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A vizsgalat elméleti alapjai
Az élelmiszer alapanyagok kozé tartozé gabonaf@délza, arpa, kukorica) mégazdasagi

termelésben tortén termesztése soran napjainkban egyre jobbaftérbe kertl a
biogazdalkodas, amelyben a noévénywészerek alkalmazasa hattérbe szorul. Emiatt a
novényeken megtelepédyombak (penészgombak) szama jeleah megbtt a szamukra
egyre inkabb kedvéz életkbrnyezet hatdsara. A penészgombdk altal termésodlagos
anyagcseretermékek (mikotoxinok) termelése, a peoésbak ilyen magas aranyu
elterjedése miatt szintén mégn amely az élelmiszerek niiségében jelefis kockazatot

jelent.

Az dsszes mikotoxin szama mintegy 300-500.000 diecsilt, ezek kézil csupan 10-15 db a
jelentbs kart okozé meéreganyag. A mikotoxinok jelenlétéreekmegszintetésére tébb
beavatkozasi helyen lenne lebstg az élelmiszerndvény #&jlése soran, de sajnos sokszor
mar a learatott termény fémott a nem megfelélés hianyos beavatkozasok miatt. A learatott
termények, igy az élelmiszer alapanyagoknak feti@sgabonak mikotoxin tartalmélég a
kilsd héj részén dsszpontosul. A kiileéj részben I&vtoxin elbontasa illetve eltavolitasa
egy jo megoldas lehet a szennyezett gabona toxinpisrgének csokkentésére.

A kidolgozott modszer alapja az 6zon 8enito, oxidaldé hatasaban keresénd

Az egyszeit technikaval éallitott 6zon és a gabonaszem érintkezése soraam kiil$ héj
részében feldlsult mikotoxin reagél az 6zonnal, lameakcié végeredményeként a toxin
elveszitheti mérgéz hatasat, mas tipusu vegyullet keletkezik. Az oOzttallitasa két
kulonbo® technikaval torténik, az disaz ivfényes technika, a masodik technika az UVC
(254nm) Germicid lampas technika.

A Kkisérlet sordn zearalenon, deoxynivalenol éslen@ mikotoxinok mennyiségének és
minéségének a meghatarozasa torténik 6zonnal dusimégben HPLC-UV illetve HPCL-
MS technika felhasznalasaval.

A vizsgalatok soran é&tz0r az 6zon bomldsanak mértékét, majd tiszta tbwimlasanak
mértékét hatarozzuk meg modell rendszerben. Valddmények kdzotti meghatarozas soran
a szennyezett gabonaszemek a toxin mennyiségénélkoaasat vizsgaljuk a harom toxinra
Vizsgaljuk az egyes mikotoxinok és 0zon reakci@eas keletkezett bomlastermékeket is,
amelyek kémiai szerkezete és tulajdonsaga lényegedeeletked termékek esetleges

toxicitdsa miatt.



Altalanosan a mikotoxinokrél

Az antibiotikumok megfigyelése az 1800-as évek végéhed, amikor Pasteur mindenki
szamara jol ismert kisérletében észrevette, hogeseqiikrobak hatassal vannak a lépfene
bacilusara és ugyanezt tapasztaltdk mas baktérigmgombak esetében is. Erre azonban az
akkori idkben nem figyeltek fel az orvosok, és a mikrobioi®gk is csak a primitiv
szervezetek létért vald harcanak tartottak a fobtatn Ezért az antibiotikumok felfedezése
1928-ig varatott magara, mikor FlemingRenicillium penészgomba fajok baktériumiol
aktivitasat tanulméanyozta, majd a &Bbiekben a tenyészetihizolalt anyagot penicillinnek
nevezte el. A penicillin felfedezésének nyilvangsaéozésa utan szamos antibiotikus hatasu
anyagot izolaltak kulonbézpenészgombak tenyészeiblisokrdl kiderdlt, hogy mérgéek
lehetnek allatfajokra, igy toxicitasuk miatt el s@uottak a gyogyaszati hasznalatig. Ekkor
egy Uj, altalanosnak nevezBiefelismerés latott napvildgot, mégpedig hogy ¢ed a
mikroszkopikus gombak egyes méasodlagos anyagcserekei felabsek lehetnek allati és
emberi betegségek kialakulasaért. Ez abban @reid merész, de egyben igedrehaladott
gondolat volt.
A mikotoxinok (,mycos” (gor6ég) gomba és ,toxicum” (latin) méreg szavakbol)
penészgombak altal termelt, emberekben és/vagyoldilan toxikus valaszokat indukal6
anyagok, melyek széles korben elterjedtekfdEtiulasuk természetes, ezért potencialis, nem
kikiszoboblhet veszélyt jelentenek. Eisorban taplalkozas atjan kerilnek be a
szervezetinkbe, destdn keresztll, inhalalas utjan is bejuthatnak: rokdkozist okoznak.
Tobb, mint 400 mikotoxin ismert eddig, melyéklkiemelked human- és allategészségugyi
jelentbséggel kevesebb, mint 20 rendelkezik. Tobbségukidiéstruktirajuk szerint 5 nagy
csoportba sorolhaté:

1. ergotalkaloidok,
aflatoxinok,
trichotecének,

fumonizinek és

a k~ 0N

ochratoxinok.

