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1. Irodalmi attekintés

1.1. A mikotoxinok képzodésérél és szervezetbe jutasarol altalaban

A penészgombdk altal szekunder metabolitként termelt toxikus anyagcsere termékek a
mikotoxinok. Sokféle penészgomba faj termel mikotoxint, a helyzetet pedig bonyolitja,
hogy egy faj tobbféle toxint is termelhet.

A penészgombakat a megtelepedés és mikotoxin termelés elsdédleges helyszine szerint
besorolhatjuk szant6foldi és raktari penészgombakra, bar az Gjabb kutatasok szerint® ez az
elkiilonités nem tekinthetd teljes mértékben iranyadonk, mivel mindkét helyen
eléfordulhatnak jelentésebb mértékben.

A megtelepedett penészgombak altal termelt mikotoxinok beszennyezik a kiilonb6zd
termesztett haszonndvényeket. Amennyiben ezeket kozvetleniil emberi fogyasztasra
termesztik, abban az esetben a mikotoxinnak valé kitettség fokozottabb, mintha a
takarmanynovényekbdl allati eredeti termékek kozvetitésével jut a méreg az emberi
szervezetbe, mivel az allati szervezet annak egy részét lebontja. Utobbi megallapitas alol
azonban kivételt képez, ha a mikotoxin dusul valamely szovetben, szervben és igy
koncentraltabb dozist képvisel elfogyasztisa esetén.

Tehat az ¢lelmiszerekkel egyiitt, tobbek kozott a penészgombak altal termelt kiillonb6zo
mikotoxinokat is a szervezetiinkbe jutattunk. A szervezetbe jutashoz, illetve a
felszivodashoz a mikotoxinoknak keresztiil kell haladniuk a tapcsatornan, mely sordn mind
mindségileg, mind mennyiségileg valtozast szenvedhetnek, azaz elbomolhatnak, illetve
atalakulhatnak az emésztés soran.

A szajjal, illetve a nyallal rovid ideig érintkezik az élelem a tapcsatornan vald athaladasa
soran, elsd izben a gyomorban tolt huzamosabb id6t, majd innen a bélrendszerbe torténd
kertilésével torténik meg a felszivodasa a mikotoxinokkal egyetemben.

A tanulmanyban szereplé Aspergillus fajok altal termelt aflatoxin B4, valamint a Fusarium
fajok altal termelt zearalenon mikotoxinokat vizsgaljuk, elsésorban a gyomorban (,
pontosabban gyomor modellben, azaz miigyomorban) torténd degradacidjukat figyelve,
valamint a bélbaktériumokkal val6 kdlcsonhatést a bélrendszerre vonatkozolag.

Mivel a 2 féle mikotoxin bizonyos jellemzdiben kiilonbozik, ezért kiilon-kiilon,
részletesebben a kovetkezdekben keriilnek targyalasra az eredetiik, a képz6désiikhoz

sziikséges feltételek és bioszintézisiik menete:

! Mesterhazy Akos: A mikotoxinok és az élelmiszerbiztonsag, a megoldas lehetéségei.



1.1.1. Aflatoxin B,

Elsdsorban raktari penészgombak termelik. Az alabbi tablazat® a legjellemz6bb 3 fajt irja

le, valamint toxicitdsukat szdjon at adagolva patkanyok esetén:

Mikotoxin Aspergillus faj Termény LD50 mg/kg
Aflatoxin B, A. flavus kukorica 7,2
Aflatoxin B, A. parasiticus diofélék 7,2
Aflatoxin B, A. nominus gyapotmag 7,2

1. tablazat

Tobbek kozott, mivel az aflatoxinok kozott ez a legmérgezdbb, ezért a mikotoxin
hatarértéket a 0-8 ppb intervallumban hataroztak rneg3 a kiilonbozo élelmiszeripari

termékek esetén. Ezek kozil itt csak a 0-1 ppb hatarértékli termékeket mutatnam be:

Maximalisan megengedett koncentracio

Aflatoxin B; tartalma termék
' (ng/kg)

Csecsemdk és kisgyermekek szamdara
késziilt feldolgozott gabonaalapu 0,10
¢lelmiszerek és bébiételek.
Specidlis gydgyaszati célokra szant diétas
¢lelmiszerek kifejezetten csecsemdk 0,10
szamara.
Nyerstej, tejalapu termékek eldallitasahoz
hasznalt tej és hokezelt tej.
Az anyatej-helyettesité és anyatej-
kiegészitd tapszerek, beleértve
a tejalapt anyatej-helyettesito tapszert és a
tejalapu anyatejkiegészitd tapszert.
2. tablazat

Képzédésének feltételei®:

» Homérséklet: széles hdmérsékleti skala.

» Relativ paratartalom: > 70 %

» Kémhatas: 4 <pH <8
Tovabba fontos a megfeleld nedvességtartalom €s tapanyag ellatottsag is a penészgombak
szamara a megtelepedéshez, illetve a mikotoxin termeléshez.
Az aflatoxin B; bioszintézise soran eldszor hexanoat képzédik. Ehhez kapcsolodik egymas
utan 7 db malonil-CoA, mely soran minden egyes kapcsolodas utan a malonil-csoport
»szabad” végén dekarboxilez6désnek kell végbemennie, hogy ijabb kondenzacio johessen
létre. Igy minden malonil-CoA kapcsolodas soran a 6 C atomos kiindulasi vegyiilet 2 C

atommal béviil. Igy jon 1étre a 6 + 2 x 7 = 20 C atombdl all6 vegyiilet, mely ciklizalodik.

2 Abramson (1998) szerint.
% 1881/2006/EK RENDELET (2006. december 19.) alapjan.
* Paradi Timea: Mikotoxinok az élelmiszerekben cimii eléadasa alapjan.



A tovabbi 1épéseket, illetve az adott lépéseket szabalyozd gének a kovetkezd képrol®

olvashatoak le:
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A Keletkezett aflatoxin B; (a képen: AFB;) pedig a mar ismertetett utvonalon (névény —
allat — ember, illetve névény — ember) bejuthat az emberi szervezetbe. A szervezetbe
torténd bevitel a tapcsatorndn keresztiil valosul meg. Ha a borfeliilettel 1ép kontaktusba,
abban az esetben is lehetséges a szervezetbe keriilése, azaz borén at is felszivodik.°
Kiiirtilése a keringéssel a vesén, illetve epén keresztiil a bélcsatornan at bélsarral torténik.”

(A kitiriilés ideje a metabolizacioé soran keletkezett termékek mindségének fliiggvénye.)

® Jiujiang Yu, Perng-Kuang Chang, Kenneth C. Ehrlich, Jeffrey W. Cary, Deepak Bhatnagar, Thomas E.
Cleveland, Gary A. Payne, John E. Linz, Charles P. Woloshuk and Joan W. Bennett: Clustered Pathway
Genes in Aflatoxin Biosynthesis.

® Boonen, Jente; Malysheva, Svetlana V.; Taevernier, Lien; Diana Di Mavungu, José; De Saeger, Sarah; De
Spiegeleer, Bart: Human skin penetration of selected model mycotoxins.

" Dr. Mézes Miklos: Takarmanytartalmak, takarmanytoxikologia.



1.1.2. Zearalenon

Els6sorban szant6foldi penészgombak termelik. A Fusarium fajok azonban képesek
jelentésebb raktari fertézéseket is okozni, mivel a mikotoxinok (zearalenon) képzddésének
kedvezd hidegebb hémérséklet a raktirakban biztositva van.® jellemz8 koncentracio
intervallum zearalenon esetén 0,001-10,5 ppm.9

A zearalenont (, megjegyzendd, hogy a zearalenon féle vegyiiletekhez legalabb 16 féle
valtozat tartozik) termeld Fusarium fajok koziil a kovetkezoek jelentések a gabonafélék

fertozottsége szempontjéb(')llo:

Fusarium faj El6fordulas gabonaféléken | Fertozoképesség kalaszokon
F. graminearum +++++ erds
F. culmorum ++ erds
F. crookwellense ++ erds
F. equiseti ++ szaprofita

3. tablazat: + igen ritka, ++ ritkan fordul el6, +++ kdzepes gyakorisag, ++++ gyakori, +++++ igen gyakori
Mint lathat6, hogy a F. graminearum el6forduldsa, mint zearalenon termeld faj, igen
gyakori a gabonaféléken, melyek fontos és gyakori alapanyagai az emberi élelmiszereknek.
Természetesen a takarmanyndvényekbdl is juthat emberbe mikotoxin, de ez ,.csak”
kozvetve, allati eredetli élelmiszeripari termékek kozvetitésével.

