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1. Bevezeto

A mikotoxinok penészgombak altal termelt masodlagos anyagcseretermékek, amelyek
egyre nagyobb problémat jelentenck vilagszerte. Egészségkarositd hatasuknak kdszonhetéen
mind a gazdasagi allatokra, mind az emberre nézve veszElyt jelentenek. A veszélyik a
szervezetre gyakorolt karcinogén, mutagén, teratogén, immunszupressziv, Citotoxikus és
hormonhatasukban rejlik. Vilagviszonylatban az egyik legnagyobb gondot okozé mikotoxin a
zearalenon, mely hormonhaztartast zavard hatdsa miatt reprodukcios és szaporodasbiologiai
zavart okoz. Ezen hatasok miatt fontos, az élelmiszerekbdl és az allati takarmanyokban a
lehetdség szerinti minél hatékonyabb kikiiszobolése.

A mikotoxinok eliminaldsara a fizikai eljarasok mellett egyre népszertibbek a biologiai
modszerek. A kutatdsok egyik legigéretesebb 4gat a bioldgiai lebontason alapuld eljarasok
képezik, amelyek egyre nagyobb figyelmet kapnak. Sorra jelennek meg olyan tudomanyos
cikkek, amelyek a mikotoxinok bontasara képes mikroszervezetek izolalasardl és
identifikalasarol szolnak. Mar kereskedelmi forgalomban is kaphato olyan enzimalapu
takarmany-adalékanyag, amely képes bizonyos mikotoxinok (zearalenon, ochratoxin)
bontasra. Mindezekbdl kovetkezik, hogy egyre nagyobb sziikség van olyan alternativ
vizsgélati modszerekre a hagyomanyos analitikai mérések mellett, amelyek a mikotoxinok
monitoringjara alkalmasak, és gyorsjelzésii rendszerként képesek a mikotoxin-szintek
vizsgalatara.

A hagyomanyos analitikai modszerek mellett, melyek konkrét szennyezé vizsgalata
esetén nagy pontossaggal és érzékenységgel birnak, egyre nagyobb hangsulyt kapnak a
biologiai hatdsmérésen alapuldé modszereket, melyek az adott szennyezdanyag karos hatasat
egy tesztszervezet reakciojan mérik. Legtobbszor ezek a bioldgiai hatast mérd tesztek
mutatnak ra a tényleges kockazatra, hiszen olyan folyamatokra is képesek fényt deriteni
(egymassal reakcioba 1épd anyagok kolcsonhatdsainak termékei, illetve antagonista és
szinergista hatasok a természetes rendszerekben), amelyek analitikai mddszerekkel mar nem
kovethetdek, illetve olyan vegyiiletek hatasairol is informaciot adnak, amelyek jelenlétét nem

is sejtjiik, igy analitikdval nem is vizsgaljuk.



2. Célkitiizés

Munkam soran célom volt egy olyan komplex vizsgalati rendszer kialakitasa, amellyel
megbizhatéan mérhetd egy zearalenonnal terhelt rendszerben a toxin illetve annak karos
Osztrogén hatdsanak jelenléte vagy hianya. Ennek érdekében egy biolumineszcencia alapt, a
hormon- ¢és citotoxikus hatds mérésére alkalmas rendszert adaptaltam toxinbontasi
kisérletekhez. A tesztrendszer a Saccharomyces cerevisiae genetikailag modositott torzseit
alkalmazza tesztszervezetként. Az dsztrogénhatas mérésére alkalmas BLYES torzs genomjaba
human 6sztrogén receptort integraltak, amely segitségével a tesztszervezet képes az dsztrogén
anyagok detektaldsara. A teszt alapelve, hogy Osztrogénhatasti anyag jelenlétében az
Osztrogén valasz elemek hatasara a plazmidon kodolt fénykibocsatasért felelés gének
expresszalodnak, igy lumineszcencia intenzitds tapasztalhato. A BLYES torzs mellett a
citotoxicitds mérésére szolgald BLYR tesztszervezet szintén genetikailag modositott torzs,
amely allandd fénykibocsatassal rendelkezik, de toxikus anyag jelenlétében csokkenti a
fénykibocsatasat. Mindezek alapjan a fénykibocsatas valtozasbol kovetkeztethetiink az adott
minta hormon-, illetve citotoxikus hatdsara.
egy meglévd szénhidrogén bontasi potencidllal rendelkezd torzsgylijteményt vizsgaltam.
Célkitlizéseim kozott szerepelt a jO bontdsi potenciallal rendelkezd torzsek koziil azok
bontas ideje alatt alkalmazott folyamatos screening soran nem csupan a bontasi folyamat
végén értékeltem a detoxifikacio hatékonysagat, hanem a biodegradacio folyamatos nyomon
kovetésével az esetlegesen fellépd kockazat detektalasat is célul tliztem ki.

Kisérleteim ramutattak a mikrobidlis lebontds soran olyan rejtett folyamatokra,
amelyek a kiinduldsi minta toxicitasanal nagyobb kockézatot jelentenek az 0koszisztémara,

vagy akar az emberi egészségre.



3. Irodalmi attekintés

A kornyezetvédelemnek, mint fogalomnak a kdztudatba kertilése Rachel Carson Néma
tavasz cimii konyvének megjelenésének idejére tehetd. Carson arra probalta raébreszteni az
emberiséget, hogy sajat és globalis kornyezetiink megovasara térekedniink kell, ugyanis ha az
altalunk végzett kornyezetszennyezd tevékenységek nem sziinnek meg, vagy nem
mérséklddnek, annak sulyos kovetkezményei lehetnek. E figyelmeztetés hatasara egyre
nagyobb mértékben épiilt a koztudatba a kornyezetvédelem fontossaga, majd 1972-ben
megrendezésre keriilt az ENSZ Konferencia az emberi kornyezetrél. A kornyezetvédelem

azota is mindennapi életiink részét képezi, és komoly megoldand6 problémakat vet fel.

3.1.  Szennyezéanyagok a kornyezetben

A kornyezetbe keriilt, ill. ott jelenlévd toxikus anyagok a gyakorlatban nem csupan
onmagukban jelentenek veszélyforrast, hanem kevert szennyezések formdjaban. Az egyiitt
jelenlévd szennyezdanyagok egymas hatasat felerdsithetik, ezen hatdsok Osszeadddhatnak,
vagy éppen kiolthatjdk egymadst. Kémiai Osszetételiiket és igy toxikus hatdsukat tekintve
rendkiviil eltérdek ezen anyagok, rdaddsul veszélyességiilk mértéke nagyban fiigg az adott
szervezet  kitettségétdl is. A taplaléklancba  keriilve ott felhalmozodhatnak,
akkumulalédhatnak. Eppen ezért nem elég a szennyezék kémiai vizsgalata, hanem fontos
megallapitani az €16 szervezetekre, igy az egész dOkoszisztémara gyakorolt biologiai hatasukat.

A kornyezetben jelenlévé szennyezdk eredetiik szerint két csoportra oszthatok:
természetes szennyezOk, amelyek természetes koriilmények kozott jelen  vannak
kornyezetiinkben, am azok feldasulasa emberi tevékenységek kovetkezménye; illetve
xenobiotikumok, vagyis természetidegen anyagok, melyek funkcids csoportjaikban
kiilonboznek a természetes anyagoktol, igy természetes koriilmények kozott nem alakulnak
Ki. A szennyezOanyagok lehetnek konnyen lebomloak, nehezen lebomloak, valamint
perzisztensek is, amelyek a kdrnyezetben maradnak évekig, felhalmozddnak, akkumulalodnak
az €10 organizmusok zsirszoveteiben.

A szennyez6 anyagok karos hatasukat tekintve lehetnek sejtosztodast gatlo
(citotoxikus) anyagok. Vannak kozottik elvaltozasokat, mutaciokat okoz6 (mutagén)
anyagok, lehetnek rakkeltéek (karcinogén), fejlodési rendellenességeket okozé (teratogén), és
ismeretesek immunrendszert (immunszupressziv) és idegrendszert karositdo (neurotoxikus)
szennyezOk iS. A kornyezetben 1évé szennyezok koziil eléfordulnak hormonhatasu anyagok,

melyek hatasuk révén az endokrin rendszer mikodését zavarjak.
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3.2. Hormonhaztartast zavar6 anyagok

Manapsag egyre nagyobb veszélyt jelentenek a kornyezetben jelenlévd potencialis
egészségkarositd anyagok, tobbek kozott a hormonhaztartast megzavard anyagok (Endocrine
Disrupting Chemicals, EDC). Ezeket a szennyezbket egy vagy tobb aromas gylrt épiti fel,
melyek kozott klorozottak is eléfordulnak (Byrne et al., 2009). Lehetnek természetes vagy
szintetikus eredetieck (Burkhardt-Holm, 2010). Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World
Health Organization) megfogalmazasa szerint olyan exogén anyagokrél vagy keverékek,
melyek modositjdk a hormonrendszer miikodését, igy kedvezétlen hatassal vannak a
szervezetre (WHO, 2002).

Az EDC-k hatasat az éldlényekre eldszor 1996-ban Theo Colborn irta le Ellopott
jovonk cimi kdnyvében, bar deldtte mar Carson is tett emlitést a novényvéddszerek hatasaval
kapcsolatban. Azdéta szdmos publikdcid jelent meg a téméval kapcsolatban, amelyek
rdmutatnak a probléma fontossdgara és rendre sorakoztatjak fel a bizonyitékokat ezen
szennyezOk karos hatasara (Burkhardt-Holm, 2010). A kornyezetben jelenlévo
hormonhaztartast zavard kemikaliak okozta névekvé aggodalom miatt 1995-ben az Amerikai
Kornyezetvédelmi Hivatal, vagyis az EPA (U.S. Environmental Protection Agency) altal
szervezett talalkozon definialtak el6szor az EDC-ket. ugy mint olyan exogén agensek, melyek
metabolizmusat €s miikodését a szervezetben €s feleldsek a homeosztazisért, a reprodukcios,

¢s fejlodési folyamtokért (EPA, 1996).

A hormonhaztartast zavaro anyagok csoportositasa, és hatasuk a szervezetre

Az EDC-k tobb csoportra oszthatok (Byrne et al., 2009; Markey et al., 2003):
lehetnek természetes hormonok és azok metabolitjai, mesterséges hormonok, fito- és
mikodsztrogének, hormonalis mellékhatassal rendelkezd gyogyszerek, ipari és haztartasi
eredetli vegyszerek, novényvéddszerek és azok metabolitjai, ipari és haztartasi eljarasokbol
szarmaz6 melléktermékek valamint fémek.

AZ EDC-k veszélyessége annak koszonhetd, hogy  kornyezetiinkben,
¢lelmiszereinkben és a takarmdnyokban is jelen vannak. Az él6 szervezetbe keriilhetnek,
fertdzott levegd belégzésével, szennyezett talajjal érintkezve, szennyezett vizzel vagy
taplalékon keresztiil. Perzisztencidjuk és bioakkumuldlodd, vagyis a taplaléklancban
felhalmozodd  képességlik  alacsony  vizoldhatosdguknak és  rendkiviill magas
zsiroldékonysaguknak koszonhetd (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Gatoljak a szervezet

anyagcsere folyamatait, hormondlis reakcioit, mivel minden szerv milkddése endokrin



szabalyozas alatt all. Hatasuk megfigyelhetd homeosztatikus és reprodukcios zavarokban,
foként fejlédéskor, terhesség alatt, valamint laktacios iddszakban is (Kavlock et al., 1996).
Mindkét nemet veszélyeztetik, felel6ssek szaporodasbiologiai, idegrendszeri, pajzsmirigy,
anyagcsere ¢s szivrendszeri zavarokért, novelik a mellrdk, prosztatardk kialakulasanak
kockazatat (Diamanti-Kandarakis et al., 2009), egy egyed fejlodése alatt megzavarhatjak az
ivar kialakulasat, hatassal vannak az agyi fejlodésre, befolyadsoljak a szervek novekedését és
miikodését (Guillette et al., 1995).

Ezek az anyagok miikodésiik soran Osztrogén, androgén, progeszteron receptorokra
valamint pajzsmirigy, ndvekedési és stressz hormonokra is hatnak (Burkhardt-Holm, 2010).
Heterogenitasuktol eltekintve hatasuk kozos (Burkhardt-Holm, 2010): utanozzak vagy
gatoljak a hormonok hatasat, modositjak a hormonok szintézisét és metabolizaciojat valamint
megvaltoztatjak a hormonreceptor szinteket.

