordan az enzimeket
nem azonositottam, viszont a Rhodococcus erythropolis NI1 és R. rhodochrous
NI2 torzsek intracellularis kivonataival teljes biodetoxifikaciot értem el rendkiviil
gyorsan; egyes kivonatokban azonnal, &m minden esetben 6 dran beliill. Mas
szerzOk altal publikalt adatokhoz viszonyitva eredményeimnek gyakorlati
jelentdsége nagy, hiszen kozel azonos mennyiségli toxin degradacidja mas
sejtmentes kivonatok esetében jelentOsen lassabban kovetkezett be. Emellett a
szakirodalomban nem minden esetben vizsgaltdk a keletkez6 metabolitok biologiai
hatasat, azaz a detoxifikaci6 bekovetkeztét sem. A kivonatokkal végzett

detoxifikécio és annak gyorsasdga rendkiviil fontos, azok gyakorlati felhasznalasa
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soran. Egy esetleges enzimalapi takarmdny-adalékanyag lehetévé teszi az allat
bélrendszerében torténd toxin detoxifikaciot, melynek sordn rovid id6 alatt
bekovetkezd transzformacid megakadalyozza a toxin és metabolitjainak a
felszivodasat az allat szervezetében. A szakirodalmi adatok szerint ezidaig csak
gombakbol (Armillariella tabescens, Trametes versicolor, Pheniophora sp.,
Pleurotus  ostreatus, P. pulmonarius, Phanerochaete sordida) és egy
baktériumfajbol (Myxococcus fulvus) sikeriilt AFB1 bontasra képes enzimet
izolalni (LU ET AL., 2001; ZHAO ET AL., 2010). A Rhodococcus nemzetségbol
AFB1-bontasra képes enzimet még nem azonositottak, &m az aktinomicétaknal
feltételezhetoen az FDR-A, FDR-B reduktazok lehetnek felelosek az AFBI1

bontasaért (TAYLOR ET AL., 2010; LAPALIKAR ET AL., 2012).

A ZEA sejtmentes kivonatokkal végzett lebontasa soran az 6sztrogénhatas
valtozasanak tekintetében szignifikdns csokkenést csak a R. pyridinivorans K404
torzs indukalt kivonataban mértem. Mivel a konstitutiv kivonat nem eredményezett
csokkenést, igy valdszintileg a toxin altal indukalt gének atirodasa kovetkeztében
keletkezett enzimek voltak képesek a biologiai hatds csokkentésére, mely a kozel
azonos fehérjekoncentracid értékek alapjdn nem mennyiségi, hanem mindségi
kiilonbséget jelez. A HPLC mérés a ZEA koncentracidjanak 95%-os csokkenését, a
BLYES teszt pedig az 0Osztrogénhatds >60%-os mérséklédését mutatta. Ez a
latszolagos  ellentmondds megint kiemeli a biotesztek alkalmazédsanak
folyamat eredményeként olyan bomléstermékek képzddhetnek, melyek
Osztrogénhatassal rendelkeznek. A ZEA enzimatikus lebontasar6l mas kutatok is
beszamoltak, ugyanakkor Rhodococcus torzsekbdl készitett sejtmentes kivonatokat
korabban nem vizsgaltak, viszont az altaluk megfigyelt nemzetségek sejtmentes
kivonataival végzett toxinbontas ¢s detoxifikdcio az eredményeimhez képest sokkal

lassabban kovetkezett be.
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A biodegradacio enzimatikus hatterének megismerése lehetévé teszi a
hatékony és biztonsagos torzsek gyakorlati felhasznalasat a jovoben. A takarmany-
¢s  ¢lelmiszeriparban  adalékanyagként, ill.  enzimként  alkalmazhato
mikroorganizmusokat az EFSA egy mindsitési rendszerben értékeli, mely szerint a
biztonsagosnak itélt szervezetek un. QPS-statuszt (Qualified Presumption of
Safety) kapnak és rékeriilnek az EFSA 4ltal kozzétett QPS-listara. A legfrissebb
QPS-listan (EFSA, 2017) az éltalam vizsgalt nemzetségek koziil a Rhodococcus, és
a Gordonia nem, csak a Pseudomonas és Streptomyces néhany faja szerepel.
Eszerint a listan nem szereplé nemzetségekhez tartozo térzsek az élelmiszeriparban
nem, csak a takarmanyiparban, enzimjeik formajaban alkalmazhatoak.