A mikotoxinok léte kdzegészségiigyi, migazdasagi €s gazdasagi szempontbdl fontos
vilagméreti probléma. Ezt bizonyitja példaul a 2004 oktobenéldezankban talalt,
aflatoxinnal jelenis mértékben szennyezett pirospaprika (az egészgébatprertek 60-

szorosét is elérte egyes mintdkban a toxin kon&eidjn). Elkerilhetetlen, hogy az



élelmiszerek, takarmanyok ne fedédjenek meg gombaval a novény ellltetélsén
szlretelés, szallitas és tarolas sordi,nség a bolti, éttermi, otthoni raktarozas soran is
szamolnunk kell a fefzés megjelenésével. A toxintermelést szamtalan e#®ny
befolyasolhatja: maga a gomba faja, mechanikail&&riddldrajzi hely, Bmérséklet és a
paratartalom; ezért a penészgomba jelenléte nesntijeh mikotoxin jelenlétét is egyben.
Mivel a termelt toxinok gyakran nagyon stabilisak a altalanos ételkészitési eljarasokkal
szemben ellenallbak (amely esetekbéfed a Mhatassal kell szamolnunk), igy az is
lehetséges, hogy az élelmiszer tartalmaz toxint,a@bgomba mar nincs jelen. Tény, hogy a
mikotoxinok az egész vilagon elterjedtek, s aznéieterekidl valo teljes eltavolitasuk esetleg
megkotésik lényegében nem lehetséges, ezért ngyginfiet forditanak biolégiai hatasaik
vizsgalatara az egész vilagon. A mikotoxinok akgveny), szubakut (félheveny) és kronikus
toxicitasi tulajdonsagot mutathatnak allatokbanagsemberben, valamint néhany toxinrol
ismert, hogy karcinogén, mutageén, teratogén hatsisieghet. . Epidemiologiai vizsgalati
eredmeények 6sszefliggést mutatnak néhény, a tertbészabforduldé mikotoxin elterjedése,
€s a daganatos betegségekben széngatberek nagyobb szama kozott. Az étkezés Utjan a
szervezetinkbe ketiikarcinogének, ugy mint pl. a mikotoxinok, a meséges peszticidek,
az adalékanyagok, és @és soran keletkézl. heterociklikus aminok kdzul kiemelkednek a
természetes eredemikotoxinok, mivel a tdbbihez képest sokkal nagyofzazszor-ezerszer
mérgesdbb a hatasuk és kémiailag igen ellenallok.

A mikotoxinok okozta megbetegedések évszazadokisiteertek. Mar a Xlll. szdzadban
leirtak a lovak tdmeges megbetegedését és elhultad®atu kan vezette hadjaratban. A
leirdsok alapjan ma mar egyértélen azonosithatd, hogy a hattérben a stachybotriains
(Stachybotrys alternangs aS. atrg allt. Az el$ nagy néptémegeket éréntfertozés,
mikotoxin okozta betegség az anyaroZ#ayiceps purpureamérgezeés, az ergotizmus (ergot
alkaloidok okoztak) volt a kozépkorban, mélycsak az 1800-as években ismerték fel, hogy
gomba eredét

A penészgombak altal termelt mikotoxinok kéros saita a 60-as években egy pulykafarmon
derdlt fény, ahol ugyanis a nagy mennyisédllatpusztulas kapcsan derult ki, hogy
penészgombak altal termelt méreganyagok okoztak.

Az élelmiszerbiztonsag, azaz az egészségre nems,kdztonsagosan fogyaszthatd
élelmiszerek, illetve a takarmanyok biztonsaganéidése az utdbbi évtizedben kiléndsen
nagy hangsulyt kapott. A taplalkozasban az élelenedz a szervezetre karos anyagokat

tartalmazhatnak, amelyeknek szamos hatasuk lehadblényekre, ezen belll rank emberekre



is. Ezen karos anyagok hatasat szamos ténykemiai, mikrobiologiai, €lettani stb.)
befolyasolhatja.

A mérged anyagok korében potencidlis veszélyforrast jelegitea kilonbd& gombafajok
altal termelt masodlagos anyagcseretermekek, a toxikmk, amelyek dként, de nem
elsssorban gabonafélékben fordulnaké.elEmellett jelenis problémat jelent még a
biotermékek egyre nagyobb fogyasztasa, mert eztkle=n még nagyobb szamban lehetnek
jelen a mikotoxinok.

A nagy részben gabonat felhasznaldé allattenyésiésveszélyeztetett; a gyengébb
gyarapodastol, reprodukcios zavarokbol, esetlegllébbol ered gazdasagi problémak is
nagy problémakat jelenthetnek. A mikotoxinok altatimékekben is jelentkezhetnek, az allati
takarmanyozéasban felhasznélt alapanyagokban éxiglati termékekben is kimutathatéak a
toxinok vagy metabolitjaik, azaz az emberi fogyase szant élelmiszerekben is, ezaltal ezek
minéségét is befolyasolhatjak.

Kilén probléma a biotermékek kérdése, ugyanis abl@noak itt nagysagrendekkel
nagyobbak, hiszen a hatékony névényvéderek tulnyomo tobbségének felhasznélasa ebben
az agazatban tiltott. A dolog azért ellentmondasoert a gyorsan lebomld, gyenge
meérgeknek szamitd fungicideknél sokkal mééipr nem bomlo, és igen ellenalld
gombatoxinok elkeriilték a bioélelmiszerekeiadlitdo szervezetek és felhasznalok figyelmét,
és ezzel potencialisan az a lakossagi réteg \@hditen veszélyeztetetté, amely a természetes
élelmiszerekben bizik.

A mikotoxinok kulonbo# penészgombak altal termelt masodlagos anyagceaekek,
amelyek nagyon meérgéek. Egészségkarositdo hatdsuk akéar tbbb szazszoimsaagyobb
lehet az élelmiszerekbensédrduld mérgeé hatasu anyagokhoz vagy névényéderekhez
viszonyitva.

Kémiai 6sszetétellk, szerkezetik és hatdsmechasimagyon sokféle. Antigén hatassal
nem rendelkeznek, altalaban kis molekulasulyUakirayezeti hatasokkal szemben nagyon
ellenalldak és nagy mértékben birnak bioldgiaialéssal. Altalaban kémiailag stabilak, a
vegyi anyagok nagy részevel szemben ellenalloakaz<lelmiszeriparban hasznalatos
hohatasoknak is ellenall. Az eddig azonositott mikotok szama tobb ezres nagysagtend
eb®bl a ténylegesen mérgézk szama nem sokkal tébb, mint 10 darab.

Az élelmiszerekben a penész jelenléte nem mindetbes jelenti a mikotoxinok jelenlétét,
hiszen eddig nem megmagyarazott biokémiai ingeraddaf termédnek ezek a
méreganyagok. Képdésik torténhet a gabonafélék betakaritdsa sotamlas és ekdzben a

kulonbod miveletek soran, de a leggyakoribb, hogy méar a sdldgken kialakul. A
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méreganyagot termel gombak kozil azokat, amelyek kialakulasahoz mdimsa
nedvességtartalom szikséges (20% folott) szantofglenésznek, azokat, amelyek
kialakuldsdhoz ennél kisebb viztartalom is elegemdktari penésznek nevezzik. A
csoportositas ezen modja mar nem allja meg a thehyeel igazolhatéan a raktari penészek
is fertoznek szantofoldon és forditva is.