Az EDC-k lappangasi ideje kiilondsen hosszu, ugyanis sokszor a kitettség utan
évekkel jelentkeznek az elsd tiinetek, és 1ép fel a tényleges karosodas, rdadasul sokszor
hatasuk az utddokon jelentkezik (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Az Eurdpai Uni6 altal kiadott lista szerint az Osztrogénhatdsu anyagok kozil 150
szintetikus eredetli és csak 7 taldlhatdé meg eredetileg a természetben. Vannak koztiik a
természetben €s az emberi szervezetben is gyorsan lebomld anyagok, de nagy szamban
talalhatunk koztiik perzisztenseket is (Burkhardt-Holm, 2010).

Az EDC-k jelen vannak peszticidekben, kiilonboz6 ipari  anyagokban,
lizemanyagokban, s6t még gyogyszerészeti anyagokban is (Burkhardt-Holm, 2010).
Manapsag egyre nagyobb szamban detektaljak intenziv mezOgazdasagi miivelés alatt 4llo
teriileteken is (Kolpin et al., 2002), koszonhetéen a Fusarium nemzettség altal termelt

mikotoxinnak, a zearalenonnak (Burkhardt-Holm, 2010).

3.3.  Mikotoxinok

,»A mikotoxinok mikroszkopikus gombdk olyan szekunder anyagcseretermékei,
amelyeknek relative kis molekulasulyuk miatt antigén hatasuk nincs, igy vakcindkkal nem
alakithato ki védettség, és a magasabb rendii €él6lényekre mérgezd hatastiak” (Kovacs, 1980).
Ezen anyagok sejtmérgek, melyek vagy egy-egy sejtalkotdra vagy akar teljes sejtfunkcidkra is
Kihatnak, igy a taplaléklancba keriilve jelentds egészségromlast okozhatnak. A mikotoxinok
problémdjanak megoldésa az utdbbi évtizedben valt kiilondsen siirgetove.

Szamos tudomanyteriilet foglalkozik a mikotoxinokkal, mint példaul az allathigiénia,

mely az allatok egészségének védelme altal kozvetve az emberek kornyezetének és



egészségének védelmére is irdnyul, a ndvénytermesztés, az ¢élelmiszerbiztonsag ¢és a
kornyezetvédelem egyarant.

Fontosabb mikotoxin csoportok és termel6ik a kovetkezok (Bennett—Klich, 2003):
Aflatoxinok (Aspergillus spp.), Citrinin (Penicillium spp., Aspergillus spp.), Patulin
(Penicillium spp.), Trichotecének (Fusarium spp., Stachybotritis spp.), Fumonizinek
(Fusarium spp.), Zearalenon (Fusarium spp.), Ochratoxin (Penicillium spp.), Ergot alkaloidak

(Claviceps spp.).

3.3.1. Mikotoxin termelé gombak

Mara tobb mint 5000 gombafajrol bizonyitott az a tény, hogy gazdasagi novényeket
karosit (Maraz, 2001), 350 fajrol mutattak ki, hogy mikotoxinogének, és ezen penészgombak
tobb mint 400 kiilonb6z6 mikotoxint termelnek (Deak, 2006; Mézes—Balogh, 2010). Egy
felmérés szerint a piacon 1évo élelmiszeripari arucikkek koriilbeliil 25%-a mikotoxinnal
szennyezett (http2). A hazankban nagy aranyban termesztett szant6foldi névények ugy, mint a
buza és a kukorica, fokozottan érzékenyek a mikotoxinokkal szemben.

A penészgombdk a kornyezeti tényezOkkel szemben kevésbé érzékenyek, ugyanis
foként oxigénre és nedvességre van igényik. A legtobb faj hémérsékleti igénye 10-30°C,
sz¢les pH tartomanyban tudnak szaporodni. Szaporodasuk és anyagcseréjiik miatt sziikségiik
van tapanyagokra, melyeket az élelmiszerekbdl vonnak ki, megvaltoztatva azok fizikai és
kémiai tulajdonsagait, igy okozva jelentds mindségromlast (Dedk, 2006). A takarmanyokban
eléforduld mikroorganizmusok anyagcsere folyamataik soran elsédleges
anyagcseretermékeket termelnek, melyeket sajat életfolyamataikhoz hasznalnak fel. Ezek mas
¢l6lények szamara nem jelentenek veszélyt; ezzel ellentétben komoly veszélyt jelentenek az
altaluk termelt szekunder anyagcseretermékek, a mikotoxinok. A szaporodast elsdsorban az
oxigén, a hdmérséklet, a megfeleld tapkozeg valamint természetesen a viz befolyasolja. Ezzel
szemben a toxintermelést egy vagy tobb kornyezeti tényezdk hirtelen megvaltozasa okozza.
Abban az esetben, ha a gomba szamdra szilikséges barmely kdrnyezeti tényezd megvaltozik,
az stressz hatast valt ki a szervezetbdl, melyre az toxintermeléssel valaszol (Mézes, 2009).

A mikotoxin termeld penészgombakat megjelenésiik alapjan Christensen és Kaufmann
(1969) két csoportra osztotta. Lehetnek szantofoldi, és raktari penészgombak aszerint, hogy a
novekedéslikh6z mennyi vizet igényelnek. A szant6foldi penészgombak 6 jellemzdje a nagy
nedvességigény. Képviseldi a kovetkezok: Acremonium, Alternaria, Chaetomium, Fusarium,
Helminthosporium. Masodik csoportba tartoznak: Absidia, Aspergillus, Mucor, Penicillium és

a Rhizopus nemzettség tagjai (Kovacs, 1980). Fontos azonban megjegyezni, hogy egy
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mikotoxint tobb faj is termelhet, és egy penészgomba tobb toxin termeléséért is felelds lehet

(Mézes, 2009).

3.3.1.1. Fusarium nemzettség

A mérsékelt éghajlatu orszagokban, igy Magyarorszagon is elsdsorban a Fusarium-ok
altal megtermelt toxinok okoznak jelent6s allat- €s humanegészségiigyi kockazatot (http3). A
Fusarium spp. az 0Osszes mikotoxin termeld faj koziil a legjelentésebb, ugyanis ez a
nemzettség felelés a mikotoxinok egyharmadaért (Dedk, 2006). Kiilonb6z6 rezolcilsav-lakton
szarmazékokat (zearalenon = ZEA ¢és vegyiiletei), trichotecéneket (T-2, HT-2 toxin,
dezoxinivalenol = DON, diacetoxiscirpenol = DAS), és fumonizineket (FB1-FB6) termelnek
(Matrai et al., 2003). A kartétel helye szerint a szant6foldi csoportba soroljak, de a raktarban
is komoly fertézést okozhatnak (http3). Elsésorban a gabonaféléket és az olajos magvakat
fertézik meg (Mézes, 2009). A fuzariotoxikozis sordn a gabona beltartalmi értékei koziil
leginkabb az esszencialis aminosav és keményitd vesztés a jelentds, ezzel szemben a toxikus

fehérje bomlastermékek mennyisége megnd (Kovécs, 1980).

3.3.2. Zearalenon

A zearalenon (ZEA), vagy mas néven F-2 toxin a Fusarium nemzetségbe tartozo fajok
altal termelt rezolcilsav-lakton. A ZEA-nak mar tobb valtozata alakult ki, szamuk meghaladja
a tizenhatot (http3). Szarmazékai tobbek kozott a természetben eléfordulo alfa-zearalenol,
beta-zearalenol, zearalanon, 3’-hidroxizearalenon, 8’-hidroxizearalenon, 5-formilzearalenon
(1. abra) (Shier, 1980). A leggyakoribb ZEA-t termel6 fajok a kovetkezok (Betina, 1989;
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1. abra: A zearalenon és szarmazékai (http4)
A ZEA — mint ahogyan a tdbbi trichotecénvazas mikotoxin — &talakuldsa soran
toxikusabb masodlagos metabolitok keletkeznek. A toxin szervezetbe keriilését kovetden

konnyen megkotodik a bélrendszerben, majd a sejteken beliil tovabb alakul metabolitjaira,



melyek aztan a gliikkuronsavval kapcsolodnak. Ez a gliik6z oxidaciojaval keletkezd szerves
sav fontos szerepet jatszik az idegen anyagok kivalasztasaban, igy a ZEA esetében Is.
Ugyanis a gliikkuronid megkotédik a bélnyalkahartya-sejtjeiben, majd a majba onnan pedig a
véraramba keriil. Ez a hepatikus keringés okozza a toxin elhuzodé visszatartasat, igy gatolja
eliminacigjat és fokozza a karos hatasok idétartamat (Gromadzka, 2008). A ZEA metabolitja
az alfa-zearalenol, a ZEA-nal négyszerte aktivabb (Matrai et al., 2003), mig a béta-zearalenol
(a béta az alfa sztercoizomer parja) a ZEA-val megegyez6 toxicitasu (Mézes, 2009).
Vizsgalatok kimutattak, hogy az allatfajok koziil leginkabb a sertés érzékeny ra, mert
szemben a tobbi allatfajjal, ennek szerveztében a metabolizacid kovetkeztében alfa-zearalenol
keletkezik, ahogyan az emberében is.

A ZEA biologiai hatasait tekintve valtozatos. Szarmazékaival egyiitt foként
szaporodasbioldgiai és ivarzasi problémat okoznak, mivel kémiai szerkezetiikben hasonldak a
természetes Osztrogénvegyiiletekhez, és sokszor erdsebb Osztrogénhatdssal birnak azokkal
szemben (Gromadzka et al., 2008). Elsésorban a méh nyalkahartya, a petefészek, a tejmirigy,
a hipotalamusz, a hipofizis eliilsé lebenyének sejtjein talalhatd Osztrogén receptorokhoz
kapcsolodnak, igy tudjak kifejteni a hatasaikat. A korképét mar 1927-ben megfigyeltek az
USA-ban sertéseken, Magyarorszagon a hatvanas évek ota van jelen (Cseh—Kovacs, 2010).
Osztrogénszerti hatasat befolyasolja a receptorok tipusa és eloszlasa is. Ez okozza az eltérd
érzékenységet a fajok kozott. Sokszor a fuzdrium toxinok szinergizmus révén felerdsitik
egymas hatdsat még stulyosabb szaporodasbioldgiai zavarokat okozva (Cseh—Kovécs, 2010).
A 70-es években egy magyar kutatocsoport bizonyitotta a ZEA hormon- és reprodukcios
rendszert zavaré hatasat. A kisérletben szereplé allatok hossz ideig szennyezett
takarmannyal torténd etetése kovetkeztében zavarok léptek fel a tlisz6érésben, a
spermatogenezis soran, valamint a termékenységben is. (Ruzsas et al., 1979) Erre iranyulo
tovabbi kutatasok is igazoljak, hogy a ZEA  csokkenti a tesztoszteron és spermium
mennyiségét, ¢s fokozza az elndiesedést (Etienne—Dourmad, 1994). Tovabbi karos bioldgiai
hatasa a ZEA-nak a vérmérgezo tulajdonsaga (Maaroufi et al., 1996), genotoxikus és mutagén
hatasa (Lioi et al., 2004), majkarosito hatasa valamint immunotoxicitasa (Zinedine, 2005).

Ma mar torvényi Uton szabdlyozott a takarmanyok, valamint a kozvetleniil emberi
fogyasztasra termelt gabonafélék megengedhetd mikotoxin szennyezettsége. Az Eurdpai Uniod
altal elfogadott takarmanyokban mérheté legmagasabb ZEA koncentracio a 2006/576/EK
alapjan (EC, 2006):

e gabonafélék és gabonakészitmények, kivéve a kukorica melléktermékeket: 2 mg/kg

e kukorica melléktermékek: 3mg/kg
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e kiegészito ¢s teljes értékli takarmanyok malacoknak és kocasiildoknek: 0,1 mg/kg
e tenyészkocaknak és hizosertéseknek: 0,25 mg/kg
eborjaknak, tejelé teheneknek, juhoknak (beleértve a baranyokat) és kecskéknek
(beleértve a gidékat): 0,5 mg/kg
Hazéankban a forgalomban 1évé gabona Orleményekben a ZEA mennyisége 75-200
ng/kg, miizlikben pedig 50 pg/kg lehet. Allati eredetii termékekben kisebb koncentracioban,

viszont hosszabb ideig van jelen (Kovéacs, 2010).

3.4. Mikotoxinok detoxifikalasa

A mikotoxinok a taplaléklancba keriilve tovabbra is megtartjak toxicitasukat, igy
kiilondsen fontossd valt azok kivonasa a takarméanyokbol illetve ¢lelmiszereinkbdl. A
mikotoxinokat detoxifikald illetve degradald agensek szamos gyakorlati felhasznéaladsa a
gazdasagi allatoknal indirekt médon a humén egészségvédelem egyik eszkdze is lehet,
ugyanis az ily modon mentesitett allati termékek az emberi szervezetbe jutva mar nem
okoznak semmilyen karos hatast (EFSA, 2009).