A zearalenon toxicitdsa: LDsg (egér) > 5000 mg/kg.'" Ennek tiikrében az élelmiszerekben
megengedett hatarértéke is magasabb az aflatoxin B;-hez viszonyitva, mely a 20-200 ppb
intervallumban keriilt megallapitasra.'® Ezek koziil a 20 ppb hatarértékkel rendelkezdeket

ismertetem az alabbiakban:

Zearalenon tartalmi termék Maximalisan megengedett koncentracio6
(ng/kg)
CsecsemOk ¢s kisgyermekek szdmara
késziilt feldolgozott gabonaalapt 20
¢lelmiszerek és bébiételek (a feldolgozott
kukoricaalapu élelmiszerek kivételével).
Csecsemok ¢és kisgyermekek szamara
késziilt feldolgozott kukoricaalapu 20
¢lelmiszerek.

4. tablazat
Bar a halalos dozisa a zearalennonnak relative magas, ez alatt a hatarérték alatt is képes

kronikus vagy akut megbetegedéseket okozni tobbek kdzott 6sztrogén hatasa miatt. ™

& Mesterhazy Akos: A mikotoxinok és az élelmiszerbiztonsag, a megoldas lehetéségei.
° Dr. Mézes Miklos: Takarmanytartalmak, takarmanytoxikologia.

19 Fusarium fajok Nelson et al. (1983) szerint.

1 Abramson (1998) szerint.

121881/2006/EK rendelet (2006. december 19.) alapjan.

13 Mesterhazy Akos: A mikotoxinok és az élelmiszerbiztonsag, a megoldas lehet3ségei.



Képzédésének feltételei™:
» Hoémérséklet: ~ 10 °C.
» Relativ paratartalom: > 70 %
» Kémhatas: 4 <pH <8
Tovéabba itt is fontos a megfeleld nedvességtartalommal egyetemben a jo tidpanyag
ellatottsag is.
Termel6dését a gombaban a zea nevii gén jelenléte szabailyozza.15 A zearalenon

C , " f ol
bioszintézise a kovetkezd utvonalon megy végbe™:

1 x Acetyl-CoA + 5 Malonyl-CoA

Standard initation of
PKS biosy nthesis

OH OH o} HO
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Figure 11 Model for the zearalenone biosynthetic pathway

2. kép (PKS: poliketid-szintaz enzim. Ketid: metilén- és karbonil-csoportot tartalmazo szerves vegyiilet.)

A keletkezett zearalenon jellemz6é szervezetbe jutasi ttvonala elsésorban: névény —
ember, de lehetséges a névény — allat — ember Gtvonal is. A szervezetbe a tapcsatornan
keresztiil jut be. Képes adott esetben a bérdn at is felszivodni.™’

A zearalenon kitiriilési Utvonala fligg a metabolizaciotol: lehetséges az epén keresztiili
kitiriilése™®, illetve a bélsar mellett a vizelettel torténd tavozasa®® a szervezetbél.

(A zearalenon szervezetbdl valo kiliriilésének id6tartama a metabolizacié soran keletkezett

termékek anyagi mindségétol fiigg.)

14 paradi Timea: Mikotoxinok az élelmiszerekben cimii eléadasa alapjan.

5 Dr. Mézes Miklos: Takarmanytartalmak, takarmanytoxikoldgia.

18 http://www.rasmusfr andsen.dk/zealenone.htm (Letdltve: 2012. november 22.)

17 Boonen, Jente; Malysheva, Svetlana V.; Taevernier, Lien; Diana Di Mavungu, José; De Saeger, Sarah; De
Spiegeleer, Bart: Human skin penetration of selected model mycotoxins.

'8 Dr. Mézes Miklos: Takarméanytartalmak, takarmanytoxikologia.

19 Fitzpatrick DW, Arbuckle LD, Hassen AM: Zearalenone metabolism and excretion in the rat: effect of
different doses.



1.2. Az aflatoxin B; biologiai hatasai, kémiai jellemzo6i

A majban metabolizalodik®; részben e szervben kézvetleniil, akut médon fejti ki hatasait,
részben a metabolizacio soran keletkez6 intermedierek Gtjan okoz kronikus betegségeket.
Maga az aflatoxin B; metabolizacioja soran a majsejtek nekrozisat (clhalasat) idézi eld,
mivel a sejtek fehérjéivel reakcidba 1épve gatolja a 1étfontossagu anyagok anyagcseréjét: a
zsirokét, szénhidratokét. Tovabba gatld hatasuk a fehérje szintézisben is megmutatkozik.

A majon kiviil genomialis hatasait a majban torténd oxidacidja soran képzddo epoxidjai
utjan fejti ki. Ezek az anyagok képesek a DNS bazisai kozé, kovalens kotést 1étesitve,
beékelddni és ez altal megvaltoztatni a DNS szerkezetét.?! Ez a szerkezetvaltozas ahhoz
vezet, hogy a DNS o0sztddéas soran torténd megkettézddése (replikdcio) lassul, valamint
lelassul a DNS-r6l RNS-re t6rténd informacié atirasa (transzkripcid) és kozvetve a
fehérjeszintézis. A legnagyobb kart az okozza, hogy a DNS javitasi folyamatok is
lelassulnak, aminek kovetkeztében a DNS-ben mutacio 1éphet fel. Ez az interkaladcionak
nevezett folyamat tehat er6sen mutagén hatasu.

Az interkalacié kihat a p53 nevli fehérjét kodolo génre is??: a 249-es kodon 3.
nukleotidjanak bazisa megvaltozik guaninrdl (G) timinre (T), aminek hatdsara hibas a
transzkripcid soran atirt informacid és diszfunkcionalis fehérje képzddik a transzlacid
soran. Ez a fehérje (lenne) a felelds a sejt miikodési zavara esetén a javitasban szerepet
jatszd fehérjék szintézisének elinditasaban, illetve stlyosabb esetben a sejthalal
indukaldsaban (apopt6zis), mely a rakos sejtburjanzast hivatott meggatolni, és egy kaszkad
soron at elvezet a kaszpaz-3 és kaszpaz-7 proteaz enzimek aktivalodasahoz, a sejt
lebontasdhoz. Ebben az esetben viszont ez a mechanizmus miikodésképtelen, amely a
rakos sejtek fennmaradasdhoz, illetve rdkos folyamatok elinduldsdhoz vezet, melyeket
Osszefoglaldan onkogén hatdsnak nevezhetiink.

Az aflatoxin B; (AFB1) az epoxidacion kiviil mas utvonalon is metabolizalodhat. Ezek
koziil aldbbiak a jellemz6ek®;

Hidroxilaci6é: AFB1 — AFB2 (aflatoxin B2)/AFQ1 (aflatoxin Q1)/AFM1 (aflatoxin M)
O-demetilacioé: AFB1 — AFP1 (aflatoxin P;)

Redukcio: AFB1 — Aflatoxicol

20 Ananth S. Bommakanti, and Farid Waliyar: Importance of aflatoxins in human and livestock health.

2L http://en.wikipedia.org/wiki/Intercalation_(chemistry)#DNA _intercalation (Hozzaférés: 2012. november
25.)

22 E_ Aguilar, S. P. Hussain, and P. Cerutti: Aflatoxin B1 induces the transversion of G-->T in codon 249 of
the p53 tumor suppressor gene in human hepatocytes.