Nézzik most meg a fontosabb toxinterénfaljokat az elbbi elv szerint csoportositva:

— raktari penészek: Aspergillus és Penicillium kajo

— szantofoldi penészek: Fusarium, Claviceps, Ataan Stachybotrys fajok.

A méreganyagokat ternteombafajoknak a vizhez valdé hozzaférés az alépdetfeltétel,

es a megfelélhomeérséklet. Ha a gomba megtenitaz adott nbvényt, akkor a paratartalom és
a hbmerseklet jelerits befolyasold tényéwxel bir a névény névekedésevel és egészségével
kapcsolatosan. A tarolds soran is felhalmozodhataakilonbd# mikotoxinok, olyan
tényedk hatdsara mint, pl.: az allomany vizaktivitasémBrséklete, szeélkottsége, rovarok

€s ragcsalok okozta karok, a mechanikai sérilések, nem elhanyagolhatdé a

gombaszennyézlés koncentracidja sem.



Az vizsgalat soran hasznalt toxinokdbb jellemzéi és tulajdonsagai
A kovetkedkben az altalam hasznalt mikotoxinok (zearalenagxahivalenol, nivalenol)

fébb jellemit és tulajdonsagait irom le.

Zearalenon

OH O

HO

1. kép: Zearalenon

A zearalenon (F-2 toxin) disorban buzaban, arpaban, rizsben, kukoricaban &téaian
képadik, leginkdbb a betakaritasodl de raktari penészként is ismereteéle§ fellleti
szennye&désként jelenik meg a gabonaféléken és a malorfdddblgozas sordn a korpaba
kerlil. Popcorn és gabonapelyhek formajaban jelentleszélyt a gyerekek szamara,az
Ujszulotteknél pedig az anyatejjel kivalasztottimox

Ez a mikotoxin heveny mérgezést nem okoz, rakkbHitasa nem bizonyitott. Osztrogén
hatasu, 6sztrogénkbtreceptorokkal rendelkéz szervekben karosodast okoz. Himekben
gatolia az ivarsejtkégrét, amelynek sulyossaga aranyos a bevitt menmgategs a
meéreghatas iitartamaval, tstény allatok esetében a meéh allandé allapotalfigiemeg. A
méh és a petefészek tkbdésének zavara figyellietmeg, a megtermékenydlt pete
beagyazodasa akadalyozotta valik, méh eteaeddség alakulhat ki.

A toxinnal szembeni érzékenység fajonként jdélsah kilonbozik a toxin eltér
metabolizmusanak és az ettéisztrogénkdt receptoroknak kdszonlein. Az emberek és a
sertések kifejezetten érzékenyek erre a toxinkenledn a tyakfélékkel és a szarvasmarhakkal.
Az Europai Uni6é Elelmiszerugyi Tudomanyos Bizott§gdB) a zearalenonra 0,2 pg/ttkg-os
ideiglenes toleralhato napi beviteli szintet hatatbmeg, amely egy atlagos testsulyu (70 kg)
ember esetében napi maximum 14 ug ilyen toxinhjele

A zearalenon hatadsanak klinikai tiinetei a sertéddiilonb6s koncentracidkra lebontva:



1. tablazat: Zearalenon hatasai kiilonb6z6 életkoru és nemii sertéseken [1]

allat koncentracio hatas
(ppm vagy
mg/kg)
Kocasuldj 3-5 ppm megduzzadt péra, csecshimbdkég tluzzanata,

petefészek és méhnagyobbodas, méh 6déma, sargatest
visszamaradas és andsztrusz, hosszabbodik az ivari
ciklus

Kocak 5-10 ppm a fentieken kivil; dlvemhesség (sargatestamaradés
miatt), kicsi alom nagysag, vetélés, malac sziiletés
testtémeg valtozasa, névekszik a gyenge labszeitsys
malacok aranya, péra duzzanata, ndvekszik a
valasztastél az Ujravemhesitésig

Kocak 30-60 ppm embri6 elhalas

Kanok 30-60 ppm romlo sperma ndiség; tobb az abnormalis sejt,
csokkent libidé, séarhullds

Minden allat végbél és hiively &éésés, csokkent teljesitmény

Deoxynivalenol

2. kép: Deoxynivalenol

A deoxinivalenolt vagy mas néven DON, Vomitoxin,2(l3-Epoxy-3-alpha,7-alpha,15-
trinydroxy- 9-trichothecen-8-one) a Fusarium gomajpad termelik. A kilonféle
gabonafélékben és a feldolgozott gabonatermékeldiamn kenyér, malata) fordulhatéea
leggyakrabban. Kémiai szerkezetét tekintve a DQlithotecének csoportjaba tartozik.

A legtobb mikotoxinhoz hasonldéan kémiailag nagytabiak, a kilénbo hohatasoknak is
ellenallnak, tovabba a tarolégés és élelmiszer feldolgozasies soran sem bomlanak le. Ha
a takarmany DON-nal szennyezett az allatok viss&djlik, de ha mégis megeszik, akkor
magasabb koncentrdcioban hanyast okoz. Biologigdshla kozé tartozik, hogy d&en
immunszupresszivek, vagyis csokkentik a szervezatkedképességét. Nem karcinogének,

nincsenek hormonalis hatasaik €s nem okoznak késnikus megbetegedéseket.



UV abszorpciés maximuma irodaliadatok szerint 218 nm.

Nivalenol

H

3. kép: Nivalenol

A nivalenol vagy NIV, (3,4,7,1-Tetrahydroxy-12,13-epoxytrichothece®-8-on, GsH»007) a
A Fusarium, a Stachybotrygombafajok termelik. Ez a mikotoxin is szennyezhati
élelmizereket és a takarmanyndvényeket, gabonakban fekdaldeoxynivalenollal egyi
Karos hatasai (nagyobb koncentraciok karositja a csontvéd, gatolja a fehér-és DNS
szintézist, labbetegségek kialakulasa, csokkestzemvezet immunaktivitdsat. Eszségugyi
hatarérték: 0,rg/ttkg/nap.