Léteznek olyan takarmanyadalékok, melyek a takarmanyok mikotoxin-mentesitésére
szolgalnak. Ezek a mikotoxin detoxifikalé anyagok gatoljak a mikotoxinok felszivodasat,
segitik kivalasztodasukat vagy megvaltoztatjadk azok miikodését. Ezeket nevezziik mikotoxin
detoxifikdlo anyagoknak. Miikddési elviik eltérd. A detoxifikaldé modszerek a kovetkezdk
(EFSA, 2009):

e Adszorbensek: nagy molekulasulytl anyagokrol, melyek megkotddnek a mikotoxinok
felilletén, igy csokkentik azok biologiai hozzaférhetéségét. A folyamat soran nem
karosodik az allat bélrendszere, és az {iriilékkel tdvoznak. Lehetnek szilikon alapt
szervetlen vagy szén-alapl szerves polimerek, tejsav baktérium vagy akar élesztd sejtfal.

e Kémiai kezeléseket is alkalmaztak zearalenon tartalom csokkentésére kevés sikerrel,
ugyanis a hdkezeléses eljarasok nem bizonyultak hatékonynak.

e Biotranszformalé anyagok: baktériumok, gombdk vagy enzimek degradaljak vagy

atalakitjak a mikotoxinokat egy nem vagy kevésbé toxikus metabolitra.

3.4.1. Biodegradacio

A biodegradacid a mikroorganizmusok altal végzett, biologiai-kémiai torténések
sorozatan keresztiill megvalosuld, lebontasi, ill. atalakitasi folyamatok (Szoboszlay—Kriszt,
2008). A biodegradaciés folyamatokat két csoportra oszthatjuk. A teljes lebontas vagy

mineralizaci6 sordn a kiindulasi vegyiiletek szén-dioxidra €s vizre bomlanak le. A részleges
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biodegradacido esetében hianyozhat egy degradaciohoz nélkiilozhetetlen enzim, ezért a
folyamat megreked. A képzédott energiat a mikroorganizmusok  felhasznaljak
energiaforrasként. El6fordulhat kometabolizmus, mely olyan degradacié is, melynek soran a
szerves vegylilet teljesen lebomlik, viszont a mikrobak nem hasznositjdk a felszabadulo
energiat. A harmadik esetben a kiindulasi vegyiiletek atalakulnak, és stabilabb vegyiiletek
keletkeznek. A  biodegradacid soran el6fordulhat, hogy az atalakitist végzo
mikroorganizmusokban felhalmozodnak a szennyezok, és a kiindulasi vegyiileteknél sokkal
toxikusabb metabolitok jonnek 1étre. A biodegradaciét befolyasolja a szennyezdanyag kémiai
szerkezete és hozzaférhetosége, valamint a megfeleld mikroszervezetek kivalasztasa. A
bioremediéacios célra is alkalmazni kivant mikroszervezeteknek faji szinten identifikalt,
meghatarozott bontasi spektrummal rendelkezd, valamint kozegészségiligyi szempontbol nem

kifogasolhato, torzsgytijteményben letétbe helyezett mikroszervezetnek kell lennie.

3.4.1.1. Biodegraddciora képes mikroszervezetek

Rhodococcus nemzettség: rendkiviil heterogén csoport, igy kivaléan alkalmasak kiilonb6z6

szerves vegyiiletek bontisara. A szénhidrogénbontd képességiiket katabolikus génjeinek
koszonhetik, melyek linearis plazmidokon vannak kodolva. Képesek lebontani rovid- és
hosszilanct alkanokat, heterociklikus és policiklikus aromas valamint halogénezett
vegyiileteket is (Larkin et al, 2006). Hatékony aromas vegyiileteket bontd képességiiket a
kiilonb6zd dioxigendzok vezérlik, melyek a gyliri felhasitasaval degradaljak a vegyiileteket.
Nitrilek bontasat is nagy hatékonysaggal képesek végezni kdszonhetden nitrilaz és nitril
hidrataz enzimjeiknek (Martinkova et al, 2008). Hatékonyan adaptilédnak a kornyezeti
feltételekhez és toxikus vegyltiletekkel szemben is ellenalloak. (Larkin et al., 2005).

Gordonia nemzettség: alkalmazzak Oket aromas szénhidrogének bontasara. Nem

rendelkeznek extracellularis feliiletaktiv enzimekkel, am hatékonyabb bontasra képesek, mint
mas biotenzid termeld tarsaik. Exopoliszacharidokat termelnek, melyek novelik a szennyezdk
biologiai hozzaférhetdségét, €s olajbontd szubsztratokat tovabbitanak maés olajbontd

mikroorganizmusok felé (Ta-Chen et al., 2007).

Streptomyces nemzettség: heterogén nemzettség, melyet a szénhidrogénbontasban is

megfigyelhetlink. Gyakorlati jelentdségiik az antibiotikum-termelésben, igy a gyogyaszatban
van. Okologiai jelent8ségiiket bizonyitja, hogy talajlaké baktériumokrol 1évén, részt vesznek

a talaj mineralizaldsaban, valamint exoenzim termelésiiknek kdszonhetden képesek a pektin,
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kitin, keratin, latex és mas szerves molekuldk bontasara (Bird, 2001). Fehérje- ¢és

szénhidrogénbontast extracelluldris enzimjeik vezérlik.

Pseudomonas nemzettség: aerob Gram negativ talajmikroorganizmusok. Kiilonosen alifas,

aromas ¢€s poliaromas szénhidrogének bontasat irtdk le. Effektiv bontasi képességiiket
genetikai tulajdonsagainak kdszonhetik, mivel a degradaciot egy rendkiviil stabil metabolikus
plazmid vezéreli. Ez a plazmid iranyitja az 0sszes degradacios utat az aromas vegyiiletek

bontasa soran (Olsen, 1985).

Pseudoxanthomonas nemzettség: Gram negativ obligat anaerob, palcika alak(i mikrobak,

melyek rendelkeznek a Xanthomonas-ok és a Stenotrophomonas-ok tulajdonsagaival. Am
azoktol eltéréen képesek a nitritet dinitrogén-oxidra redukalni (Thierry et al., 2004).
Alkalmasak poliaromés szénhidrogének, és poliklorozott bifenilek biologiai bontdsara, bar a
szénforrast csak korlatozottan képesek hasznositani. Oxigenaz enzimjeiknek kdszonhetéen
néhany faj alkalmas BTEX vegyiiletek (Kim et al., 2008), sét peszticidek, koztik a DDT
bontasara is. Koszonhetéen jO alkalmazkodoképességiiknek a kornyezeti, foként a

hémérsékleti valtozasokkal szemben ellenalléak (Wang et al., 2010).

3.4.1.2. A zearalenon biodegraddcioja

crer

zearalenon kémiai szerkezetében jelen levd lakton gylrilik hasitdsa torténik. Eldszor El
Sharkawy és munkatarsai irtak le 1989-ben a ZEA eredményes bontasat, melynek soran a
Clonostachys rosea nevii mikroorganizmussal bontottak fel a toxin gyiiris rendszerét.
Ugyanezt a fajt alkalmaztak Takahashi-Ando és munkatarsai is a ZEA mennyiségének
csokkentése érdekében 2004-ben. Az emlitett gombabdl izolaltak a ZEA detoxifikaciojaért
felelos laktonohidrolaz enzim génjét, zhd101-et, amelyet Escherichia coli és Saccharomyces
cerevisiae mikroszervezetekbe transzformaltak, igy eldallitva ZEA bontasra képes
genetikailag modositott szervezeteket; ezen kiviil a zhd101 gént GM rizsbe iiltetve is
értékelték ZEA detoxifikald hatékonysagat. Az E. coli altal végzett degradacioé hatékonynak
bizonyult, mig a S. cerevisiae kisebb aktivitast mutatott. Erdekes modon a GM rizzsel
beallitott kisérletek soran is jelentds toxinmennyiség csokkenést mutattak ki. Tovabbi
mikroszervezetrdl is bizonyitott ZEA bontd képessége. A Trichosporon mycotoxinivorans
¢élesztbgombafaj leirasa utan bizonyitottak annak ZEA és ochratoxin bontd képességét is
(Vekiru et al., 2010), valamint, hogy a biodegradacioés végtermék mar nem rendelkezett

Osztrogénhatassal (Molnar et al., 2004).
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Szamos természetben jelenlevé mikroorganizmus rendelkezik mikotoxin bontd
képességgel. Szakirodalmi adatok alapjan a Rhodococcus és Pseudomonas nemzetség tagjai
kiemelkedd toxinbontasi képességgel birnak (Kukolya et al., 2011). Ezen feliil a Streptomyces
griseus, S. rutgersensus fajrol is bizonyitottak mar toxinbont6 tulajdonsagukat (El-Sharkawy,
1987).

3.5. A mikotoxinok vizsgalati médszerei
A mikotoxinok mennyiségi mérése kiilondsen nehéz. Az erre hasznalt modszerek
éppen ezért dragdk, rdadasul idoigényesek is. A mikotoxinok kimutatasara €s mennyiségi
meghatarozasukra sokféle moddszert dolgoztak ki, koszonhetden kémiai szerkezetiik

sokféleségének.

3.5.1. Kémiai analitika

A toxin elvalasztidsdra elsOsorban kromatografids modszereket haszndlnak. A
kromatografia a kémiai analitika leggyakrabban alkalmazott modszere, mely a kiilonboz6
alkotok elvalasztasan alapul. A modszer 1ényege, hogy a mintat egy Un. mozgdfazisba
juttatjuk. A rendszerben talalhato még egy fazis is, az Gn. allofazis, mely a kromatografias
oszlopon kotott szemesés hordozon talalhaté. A minta athaladva az oszlopon kapcsolatba
keriil az 4ll6fazissal, mely oldhatosagatol fiiggden hosszabb-rovidebb i1d6 alatt keriil az oszlop
végén taldlhato detektorba. Tehat a minta komponensei eltéré oldodasi sebességiik
kovetkeztében valnak szét (Kristof, 2000). Szamos kromatografias eljarast alkalmaznak
(vékonyréteg kromatografia, gazkromatografia-tomeg spektrometria, magasnyomasui-
folyadék-kromatografia) (Mézes, 2009). A magasnyomasu-folyadék-kromatografia (HPLC =
High-Performance Liquid Chromatography): a legszélesebb korben alkalmazott kémiai
analitikai moédszer pontossaganak és megbizhatosdganak koszonhetéen. A mozgofazis
folyadék, mely két részre oszlik, egy mérd valamint egy referencia agra. A mérés soran a
folosleges gazokat eltavolitjak. A HPLC vizsgalatoknal kétféle detektort alkalmaznak. Az
egyik tipus a mozgodfazis azon tulajdonsagait vizsgalja, mely a mintdval vald érintkezés
kovetkeztében megvaltozik. Ilyen lehet a slirliség vagy a torésmutatd. A masik tipus a minta
egyedi tulajdonsagat, ugy, mint UV abszorbancigjat vagy fluoreszcenciajat méri (Kristof,
2000). A HPLC fluoreszcencias detektalasi modja sikeresen alkalmazhato a zearalenon és
szarmazékai esetében, koszonhetden azok természetes fluoreszkalasanak (Gromadzka et al.,
2008). Tobb toxin vizsgalatara alkalmas modszer is 1étezik, ilyen az &sszetett HPLC-MSMS,

mely egy kromatografias elvalasztast alkalmaz kiegészitve a tovabbi szelekciot lehetévé tevo
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ketté tomeg spektrométerrel (Biza — M. Schill, 2010). Az allati takarmanyokban megtalalhato
zearalenon HPLC-vel torténé vizsgalatanak elfogadott szabvanya a pr EN 15792:2009
(EFSA, 2009). Erzékenyebb a tobbi kromatografidss modszerrel szemben. Hatranyaként

emlithetd dragasaga, idéigényessége valamint, hogy megfeleld szaktudast igényel.

3.5.2. Immunanalitikai médszerek

Széles korben alkalmazott médszer az ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay), mely megbizhatéan alkalmazhaté mikotoxin vizsgalatok esetében is. A moédszer
alapja az antitestek azon tulajdonsaga, mely szerint kivaléan meg tudjak kiilonboztetni a
mikotoxinok haromdimenzios szerkezetét. A toxin egy fehérjéhez, mint vivéanyaghoz
kapcsolodik, ami antitestek termelését valtja ki, melyek pedig sikeresen felismerik az adott
toxint (Gromadzka et al., 2008). Kevésbé pontos, mint a HPLC, viszont elénye, hogy olcsobb,
gyorsabb és egyszeriibben alkalmazhato (http2).