2 Dr. Mézes Miklés: Takarmanytartalmak, takarmanytoxikologia.



Az aflatoxinok koziil ez a legmérgezébb.**

Az aflatoxin B; egy furano-kumarin szarmazék.® Nem trividlis elnevezés:
ciklopenta(c)furo(3', 2' : 4, 5)furo(2, 3H)(1)benzopiran-1, 11-dion, 2, 3, 6a, 9a-tetrahidro-
4-metoxi-, (6aR, 9aS)-. Osszegképlete: C17H2,06. Szerkezete:

O O

O

3. kép

1.3. A zearalenon biologiai hatasai, kémiai jellemzoi

Toxicitisa mogott elsésorban az altala kivéltott Ssztrogénhatéas al1.%°

A zearalenon képes a
17B-6sztradiol nevli hormon helyettesitésér627, annak receptorain, az Osztrogén
receptorokon. A 17B-6sztradiol egy szterdnvazas vegyiilet (szteroid), szerkezete:

OH

HO

4. kép

Az 0Osztrogén receptoroknak 2 formaja létezik: o Osztrogén receptor és P Osztrogén
receptor. A 17B-6sztradiol igen fontos tulajdonsaga az, hogy képes mindkét féle 6sztrogén
receptorhoz kapcsolddni: az alfa (ERa) és béta (ERP) valtozathoz is. Mivel a zearalenon
(ZEA) képes helyettesiteni a 17p-0sztradiolt, ezért a mikotoxin is képes mindkettOhdz
kotddni egyensulyi folyamatban, melynek soran egy receptor-ligand komplex jon 1étre:
ERa + ZEA < [ERW(ZEA)]
ERPB + ZEA < [ERB(ZEA)]

% 466/2001/EK rendelet (2001. mércius 8.) alapjan.

% paradi Timea: Mikotoxinok az élelmiszerekben cimii eléadasa alapjan.

%6 Mesterhazy Akos: A mikotoxinok és az élelmiszerbiztonsag, a megoldas lehet3ségei.

2 http://www.knowmycotoxins.com/hu/documents/AsktheexpertBillCloseanswers_hu_000.pdf  (Letdltés:
2012. oktober 6.)



Az ERa dimer fehérjéinek (ligandkoto régio) szerkezetének képezs:

5. kép

Az ERp dimer fehérjéinek (ligandkétd régio) szerkezetének képe®:

6. kép

A keletkezett komplex vegyiilet genom hatasat a DNS dltala szabalyozott szakaszain
(génjein) fejti ki azaltal, hogy a promoter régid6 megfeleld szekvenciaihoz kapcsol(')dik?’0
(Hormone Response Elements, HRE: hormon valaszad6 elemek) a DNS-k6td régidja
segitségével. A HRE egy elkiiloniilt, 3 nukleotidbol felépiil6, és azoknak par darab
invertalt ismétlddésébol (megfeleld bazisparok ellentétes szalirdnyl olvasatabol) felépiild
rész, mely lehetdvé teszi a komplex vegyiilet receptor részének dimerként vald
kapcsolodasat. Az Gsztrogénre specializalodott hormon valaszadd rész: ERE (Estrogen
Response Elements). Itt transzkripcids faktorként miikddik a komplex vegyiilet, azaz gatlo,
illetve serkentd hatdsa van a gének DNS-r6l RNS-re val6 atirodasara (transzkripci(’)ra).31 A
képz6dott mRNS a riboszomékban a fehérjék szintézisére van hatassal. Mindamellett, hogy
ez altal megzavarja a fehérjeszintézis normal miikodését, a komplex molekula receptor

S PO &I ST I SR , ’ 7 2
részének ERE szakaszhoz torténd kétddése soran a DNS sériilése, karosodasa lehetseges.3

% http://en.wikipedia.org/wiki/File:PBB_Protein_ESR1_image.png (Letdltés: 2012. november 3.)

% http://en.wikipedia.org/wiki/File:Estrogen_receptor_beta_1U3S.png (Letdltés: 2012. november 3.)

%0 http://phd.sote.hu/mwp/phd_live/vedes/export/kakucsr.m.pdf (Letdltés: 2012. oktober 6.)

%! http://phd.sote.hu/mwp/phd_live/vedes/export/kakucsr.m.pdf (Letoltés: 2012. oktober 6.)

32 http://en.wikipedia.org/wiki/Estradiol#Mechanism_of action_on_cancer_cell_proliferation (Hozzaférés:
2012. november 3.)
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Ez nagyobb komplex vegyiilet koncentracio mellett értelemszeriien fokozottabban
fennalld, azaz valdsziniibb esemény. A sériilés hatasara fokozodik a sejtosztodas, illetve a
DNS masoléas. Ennek hatterében az eukariota sejt DNS sériilésre adott valasza all: akar az
elsé vagy masodik novekedési szakaszban (Gj, G,), akar a DNS replikacids szakaszban (S)
van a sejtciklus, ezt a DNS sériilése megzavarja, stimulalja és elkezdédik a DNS javitasa.*®
Eredményeként sejtszintli atalakulas (rakosodds), illetve a rikos sejtek szaporodéasa
kovetkezhet be. Az 0Osztrogén onkogénként viselkedik ez esetben. Rakkelté és rak
fenntarto6 hatasu.
Nem genom hatasok: az 6sztrogén befolydssal bir az tiisz6érést stimulalé hormonra (FSH,
Follicle Stimulating Hormone), gatolja annak kivalasztodasat.®*
A menete a kovetkez6>: egy receptor-ligand komplex (G-fehérje) keletkezik. Ez képes az
alabbi reakciot katalizalni:
ATP + H,O — ADP + P;
A folyamat sordn aktivalodik az adenildt-ciklaz nevli (egyébként inaktiv) enzim. A
tovabbiakban ez az enzim katalizalja a ciklikus AMP (cAMP) keletkezését:
ATP — cAMP + 2 P;

A CAMP hat a protein-kinaz-A enzimre, mely foszforilaciéo Utjan tovabbi enzimeket
aktivalhat. (Az FSH az agyalapi mirigy eliils lebenyében termelddik.)
Fenti kaszkad folyamatsor tobbek kozott kihat a gonadotropin (FSH; LH, Luteinizing
Hormone, sargatest serkend hormon) felszabadit6 hormonra (Gonadotropin Releasing
Hormone, GnRH).*® A GnRH felszabadulasa, szekrécidja allandd frekvenciaji pulzald
folyamatban torténik, mely frekvencia megszabja az FSH, LH kivalasztodasat. A
megvaltozott G-fehérje szint megzavarja ezt az allandosult frekvenciat, ezaltal gatolja az
Sertések esetében, zearalenon koncentraciotol fiiggden, az aldbbi tiineteket eredményezte
az FSH szekrécio felborulasa®’:

» 1-3 ppm (termékenyités eldtti kocasiildd): a szeméremtest megduzzadasa és

kivorosodése, a mellbimbok és tejmirigyek megnagyobbodasa, petefészek- ¢€s

3 http://en.wikipedia.org/wiki/Estradiol#Mechanism_of_action_on_cancer_cell_proliferation (Hozzaférés:
2012. november 3.)

3 http://www.knowmycotoxins.com/hu/documents/AsktheexpertBillCloseanswers_hu_000.pdf  (Letoltés:
2012. oktober 6.)

% Gal Béla: Biologia 11.

% Liposits Zsolt: Szteroid hormonhatasok a kdzponti idegrendszerben. (A hivatkozés a felszabaditd hormon
(RH) tekintetében csak az LH felszabaditisara utal LHRH-ként, ez gyakorlatilag a GnRH.)

" http://mww.knowmycotoxins.com/hu/documents/AsktheexpertBillCloseanswers_hu_000.pdf  (Letdltés:
2012. oktober 6.)
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méhduzzanat, méh 6déma, sargatest visszamaradasa és szexudlis inaktivitas, az
ivari ciklus meghosszabbodasa.

» 3-10 ppm (kocak): alvemhesség (sargatest visszamaradasa), az alomszam
csOkkenése, a malacok sziiletési sulyanak csokkenése és egyenetlensége, gyenge,
halvasziiletett és labszétcsiiszasos malacok sziiletése, a valasztas és termékenyités
kozotti idészak meghosszabbodasa.