UV abszorpciés maximuma irodalmi adatok szerint @it



Kisérleti leiras

Felhasznalt anyagok:
A felhasznalt anyagok kozul a zearalenon, deoxyena és nivalenol a Sigma-Aldrich

cégbl kerlltek beszerzésre, keméyikalium-jodid a VWR cédli, mig a kromatografias
elvalasztdshoz hasznalt acetonitril a VWR 6E¢BDH Prolabo), a hasznalt viz pedig sajat
eloallitast desztillalt viz volt, 0,22 pm-es membramirén tortérd szirés utan.

Vezetképessége 5 uS.

Felhasznalt eszkozok:
A kromatogréfias méréshez felhasznalt folyadékktograf Merck-Hitachi (LaChrom)

L7000 tipusu folyadék kromatograf volt, amely a é&ikez alegységekdi allt: UV
Detektor:L-7400, Pumpa:L-7100, Autosampler:L-72Q0lonnatér:L-7360.
A kromatografias elvalasztashoz Restek PinnacleCRB (250mm*4,6mm*5um) oszlopot

hasznaltam.
A kisérletekben az 6zont UVC (germicid) lampéava, iekistlésnél hazilag készitett készulékkel

dolgoztam.
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Kimutatasi médszerek érvényessége

Zearalenon Kimutatasanak paraméterei:

eluens: acetonitril/viz (viv): 25/75

aramlasi sebesség: 0,7 ml/perc

kolonna: Restek Pinnacle RP C18 (250mm*4,6mm*5um)

kolonna tér Bmérséklet: 40 °C

detektélasi hullamhossz: 236 nm

injektalt mennyiség: 10 pl

A diagramot 3 parhuzamos mérés adatai alapjantkésrn el.

A sztenderd zearalenon oldatok koncentraciéi 50, 280, 400 és 1000 ppb (png/kg) voltak.

area Zearalenon sztenderd kalibraciés egyenese

12000000
y =11848x - 55284

10000000 R?=0.9987
8000000 /

6000000

4000000 /

2000000 /

0 200 400 600 800 1000 1200
ppb

1. diagram: zearalenon kalibracids egyenese 236 nm-en

Deoxnivalenol kimutatasanak paraméterei

eluens: acetonitril/viz (viv): 25/75

aramlasi sebesség: 0,7 ml/perc

kolonna: Restek Pinnacle RP C18 (250mm*4,6mm*5um)
kolonna tér Bmérséklet: 40 °C

detektalasi hullamhossz: 216 nm

injektalt mennyiség: 10 pl
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A diagramot 3 parhuzamos mérés adatai alapjantkéienn el. A sztenderd deoxynivalenol oldatok

koncentracioi 0,1;1;2;5;10 ppm (mg/kg) voltak

Deoxynivalenol sztenderd kalibraciés egyenes 216 nm-

area
600000 en
y = 48848 + 27750
500000 R2=0,9956
400000

300000 /
200000 /
100000 /

o ® . . . . . .

0 2 4 6 8 10 ppm 12

2. diagram: deoxynivalenol kalibraciés egyenese 216 nm-en felvéve

Nivalenol kimutatasanak paraméterei

eluens: acetonitril/viz (viv): 25/75

aramlasi sebesség: 0,7 ml/perc

kolonna: Restek Pinnacle RP C18 (250mm*4,6mm*5um)
kolonna tér Bmérséklet: 40 °C

detektalasi hullamhossz: 218 nm

injektalt mennyiség: 10 pl

A diagramot 3 parhuzamos mérés adatai alapjan tkéem el. A sztenderd nivalenol oldat
koncentracioi 100, 200, 500, 1000, 2500 ppb (ugvkdak
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Nivalenol sztenderd kalibracioe egyenese 218 nm-

en
y= 6,27W
15000 RZ>670048
10000 / /
5000
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0 T T T T T 1
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3. diagram: Nivalenol kalibracids egyenese 218 nm-en mérve
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Visszanyerési tesztek

A mérés soran felhasznélt mikotoxinokkal visszaégeteszteket végeztem bbol a célbdl,
hogy megallapitsam, a felvitt mennyiség hanyadétéisapom vissza az extrakcio soran.

Az extrahalashoz acetonitrilt hasznaltam.

Az extrahalas a siz6papir csikkal végzett kisérletek soran ugy tortboggy 2 cm*1 cm-es
szir6papir csikokat vagtam, majd erre a csikra tetterad@dtt mennyisdg 100 ul toxin
oldatot 2 részletben. A toxin felvitele soran Ud¢ewl arra, hogy a felvitt acetonitril
elparologjon a csikrdl, és az 6sszes toxin a cgilgson. Ezek utan a csikot 6sszehajtottam,
majd 1,5 ml-es mintatarté fioldba téve arra 1,00amtonitrilt mértem, majd ultrahangos
furdoben 10 masodpercig extrahaltam és mértem. Az e@rglapir csik esetében éihla

lépéslol allt, ezzel kiiszoboéltem ki az oldat tdbbszori knés és parolgadsbol szarmazo hibat.

Szir6papirra csepegtetett mikotoxin (5 parhuzamos meérgszanyerése:
Deoxynivalenol:92/- 3 %
Nivalenol: 89°/- 5%
Zearalenon:917/- 4 %

A gabonaszemmel elvégzett visszanyeresi teszték sogabonaszemre adott mennyisé®

Ml mikotoxin sztenderd oldatot vittem fel fél csepkgént, Gigyelve arra, hogy a toxin oldat a
Szemre jusson €s ne a petricsészébe, amelybemavtdix Ezzel modelleztem a gabona Kills
héjaban Ié§ mikotoxin mennyiségét.