3.6.  Toxikologia és okotoxikologia

Az emberi felhasznalasbol a kornyezetbe keriilt vegyi anyagok illetve a természetes
anyagok feldusulasa kiilonos veszélyt jelent az emberekre, allatokra igy az egész
okoszisztémara nézve is. Ezen anyagok ¢16 szervezetekre gyakorolt hatasait vizsgalod és az
¢l6lények valaszreakcidival foglalkoz6 tudomanyag a toxikologia. A toxikoldgia mérgekkel,
¢és azok hatasmechanizmusaval foglalkozik (http5). ,,A toxicitas tehat egy anyag karos hatasa
egy biologiai szervezetre” (Gruiz et al., 2001).

Az Okotoxikologia biologiai modszerekkel vizsgalt kornyezetbe keriilé anyagok a
kornyezet €l6lényeire gyakorolt hatisat tanulméanyozza egyed feletti biologiai szervezodési
szinten (Lang, 2002). Az 6kotoxikologia tehat, kiilonb6z6 szennyezdanyagokat, illetve azok
okologiai rendszerekre gyakorolt hatdsat vizsgalja (Calow, 1993). Az o6kotoxikologiai
modszerek alkalmasak lehetnek egyed és populécio, tarsulas és 6koszisztéma szintjén torténd
vizsgalatokra. Ismert és ismeretlen szennyezdanyagok kornyezeti hatdsait is megismerhet;jiik a
tesztszervezet valaszreakcioibol. Egy egyed vizsgdlata soran annak élettani valtozasait
vizsgalhatjuk, masik esetben pedig az egész populacioban bekdvetkezd valtozasokra
(szaporodas, egyedsiiriiség) enged kovetkeztetni. A tarsulasban a fajszam valtozast és a fajok
kozotti kapesolatot kovethetjiik nyomon, valamint alkalmas az egész 6koszisztémara kiterjedo
anyag- és energiaforgalom vizsgalatara is (http6).

A toxikoldgiai vizsgalatok tervezése soran elsddleges szempont a tesztszervezet

kivalasztasa, mivel azok reakcioi alapjan lehet kdvetkeztetni a hatdsokra, ezért ismerniink kell
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azok érzékenységét. Legalkalmasabbnak a legérzékenyebb szervezetek tekinthetok, mert azok
engednek kovetkeztetni az egész Okoszisztéma érzékenységére is. Fontos szempont, hogy a
valasztott tesztszervezet laboratériumi korilmények kozott fenntarthatd legyen (Gruiz et al.,
2001). A modszer és a mikroba kivalasztasakor tehat elsésorban a vizsgalati célt, valamint a

Az bioldgiai hatasmérésen alapuld tesztek lehetnek akut, néhany ora alatt lezajlo,
illetve kronikus, a tesztszervezet egész élettartama vagy reprodukcios ciklusa alatt zajlo
tesztek. Ezek a modszerek kiilonbozo toxicitasi dozisokat és/vagy koncentracidkat mérnek,
kiilonb6zé végpontokat vizsgalnak. A dézis a toxikologiai altal alkalmazott azt a konkrét
anyagmennyiséget jeloli, melyet egy organizmus kiilonb6z6 expozicids utvonalakon felvesz.
Ezzel szemben az Okotoxikologidban dozis helyett kornyezeti koncentraciot alkalmazunk,
mivel a kdrnyezetben jelenlevd szennyezés soran nem tudjuk, hogy mely anyagok pontosan
milyen aranyban, mekkora mennyiségben vannak jelen, csak az altaluk kivaltott biologiai
hatas a vizsgalhatd. A kapott eredmények fiiggvényében rajzolhatjuk fel a szigmoid vagy S-
alaku koncentracid-valasz gorbét, mely megmutatja a novekvd koncentracio altal kivaltott

hatast (Gruiz et al., 2001).

3.6.1. Az okotoxikologiai modszerek elényei és hatranyai

Az Okotoxikologiai mddszerek kivaloan alkalmasak kornyezeti mintdk vizsgélatara,
ugyanis altaluk olyan hatasokra is fény deriilhet, melyek a fizikai-kémiai modszerek szamara
rejtve maradnak, mivel a vizsgalt paraméterek kozott nem szerepelnek. Az dkotoxikologiai és
kémiai-analitikai vizsgalatok egyiittesen alkalmasak annak a megallapitasara, hogy mekkora
kockazattal, milyen véltozas bekdvetkeztével és milyen hatassal jar az €16 szervezetekre ezen
szennyezOk felszabadulasa. Az 6kotoxikologiai és kémiai analitikai eredmények a kovetkezd
modon térhetnek el egymastol:

* Az analitikai eredmények nagy szennyezdanyag koncentraciét mutatnak, mig az
Okotoxikologiai hatas kicsi. Ennek oka lehet, hogy a vegyi anyagok kotott allapotban vannak,
bomba lehetdségéhez. Ha egy kiilsé kornyezeti hatds megvaltoztatja valamelyik paramétert,
akkor a szennyezOanyag hozzaférhetove valik az €l6lények szamara, igy komoly kornyezeti
veszélyforrassa valhat.

» Eldfordulhat, hogy a kémiai analitikai eredmények nem tamasztjak ala a tapasztalt
Okotoxikus hatdst, ugynanis olyan U0j ismeretlen anyag okozza a toxikus hatast, amely

jelenlétét nem sejtjiik, igy analitikai modszerekkel nem is vizsgaljuk. Tovabba a természetben
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tapasztalhatd antagonista/szinergista hatdsok is okozhatnak olyan toxikus koriilményeket,

amelyek analitikai modszerekkel nem elemezhetéek. (http6).

Az Okotoxikologiai modszerek szamos eldnnyel birnak: gyorsak, pontosak, jol
reprodukalhatok és a kémiai analitikdhoz viszonyitva olcsobbak is. Mindezek mellett a
kisérletek nem vetnek fel etikai problémat, mert a tesztszervezetek alacsony szervezOodési
szinteken 1évo éldlények. Az 6kotoxikologiai modszerek hatranya, hogy sokszor a laborban
kapott eredmények nem vonatkoztathatok ténylegesen a kornyezetben lejatszodo
folyamatokra, igy alkalmazasuk csak az analitikai modszerekkel egyiittesen vezetnek célhoz
(Calow, 1993). Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a négy alapveté szempont, melyet az
okotoxikologiai moddszerektdl elvarhatunk a reprodukélhatésag, az érzékenység, a

megbizhatdsag és a kdrnyezeti realizmus (Gruiz et al., 2001).

3.7.  Biolumineszcencia, mint a toxicitas indikatora

A biolumineszcencia ¢l6 szervezetek altali fénykibocsatds, melyet enzimek
katalizalnak. Fénykibocsatasra képes ¢él0 szerveztek tobbek kozott a baktériumok, gombak,
halak, algak, rovarok, stb. (Meighen, 1993).

A folyamatot a luciferaz enzim katalizalja, a felhasznalt szubsztrat pedig a luciferin. A
biolumineszcencidhoz sziikséges tovabba egy hosszil szénlancu alifds aldehid és flavin
mononukleotid (FMN). A biolumineszcencidhoz sziikséges az oxigén, illetve a folyamatban
az elsddleges elektron donor a NADH. A fénykibocsatast a lumineszcencia rendszer vezérli,
melynek meghatarozo lux génjeit izolaltak példaul Vibrio és Photobacterium, valamint a
szarazfoldi Xenorhabdus fajokbol. A biolumineszcens baktériumok a luxCDABE operont
tartalmazzak, mely egy heterodimer luciferaz enzimet (luxAB), valamint annak szubsztratjat,
egy hosszll szénlancu zsiraldehidet eldallité enzimkomplexet (luxCDE) kodol. A luciferaz a
zsiraldehidet és a redukalt flavin mononukleotidot (FMNH>) oxidalja, mely reakci6 soran az
energia kékeszold, 490 nm koriili hullamhosszl fény forméjaban szabadul fel.

FMNH, + O, — FMN + RCOOH + H,0 + fény

A luciferaz és a szubsztratok keveredése gyorsan zajlik le. Ezt kdvetbéen az enzim
keresztiilmegy egy korfolyamaton, mely alatt a fénykibocsatds eléri a maximumat. Ha a
FMNH; ellatasa a sejtben folyamatos, akkor a fény allando szinten marad. A bakterialis lux
kazetta (luxCDABE) altal inditott fénykibocsatashoz nincs sziikség kiilsé szubsztratra, igy
viszonylag gyors reakciorol beszélhetiink. A biolumineszcencia szoros kapcsolatban all a sejt
¢letképességével, metabolikus 4allapotaval. Ennek koszonhetden egy szennyezOanyaggal

kapcsoltba keriilve, a sejten beiili valtozasokra utalva kdvetkezik be a fénykibocsatas. Tehat
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az emlitett szervezetekbdl izolalt lux gének alkalmazasaval vizsgalt biolumineszcencia egy
gyors, megbizhatd és érzékeny indikatora lehet kiilonféle szennyezéanyagoknak (Meighen,

1993).

3.8.  Osztrogén kimutatisara alkalmas médszerek
Az 6sztrogén hatas mérésére szamos in Vvivo és in vitro modszer all a rendelkezésre,
melyek magas ¢érzékenységgel birnak, igy alkalmasak a receptorkapcsolt agonista ¢és
antagonista hatasok mérésére. In vitro kategéridban a kdvetkezd tesztek léteznek:
ligandumkoté modszer, Sejtszaporodas vizsgalat, utdlagos sejtfelhalmozodas vizsgalata,
fehérjeatiras illetve enzimaktivitds indukalasa valamint rekombinans receptor/riporter gén
vizsgalat, mely specialis endokrin receptorok altal keltett biologiai folyamatok eldidézésének

illetve elnyomasanak vizsgalata.

Széles korben alkalmazott modszer a YES (Yeast Estrogen Screen) teszt, mely
kivaloan alkalmas kiilonb6z6 anyagok osztrogénhatasanak kimutatasara.

Az Saccharomyces cerevisiae élesztd6 DNS-ébe egy human Osztrogén receptort
integraltak, illetve a sejt plazmidon kodolt Osztrogén valasz elemeket tartalmaz, mely
szabalyozza a lacZ gén atirodasanak folyamatat. A receptor és az Osztrogén valasz elem
kapcsolodasat kovetden az atirodasért felelds faktorokkal szabalyozzak a lacZ gén atirodasat.
Annak érdekében, hogy a receptorok aktivitasa mérhetévé valjon, sziikség van egy szubsztrat,
a voros szinii klorofenol-B-D-galaktopiranozid (CPRG) hozzaadasra, mely indukal egy
enzimatikus terméket, a szinreakciot eldidézd B-galaktozidazt. Ez a sargdbdl vordsbe valto
kolorimetrias reakcio mérheté 540 nm-en (2. abra). A reakcio 3-5 napos inkubacio alatt zajlik
le, igy igencsak lassi tesztr6l van sz6. A folyamatot bonyolitja az emlitett szubsztrat

hozzaadasa is (Routledge—Sumpter, 1995).

Osztrogén
Osztrogén receptor

Aktivalt receptor

o4 «

R-Galaktozidaz

hER Human észtrogén receptor

ERE Osztrogén valasz elem

\\Sejtm ag,/
""‘-\—\_o—"/

Citoplazma Medium

2. abra: A YES-teszt miikodési elve (Routledge—Sumpter, 1995)
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4. Anyag és modszer

4.1. Az 6sztrogén hatas kimutatasara alkalmazott biolumineszcens
¢éleszto alapu bioriporter rendszer

A modszer a Saccharomyces cerevisiae nevii éleszttorzs genetikailag modositott
valtozatat haszndlja tesztszervezetként a hormonhatasti anyagok kimutatisara, hasonloan a
YES teszthez, ami eredeti allapotban nem képes biolumineszcenciara, de a lux génkazetta
sejtbe inszertalasaval 1étrehoztak a biolumineszcencia alaptit BLYES tesztet (Bioluminescent
Yeast Esrtogen Screen). A BLYES teszt esetében human 6sztrogén receptor génjét (hER-a)
integraltak a genomba. Emellett a folyamatban két plazmid jatszik szerepet, a pUTK407 ¢és a
pUTK404, amelyek tartalmazzak a Photorhabdus luminescens nevii mikrobabdl izolalt lux
géneket és a Vibrio harveyi baktériumbol kinyert frp gént, ami a FMN redukcidért felelés. A
pUTK404 plazmid egyszerre expresszalja a IuxA és luxB gént; ezzel egyiitt a masik plazmid
(pUTK404) tartalmazza az aldehid szintézisért felelés luxC, -D, -E és a FMN redukcidért
felelds frp géneket (Gupta et al., 2003).