» 30 ppm < : teljes embrioelhalas kocak esetén. A sperma mindségének romlasa, a
rendellenes spermiumok ardnyanak novekedése, a libidd csokkenése, szérhullés,
tasak 0déma kanok esetében. Minden allatnal végbél- és hiivelyeldesés,
teljesitménycsokkenés.

Egyértelmiien nogyogyaszati betegségeket okoz. Emellett a him sertéseknél
termékenység csokkenést eredményez.

Tovabbi nem genom hatasként megfigyelték, hogy felboritja a Ca® ionok homeosztazisat,
illetve hatassal van kiilonboz8 ioncsatornakra.® A kalpain nevil cisztein-protedz enzim
kalcium ion hatasara aktivalodik és inaktivalja az anti-apoptikus fehérjéket (példaul a Bel-
2) ¢és aktivalja az apoptozisért felelds, azt végrehajtdé enzimeket, a kaszpaizokat.39 Az
aktivalt kaszpazok (3, 7, 9, 12) koziil a kaszpaz-3 és kaszpaz-7 a sor vége, melyek képesek
a sejt fehérjéit hasitani, ezt a 2 kaszpazt a kaszpaz-9 is képes mar aktivalni (kaszpaz-
kaszkad). Tehat sejtpusztulast is kivalthat.

Maga a zearalenon konkrétan fenolos p-resorcilin sav lakton.** A vegyiilet masféle, nem
trivialis elnevezése: (3S, 11E)-14, 16-dihidroxi-3-metil-3, 4, 5, 6, 9, 10-hexahidro-1H-2-
benzoxaciklotetradekén-1, 7 (8H)-dion. Osszegképlete: C1gH2,0s, Szerkezete:

OH O

O

=
HO O

7. kép

A zearalenon héstabil vegyiilet.* Ennek kovetkeztében képes megmaradni tSbbek kozott a

gabonafélékbdl siitott egyes készitményekben.

% http://phd.sote.hu/mwp/phd_live/vedes/export/kakucsr.m.pdf (Letdltés: 2012. oktober 6.)

o Janossy Judit: Kalcium szabalyozta sejtosztodas és tulélés vizsgalata mieloeritroid sejtekben. (Letoltés:
2012. oktober 6.)

%0 paradi Timea: Mikotoxinok az élelmiszerekben cimii eldadasa alapjan.

* Richard Lawley: Zearalenone.
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A szervezetbe jutasa utdn, az ott 1évd korilmények (, példaul enzimek) hatasara
hidrogénezédhet a kettds kotésben résztvevd két szén atomon és/vagy a 7-es helyzeti
szénen ¢és a hozza kapcsolédd oxigénen (karbonil-csoporton). A metabolitjai

dehidrogénezddéssel vissza is alakulhatnak. Ezt a korfolyamatot az alabbi dbra szemlélteti:

OH O OH O
+2H
] - ]
-
HO = o —2H HO o
—ZH)H;ZH —2H/H/+2H
oH O OH O
] ]
oH O
8. kép

Az alabbi metabolitjai keletkezhetnek:

» A kett6s kotés hidrogénezddése esetén:

OH O
/(jiioj/\il
HO (e]

9. kép: zearalanon

»  Akarbonil-csoport hidrogénez6dése esetén:

OH O
@i@
HO Z " OH

10. kép: o-zearalenol

OH O
/@ioj/\ij\
_—
HO OH

11. kép: p-zearalenol

» A kett6s kotés és a karbonil-csoport hidrogénezédése esetén:

OH ©
@&D
HO " OH

12. kép: a-zearalanol

OH O
@i@
HO OH

13. kép: B-zearalanol

Az a és B vegyiiletek a keletkezett —OH csoport térallasaban kiilonboznek.
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1.4. Az emberi tapcsatorna felépitése, fobb jellemz6i

Az emberi gyomor vazlatos felépitése42:
1.  Szaijiireg:

A taplalék aprozodik a fogak altal illetve a nyallal keveredik. A nyal tartalmazza

az alabbi fobb komponenseket:

» Viz.

» Szervetlen sok ionjai.

» Immunglobulinok: bakteriosztatikus hatasu anyagok.

» Mucin: gliikkoproteid, Osszetett fehérje. Nem fehérje része szénhidrat.
(Mucinézus nyal.)

» Amilaz enzim: a-amilaz, amely a keményitot és a glikogént maltozra bontja.
(Szerdzus nyal.)

» Lizozim enzim: elkezdi a murein glikozidkotéseit bontani. A murein a
baktériumok sejtfalanak alapanyaga: bakteriosztatikus hatas.

A nyelv tovabbitja a taplalékot a garatba.

2. Garat:
Megtorténik a nyelés.
3. Nyeldcsé:

A taplalék perisztaltikus mozgassal halad tovabb (, a tapcsatorna egészében is).
4.  Gyomor:
Az emésztés lényegében itt kezdddik meg. A taplalék a gyomornedvvel
keveredik. A gyomornedv tartalma:
» HCI (pH = 2, az amilaz enzim tonkremegy).
» Mucin: kicsapodik savas kdzegben és ez altal védi a sejtfalakat.
» Intrinsic faktor: fehérje, mely a By, vitamin felszivodasat segiti.
» Pepszinogén: pepszinogén + HCl — pepszin. A pepszin fehérjéket bont kisebb
polipeptidekké.
» CsecsemOknél kimozin enzim is talalhato a gyomorban, mely az anyatej
emésztésében segit.
5. Patkobél:
A gyomorbdl az emésztés alatt allo taplalék a patkobélbe keriil. Itt eldszor az epe

1ép be a majbol:

%2 Gal Béla: Biologia 11 cimii tankdnyve alapjan.
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» Viz.

> lonok.

> Epesavak: koleszterinb6l  képzédnek. A lipazt aktivaljak, segitik
kolcsonhatasat.

» Epefesték: a hemoglobin porfirin vazdnak méjban torténd bomlasa sordn
keletkeznek. Porfirin vaz — Fe®* + biliverdin. A biliverdin redukcidja sordn
bilirubin keletkezik: biliverdin — bilirubin.

Ezutan a hasnyal 1ép be a hasnyalmirigybdl. A hasnyal dsszetétele:

» Tripszinogén: tripszinogén + enterokindz (a bélfal sejtjeibdl) — tripszin. A
tripszin a bazikus aminosava kozott bontja a kdtéseket, valamint katalizalja
onmaga képzodését.

» Kimotripszinogén: kimotripszin képzodik beldle, mely az aromas oldallancu
aminosavak mentén bont.

» Lipaz: lipid + lipdz — monoglicerid + 2 zsirsav (, a zsiroknak csak egy része
bomlik).

» Amildz: amilaz + keményité (€s mas poliszacharidok) — maltéz. Az amilaz
képes miikodni, mivel a patkdbélben mar ujbdl lugos a kémhatas.

» Nukledz: nukleinsav + nukledz — nukleotidok (, csak részben megy végbe).

Vékonybél:

A vékonybélben a vékonybél falabol kilépd vékonybélnedvvel keveredik az

emésztés alatt 4116 taplalék. A vékonybélnedv Osszetétele:

» Lipaz: lipid + lipdz — monoglicerid + 2 zsirsav.

» Nukledz: nukleinsav + nukledz — nukleotidok. a bontds tovabb megy:
nukleotid — nukleozid + P;.

» Maltaz: maltoz + maltaz — 2 a,D-gliikoz.

» Szacharédz: szachar6z + szacharaz — o,D-gliikoz + B,D-fruktoz.

» Erepszin: peptiddz. Dipeptid + erepszin — 2 aminosav.

Vastagbél:

A tapanyagok felszivodnak. A vastagbél faldn (cellulozbontd) baktériumok

vannak: vitaminokat termelnek (B 0Osszetevdi, K), cellulézt bontanak. E

baktériumok alkotjak a bélflorat. A bélsarral {iriilé anyagok:

» Mucin tartalmu anyagok: a vastagbélben termelddnek, melyek a salakanyagok
tovabbitasat szolgaljak a bélrendszer e szakaszaban.