Ma kereskedelmi forgalomban néhany biologiai takarméany-adalékanyag van
jelen, a&m ezek koziil csak egy, a Biomin Holding GmBH (Ausztria) altal
forgalomba hozott FUMzyme® tartalmaz tisztitott enzimet, mely a fumonizinek
lebontasara alkalmas. Ezen kiviil tisztitott formaban a Trametes versicolor egy
torzsébol izolalt AFB1 bontasara képes lakkaz enzimet a Merck (Németorszag)

forgalmazza.

Egy enzimalapti takarmanyadalék Iétrehozasdhoz nélkiilozhetetlen a
felhasznalni kivant enzim azonositasa, valamint a termelést szabalyzo
gének/génszakaszok felderitése. A fehérjék identifikalasa, és szerkezeti azonositasa
nagy kihivast jelent. Szamos limitalo tényez0 koziil hatranyt jelent a mintaban 1évé
alacsony fehérjekoncentracid, a fehérjék érzékenysége, valamint a drdga, nagy
szaktuddst és 1d6t igényld analitikai modszerek. Fehérjék azonositdsara kinal
megoldast két ujkeletli analitikai modszer, melyek fehérjekeverékek
identifikalasara is képesek, ezek a MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption
Ionization — Time Of Flight) és az ESI-TOF (Electrospray lonization — Time Of
Flight). A MALDI egy fotoionizacios ionforrassal rendelkezd tomegspektrométer,
¢és a fehérjéket a ,,peptid-tdomeg ujjlenyomat” alapjan képes azonositani. Ez a
modszer rendkiviil hatékony és eléremutatd, 4m a hatranya, hogy a keresett fehérje

tomege adatbazisban megtalalhato kell legyen (DEUTZMANN, 2004). YU és mtsai
22



ezt a modszert haszndltdk arra, hogy az Acinetobacter sp. SMO04 jeli torzs
extracellularis kivonatdban megtalalhato ZEA-bontasért felelds enzimeket
azonositsak (YU ET AL., 2011a). Az ESI modszerrel az Armillariella tabescens
gomba AFBI lebontasat végzd ADTZ enzimjét sikeriilt Gjra identifikalni. Az ESI-
MS/MS vizsgalatok fényt deritettek arra, hogy oxidazrol van szd, mely az AFB1
szerkezetében 1évd difurdn gytriit hasitja, ami elsdsorban az epoxidacid soran
jatszik szerepet €s a genotoxicitasért felelds (CAO ET AL., 2011). A toxin hatasara
indukalodott gének, igy az enzimek azonositisara létezik még egy moddszer, a
transzkriptomika, mely a DNS-bdl atirodott RNS vizsgalataval foglalkozik. A torzs
eredeti ¢és toxin altal kivaltott genetikai valtozasokat Osszevethetjiik a kiilonb6zd
transzkriptomok alapjan, majd a kiilonbségek azonositdsaval a gének is
identifikalhatok. KOSAWANG ¢és mtsai a Clonostachys rosea IK726 torzsét vetették
transzkriptom vizsgélat ala, hogy feltarjak azokat az enzimeket, melyek a gombat
ZEA ¢és deoxynivalenol toxinokkal szemben ellenalléva teszik. A toxinokkal
torténd inkubaciot kovetoen a torzsbol RNS-t izolaltak, abbol kétszali cDNS-t
szintetizdlva, majd hibridizalva, a transzkriptek amplifikdlasat kovetden elvégezték
annak szekvenaldsat. A folyamat végeztével sikeriilt azonositaniuk metabolikus
enzimeket ugy, mint pl. a citokrom P450 és a ZEA-bonté ZHD101 (KOSAWANG ET
AL.,2014).

A fenti médszerek valamelyikét alkalmazva a jovében azonositdsra varnak

crer

enzimjei. Ezeknek ismeretében egy olyan enzimalapu takarmany-adalékanyag
fejleszthetd, mely biztonsagosan, gyorsan és hatékonyan képes szembeszallni a

takarmanyok mikotoxin-szennyezettségével.
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