Mindkét plazmidon divergens (szétagazo) promodterek (GDP ¢és ADHI1) talalhatoak,
igy az atirds egyszerre kétiranyu folyamatban jatszodik le. A pUTK407 promoterei kozé

beillesztettek tandem (egymas utan ismétlddd) Gsztrogén valasz elemeket, amelyek elinditjak

a plazmid atirodasat, €s egyszerre i
expresszaljak a luxA és luxB gént.
Ezzel egyiitt a masik plazmidra
(pUTK404) egy kozbenso EAPIT.
riboszoma belépési hely (IRES)
lett inszertalva, amely az eukariota
szervezeteken az Osszetett gének I
atirodasahoz sziikséges. Igy
lehetséges a plazmidon a luxC, -D,

Ssztrogénharisi

valamint a IuxE és az frp gének seemnvezs

egyiittes atirasa (3. dbra). 3. abra: A BLYES-teszt miikodési sémaja (Sanseverino et al., 2005)
A BLYES torzzsel egyidoben alkalmaztam egy konstitutiv kontroll torzset, amely a

citotoxicitas mérésére alkalmas Saccharomyces cerevisiae BLYR torzs (Sanseverino et al.,

2008; http7) volt. A BLYR torzs esetében a biolumineszcenciaért felelés gének atirodasa

allando, viszont a sejt életfeltételeire karosan haté anyagok kovetkeztében lumineszcencia

gatlas tapasztalhat6 (Sanseverino et al., 2008).
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A hormonhatés és a citotoxikus hatds mérésére alkalmas bioriporter rendszerrel mar 3-
5 oréas inkubdcios idO elteltével is megbizhatd informéciot kapunk a vizsgalt mintarol. A
BLYES, BLYR rendszer esetében szubsztrat hozzadadéasara nincs sziikség. (Sanseverino, 2005,

Sanseverino, 2008).

4.2. Elokisérletek és a teszt standardizalasa
Az élesztok szaporitasahoz uracil és leucin szelektiv tapoldatot (YMMym-, feu-)
alkalmaztam, amelyet 5 tovabbi oldattal egészitettem Ki: vitamin oldat (mely tiamint,
piridoxint, pantoténsavat, inozitolt és biotin oldatot tartalmaz), 20%-os gliikoz oldat, L-
aszparaginsav oldat, L-treonin oldat és réz-szulfat oldat (1. fiiggelék). Minden Gsszetevét
autoklavban sterileztem (121°C, 1,2 bar) a vitamin oldat és a réz-szulfat oldat kivételével,
amelyeket pedig 0,2 um poérusatmérdjii membransziron szlirtem at. Az dsszeallitast laminaris
boxban, steril eszkdzokkel végeztem a befert6z0dés elkertilése
végett. Miutan a tapoldat elkésziilt, a -80°C-on tarolt BLYES (1.
kép) és BLYR (2. kép) inokulumot 250 ml-es Erlenmeyer
lombikban szaporitottam 30 ml tapoldatban, majd termosztatban

razattam (30°C, 200 rpm). A tdrzsszuszpenzidt egy ¢éjszakan

keresztiil szaporitottam, majd sejtstiriiségét 600 nm-en (ODggo) 1-
re allitottam be (Sanseverino, 2008). 1. kép: A BLYES tiptalajon
A vizsgalatok soran a mintakat fehér microtiter lemezeken vizsgaltam. El6szor a két pozitiv
kontroll bedllitdsa tortént. A lemezeken elkészitettem a 17-83-
Osztradiol és a ZEA higitasi sorat. Higitdo oldatként metanolt
hasznaltam. A  kiindulasi koncentraci6 Sanseverino ¢és
munkatarsai leirasat kovetve az Osztradiol esetében 1E-05
mol/dm? volt és 2,5E-11 mol/dm?® végsd koncentracioig jutottam
el. A ZEA higitasi sora 1E-03 mol/dm3-rél indult és 2,5E-09

2. kép: A BLYR téptalajon  mol/dm?>-re higitottam (2. fiiggelék).

Két negativ kontroll hasznalata is szlikséges volt: a higitdshoz hasznalt metanol és a

tesztszervezetet tartalmazo kontroll, valamint magat a tesztszervezetet tartalmazé kontroll.

A mintédk és kontrollok kiadagoldsa (20 pl/microwell) utan a bedllitott sejtsiirliségii
tesztszervezet 200 pl-ét adagoltam a microplate megfeleld részeibe €s a microlemezt 30°C-on
inkubaltam 5 o6ran keresztiil. Ellendriztem a kezdd fénykibocsatast, majd oranként mértem

VictorX Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer Inc.) segitségével.
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Az eredmények értékelése soran elsd 1épésként kiszamitottam a negativ kontrollok
szazalékos aranyat, hogy meggy6zddjek értékeim hitelességérél. Ez az arany hatirozta meg
azt, hogy a mérés soran kapott eredmények hitelesek illetve elfogadhatdoak-e. Amennyiben ez
az érték meghaladja a 150%-ot, akkor a higitd oldat nagy valoszinliség szerint tartalmaz
valamilyen szervezetre hatd anyagot, igy a mérést meg kell ismételni.

A BLYES tesztszervezet értékelése soran meghataroztam a pozitiv kontroll ECsg
értékét, amely az 50%-os lumineszcencia valtozast okozd hatasos koncentracid értéket fejezi
Ki. A hormonhatas és citotoxicitas meghatarozasa soran els6 1épésként felrajzoltam a mért
értékekbol kapott grafikonokat, melyek szabalyos szigmoid alakot mutattak. Az S-goérbe
egyenes szakaszara linearist illesztettem, melynek egyenlete alapjan kaptam meg a minta
fénykibocsatasanak 50%-os csokkenését eredményezd toxicitasi értéket.

A BLYR esetében a tapasztalt hatast gatlasi szazalékban, 1Cyg értékkel fejeztem ki. Az
IC (Inhibitory Concentration) azt a tesztminta-koncentraciot jelenti, amely a 20%-o0s

inhibiciot valt ki.

4.3. Bontasi kisérlet
Vizsgélataim soran szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrdl izolalt, mar meglévd
torzsgyijteménybe tartoz6 mikroszervezetekkel dolgoztam, amelyek el6zetesen igazolt
mikotoxin bontd képességgel rendelkeznek. Ezen mikroszervezeteket bontasi kisérletbe
allitottam, a bontasi rendszerekbdl szarmazo feliiliszé mintékat pedig egy komplex vizsgalati
rendszerrel vizsgaltam, amely magaba foglalta a biologiai (BLYES, BLYR), kémiai analitikai
(HPLC), és immunanalitikai (ELISA) modszereket.

A kisérletekhez a ZEA toxint a Fermentek Kft-t6l (Izrael) szereztem be és acetonban
oldottam. Torzsoldatot készitettem 1000 pg/ml-es koncentracioban, amelyet a kiilonb6z6
vizsgalati iranyokhoz hasznaltam fel.

A bontasi kisérletbe vont mikroszervezetek
o Rhodococcus erythropolis NI1
o Rhodococcus pyridinivorans AK37
o Rhodococcus pyridinivorans K402
o Rhodococcus pyridinivorans K404
o Rhodococcus pyridinivorans K408

° Rhodococcus ruber N361

o Rhodococcus globerulus N58 - - .
3. kép: A bontasi rendszerek a termosztatban
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o Rhodococcus aetherivorans AK44

J Streptomyces cavourensis K14

o Pseudoxanthomonas kalamensis H4

J Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH28

o Gordonia paraffinivorans NZS6

4.3.1. Inokulum eléallitasa

A bontasi kisérletre valasztott, -80°C-on tarolt 4. kép: Mintavételezés
torzseket LB agarra szélesztve inkubaltam (28°C) 72 6ran keresztiil. A telepek tisztasaganak
ellenérzése utdn 50 ml LB tapoldatot oltottam be egyetlen tiszta telepbdl szadrmazo
inokulummal és razattam (28°C, 170 rpm) 72 oran keresztiil. Az inokulumok sejtsiiriiségét
beallitottam ODggo = 0,6-ra.

4.3.2. Kisérleti rendszerek

A biodegradacios kisérletek 50 ml tapoldatot tartalmazo Erlenmeyer lombikban (300
ml) folytak, 3 parhuzamos rendszer beallitasaval (3. kép). A bontasi kisérletek kdzege 1 pg/ml
ZEA-val kontaminalt LB tapoldat (45 ml) volt, amelyet 5 ml inokulummal oltottam be. A
bontas soran alkalmaztam egy mikrobamentes kontrollt (vak), amely szintén 1 pg/ml ZEA-val
kontaminalt 50 ml LB tapoldatot tartalmazott.

A kisérleti rendszereket 7 napon keresztiil inkubaltam (28°C, 170 rpm), majd a
parhuzamos bontasi rendszereket mintaztam (4. kép). A mintakat lecentrifugaltam (15000
rpm, 4°C, 20 min.), a feliilluszot dekantaltam és a pellettdl kiilon taroltam -20°C-on a tovabbi
vizsgalatokig. A feliiltszot és pelletet egy akkreditalt kémiai analitikai laboratorium vizsgalta
(Wessling Hungary Kft.) nagy teljesitményii folyadék kromatografia modszerrel (HPLC,
High Performance Liquid Chromatography), illetve a Soft Flow Hungary Kft. ELISA
modszerrel. A degradécids kisérlet feliilisz6 mintéit pedig bioldgiai hatdselemzés ald vontam,
amely sordan a két biolumineszcens élesztd alapt bioriporter tesztszervezetet, a BLYES
(hormonhatast vizsgald) és a BLYR (citotoxikus hatast vizsgald) tesztorganizmust

alkalmaztam.

43.2.1. HPLC

A kémiai analitikai tesztelést a Wessling Hungary Kft. akkreditalt laboratoriuma

végezte. A mért koncentraciot HPLC-FLD modszerrel, vagyis fluoreszcens detektorral
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felszerelt folyadék kromatograffal hataroztak meg. A metanol-viz 1:1-es keverékébdl allo
higitas utan a minta 50 pl-e lett a HPLC-FLD rendszerbe injektalva. A szétvalasztas a C18-as
oszlopon (Vydec Denali, 4.6x150 mm; 5 um) izokratikus koriilmények kozott tortént. Ehhez
45:55 aranya viz-acetonitril oldatot hasznaltak. A ZEA-t 274 nm (extinkcio) és 440 nm

(emisszid) hullamhosszon detektaltak.

4.3.2.2. ELISA tesztek

A toxinkoncentraciok meghatarozasat a Soft Flow Hungary Kft. végezte ELISA Kittel,
Toxiwatch rendszerben. A vizsgalatok a gyartd Gtmutatasai szerint folytak. A Toxiwatch
ELISA Kit metanol (7,5%) alapt toxin extrakcidos modszert hasznal, ezért a standard sornak is
tartalmaznia kellet metanolt. Mivel a bakterialis sejtfeliiliszo matrixa LB médium, amely nem
tartalmaz metanolt, igy metanolt nem tartalmazo standard pontokat is alkalmaztak. A

mintékat harom parhuzamos rendszerben vizsgaltak.

4.3.2.3. A bontadsi kisérletek biologiai hatdselemzése

A tesztszervezetek elOkészitése a 3.2. pontban leirtaknak megfeleléen tortént. A
vizsgalanddé mintakbol 1:2 higitasi sort készitettem (3. fiiggelék), majd 20 ul-t adagoltam a
microplate megfeleld részeibe. A vizsgalatok soran pozitiv kontrollként a bontési kisérletbdl
szarmaz6 pozitiv kontrollt (VAK) oldatot alkalmaztam, illetve az tesztet a 3.2. pontban

ismertetett modon folytattam.

A bontasi kisérlet feliilisz6 mintai esetében egy lumineszcencia intenzitasi értéket
hataroztam meg Froehner ¢s munkatarsai altal kidolgozott, de modositott egyenlet alapjan. Az
egyenlet altal kapott eredmény reciprok értékének alkalmazasaval nem biolumineszcencia
gatlasi, hanem intenzitasi értékben adtam meg szazalékos aranyban a kontrollhoz viszonyitott

fénykibocsatas valtozast. Az intenzitési értek egyenlete (Froehner et al., 2002):

K-M
Intenzitasi érték (%) = |:( K J 100:| *(-1)

ahol a K = a teszt soran alkalmazott negativ kontrol biolumineszcencia értékét, az M =

pedig a minta fénykibocsatasi értékét jelenti.