» Tovéabb bomlott epefesték: barna szinti vegytilet keletkezik.
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1.4.1. Gyomor

A gyomor perisztaltikus mozgasa kovetkeztében a taplalék, illetve a gyomornedv
elkeveredik.
A gyomor bevezetd, illetve kivezetd nyilasan gytirii alaka zardéizom helyezkedik, melyek
lezarjak idealis esetben a gyomrot, biztositva benne egy bizonyos mértékii inert kdzeget,
levegd (O7) kis mértékben juthat csak be a gyomorba.
A gyomorban kifejezetten fontos jellemzdk (paraméterek):

»  Homérséklet

»  Kémhatas

»  Gyomornedv Osszetétel
A gyomornedv tartalméra vonatkozodlag, illetve a gyomorban 1évd paraméterek értékeét
tekintve irodalmi forras* az alabbiakat hatarozza meg:
Hoémérséklet: 37 + 2 °C
Kémbhatés: pH = 1,30 £ 0,02

Gyomornedv Osszetétel:

Szervetlen 6sszetevok:

»  NaCl (175,3 g/l)
NaH,PO, (88,8 g/l)
KCI (89,6 g/l)

CaCl,.2 H,0O (22,2 g/l)
NH,CI (30,6 g/l)
HCI (37 m/m %)

YV V V V V

Kis molekulatomegli szerves dsszetevok:
»  gliikéz (65 g/l)
»  gliikoron sav (2 g/l)
» urea(254g/)
»  gliitkozamin-hidroklorid (33 g/l)
Nagy molekulatdmegii szerves 0sszetevok:
»  BSA (Bovine Serum Albumin, szarvasmarha szérumalbumin)
»  pepszin

> mucin

*% Carolien H. M. Versantvoort, Agnes G. Oomen, Erwin Van de Kamp, Cathy J. M. Rompelberg, Adriénne
J. A. M. Sips: Applicability of an in vitro digestion model in assessing the bioaccessibility of mycotoxins
from food.
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A gyomornedv Osszeallitasanal a kiillonbozd anyagokbodl az aldbbi tablazatban feltiintetett

(térfogat vagy tomeg) mennyiségeket alkalmaztak:

Vegyiilet Bevitt mennyiség
NaCl 15,7 ml
NaH2P04 3,0 ml
KCI 9,2 ml
CaCl,.2 H,0O 18 ml
NH,CI 10 ml
HCI 6,5 ml
gliikoz 10 ml
gliikkoron sav 10 ml
urea 3,4ml
gliikozamin-hidroklorid 10 ml
BSA 19
pepszin 2,59
mucin 30

5. tablazat

A mesterségesen Osszeallitott tapcsatorndba fentiek mellett mikotoxinnal szennyezett

taplalékot juttattak.
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2. Célkitizések

A miigyomorban torténd emésztési kisérletek soran annak felderitése a legfébb cél, hogy
adott mikotoxin adott koriilmények kozott szenved-e degradaciét. Amennyiben pedig
bomlas tapasztalhatd, akkor az milyen koriilménnyel vagy koriilményekkel hozhatd
Osszefiiggésbe.
Ennek érdekében a kiilonbozé kiindulési, kisérleti, illetve bomlasi paraméterek
fliggvényében keriil vizsgalat ald a tobbi koriilmény, illetve eredmény. (A kisérletek
kezdetekor az id6é (kontaktidd) keriilt Kkijelolésre alap paraméterként, melynek
figgvényében keriilnek vizsgalatra az adott mintak értékei, azonban a kisérletek
eredményei, kivitelezési lehetéségei ezen a terven nagy mértékben modositottak.) Ezek
alapjan, illetve a kozottiik 1évo korrelacio figyelembevételével torténik a bomlas hatterének
feltarasara tett valasz megadasa.
Az in vitro megfigyelés soran modelliinknél cél volt az, hogy az emberi gyomrot a
vizsgalat szerint fontos szempontokbol jol leképezze az emésztési kisérlet, mig az emlitett
szempontokon kiviil es dsszetevoket gyakorlatilag elhanyagolja. A miigyomor elsésorban
igy inkabb kémiai modellje a szervnek, mint a biologiailag megfeleld leképezése.
Természetesen az ilyen ,,vegyi” jellegli rendszer megalkotasa szerepelt a célok kozott.
Tovabba ez szolgalt ,,helysziniil” a bélbaktériumokkal torténd kisérlethez is, mely szintén a
célok kozott szerepelt, mint a tovabbi tdpcsatorna szakaszokban torténd esetleges
degradacio kimutatasi modja.
Mint az irodalmi attekintésben lathat6 volt, a mikotoxinok igen jelentésen befolyasoljak
egészséglinket, ezért igen nagy jelentdséggel birhat annak ismerete, hogy a tapcsatorna
adott szakaszdban ebbdl mennyi bomlik el. Ennek ismerete segitséget nyujthat tobbek
kozott a:

»  hatarértékek precizebb beallitasdhoz,

»  adott esetben a szervezetbe keriilt mikotoxin semlegesitésére, amig az fel nem

szivodott a tdpcsatornabol,

»  Uj mikotoxin mentesitési eljarasok kidolgozasahoz.
A fentieken kiviil még szamos teriileten is hasznosithatoak lehetnek az eredmények.
A rogzitett cél ez iranyu elérése azért is lehet kiemelkedden fontos, mivel mas modja az
effajta vizsgalatoknak jelenleg nem 4all rendelkezésre. Konkrétan fogalmazva: az €16

emberi szervezetben, azaz emberekkel nem allhat szdndékunkban ilyen kisérleteket
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elvégezni. Ennek ellenére mégis fontos lenne informdaciokat gylijteni a kérdéssel
kapcsolatosan.

Ezek a célkitlizések, illetve a mogottiik all6 motivacios erdk.
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3. Anyag és modszer

3.1. A felhasznalt anyagok forrasa

A legtobb alapanyag a Sigma-Aldrichtol keriilt beszerzésre. Az alabbi tablazat tartalmazza

a beszerzett vegyiiletek nevét, CAS szamat és tételszamat:

Vegyiilet neve CAS-szam Tételszam
natrium-klorid 7647-14-5 S7653 (Sigma-Aldrich)
natrium-dihidrogénfoszfat 7558-80-7 S8282 (Sigma-Aldrich)
kalium-Klorid 7447-40-7 P9333 (Sigma-Aldrich)
kalcium-klorid 2-hidrat 10035-04-8 C5080 (Sigma-Aldrich)
ammonium-klorid 12125-02-9 31107 (Sigma-Aldrich)
gliikéz 50-99-7 G5767 (Sigma-Aldrich)
gliikkoron sav 6556-12-3 G5269 (Sigma)
urea 57-13-6 33247 (Sigma-Aldrich)
gliilkozamin hidroklorid 66-84-2 G4875 (Sigma)
emberi szérumalbumin 70024-90-7 A9511 (Sigma)
mucin (I-S tipus) 84195-52-8 M3895 (Sigma)
pepszin (felndtt forma) 9001-75-6 P7000 (Sigma)
sOsav 7647-01-0 339253 (Sigma-Aldrich)
zearalenon 17924-92-4 Z2125 (Sigma)
aflatoxin B; 1162-65-8 A6636 (Sigma)
acetonitril 75-05-8 34851 (Sigma-Aldrich)

6. tablazat

A bélbaktérium szuszpenzi6 az alabbi gyartotol keriilt megvételre:

Anyag neve

Gyarto cég, terméknév

Tételszam

bélbaktérium (szuszpenzio)

Sanofi-Aventis Zrt., Normaflore

4821120A

7. tablazat

3.2. A miigyomor modell felépitése, miikodése

A miigyomorban 1évé gyomornedv az alabbi paraméterek szerint lett kialakitva (vastagon

szedve a megvaltoztatott/kibdvitett Osszetevok, paraméterek, vilagos sziirkén szedve a

kihagyott dsszetevok):
Hoémérséklet: 37 + 3 °C
Kémbhatés: pH=0-14

Gyomornedv Osszetétel:

Szervetlen 0sszetevok:
»  NaCl (175,3 g/l)
»  NaH,PO, (88,8 g/l)
»  KCI (89,6 g/l)
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»  CaCl,.2 H,0 (22,2 g/l)
»  NH4CI (30,6 g/l)
»  HCI (37m/m %)
Kis molekulatomegii szerves Osszetevok:
»  glikoz (65 g/l)
»  gliikkoron sav (2 g/l)
> urea(2,59/)

Nagy molekulatomegii szerves Osszetevok:

»  HSA (Human Serum Albumin, emberi szérumalbumin)

»  pepszin
»  mucin
Tovabbi anyagok:

»  Hy0 (desztillalt viz)
»  bélbaktérium szuszpenzié
»  cc. NaOH

A gyomor modelliink nyilt rendszer.