A toxin oldat felvitele és a szem megszaritasa gabonaszemet 1,5 ml-es mintatart6 fiolaba
tettem, majd 1,00 ml acetonitrilt méretem ki rabef extrahaltam ultrahangos fiérd
segitségével 30 masodpercig, majd tovabbi 5 pettighangos flurd nélkil. Ezen id alatt a
zavarosodast okoz0 részek lelilepedtek a mintatatédy aljara. A tovabbiakban az oldat
tisztajabdl pontosan mért mennyiséget Ujabb mirtatadénybe tettem és elemeztem a

mikotoxin mennyiségét.

Gabonaszemre csepegtetett mikotoxin (5 parhuzaréossinvisszanyerése:
Deoxynivalenol:93*/- 4 %
Nivalenol: 92%/- 3 %

Zearalenon: 947/- 6 %
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Ozon eballitasa:

A kisérletben hasznélt 6zont a kisérlet helyszialiitottam eb. ketth kiulonbod technikat
probaltam ki, amelyeket ismertetek.

Az elsy 6zon eballitasi technika az UVCAE254 nm) sugarzast hasznalé technika volt. A
kisérletben kett kiilonbdz germicid lampat hasznaltam az egyik 8 W-os a magikV-os
teljesitményi lampa volt. A kisérleti korilmények kidolgozasaaoegy 15 liter térfogatu
Deward palackba tettem bele a lampéakat, majd kidznbhdeig hagytam bekapcsolva a
lampat, agy mint 5, 10, 20, 30 percig. A bekapcsiat# alatt illetve a végén is vizsgaltam az
edény légterét 6zonra oly médon, hogy kalium-joégdkeményét enyhén savas oldataval
atitatott s#répapir csikot tettem a légtérbe, és figyeltem areaktiot. A kisérlet soran
megéallapithaté volt, hogy a @dpapir csikon a kalium-jodid/jéd &talakulds sokkal
intenzivebb és gyorsabb volt, amig a germicid la@gett. 30 perc bekapcsolasb idtan a
lampa kikapcsolasa mellett ais&papiron a reakcio viszonylagosan gyors colt.

Ekkor meghataroztam az 6zon tartalmat v/iv%-bandénynek oly médon, hogy téményebb
Kl-os keményit oldaton buborékoltattam at a lombik egész tartaliggelve arra, hogy inert
gazzal — argonnal szoritottam ki a benedlézont. A Kl-os keménydt oldatot ezutan
natrium-tioszulfat oldattal titraltam, amely old&gyasabdl szamoltam vissza az 6non
mennyiségére. A kovetkéz eredményeket kaptam az 6zon koncentracidjara és
eltarthatosagéara. Az eltarthatésagi kisérletet viegeztem el, hogy a besugarzasit itixen
tartva, (a mérések kozott leviagl koblitve a palackot) lampa kikapcsolasa utanegadott
idot vartam, és az idelteltével buborékoltattam at a gazt a Kl- kem#ngildaton, majd
titraltam.

SUN .
Ozone Production

Ozone is created by
oxygen molecules and

4. kép: Ozon elGallitas sematikus abraja UVC sugarzas
hatasara

5. kép: a kisérlethez hasznalt germicid lampak
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Ozon koncentréacié a taroldedény 30 perc UVC sugarzas utan 124ampave:
2 % B0 perc UVC besugarzas u)
Ozon koncentraciécsokkenés:

1 6ra utén: 1,5 viv%

2 Ora utan: 1 viv%

3 6ra utan: 0,2 vivoo

Az Ozon ebéllithsdnak maki modjaként az ivfényes technikat valasztottam, &ztechnika

hasonlitottam 6ssze a germicid lampas technik

Az ivfényes 6zon éhllitds lényege, hogy nagyfesziltséggel elektroives huzunk kett vezed

kozoétt. Az elektromos iv hatasara a lesegr 1évo oxigén molekuldk egy része felbomlik, real

oxigén atomok keletkeznek, amelyek reakciéba |épmakég nem bomlott oxigén atomokkal.

rekombinacié eredményeként 6zons) keletkezik. Persze a hatasfok nem 10-o0s, mivel a
keletkezett oxigén atomokagy része visszaalakulhat oxigén molekuladkkatvéleslreagalhat mé

anyagokkal.

A kisérlethez a nagyfesziltséget trafé segitsédllitottam eb, az ivkisulést pedig kéttréz elektroc

kozott hoztam létre. Az ivkisllés Osszes idejétsitvaltoztatam, 5, 10, 15, 20 percesdkben. Az

0zon bejuttatasara tobb kisérletet tettem a teahki#tolgozasa soran (ventilatofiréségkilonbsé

kihasznélasa), de a legalkalmasabb és legbiztasabblt, hogy a réz drétokat az edényzet belse
helyeztem, maj az ivet az edény belsejében hoztam létra a &ktrétl kozott. Avizsgalatok alapjan
10 perc i@ elégnek bizonyult az 6zon elég magas koncentdwidj eballitasara. Az 06zo

mennyiségét a fent leirtak alapjan hatédroztam mhég A kovetked eredméneket kaptan

rkesztett ivfényes o6zon elGallité

tasara keletkez6 6zon sematikaja
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Ozon koncentracio a taroléedényben:
10 % (10 perc elteltével)

1 6ra utan: 10%

2 6ra utan: 8 %

3 6ra utan: 7 %

5 6ra utan: 6%

24 6ra utan:0,5 %

8. kép: ivfény az 6zonizatorban

Az 6zon mennyiségének a kimutatasa jodometrias redeis alapul:
Egy sfir6papirra kalium-jodidot és keménjtitcsepegetiink és enyhén savanyitjuk. Ez a
szir6papir 6zondus kdrnyezetbe helyezve azonnal kékideity azaz jodkivalas torténik,
amelyet a jod-keméngtszine jelez.

O3+2[+H,O =G+ I, + 20H

l,+2S0:% =21+ S0:%

Az 6zon viszonylag allandénak mondhatd, hiszen i idokdzonként megvizsgalva, 2,
5, 10, 15, 20, 30 perc utan is jelen volt a Iégreseen lezart taroloedényberit .nég 24 ora
elteltével is!

Az Ozon ebdllitasi kisérletek eredményeként megallapitotthogy a hatasosabb 6zorbd@litas az
ivfényes technika segitségével értem el, amelynsneggyobb mennyiségdzon keletkezett, mint a
germicid lampa hasznélata soréan.