4.3.3. Statisztikai értékelés

Munkam soran a statisztikai értékelést STATISTICA 7 (StatSoft Hungary Kft.), PAST
(Hammer et al., 2001) és Microsoft EXCEL (Microsoft Inc., 135 Redmond, USA) szoftverrel

végeztem.
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5. Eredmények

5.1. A BLYES, BLYR tesztrendszer elokisérletei
A bioldgiai hataselemzés kivitelezésekor a vizsgalatok elsé részeként a tesztszervezet
miikodését ellendriztem. Szakirodalmi adatok alapjan a 17-8-6sztradiol toxicitasa ECs50=6,3E-

10 mol/dm®, a ZEA ECs értéke pedig 1,90E-06 mol/dm® (Sanseverino et al., 2008).

A 17-B-6sztradiol mérése soran sajat eredményeim az 4. abran lathato lefutasi gorbét adtak,
illetve az 5 dras inkubacios id6t figyelembe véve ECso=7,63E-09 mol/dm? értéket kaptam.
A ZEA fénykibocsatasi értékei alapjan az 5. abran lathato gorbét kaptam, mely linearisa

alapjan az EC50 = 3,09E-06 mol/dm? értéket hataroztam meg.

17-B-6sztradiol Zearalenon vizsgilata BLYES teszttel
1000000 y = BE+08 4 1000000
//_____‘._. R =0,9945 y = BE+07X0 4%
= I 2 _
& 100000 e :i: g R®=0.9638 m
8 M 3 TS
§ 10000 . b 2n
e - £ 3h
€ e E 10000 e ——an
E = linearis regresszio S M\._H_J/'/VV -
2 1000 WW Hatvany (inearis regresszis) @ ——linedris regresszio
=AY, Hatvény (inearis regresszié)
100 1000
1,00E12 1,00E11 1,00E10 1,00E09 1,00E-08 1,00E-07 1,00E-06 1,00E-05 1.00E-09 1.00E-08 1.00E-07 1.00E-06 1.00E-05 1.00E-04 1.00E-03 1.00E-02
£oar 3
Koncentricié (mol/de) Koncenrici6 (mol/dm’)
4. abra: A 17-B-6sztradiol ZEA hatasara mutatott 5. abra: A BLYES tesztszervezet ZEA hatasara mutatott
biolumineszcencia értékei biolumineszcencia értékei a standardizalas soran

A 17-B-6sztradiol és zearalenon esetében IS a szakirodalmi adatokhoz képest sajat
szlikséges. A szakirodalomhoz képest tapasztalt minimalis eltérést okozhatja az alkalmazott
higitd oldat; miszerint a szakirodalom alapjan metanolban oldottak a tesztelendd anyagot,
amivel ellentétben, sajat kisérleteimben acetont alkalmaztam. Mindezek mellett a plazmidon
koédolt tandem Osztrogén valasz elemek is okozhatnak eltérést, hiszen ezek feleldsek a
biolumineszcencia szabalyozasaért és szamuk plazmidvesztés esetén csokkenhet.

A ZEA BLYES tesztszervezetre kifejtett hatasos koncentracié értéket alapul véve az
0,99 pg/ml koncentracioji oldatnak felel meg. Ebbdl kiindulva a bontasi kisérletek kiindulési

Mindezek mellett a BLYES tesztszervezet érzékenysége a ZEA-t tekintve megfelel a
ma hatadlyban 1évé takarmanybiztonsagi hatarértékeknek, amely gabonafélék és

gabonakészitmények esetében 2 mg/kg, kukorica melléktermékek esetében pedig 3 mg/kg.
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5.2. A bontasi kisérletek értékelése
A Kkisérleteim soran a vizsgalni kivant mikroszervezetek esetében a bontasi potencialt
hasonlitottam &ssze a mikroszervezetek azon képességével, hogy milyen mértékben képesek a
karos biologiai hatds megsziintetésére. Az analitikai eredmények alapjan a mikroszervezetek
bontési potencidljuk szempontjabol harom csoportra oszthatok (1. tablazat):
l. kivalo (>90%-0s) bontasi potenciallal rendelkez6 torzsek

Il. jo (>50%-0s) bontasi potenciallal rendelkez6 térzsek

M. elégtelen (<50%-0s) bontasi potenciallal rendelkez6 torzsek

) HPLC ) |={ I SYAN
. Atlagos bontisi potenciil (%)  Atlagos bontisi potenciil (%)

S. cavourensis K14 98.46 + 0.00 92,99 + 1.75

- P. kalamensis H4 98,20 + 0,00 97.70 + 0,00

- . paraffinivorans NZS6 98.20 + 0.00 78.89 + 4.80
R. pvridinivorans K402 89.83 +4.31 93.02 +0.76

R. pvridinivorans K404 85.52 + 0,53 93.00 + 0.36

" R. pvridinivorans K408 87.24 +2.83 85.39 + 1.02

- P. pseudoalcalioenes FEH28 86.96 &+ 0.74 82,69 + 1.14

~ R. ervthropolis NI1 75.95 + 1.00 70,93 + 2.56
R. pvridinivorans AK37 61.14 £ 2.77 64,67 + 1.77

- R. ruber N361 27.64 + 3.46 54,60 +3.33

" R. aetherivorans AK44 27.12+2.24 42.61 +4.10
R. globerulus N58 26,24 £ 20,93 19,92 + 15,87

1. tablazat: A zearalenon bontasi kisérletbe vont mikrobatorzsek mikotoxin-bontasi potencialja kémiai
analitikai (HPLC) és immunanalitikai (ELISA) mérésekkel

Ot torzs esetében tapasztaltam Kivalo ZEA bontast. A Streptomyces cavourensis K14
bizonyult a leghatékonyabb torzsnek, ugyanis kozel 100%-os degradaciot végzett. A
Pseudoxanthomonas kalamensis H4 és a Gordonia paraffinivorans NZS6 magas, 98%-0s
degradacios képességiikkel a vizsgalt torzsek koziil jelent6sen kiemelkedtek. A Rhodococcus
pyridinivorans K402 ¢és a Rhodococcus pyridinivorans K404 90%-hoz kozeli bontast
mutattak, ezért sorolhatok még a kivald bontasi képességgel rendelkezd torzsek kozé.

A vizsgalt torzsek nagy szazalékban eredményesnek bizonyultak, igy a kovetkezd
négy torzs hatékony, tobb mint 50%-0s ZEA biodegradacios képességével jol bontd
mikrobaknak mondhatok. Ezek koziil is kiemelkedéek voltak a Rhodococcus pyridinivorans
K408 ¢és Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH28 tobb mint 80%-os ZEA bontasi
képességgel. A Rhodococcus erythropolis NI1 jelzésii torzs az 1 pg/ml ZEA t6bb mint 70%-at
volt képes eliminalni, mig a Rhodococcus pyridinivorans AK37 t6bb mint 60%-at bontotta a
toxinnak. A harmadik csoportba tartozé mikroszervezetek a toxinnak csak joval kevesebb,
mint a felét degradaltak. A Rhodococcus aetherivorans AK44 és a Rhodococcus ruber N361
20% feletti bontasaval még képes volt a ZEA szerkezetének megbontasara, de a Rhodococcus

globerulus N58 mar egyaltalan nem alkalmas ZEA bontasra.
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A HPLC ¢és ELISA eredmények kozott szoros egyenes ardnyu Osszefiiggés
tapasztalhatd. A statisztikai értékelésnél Spearman—féle rangkorrelaciot alkalmaztam, amely a
linearis korrelacios egyiitthatd specialis esetének tekinthetd. A moddszer a kapcsolat
szorossaganak mérésére a két valtozd rangszamainak kiilonbségét hasznaljuk fel.
Amennyiben szoros kapcsolat fedezhetd fel a valtozok kozott, ugy az egyiitthatd nagyobb,
mint 0,6. Esetemben a Spearman—féle rangkorrelacio a HPLC és ELISA eredmények
tekintetében 0,86 volt, tehat két modszer eredményei korrelalnak egymassal. Az eredmények
soraban egyetlen esetben volt tapasztalhaté nagyobb eltérés. Az NZS6 jelzésii torzs esetében
98,2% bontasi képességet tapasztaltam, mig az ELISA eredmények alapjan ez az érték
78,89% volt. Ennek az ellentétnek a feloldasara magyarazatot adhat, a ZEA és annak
metabolitjai kozott lejatszodo  keresztreakciok az ELISA mérés kozben. A tesztben
alkalmazott 201072-88 monoklonalis antitest szakirodalmi adatok alapjan a kovetkezd
keresztreakcidkat mutatja: zearalenon (138 %), a-zearalenol (91%), B-zearalenol (21%), a-
zearalanol (69%), B-zearalanol (6%). Tehat a teszt a képz0dd metabolitokat is érzékeli, igy a

ZEA-ra adott végkoncentracid ezen vegyiileteket is tartalmazza.

5.3. A mintidk hormonhatasanak eredményei
A biodegradacio soran tapasztalt karos biologiai hatas mérése a BLYES/BLYR-
teszttel tortént. A kontroll és a parhuzamos mérési eredmények a protokollban leirtaknak

megfeleld eredményeket adtak.

5.3.1. BLYR tesztszervezet

A bontasi kisérletek 7. napjara nem tapasztaltam a BLYR tesztszervezettel semmilyen
maradék citotoxikus hatdst, amely eredményeket extrapoldlva magasabb szervezddési
szintekre, azt feltételezhetjiik, hogy nincs kéros sejtnovekedést gatlo hatds. Mindezek mellett,
ezen eredmények azt is jelentik, hogy a tesztszervezet ndvekedésgatlasanak vizsgalatara
alkalmazott kontroll esetében a S. cerevisiae tesztszervezetre a mintak nem fejtenek ki gatld
hatast, tehat a hormonhatas vizsgalatara alkalmazott BLYES torzs eredményei megbizhatoan

fogjak a hormonhatast jelezni.

5.3.2. BLYES tesztszervezet

A bontasi kisérletbol szarmazo mintaimat 7 napon keresztiil vetettem ala biologiai
hataselemzésnek. A mintak hormonhatasat a bontas soran alkalmazott kontrollhoz (VAK)
viszonyitottam, ugyanis bontd mikroorganizmusok hidnydban hormonhatasa a bontés ideje

alatt allandd maradt.
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5.3.2.1. A bontasi kisérlet soran tapasztalt hormonhatds részletezo értékelése a
mikroszervezetek bontdsi potencidlja alapjin

|. Kivalé bontasi potenciallal rendelkezé torzsek

A hormonhatas elemzés
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7. abra: A BLYES teszttel mért hormonhatas-valtozas a
Rhodococcus pyridinivorans K402 ZEA metabolizicidja soran
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8. Abra: A BLYES teszttel mért hormonhatas-valtozas a Rhodococcus
pyridinivorans K404 ZEA metabolizacioja soran
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A Pseudoxanthomonas kalamensis H4 jelzésii torzset a kivaloan bontd toérzsek kozé
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11. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a
Rhodococcus pyridinivorans K408 ZEA metabolizaciéja soran

28




folyaman a mintdk hormonhatésa csokkent, majd a 4. napon egy kiugréo emelkedés volt

tapasztalhatd. A kisérlet masik felében viszont Ujra jelentds csokkenés figyelhetd meg. A

torzs jol bontotta a ZEA-t, de ahogyan az analitikai eredmények is mutattak, nem volt annyira

hatékony, mint a fentebb emlitett kivaléan bonté harom torzs, a S. cavourensis K14, a R.

pyridinivornas K402 és a R. pyridinivorns K404.

A P. pseudocaligenes FEH28,
R. NIl R.

pyridinivorans AK37 torzsek esetében

erythropolis és a
Is jol latszik a 12., a 13., és a 14. abran,
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12. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a

Pseudomonas

pseudoalcaligenes FEH28 ZEA metabolizaciéja soran
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13. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas az
Rhodococcus pyridinivorans AK37 ZEA metabolizici6ja sorian

Ezzel szemben érdekes megfigyelni,
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14. abra:

A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas az

Rhodococcus erythropolis NI1 ZEA metabolizacioja soran
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111. Eléstelen bontasi potenciallal rendelkez6 torzsek

Az analitikai eredményekkel egyetemben a BLYES teszt alapjan is harom torzs a R.
ruber N361, R. aetherivorans AK44 ¢és a R. gluberulus N58 bizonyult a legkevésbé
alkalmasnak a ZEA bontasara.

A R. ruber N361 valamelyest bontotta a ZEA-t, igy csokkent a minta hormonhatasa, viszont
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17. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas az
Rhodococcus aetherivorans AK44 ZEA metabolizaciéja soran
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A hormonhatést tekintve tehat érdekes eredményeket kaptam a ZEA bontads soran,
amelynek a végpontban mért értékeit a 18. abra foglalja 6ssze. A grafikon a BLYES
tesztszervezettel tapasztalt lumineszcencia intenzitasi értékeket mutatja a bontasi kisérlet 7.
napjan, ahol a harom parhuzamos mintdk kozotti szorast Y hibasavokkal jeloltem. Minél
nagyobb lumineszcencia intenzitdst mutat adott bontdtorzs esetében kapott feliiluszo minta,

annal inkdbb kifejezett a minta hormonhatésa.