A miigyomor (gyomor modell) 6sszeallitasanak rajza:

termosztat /
vitforgati
[ 1 [
magneses keveragép
L 1 [ ]

14. kép

A higanyos héméré (bal oldalon) szolgal a hémérséklet mérésére, monitoringjara a belso

fézOpoharban. A fézOpoharra egy fémhald van rdhuzva, hogy megndvelve az atlag
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stirliségét ne mozgassa azt a felhajtderd, illetve az aluminiumedényben dramlé termosztald
folyadék. A termosztaldo folyadék megfeleld6 homérsékletérdl és aramoltatasarol egy
elektromos termosztat/vizforgatd berendezés gondoskodik (jobb oldalon). Azért van
sziikség kozvetitd kozegre a f6zOpoharban 1évé gyomornedv megfelelé hémérsékleten
tartdsahoz, mivel ha a gyomornedyv a flitdszallal kozvetleniil érintkezik, akkor nagyobb hét
kap, ami a gyomorban le nem jatszod6 folyamatokat eredményezhet. A f6z6pohdrban egy
magneses keverd biztositja a gyomornedv keveredését, egyszersmind reprezentdlva a
perisztaltikat. Egy-egy kisérlet utan a reakciok befagyasztasra keriilnek, a keletkezett
termék (minta) lehiitve, a fagyasztoban keriil taroldsra mérélombikokban, csiszolatos
dugoval lezérva.

A kémbhatas elézetesen pH mérd késziilékkel keriil beéllitasra cc. HCl segitségével. A
gyomornedv (oldat) Osszeallitasa és pH bedllitdsa utan keriil beinjektalasra a mikotoxin
oldat a gyomornedvbe, majd ezt 20-35 perces emésztés (inkubalas) koveti a mligyomor

leirasanal rogzitettek szerint.
3.3. Elvégzett emésztési kisérletek

Mindenekel6tt a sziikséges oldatokat kellett eldallitani az alabbiak szerint:
NaCl oldat elkészitése:

NaCl (175,3 g/l):

11=1000ml — 175,3 g

200 ml — 175,3 g:5=35,06 g
NaH,PO, oldat elkészitése:

NaH,PQO, (88,8 g/l):

11=1000 ml — 88,8 g

200ml — 88,8 g:5=17,76 ¢
KCI oldat elkészitése:

KCI (89,6 g/l):

11=1000 ml — 89,6 g

200ml — 89,6 g:5=17,92 ¢
CaCl,.2 H,0 oldat elkészitése:

CaCl,.2 H,0 (22,2 g/l):

11=1000ml — 222 ¢

200ml - 222 ¢g:5=4,44¢
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NH,4CI oldat elkészitése:
NH,CI (30,6 g/l):
11=1000 ml — 30,6 ¢
200 ml — 30,6 g:5=6,12 ¢
Gliiko6z oldat elkészitése:
CeH1206 (65 g/l):
11=1000ml — 65¢g
200ml —65g:5=13¢g
Gliikoron sav oldat elkészitése:
CeH1007 (2 g/D):
11=1000ml —>2g
200ml—2¢g:5=04¢g
Urea oldat elkészitése:
CO(NH2)2 (25 g/l):
11=1000ml —25¢g
200ml —-25g:5=5¢
Ezek utan kovetkeztek a kisérletek:
1. kisérlet (2012.03.02.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
15,7 ml NaCl
3,0 ml NaH,PO4
9,2 ml KCI
18 ml CaCl,.H,0
HCI pH beallitashoz
KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):
10 ml CgH1,06
MIKOTOXIN:
250 pl ZEA (36 ppm)
pH~ 1,33
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - 37,0 °C (START)
35:00 - 37,6 °C (VEGE)
MEGJEGYZES:




Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 39,8 °C.
2. kisérlet (2012.03.09.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
15,7 ml NacCl
3,0 ml NaH,PO,
9,2 ml KCI
18 ml CaCl,.H,0
10 ml NH,CI
HCI pH beallitashoz
KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):
10 ml CgH12056
10 ml CgH100y
3,4 ml CO(NH,),
MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (32 ppm)
pH=1,33
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - 36,5 °C (START)
35:00 - 37,5 °C (VEGE)
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 38,8 °C.
3. kisérlet (2012.03.09.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
15,7 ml NaCl
3,0 ml NaH,PO4
9,2 ml KCI
18 ml CaCl;.H,O
10 ml NH,4CI
HCI pH beallitashoz
KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):
10 ml CgH1,06
10 ml CgH1007
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MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (32 ppm)
pH=~1,32
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - 37,5 °C (START)
35:00 - 37,0 °C (VEGE)
MEGJEGYZES:

Maximalis homérsékleti kiugras értéke: 39,2 °C.
4. kisérlet (2012.03.09.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
15,7 ml NacCl
3,0 ml NaH,PO,
9,2 ml KCI
18 ml CaCl,.H,0
10 ml NH4CI
HCI pH beallitashoz
KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):
10 ml CgH12056
3,4 ml CO(NH,),
MIKOTOXIN:
250 pl ZEA (32 ppm)
pH=~ 1,33
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - 37,0 °C (START)
35:00 - 37,3 °C (VEGE)
MEGJEGYZES:

Maximalis homérsékleti kiugras értéke: 38,7 °C.
Viz folyhatott a mintaba.
5. kisérlet (2012.03.23.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
15,7 ml NaCl
3,0 ml NaH,PO,
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9,2 ml KCI

18 ml CaCl,.H,O
10 ml NH,CI

HCI pH beallitashoz

KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):

10 ml CgH1205
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
1,25 g pepszin
MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (11 ppm)
pH=~ 1,27
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - 24,0 °C (START)
05:51 - 37,0 °C
45:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis homérsékleti kiugras értéke: 38,2 °C.
A pH beadllitas 30:00-nal tortént meg.
6. kisérlet (2012.03.23.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
15,7 ml NaCl
3,0 ml NaH,PO4
9,2 ml KCI
18 ml CaCl;.H,O
10 ml NH,CI
HCI pH beallitashoz

KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):

10 ml CgH1,06
10 ml CgH1007
3,4 ml CO(NHy),
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
1,25 g pepszin
MIKOTOXIN:
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250 pl ZEA (11 ppm)
pH=~1,55
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - 24,0 °C (START)
06:18 - 37,0 °C
35:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis homérsékleti kiugras értéke: 38,4 °C.
. kisérlet (2012.03.30.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
34,65 ml H,0O

KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):

5 ml CgH100
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,165 g pepszin
MIKOTOXIN:
250 pl ZEA (11 ppm)
pH =~ NINCS BEALLITVA
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
03:17 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsekleti kiugras értéke: 37,5 °C.
. kisérlet (2012.03.30.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
34,65 ml H,O
HCI pH beallitashoz

KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):

5ml CeH1007
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,165 g pepszin
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MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (11 ppm)
pH=~ 1,30
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
03:48 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 37,5 °C.
9. kisérlet (2012.03.30.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
37,95 ml H,0

KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):

1,7 ml CO(NHy),
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,165 g pepszin
MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (11 ppm)
pH ~ NINCS BEALLITVA
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
04:48 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 37,5 °C.
10. kisérlet (2012.03.30.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
37,95 ml H,O
HCI pH beallitashoz

KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):