A keletkezett 6zon tarolhatésaga szempontjabol nérmeredményeket kaptam. Az éllitott 6zont
meég 24 o6ra mulva is ki lehetett mutatni. enneklansége abban rejlik, hogy a kisérlet soran az
egymas utani parhuzamos toxin bontési kisérletekiietosra vehetem, hogy az edényem tartalmaz
Ozont, és nem bomlik el gyorsan, még a vizsgéaddt el
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Mikotoxinok 6zonnal térténé bontasara vegzett kisérletek.

Ozonnal toérténdé bontasi kisérletek Sziirépapircsikon

A kisérletben zearalenon, deoxynivalenol és niv@lewxinokat hasznaltam.
A kisérlet soran a fentebb leirt modon iviényesitédc@val 6zont allitottam &la Deward
edényben. A kisérlet dislépéseként a természetes matrix hatas elkertlégettva toxin
bontési kisérletete 8mpapiron végeztem el olya modon, hogy 1 cm széleb &a hosszo
sZirépapir csikokat vagtam, amelynek a végére (kotiilte cnf részre) vittem fel adott
mennyiség toxin (100 ul) oldatot.
A felvitt toxin oldatok koncentracidi a kovetkak voltak:

zearalenon: 25 ppm (mg/l) acetonitrilben oldva

deoxynivalenol 10 ppm (mg/l) acetonitrilben oldva

nivalenol 5 ppm (mg/l) acetonitrilben oldva.

A felvitel soran lgyeltem arra, hogy az acetoniglparologjon a s@dépapirrél, ezért tébb
részletben vittem fel a toxin oldatot.

A toxin oldat beszéritasa utan csipesz segitseggvé@lzont tartalmazo edénybe helyeztem
kulonbo® idokozokre a papir csikokat. A toxin 6zonos kozeghmmorkodasanak él a
kovetkedek voltak: 5, 10, 20, 30, 60 masodperc. A kontakikiletelte utan az allandé
6zonkoncentracio biztositasa miatt a készllékbeeprtig Ujra fejlesztettem 6zont az ivfény
segitségével.

A vizsgalatokat 3 parhuzamos mérés alapjan végeetenndegyik elt& kontaktids szerint.

A kontakt ich leteltével a sirépapir csikokat 6sszehajtottam, majd 1,5 ml-eslioi@ve 1,00
ml acetonitril tettem ra. Az extrakciot 10 mp ulteangozassal segitettend,ebmely utan a
mintak toxin tartalmat elemeztem HPLC-UV technikgitségével.

A kovetked eredményeket kaptam:

Zearalenon esetében :
2. tablazat: zearalenon bomlasanak mértéke sziir6papiros kisérletben 6zon hatasara

kontakt idh

(sec) 0 5 10 20 30 60

el nem bomlott 100 97 90 80 75 50

toxin (%) 100 96 90 78 74 48
100 95 89 81 71 50

rsd (%) 1,0000 0,5774 1,5275 2,0817 1,1547
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Az eredményekdil a kovetked diagramot kaptam:

% Zearalenon bomldasa 6zon hatasara papiron

100 =
80

70 N

50 =

40

30

20

10

sec

4. diagram: Zearalenon bomlésénak diagramja szlir6papiron 6zon hatasara

Deoxinivalenol esetében:

3. tablazat: Deoxynivalenol bomlasanak mértéke 6zon hatasara

kontakt idé
(sec) 0 5 10 20 30 60
el nem 100 94 86 71 65 59
bomlott toxin 100 93 85 69 66 58
(%) 100 94 85 71 65 57
rsd (%) 0,0000 0,5774 0,5774 1,1547 0,5774 1,0000

% Deoxynivalenol bomlasa 6zon hatasara papiron

100 I3

s0 |

PR N

0 \\

60 —ly

50

40

30

20

10

0 ; . . . . .
0 10 20 30 40 50 60 70
sec

5. diagram: Deoxynivalenol bomlasa 6zon hatasara szlir6papiron
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Nivalenol esetében:

4. tablazat: Nivalenol bomlasanak adatai 6zon hatasara sziir6papiron

kontakt idé
(sec) 0 5 10 20 30 60
el nem 100 93 80 73 68 61
bomlott toxin 100 94 77 71 66 60
(%) 100 91 78 71 65 63
rsd (%) 0,0000 1,5275 1,5275 1,1547 1,5275 1,5275
Nivalenol bomldsa 6zon hatasara papiron
%
100 IR
80 ¥
70 l\ﬁ\ ~
60 = -
50
40
30
20
10
0
0 10 20 30 40 50 60 sec 70
6. diagram: Nivalenol bomlasanak mértéke sziir6papiron 6zon hatasara

Az adatokbal latszik, hogy az 6zonnak volt hatasaxanra, mégpedig csokkentette az a toxin
mennyiségét minden esetben. Az 5 masodperces koidaki mintaknal legjobban a
Nivalenol esetében csdkkent a mennyisége, majdoaydevalenol illetve a zearalenon. Az
eltérés a harom toxin bomlasa kozott csekély. 1@oahderces kontakt daél szintén a
nivalenolnak, majd a deoxynivalenolnak és a zeadmeak cstkkent a mennyisége a
legjobban. A 20 masodperces kontakinél a deoxynivalenol bomlasanak mértéke miel

a nivalenol és a zearalenon bomlasanak mértékéta &M masodperces mintandl is hasonlé
eredményt mutat. Erdekes a 60 méasodperces koulgktrintaknal a zearalenon bomlott a
legnagyobb mértékben, majd a deoxynivalenol ési@alemol. Ezen eredmények alapjan
kimondhatd, hogy a zearalenonnak kell a legnagyaiibakt idy 6zonban a bomlashoz, majd
a deoxynivalenolnak,

illetve a nivalenolnak tipapiros minta esetében. Lényeges
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megjegyezni, hogy a s®papiron elméletileg a toxinok a felviteli részemmas mértékben,
egyenletesen vannak eloszlatva. Az egymasra r&dégztoxinok rétegei nem
valbszirisithetek, ezért a lehétlegnagyobb fellleten érintkezhet a toxin az 6zbnAa
gorbék lefutasi alakjabol megallapithatd, hogy\al@nolnak a bomlasa valosiiag megall,
vagy kevésbé bomlik tovabb, mig a deoxynivalenolmddomlasa nem lassul le annyira, mint
a nivalenolnak. A zearalenont nézve a toxin bombaaginem egyenes mentén torténik, ami
érdekes abbol a szempontbdl nézve, hogy tébb kbitékvaldszirileg nagyobb szazaléka
zearalenont bont, mint nivalenolt és deoxynivalgndletve a toxin mennyiségének a
csokkenése nem all meg a gorbe alapjan, vagyislatiteg teljesen el lehetne bontani ezen
adatok alapjan.