A zearalenon bontasi kisérletbdl szarmazo feliiliszé mintak vizsgalata BLYES teszttel

= 100%
H 50%
m 25%
B 125%
H 6.25%
= 3.13%

-50

Biolumineszsencia intenzifikacié (%)

VAK N58 AK44 N361 AK37 NI1 FEH28 K408 K404 K402 NzZS6 Kil4 H4
-100

A bontasi Kisérletbdl szarmazé mintak higitasi sora

18. abra: A zearalenon bontasi kisérletb6l szarmazoé feliilisz6 mintak osztrogénhatasanak elemzése
BLYES teszttel

Vizsgélataim alapjan elmondhat6, hogy a hormonhatas-eredmények, kémiai analitika
valamint ELISA eredmények korreldlnak egyméssal. A statisztikai értékelésnél a Spearman—
féle rangkorrelacids egyiitthato minden -0,8 €s -0,97 kozott volt, tehat igen szoros forditott
aranyt Osszefliggés tapasztalhato BLYES teszt valamint az analitikai tesztek kozott.
Mindezek alapjan a mikroszervezeteknél a kisebb degradacids képesség a tesztszervezetnél
magasabb lumineszcencia értékkel jar, tehat kifejezettebb hormonhatas tapasztalhato.

A bontdtorzsek részletes értékelése alapjan megallapithatjuk, hogy az elégtelen bontasi
képességgel rendelkez6 torzsek (N58, AK44) bontasi folyamatabol szarmazd feliiluszo
mintak hormonhatasa kozelit a bontasi kisérletb6l szarmazd mikrobamentes kontroll (vak)
hormonhatéasahoz.

A jo bontasi torzsek esetében tapasztalt lumineszcencia intenzitds kisebb, mint a
rosszul bontd torzseknél tapasztalt, de nagyobb, mint a kivald bontési képességgel rendelkezd
torzsek esetében.

A kivalo bontasi képességgel rendelkezd torzsek hormonhatdsa nem kimutathato, egy
kivételtol eltekintve, melyet mar fentebb emlitettem. Az NZS6 jelzésli torzs a kémiai analitika

alapjan kiemelkedd 98,2%-o0s bontasi potencidllal jellemezhetd. Ennek ellenére az ELISA
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eredmények csupan 78,89% ZEA csokkenést jeleztek (aminek magyarazatira mar korabban
kitértem), illetve a hormonhatas esetében is inkabb a jo bontasi potenciallal rendelkezé
bontotorzsekhez sorolhatd, mint a kivaldo bontoképességgel rendelkez6khoz. Azt, hogy a
tesztek korrelalnak egymassal, mar korabban leirtam, de a korrelacio szamszert értéke mellett
érdemes a valtozok pontfelhd (scatter plot) diagramjat is megnézni, mert a két informacio
egylittesen ad teljes felvilagositast a valtozok viselkedésérdl. Az 4. fiiggelékben taldlhato
abran egyértelmiien latszik egy kiugrd érték, ami az NZS6 jelzésti mintanak felel meg.
Mindezek alapjan és a tapasztalt hormonhatds tekintetében, az NZS6 jelzési G.
paraffinivorans torzs képes a ZEA kémiai szerkezetének megbontasara, de a keletkezett
bontasi termékek tovabbi bontdsara mar nem, ami maradék hormonhatast eredményezett.
Erdekes megemliteni a Pseudoxanthomonas kalamensis H4 jelzésti torzset, amely a
HPLC és ELISA eredmények alapjan is kivald, tobb mint 87%-0s bontasi képességgel
jellemezhetd. Ezen minta esetében a hormonhatés-vizsgalat viszont nem adott értékelhetd
eredményt a korabban emlitett tapasztalt szinreakcio miatt a torzs metabolizmusa soran (lasd
4.3.2.1. fejezet). llyen esetben nem jelenthetd ki teljes bizonyossaggal a hormonhatas hianya,

igy mds  hormonhatds  vizsgéilatra alkalmas  tesztek  alkalmazdsa  javasolt.
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6. Eredmények és értékelésiik

Vizsgalataim soran egy olyan biolumineszcencian alapulé hormon és citotoxicitas
vizsgalatra alkalmas tesztrendszert (BLYES, BLYR) alkalmaztam, amely akar direkt
takarmanybiztonsagi célokra is alkalmazhato, hiszen a BLYES tesztszervezet a jelenleg
érvényes hatarértékek alatt képes a ZEA kimutatasara.

Ezt a biologiai hataselemz6 rendszert adaptaltam toxinbontéasi kisérletekhez. A
le, am kevés esetben bizonyitott a hormonhatas megsziinése is. Gombak esetében mar 1étezik
a Biomin altal kifejlesztett biodetoxifikalé rendszer, amely gyakorlati alkalmazasban is
hatasosnak bizonyult a ZEA biolodgiai hatastalanitasa céljabol.

Munkam soran célom volt egy olyan bakterialis biodegradacion alapuld
toxinmentesitési eljaras kezdeti 1épéseinek kifejlesztése, amely a hormonhatas megsziinésével
is jar. Ennek érdekében egy olyan screening eljarast fejlesztettem ki, amellyel akar tobb szaz
egyedbdl allo torzsgytijtemények biodegradacios eljarasokban torténd vizsgalata valdsithato
meg.

Vizsgalataim soran olyan komplex vizsgalati rendszerrel dolgoztam, amely integralja a
kémiai analitikai, az immunanalitikai €s a toxikologiai eljarasokat. A kialakitott modszerrel
Kivalaszthatok azok a ZEA mikrobialis bontasara alkalmazhaté baktériumtorzsek, amelyek
karos melléktermékek nélkiil képesek a toxin bontasara. A ZEA bontasara a S. cavourensis
K14 jelzésti torzs bizonyult a legalkalmasabbnak, amely a HPLC és ELISA tesztekben is
kimagaslo, tobb mint 90%-os bontasi hatékonysaggal volt jellemezhetd és teljesen
megsziintette a hormonhatast. A R. pyridinivorans K402 ¢és K404 szintén magas bontasi
potencidl (HPLC eredmények alapjan tobb mint 85%, ELISA eredmények alapjan tobb mint
90%) mellett képes volt a ZEA karos biologiai hatasdnak megsziintetésére.

Kisérleteim igazoltak azt a tényt, hogy az analitikai eredmények Onmagukban
féelrevezetoek lehetnek, hiszen a bioldgiai rendszerekben olyan folyamatok jatszodhatnak le,
amelyek analitikai modszerekkel mar nem kovethetéek. A G. paraffinivorans NZS6 jelzési
torzs HPLC eredményei alapjan kivald toxinbontassal rendelkezik. A ZEA 98%-ban
eliminalodott a biodegradacidos rendszerbdl, viszont az ELISA mérések csupan 76%-0S
toxindegradaciot mutattak. A ZEA bomlasa soran keletkezd metabolitok megjelenésével az
ELISA tesztben alkalmazott monoklonalis antitest ezen koztitermékeket is ZEA-ként

detektalta, amely a keresztreakcioknak tudhaté be. A keletkez6 metabolitok jelenlétét a
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BLYES teszttel is igazoltam, hiszen az ELISA teszt mellett e torzs tekintetében tapasztaltam
jelentds maradék hormonhatast is, amely a karos koztitermékek jelenlétét igazolja.

Hormonhatast metabolitok termelésérdl nemcsak az NZS6 esetében beszélhetiink. A
bontasi kisérletben résztvevé torzsek koziil is néhany esetben megfigyelheté hormonhatas
emelkedés a bontas soran (K402, K404, K408, FEH28, AK37). Am az NZS6-tal szemben
ezek a torzsek képesek voltak a karos koztitermékeket is kisebb-nagyobb mértékben elbontani
a toxinnal egyiitt, igy a detoxifikdcidos folyamat végén a karos hatas jelentdsen
csokkent/megsziint. Fontos megemliteni viszont, hogy a bontasi folyamatban azokon a
pontokon, ahol a hormonhatas jelentésen megemelkedett kockazattal kell szamolni. Ezekkel
szemben ki kell emelnem azt a két torzset, amelyek vizsgalata soran ilyen jellegii hirtelen
megndvekedett hormonhatast nem figyelhetiink meg, igy a kockdzatértékelési szempontbol a
legalkalmasabbnak mondhatok detoxifikacios célra. Ezek a kivaldoan bontd K14 és a jol bonto
NI1 jelzést torzsek voltak.

Osszefoglalva tehat vizsgalataim ramutattak, hogy kivalé toxinbontds mellett is
tapasztalhatdé maradék hormonhatas. Raadasul az ilyen jellegi folyamatos screeningek
mutatnak ra egyedill a bontasi folyamat alatt varatlanul fellépé kockazatokra. Ezek
természetes kornyezetben veszélyt jelentenek, melyekkel minden esetben szamolnunk kell.

Mindezen megfigyelések  hangsulyozzak az ilyen és ehhez hasonld
toxikologiai/okotoxikologiai tesztek fontossagat a biodegradacios eljarasok értékelése soran.

Az alkalmazott bioldgiai hatdselemzd rendszer a biodegradacids célra alkalmazhato
torzsgylijtemények vizsgalata mellett, akar alkalmazhatd genetikai mddszerekkel javitott
mikroszervezetek screening vizsgalata céljabol. A modszerrel egyszerlien vizsgalhaté egy UV
mutagenezissel kialakitott konyvtar, és kivalaszthatoak a megnovekedett bontasi képességgel
rendelkez6 egyedek. Mindemellett a modszer a metabolizmus kutatas tertiletén is eredményes
eszkoznek bizonyulhat, hiszen egy transzpozon mutagenezis konyvtar kialakitasa utan
kivalaszthatbak a nullmutinsok, amelyek segitségével ¢&s tovabbi vizsgalatokkal

beazonosithatok a ZEA bontasért felelds génszakaszok.
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7. Osszefoglalas

A zearalenon a Fusarium nemzetség fajai altal termelt masodlagos anyagcseretermék,
amely erds Osztrogénhatasanak kdszonhetden szaporodasbioldgiai €s ivarzasi problémakat
okoz. A mikotoxinok detoxifikdlasanak egyik perspektivikus 4gat képezik a
biotranszformacios modszerek, amelyek sordn mikroszervezetek vagy enzimek segitségével
torténik a toxin lebontésa. A biotranszformacios modszerek bioldgiai hataselemzése ndvekvo
jelentdséggel bir, amidta az Eurépai Elelmiszer-biztonsagi Hatosag (EFSA) 2010-es
kozleményében felhivta a figyelmet arra, hogy a takarmanyok mikotoxin-szennyezettségének
csokkentésére iranyuld eljarasok soran nemcsak a mikotoxinok, hanem az eljards soran
esetlegesen keletkezd metabolitok, bomlési termékek bioldgiai hatasat is vizsgalni kell.
kivalasztasa volt, amelyek nagy hatasfokkal képesek a ZEA bontéasara karos biologiai hatast
mutato termékek nélkiil. Munkdm soran egy biolumineszcencian alapul6 bioriporter rendszert
adaptaltam ZEA bontasi kisérletekhez. A biologiai hatas vizsgalatara a Saccharomyces
cerevisiae BLYES torzset alkalmaztam, amely megvaltoztatott génszerkezetébdl adéddéan
biolumineszcencia intenzitast mutat hormonhatasi anyag észlelése esetén. Ezt kiegészitve a
citotoxicitds mérésére konstitutiv kontrollként hasznaltam fel ugyanezen modositott élesztdfaj
BLYR torzsét, amely toxicitast tapasztalva fénykibocsatas gatlast mutat. A biodegradacio
teljes folyamata alatt bioldgiai hataselemzéssel kdvettem nyomon a mintdkban bekovetkezd
hormon- és citotoxikus hatas valtozasat, illetve a biodegradacios eljaras végén eredményeimet
kémiai analitikai (HPLC) és immunanalitikai (ELISA) tesztekkel is igazoltam.