A gorbéket elemezve feltételezthedgy olyan intermedier termék a nivalenolnal ileta
deoxynivalenolnal, amely reakcidba lép az 6zonwady ,védy” hatast fejthet ki a toxinra,
amely a zearalenonnal nem mondhatd el. A bomlasékeinek aranyaban nagy szerepet

jatszhat a molekula szerkezete is.

21



Ozonnal toérténd bontasi kisérletek gabonaszemen.

A gabonaszemen tortérbontasi kisérletekben toxinmentes gabonaszemelsznhltam. A
toxin mentességt a sajat vizsgalati moddszerrel d@pdtem meg. Az extrakciéra a
gabonaszemekb 10 db-ot tettem 4 ml-es fiolaba, amelyre 2 ml taodrilt tettem.
Ultrahangos flrd segitségével extrahaltam 10 mp-ig, majd tovabbi pércet a
gabonaszemeken tartottam az acetonitrilt. A mieifdepedése utan a tisztgjat leszedtem,
majd ha tovabbi tisztitast igényelt, centrifuga isEgével a lebég anyagoktol 10.000
fordulat/percen megtisztitottam. Ezek utan mértdoxan tartalmat a 3 toxinra.
A toxin szennyezés soran a gabonaszemre részégtébpl toxin oldatot juttattam, Ugyelve
arra, hogy az acetonitril elparologjon a sz&més a toxin oldat a szemre menjen. Minden
esetben 3 gabonaszemmel végeztem el a parhuzaséoetdt.
A felhasznalt toxin oldatok koncentracioi a kovetbek voltak:

zearalenon: 25 ppm (mg/l) acetonitrilben oldva

deoxynivalenol 10 ppm (mg/l) acetonitrilben oldva

nivalenol 5 ppm (mg/l) acetonitrilben oldva.
A toxinnal szennyezett gabonaszemet csipesz sggitskaz 6zonos kézegbe helyeztem adott
ideig, amelyek a kovetkéek voltak:

kontakt idb: 5, 10, 20, 30, 60 masodperc.
A kontakt idbk letelte utan az allando 6zonkoncentracid bizéssitmiatt a készulékben 1
percig Ujra fejlesztettem 6zont az ivfény segitgéhe
A kontakt id) letelte utan a szemeket 1,5 ml-es fioldba teteamelyekben 500 ul acetonitrilt
meértem rajuk, és 10 masodpercig ultrahangosiféetjitségével extrahaltam, majd 5 percet
hagytam az acetonitrilen. Az oldat letisztulasanudatisztajat elvalasztottam, ha nem volt
megfeleben tiszta, centrifugalas segitségével tisztitottaajd elemeztem.
A kovetked eredményeket kaptam:

Zearalenon esetében:

5. tablazat: Zearalenon bomlasanak adatai gabonaszemen 6zon hatasara

kontakt id 6 (sec) 0 5 10 20 30 60

100 93 85 78 65 55
el nem bomlott 100 94 89 80 67 47
toxin (%) 100 94 84 75 62 50
rsd (%) 0,0000 0,5774 2,6458 2,5166 2,5166 4,0415
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Zearalenone bomlasa blizaszemen 6zon hatasara
100 [
95 l‘&‘\
o 90
X |
£ 8 \"\
5 0 :
= 75
E 70 o~
g 65 \'\
¥ 60
€ &5 L 2
50
45 L
0 10 20 30 40 50 60 70
kontakt id6 (sec)

Deoxynivalenol

7. diagram: Zearalenon bomlasanak mértéke 6zon hatasara gabonaszemen

esetében

6. tablazat: Deoxynivalenol bomlasanak adatai gabonaszemen 6zon hatasara

kontakt idé
(sec) 0 5 10 20 30 60
el nem 100 97 89 85 80 75
bomlott toxin 100 98 90 85 80 76
(%) 100 97 90 84 78 74
rsd (%) 0,0000 0,5774 0,5774 0,5774 1,1547 1,0000
Nivalenol bomlasa buzaszemen 6zon hatasara
100
95 .\
®
g 90
x
 i—
§ 80 \L
E 75 i
g 70
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65
60
0 10 20 30 40 50 60 70
kontakt id6

8. diagram: Nivalenol bomlasanak mértéke gabonaszemen 6zon hatasara
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Nivalenol esetében

7. tablazat: Nivalenol bomlasanak adatai gabonaszemen 6zon hatdsara

kontakt idé
(sec) 0 5 10 20 30 60
el nem 100 95 89 82 80 72
bomlott 100 93 90 83 82 71
toxin (%) 100 93 90 80 78 69
rsd (%) 0,0000 1,1547 0,5774 1,5275 2,0000 1,5275
Nivalenol bomlasa buzaszemen 6zon hatasara
100 I3
G

xX % ﬂ\'

£ 9% 9

g ss >~

}'§ 80 \'\ |

8 75

€

¥ 70 A

E 65

60
0 10 20 30 40 50 60 70
kontakt id6

9. diagram: Nivalenol bomlasanak mértéke 6zon hatasara gabonaszemen
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Osszegzés
Osszességében megallapithatd, hogy a blizaszeriekeb toxin bontas 6zon hatasara az 5

méasodperces kontaktddél a zearalenon és a nivalenol esetében kdzeloazeredmeényt
hozott, mig a deoxynivalenol kevésbé bomlott. Amfisodperces kontaktddesetében a
zearalenon jobban bomlott 1-2 %-al, mint a masiktéxin, amely par szazalékkal nagyobb
mértéki bomlas a 20 masodperces kontakiniél is megmaradt a zearalenon javara. A 30
masodperces mintaknal a zearalenon mennyiségémaldsm tobb mint 10 %-al nagyobb,
mint a kozel azonos mértékben bomlé deoxynivaleoing&alenol bomlasi aranya. A 60
masodperces mintanal ismét a zearalenon toxinbaldibel tébb, mint a masik két toxinbadl,
bar a nivalenolbdl tébb bomlott el minta a deoxsghenolbdl.