Az alkalmazott komplex értékelési rendszerrel sikeriilt kivalasztanom a
legmegfelelobb mikroszervezeteket, amelyek maradék Osztrogén és citotoxikus hatas nélkiil
képesek a ZEA bontasara. A legigéretesebb torzsek a Rhodococcus és a Streptomyces
nemzetséghez tartoztak. Mindezek mellett vizsgalataim ravilagitottak, hogy nagyaranyu
toxinbontas mellett is tapasztalhato maradék hormonhatds, amely hangsilyozza az ilyen és
ehhez hasonl6 biotesztek fontossagat a biodegradacios eljarasok sordn. A kialakitott komplex
vizsgalati rendszerrel akar tobb szdz mikrobabol all6 torzsgylijtemény esetén kivalaszthatoak
a legkiemelkedébb bontasi potencidlt mutatd biztonsagos torzsek. Ezen feliil a modszer 0j
lehetdséget nyit a metabolizmus kutatds teriiletén, hiszen egy kialakitott mutagenezis
konyvtar screenelése konnyedén kivitelezhetd a biodegradacios eljarashoz adaptalt élesztd

alapu rendszerrel.
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9. Koszonetnyilvanitas

Hélaval tartozom konzulensemnek, Krifaton Csillanak, aki értékes tanécsaival,
végtelen tiirelmével és meg nem szlind, gondos figyelmével kovette végig és segitette
munkamat.

Tovabba szeretném megkoszonni Cserhati Matyasnak, hogy segitséget nyujtott a
Wessling Hungary Kft-vel, és a Soft Flow Hungary Kft-vel valo kapcsolattartasban.

Koszonettel tartozom Dr. Szoboszlay Sandor tanar trnak, hogy értékes javaslataival
emelte dolgozatom szinvonalat, valamint a Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi
Tanszék vezetdjének, Dr. Kriszt Baldzs tanar Urnak, hogy lehetdséget nytjtott a tanszéki
munkdra.

Végii, de nem wutols6 sorban koszonet illeti a Kornyezetvédelmi és
Kornyezetbiztonsagi Tanszék és a Regionalis Egyetemi Tudaskdzpont tovabbi munkatarsait,
kozottik Dr. Kukolya Jozsefet, Baka Erzsébetet és Dr. Tancsics Andrast, akik mind

gyakorlati, mind elméleti tandcsokkal lattak el laborban végzett munkam soran.

Ezt a munkat az Baross Gabor Program-2009. (REG KM KFI 09) és a NKTH
TECH_08-A3/2-2008-0385 (OM-00234/2008) MYCOSTOP tamogatta. Koszonetemet
fejezem ki J. Sanseverinonak és G. Saylernek a BLYES és BLYR tesztszervezetekért (The

University of Tennessee, Knoxwille, Tennessee).
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10. Fiiggelék
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10.1. 1. fiiggelék: Alkalmazott tapoldatok

YMM (leu-, ura-): leucén- és uracil szelektiv alapmédium

. KH,PO, 13,619
. (NH4),S0, 1,989
o KOH (lemezes) 4,29

. MgSO, 029

o Fe;SO4 oldat (40 mg/50 ml viz) 1ml

o L-hisztidin 50 mg
. Adenin 50 mg
o L-arginin-HCI 20 mg
o L-metionin 20 mg
o L-tirozin 30 mg
o L-izoleucin 30 mg
o L-lizin-HCI 30 mg
o L-fenilalanin 25 mg
. L-glutansav 100 mg
o L-valin 150 mg
o L-szerin 375 mg

1 liter desztillalt vizben oldottuk a fenti anyagokat, majd autoklavban sterileztiik.

Tarolasa szobahdmérsékleten tortént.
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Growth Medium

1 literhez sziikséges mennyiség:

o YMM alapmédium 854,5 mi

o Vitamin oldat 10 ml

° Gliikoz oldat 100 ml

o L-aszparaginsav oldat 25 ml

o L-treonin oldat 8 ml

. Réz-szulfat oldat 2,5 ml
Osszetevok:

1. Vitamin oldat:

o Tiamin 20 mg
o Piridoxin 20 mg
. Pantoténsav 20 mg
o Inozitol 100 mg
o Biotin oldat (2 mg/100 ml) 50 ml

500 ml desztillalt vizben oldottuk fel, majd 0,2 pm poérusadtmérdjii szlirén atsziirve

sterileztiik. 4°C-on taroltuk.

2. D-gliikoz oldat:
20%-o0s gliikkoz oldatot készitettlink, majd autoklavban 10 percig sterileztiik.

SzobahOmérsékleten taroltuk.

3. L-aszparaginsav oldat:
4 mg/ml-es torzsoldatot készitettiink desztillalt vizben oldva. Sterilezés utan

szobahOmeérsékleten taroltuk.

4. L-treonin oldat:
Desztillalt vizben oldva mg/ml-es oldatot allitottunk Ossze. Sterilezés utan, szintén

szobahémérsékleten taroltuk.
5. Réz-szulfat oldat:

20 mM-os oldatot készitettiink desztillalt vizben oldva. 0,2 pm porusatmérdjii sziirdn

atszurtiik, és szobah6mérsékleten taroltuk.
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2. fiiggelék: A microplate lemez felépitése a higitasi sorokkal a

standardizalas soran

10.2.

Zearalenon

17-R-6sztradiol

‘4 m U O W Ww ©® I
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10.3. 3. fiiggelék: A microplate lemezek felépitése a mintak vizsgalata
soran

1. microplate

F

2. microplate _ =3 _ . _ _ '_ _

WO (OO0
e o o o e e
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T @ M m © b @ »

3. microplate _ 2 _ i _ '_ _
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10.4. 4. fiiggelék: A bontasi kisérletbol szarmazo mintak HPLC és

BLYES teszt eredményeinek statisztikai dsszefiiggése és a kiugro
értékek

10.5.
10.6.

Scatterplot
ELYES {mintakoncentacis 100%) = 201, 51842 84047; 0,9 predibrics sav

1828288 [ -

161,3078

EBLYES

112,3318

52,9284 |

0,2988

18782 81,1428 85,5165

28,2399 75,9543 08,1968
HPLGC
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5. fiiggelék: A kémiai analitika eredményei

2011. junius 10.

m'

F2 (Zearalenon)

Minta jellege: Egyéb folyadék minta

AOAC 985.18.:1988 (1)

WESSLING

WESSLING Hungary Kft.

H-1047 Budapest, Féti Gt 56

H-1325 Budapest, Ujpest Pf. 211

Tel. +36 (1) 272 2100 - Fax: +36 (1) 435-0100
info@wessling.hu - www.wessling.hu

Minta jele Zearalenon (F2 toxin) ’
ugll
N361 A ll. 480
N361 B II. 427
N361 C Il 452
K402 A ll. 26
K402 B II. ¢
K402 C II. 88
K404 A Il. 95
K404 B II. 90
K404 C 11 87
VAK Al 626
VAK C II. 294
D LT
Dési Eszter
Laboratériumvezetd
Vizsg. jegyzok. sz.: Bejegyezve a Fovarosi
117492/1; Birésag Cégbirésagan,
3rs 2011.06.10. Budapest: 0109-167826
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F2 (Z
Minta jellege: Egyéb folyadék minta

== WESSLING

ral n

AOAC 985.18.:1988 (1)

WESSLING Hungary Kft

H-1047 Budapest, Foti ut 56.

H-1325 Budapest, Ujpest Pf. 211

Tel. +36 (1) 272 2100 - Fax: +36 (1) 435-0100
info@wessling.hu - www.wessling.hu

Minta jele

Zearalenon (F2 toxin) '

ngll
1. VAKA 7 IlI. 551
2. VAKB 7 Ill. 558
3. VAK C 7 Ill. 570
4. HAAT7III. <10
5.H4 B 7 IIl. <10
6. H4 C 7 Ill. <10
7.FEH28 A7 IIl. 67
8. FEH 28 B 7 Ill. 77
9. FEH 28 C 7 Ill. 73
10. NZS6 A 7 Ill. <10
11.NZS6 B 7 Ill. <10
12.NZS6C 7 IIl. <10
13.N58 A7 Ill. 248
14.N58 B 7 IIl. 462
15.N 58 C 7 Ill. 517
16. NI 1A 7l 131
17.NI1B 7l 128
18.NI1C7IIl. 141
19. VAKA 7 IV. 582
20. VAKB 7 IV. 603

4/5
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Vizsg. jegyzok. sz.:
120361/2 javitott;

2011.07.21.

Bejegyezve a Fovarosi
Birésag Cégbirésagan,
Budapest: 0109-167826



=== WESSLING

WESSLING Hungary Kft.

H-1047 Budapest, Foti ut 56.

H-1325 Budapest, Ujpest Pf, 211

Tel. +36 (1) 272 2100 - Fax: +36 (1) 435-0100
info@wessling.hu - www.wessling.hu

. 1
Minta jele Zearaleno:g(,rz toxin)
21. VAKC 7 IV. 758
22. AK44 A7 IV. 458
23. AK44 B 7 IV. 466
24. AK44 C 7 IV. 492
25. AK37 A7 IV. 261
26. AK37B 7 IV. 274
27. AK37C 71IV. 230
28. K14 A7 IV. <10
29. K14 B71IV. <10
30.K14C 7 IV. <10
31. K408 A7 IV. 102
32.K408B 7 IV. 58
33. K408 C 7 IV. 88
2011. julius 21.
Dési Eszter
LaboratériumvezetéQ .
Vizsg. jegyzok, sz.: Bejegyezve a Févarosi
120361/2 javitott; Birosag Cégbirésagan,

5/56 2011.07.21.

50

Budapest: 0109-167826



10.7. 6. fiiggelék: Az ELISA teszt eredményei

Soft Flow Blotechnology Ltd, 12100, GEootd, Szenl-Gyongy Aan u 4. Hungary S [ B .-
ol 400 28 526100  fax: M 28 526101 eemal Botechnologydiisofthaw com

Melléklet
Zearalenon (F2) kvantitativ meghatirozasa bakterialis feloluszo mintakbol ELISA teszttel
Soft Fow Biotechnology Kit,

Minta jele koncentracié
lug/kg] |

VAKA I 7 1022

VAKBIL7 1166

VAKCIL7 989.0

K44 A ILT7 70.34

K404 BIL7 79.25

K404 CIL7 72.74

KA0ZA L7 71,64

K402B L7 6538

K402ClIL7 8471

N361AILT 528.0

N361BILTY 4710

N361CILT 443.2

LB 0
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Soft Flow Blotechnology Ltd, 12100, GEoard, Szenl-Gyongy Aan u 4. Hungary S f B ..

ol 400 28 026100  fax M 28 52010 eemal Botechnologydisofthaw com
Melléklet
Zearalenon (F2) kvantitativ meghatirozasa bakterialis feloliszo mintakbél ELISA teszttel
Soft Fow Biotechnology Kft,
Minta jele koncentracié
lug/kg]
NITATIL 232.0
NI1B 71 2437
N1 C7 L 2841
NS8 A7 lIL 504.9
NS8B7 IIL 7655
NSB C 7 lI. 8224
NZSEA 7 . 193.0
NZSEB 7 . 128.8
NZSSC7 . 2299
FEH2BA 7 lIl. 144.2
FEH28 B 7 lIL. 1648
FEH2B8C7 Il 1434
H4 AT IIL <20
HAB7 L <20
H4C Tl <20
VAKA 7 1. 8255
VAKB 7 I 8150
VAKC7 L 973.,5
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Soft Flow Blatechmology Lig.  H-2100, Goadld, Seen| -Gyt Al u 4., Hungang g l |g .'
L

fil.: -+ 28 B 100 Imai.: + 80 28 B30-101 =l Baliehnalogyisotiow com
Melléklet

Fearalenon (F2) kvantitativ mephatarozasa bakterialis feluloszo mintdkbil ELISA tesztte]
Soft Fow Biotechnolopy KL

Minta jele koncentracia
[ug/ke]

VAKA BdiD3
VAK B a91.1
VAKC 61,7
AR A 5320
AK44 B 468.8
AL T EB2.4
ARIT A 3077
ARIT B 3311
ARITC 3479
K14 A Bd4.25
K14 B 6693
K14 C 44,55
HADE A 1494
KAODE B 130,77
K408 128.0
LB 0
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11. Nyilatkozat

NYILATKOZAT
Alulirott Risa Anita a Szent Istvan Egyetem Mez6gazdasag- és Kornyezettudomanyi
Kar hallgatoja nyilatkozom, hogy a dolgozat sajat munkam, melynek elkészitése soran a
felhasznalt irodalmat korrekt modon, a jogi és etikai szabalyok betartasaval kezeltem.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen  nem.

GOdollo, 20,8V, ho....... nap

hallgat6 alairasa

A dolgozat készitéjének konzulense nyilatkozom arrél, hogy a dolgozatot
attekintettem, a felhasznalt irodalmat a hallgatd korrekt modon, a jogi és etikai szabalyok
betartasaval kezelte.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen  nem.

Godolld, 20....6v ..ooiiiiiii ho....... nap

konzulens alairasa
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