A bomlads mértékének eltérésében - &r&zapiros mintdkhoz képest — szerepet jatszhat a
szerves minta matrixa. Az altalunk prognosztizadiddenény az volt, hogy a gabonaszemen
kisebb lesz a toxinok bomlasa, mintigipapiron, mivel a gabonaszemek sok mas szerves és
szervetlen, bioszervetlen anyagot tartalmaznak lyekesédhetik a toxint, illetve a toxin a
gabonaszem mélyebb rétegeibe is behatolhat (atdtgiglpuhitja” a héj részt, ami miatt a
toxin mélyebbre juthat), ami miatt az 6zon nemedrinem |ép reakcioba vele. Igy kevésbé
fognak a toxinok bomlani, mint ggpapiron. Ezen feltételezés ellentettjét kaptuk, az
ellenke® esetet bizonyitjak a méréesek.

A kovetked abran osszefoglaltam a kilonBotoxinok gabonaszemen tortetontdsanak

eredmeényeit.

105 . T . . . .z

~ [0} (e}
(6] w wv

megmaradt toxin

[e)}
wv

55

45

e
\\Deoxynivalenol
s 4

Nivalenol

Zearalenone
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40 50 60 o 70

10. diagram: deoxynivalenol, nivalenol és zearalenon bonmlasanak mértéke gabonaszemen 6zon hatasara
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Osszességében el lehet mondani, hogy a vizsgatttoxikok mennyiségét csokkenti az 6zon,
vagyis az eredeti toxin mennyisége csokken. A vakiFilményeket modelléz
gabonaszemen tortéoxin bontds mértékével kapcsolatban is elmondhaigy mindegyik
vizsgalt toxin bomlott az 6zon hatasara a gabomasmeigaz eltér mértékben. A vizsgalt
toxinok bomlasanak mértéke a kontaki ibvelésével dit.

A toxinok bomlasabdl szarmazo6 termékek mésgealege lehet a kovetkézfelmerlib
kérdés, ugy mint a zearalenonnal is feltételgmretkeletkezhet peroxid kétést tartalmazo
vegyulet, amely az &lszervezet szamara isméet mékgeegyuletként szerepelhet.

A deoxynivalenol esetében B.K. Tiwari é€s munkatargd] vizsgalatai alapjan a
deoxynivalenol esetében @y felhasadas keletkezik és ez altal Uj, nem mérgemmek
keletkezik.

A jelenleg folyé vizsgéalatok soran a toxinokbol étezett bomlastermékeket prébalom
azonositani HPLC-ESI/APCI-MS technika segitségével.

i OH
OH H
Deoxynivalenol Ozone + Deoxynivalenol Molozonide
(reaction intermediate)

: OH
OH H

Ring opening Molozonide

9. kép: deoxynivalenol bomlasa 6zon hatasara [2]
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Melléklet

D-7000 HSM: Samples Series: 0384 Report: original System: Sys 1
D-7000 HPL.C System Manager Report
Analyzed: 03/09/11 06:13 PM Reported: 12.06.14 20:57

Processed: 03/09/11 06:30 PM
Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATA\0384\
Processing Method: zearalenon

System(acquisition): Sys 1 Series:0384

Application: Samples Vial Number: 36
Sample Name: ZEA std Vial Type: UNK
Injection from this wvial: 1 of 1 Volume: 10.0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 1

"J,SAMP 3200 N
IN-Meth 1 N-Meth 1 .
—|Sens 50 N
1.5 —| 5
. L
5 ] H
< 3 §
1.0 —
B b A
3 A
o 3 I
a }
d . |
[0} ] [
.lé ~N
A 0.5 3 o . 3
- + | & N
o 5 IR a B
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] g g ]| 2 2
1 " s K 3
0.0 | , ey Lo | : ‘
B Ly L B L Ll Al L] AT L L ! A AL L LA e s
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Retention Time (min)

Acqguisition Method: zearalenon
10. kép: Zearalenon sztenderd (1000 ppb) kromatogramja 236 nm-en.
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D-7000 HSM: Samples Series: 0167 Report: original System: Sys 1

D-7000 HPL.C System Manager Report

Analyzed: 12.02.17 18:15 Reported: 12.06.14 21:51
Processed: 12.02.17 18:27

Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATA\0167\

Processing Method: nivalenol 120216

System(acquisition): Sys 1 Series:0167

Application: Samples Vial Number: 22
Sample Name: NIV 45ppb vial Type: STD4
Injection from this vial: 1 of 1 Volume: 10,0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 1

IN-Meth 0 N-Meth ©
0,4 :Sens 20 % '
0,3 7
s E /!
C 0,2 -] b
by E i “ |
= e i I
g 0,1 - \»‘;\“/\
o 7 ‘\ ‘\H |
bt . P
‘
— . !
T | |
A \T //‘\ , ~ ‘
e e | e, eS| i T
-0,1 - '
] |
iHHHHHHHHH\ TITT[TI T T[T TIT[TTTT[TTITT[T TTJTTT T[T T I T [TIT T TTTT[TTTT TITT[TIT T[T T T[T TTT[TTTT
LM AL (BARRIARRRN AARAERRARY RanRl A EAARA AR A ARALARALY AR
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Retention Time (min)

11. kép: nivalenol sztenderd 45 ppb kromatogramja 216 nm-en.
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Edit Options Window Help =15(x]

4 5
Retention Time (min)

12. kép: Zearalenon toxin kiilonb6z6 kontakt id6 elztelte utan HPLC-UV technikdval €236 nm-en elemzett kromnatogramja
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