1,7 ml CO(NH,),
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
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0,165 g pepszin
MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (11 ppm)
pH =~ 1,45
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
03:38 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hémérsekleti kiugras értéke: 37,5 °C.
11. kisérlet (2012.04.06.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
15,7 ml NacCl
3,0 ml NaH,PO,
9,2 ml KCI
18 ml CaCl,.H,0
10 ml NH,CI
23,4 ml H,0
MIKOTOXIN:
250 pl ZEA (11 ppm)
pH =~ NINCS BEALLITVA
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
05:00 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis homérsékleti kiugras értéke: 38,5 °C.
Minimalis (37,0 °C alatti) hdémérsékleti kiugras értéke: 36,7 °C.
12. kisérlet (2012.04.06.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
79,3 ml H,O
HCI pH beallitashoz
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MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (11 ppm)
pH=~ 1,37
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
05:07 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:
Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 38,0 °C.
13. kisérlet (2012.04.06.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
3,0 ml NaH,PO,
76,3 ml H,0
MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (11 ppm)
pH ~ NINCS BEALLITVA
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
04:58 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 37,8 °C.
14. kisérlet (2012.04.06.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
10 ml NH,CI
69,3 ml H,0
MIKOTOXIN:
250 pl ZEA (11 ppm)
pH =~ NINCS BEALLITVA
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
05:10 - 37,0 °C
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30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsekleti kiugras értéke: 37,9 °C.
15. kisérlet (2012.04.20.)
OSSZETEVOK:

SZERVETLEN (OLDATOK):
7,85 ml NaCl
1,5 ml NaH,PO,
4,6 ml KCI
9 ml CaCl,.H,0
5 ml NH,CI
HCI pH beallitashoz

KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):

5 ml CgH1,06
5 ml CgH100
1,7 ml CO(NH,),
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,5 g HSA
1,25 g pepszin
MIKOTOXIN:
250 pl ZEA (11 ppm)
pH=~1,18
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
09:41- 37,0 °C
35:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis homérsékleti kiugras értéke: 38,1 °C.
A keverés 01:50-nél lett bekapcsolva.

A gyomortartalom 0sszeallitasanal zavaros, pépes oldat/elegy jott 1étre, mely a

kisérlet végére kitisztult.
16. kisérlet (2012.04.27.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
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39,65 ml H,O
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,5 g HSA
MIKOTOXIN:
250 pl ZEA (11 ppm)
pH =~ NINCS BEALLITVA
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
08:47 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 38,2 °C.

17. kisérlet (2012.05.04.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
39,65 ml H,O
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,5 g HSA
1,25 g pepszin
MIKOTOXIN:
250 pl ZEA (11 ppm)
pH =~ NINCS BEALLITVA
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
03:41 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis homérsékleti kiugras értéke: 39,5 °C.

A gyomortartalom 0Osszeallitdsanal zavaros, pépes oldat/elegy jott 1étre, mely a

kisérlet végére kitisztult.
18. kisérlet (2012.05.04.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
39,65 ml H,O
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HCI pH beallitashoz
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,5 g HSA
1,25 g pepszin
MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (11 ppm)
pH=~ 1,81
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
10:17 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis homérsékleti kiugras értéke: 38,1 °C.
A gyomortartalom 0Osszedllitdsanal zavaros, pépes oldat/elegy jott létre, mely a
kisérlet végére kitisztult.
1. kisérlet (Gjra) (2012.10.12.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
15,7 ml NaCl
3,0 ml NaH,PO,4
9,2 ml KCI
18 ml CaCl,.H,0O
HCI pH beallitashoz
KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):
10 ml CgH1206
MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (12 ppm)
pH~= 1,65
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
04:16 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis homérsékleti kiugras értéke: 37,6 °C.
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19. kisérlet (2012.10.19.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):

2,62 ml NaCl

0,5 ml NaH,PO,

1,53 ml KClI

3 ml CaCl,.2 H,0

1,67 ml NH,CI

HCI pH beallitashoz

KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):

1,67 ml CgH1206
1,67 ml CgH1007
0,57 ml CO(NH),
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,17 g HSA
0,5 g mucin
0,42 g pepszin
MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (12 ppm)
pH =~ 1,03
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
02:43 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 38,2 °C.

A gyomortartalom 0Osszeallitdsdnal zavaros, pépes oldat/elegy jott létre, mely a

kisérlet végére is megmaradt.
20. Kkisérlet (2012.10.19.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
2,62 ml NaCl
0,5 ml NaH,PO,4
1,53 ml KCI
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3 ml CaCl,.2 H,0
1,67 ml NH,CI
HCI pH beallitashoz
KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):
1,67 ml CgH1,06
1,67 ml CgH1007
0,57 ml CO(NH,),
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,17 g HSA
0,5 g mucin
0,42 g pepszin
MIKOTOXIN:
250 pl ZEA (12 ppm)
pH=~1,82
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
05:02 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsekleti kiugras értéke: 37,7 °C.
A gyomortartalom 0sszeallitasanal zavaros, pépes oldat/elegy jott 1étre, mely a
kisérlet végére is megmaradt.
21. kisérlet (2012.10.25.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
13,2 ml H,0O
HCI pH beallitashoz
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,1 g mucin
MIKOTOXIN:
250 pl ZEA (12 ppm)
pH~ 1,66
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
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10:14 - 37,0 °C
25:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 37,6 °C.
22. kisérlet (2012.10.26.)
OSSZETEVOK:

SZERVETLEN (OLDATOK):
2,62 ml NaCl
0,5 ml NaH,PO,
1,53 ml KCI
3 ml CaCl,.2 H,O
1,67 ml NH,CI
HCI pH beallitashoz

KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):

1,67 ml CgH1206
1,67 ml CgH1007
0,57 ml CO(NH),
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,17 g HSA
0,5 g mucin
0,42 g pepszin
MIKOTOXIN:
250 ul ZEA (12 ppm)
pH ~ 0,34
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
08:47 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 37,9 °C.

A gyomortartalom 0Osszeallitdsdnal zavaros, pépes oldat/elegy jott létre, mely a

kisérlet végére is megmaradt.
23. kisérlet (2012.10.26.)
OSSZETEVOK:
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SZERVETLEN (OLDATOK):
2,62 ml NaCl
0,5 ml NaH,PO,
1,53 ml KCI
3 ml CaCl,.2 H,0
1,67 ml NH,CI
HCI pH beallitashoz

KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):

1,67 ml CsH1,0¢

1,67 ml CgH100;

0,57 ml CO(NH,),
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:

0,17 g HSA

0,5 g mucin

0,45 g pepszin
BELBAKTERIUM:

2,5 ml Normaflore
MIKOTOXIN:

250 ul ZEA (12 ppm)

pH=~ 1,91
TERMOSZTALASI VISZONYOK:

00:00 - START
04:00 - 37,0 °C
30:00 - VEGE

MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 37,7 °C.

A gyomortartalom 0sszeallitasanal zavaros, pépes oldat/elegy jott létre, mely a

kisérlet végére is megmaradt.

24. Kkisérlet (2012.11.08.)
OSSZETEVOK:

SZERVETLEN (OLDATOK):
79,3 ml H,O
NaOH pH beallitashoz
MIKOTOXIN:
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250 pl ZEA (12 ppm)
pH=~ 11,02
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
06:13 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis homérsékleti kiugras értéke: 38,2 °C.
25. kisérlet (2012.11.08.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
79,3 ml H,0
NaOH pH beallitashoz
MIKOTOXIN:
250 pl aflatoxin By (8 ppm)
pH=~ 11,70
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
05:33 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 37,7 °C.
26. kisérlet (2012.11.08.)
OSSZETEVOK:

SZERVETLEN (OLDATOK):
2,62 ml NaCl
0,5 ml NaH,PO,
1,53 ml KCI
3 ml CaCl,.2 H,0
1,67 ml NH,CI
HCI pH beallitashoz

KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):
1,67 ml CgH1206
1,67 ml CgH100O7
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0,57 ml CO(NH,),
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,17 g HSA
0,5 g mucin
0,45 g pepszin
MIKOTOXIN:
250 pl aflatoxin By (8 ppm)
pH= 1,65
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
04:41 - 37,0 °C
30:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis hdmérsékleti kiugras értéke: 38,2 °C.
A gyomortartalom Osszeallitdsanal zavaros, pépes oldat/elegy jott 1étre, mely a
kisérlet végére is megmaradt.
27. kisérlet (2012.11.08.)
OSSZETEVOK:
SZERVETLEN (OLDATOK):
2,62 ml NaCl
0,5 ml NaH,PO,
1,53 ml KCI
3 ml CaCl,.2 H,0O
1,67 ml NH,CI
HCI pH beallitashoz
KIS MOLEKULATOMEGU SZERVES (OLDATOK):
1,67 ml CgH1206
1,67 ml CgH1007
0,57 ml CO(NH,),
NAGY MOLEKULATOMEGU SZERVES:
0,17 g HSA

0,5 g mucin

0,45 g pepszin
MIKOTOXIN:
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250 pl aflatoxin By (8 ppm)
pH=~ 1,82
TERMOSZTALASI VISZONYOK:
00:00 - START
05:21 - 37,0 °C
20:00 - VEGE
MEGJEGYZES:

Maximalis homérsékleti kiugras értéke: 38,1 °C.
A gyomortartalom 0sszeallitasanal zavaros, pépes oldat/elegy jott 1étre, mely a

kisérlet végére is megmaradt.
3.4. A mikotoxinok kivonasanak menete, elve

Az emésztési kisérlet végén kapott oldatot (gyomornedvet) el6készitve (sziikség esetén
kiolvasztva) megtortént beldliik a mikotoxin kivonasa, majd mennyiségiik meghatarozasa,

visszamérése. Ez a kovetkez0 eredményekkel jart, illetve fazisokbdl allt:
3.4.1. Az elvdlasztas elve

A kivonas soran fontos az adott komponens vizben valé oldhatésaga, igy polaritasa,
illetve a késébbiekben fontos lehet kémhatasa is. Az elvalasztas, illetve a késObbi
kiértékelés szempontjabol fontos adatok:
1. Szervetlen SsszetevOk™":
»  NaCl: polaris anyag, s6. Vizben jol oldédik, oldhatosag: 36,0 g/100 g (20 °C).
Nem hidrolizal old6dasa soran.
»  NaH,PO,: polaris anyag, s6. Vizben nagyon jol oldédik, oldhatosag: 85,2 g/100
g (20 °C). Savasan hidrolizal (pK; = 7,21): HoPO,~ + H,0 > Hs0" + HPO,> .
»  KCI: polaris anyag, s6. Vizben jol oldédik, oldhatosag: 34,0 g/100 g (20 °C).
Nem hidrolizal old6dasa soran.
»  CaCl,.2 H,O: polaris anyag, s6. Vizben nagyon jol oldodik, oldhatosag: 130,1
g/100 g (20 °C). Nem hidrolizal old6dasa soran.
»  NHJCI: polaris anyag, s6. Vizben jol oldodik, oldhatosag: 37,2 g/100 g (20 °C).
Savasan hidrolizal (pKs = 9,25): NH;" + H,0 <> H30" + NHa.

* Az adatok kozvetlen vagy kozvetett forrdsa: Matematikai, fizikai, kémiai Gsszefliggések, Négyjegyti
figgvénytablazatok (, 6sszeallitok: Dr. Hortobagyi Istvan, Dr. Rajkovits Zsuzsanna, Dr. Wajand Judit).
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>

HCI: polaris anyag, sav. Vizben jol oldodik, oldhatosag: 62,1 g/100 g (20 °C).
Savas oldédasa soran: HCI + H,O — H;0" + CI'.

NaOH: polaris anyag, bazis. Vizben nagyon jél oldodik, oldhatosag: 109 g/100 g
(20 °C). Ligos oldodasa soran: NaOH — Na* + OH'.

H,O: polaris anyag, amfoter.

2. Kis molekulatomegii szerves dsszetevok:

>

CeH1206: polaris anyag. Vizben nagyon jol oldédik, oldhatosag: 91 g/100 g (25
°C).*® Semleges oldodasa soran.

CsH1007: polaris anyag. Vizben jél oldodik, oldhatosag: 48,5 g/100 g (25 °C).
Enyhén savas oldodasa soran (pKs = 11,31)*: CsHyOsCOOH + H,0 «— H30* +
CsHyOsCOO0 .

CO(NH_y),: polaris anyag. Vizben nagyon jol oldédik, oldhatosag: 108 g/100 g
(20 °C). Nem hidrolizal oldodasa soran (pKs = 26,9).%

3. Nagy molekulatomegii szerves dsszetevok:

>

HSA: polaris anyag (a fehérjék szamos polaris részt tartalmaznak). Vizben
oldédik, oldhatésag: 5 g/100 g (25 °C).*® Savasan hidrolizal oldodasa soran (pK
~ 8,5).° Fehérje—SH — Fehérje—S™ + H'.

Mucin: polaris anyag (a fehérjék szamos polaris részt tartalmaznak). Vizben
eléggé oldodik, oldhatésag: 0,1 g/100 g (25 °C).> Semleges oldodasa soran.
Pepszin: polaris anyag. Vizben eléggé oldédik, mivel a HCI hatdsara protonalt
(ionos) formaban van jelen. Oldhatosag: 0,05 g/100 g (25 °C).>* Mivel a
pepszinogén HCl-dal aktivalhato, azaz H' ion felvétellel valik pepszinné, igy
maga a pepszin (, melyet a kisérletek sordn alkalmazunk és nem pepszinogénbdl
allitjuk el kozvetve) semleges kozegben gyakorlatilag savas oldodasa soran:

pepszin + H,O — H30" + pepszinogén.

4. Mikotoxin:

>

Zearalenon (CigH220s, F-2 mikotoxin, ZEA): nagyméretii apolaris csoportokat
tartalmaz, apolaris. Vizben rosszul oldédik, oldhatosag: 0,002 g/100 g (25 °C).>

*® http://en.wikipedia.org/wiki/Glucose (Hozzaférés: 2012. december 2.)

*® http://www.drugbank.ca/drugs/DB03156 (Hozzaférés: 2012. december 2.)

*" http://hu.wikipedia.org/wiki/Karbamid (Hozzaférés: 2012. december 1.)

*8 http://www.guidechem.com/dictionary/70024-90-7.html (Hozzaférés: 2012. december 2.)

* Tong, Grace C.: Characterization of Cys-34 in serum albumin.

*% http://www.caslab.com/Mucin_type 1-S_CAS_84195-52-8/ (Hozzaférés: 2012. december 2.)
*http://www4.mpbio.com/ecom/docs/proddata.nsf/1dc4471b047ea37e8525645d006ac0d5/9f63c0d7264f3bc
b852567ae004f9159?0OpenDocument (0,01 M-os HCl oldatban.) (Hozzaférés: 2012. december 2.)

*2 http://en.wikipedia.org/wiki/Zearalenone (Hozzaférés: 2012. december 2.)
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»  Aflatoxin B; (Ci7H206, AFB1): apolaris anyag, nagyobb méretii apolaris
csoportokat tartalmaz. Vizben rosszul oldodik, oldhatosag: 0,001 - 0,002 g/100 g
(25°C).>3

A fenti anyagok besorolasa (vizben vald) oldhatosag (L) szerint:

» 80 g/100 g <:nagyon jol oldodik.

> 30g/100 g<L <80 g/100 g: jol oldodik

» 1g/100 g<L<30g/100 g: oldodik

> 0,01 g/100g<L<1g/100 g: eléggé oldodik

» L<0,01 g/100 g: rosszul oldodik

Fentiek alapjan az alabbi tdblazatot alkothatjuk meg, melyen beliil elsdsorban a polarités

(és oldhatosag) a 1ényeges a kivonas szempontjabol:

Vegyiilet neve Polaritasa | Oldhatosaga (vizben) Kémhatéasa
natrium-klorid polaris j6l oldodik semleges
natrium-dihidrogénfoszfat polaris nagyon jol oldodik savas
kalium-klorid polaris j6l oldodik semleges
kalcium-klorid 2-hidrat polaris nagyon jol oldodik semleges
ammonium-klorid polaris jol oldodik savas
sOsav polaris jol oldodik savas
natrium-hidroxid poldris nagyon j6l oldodik ltigos
viz polaris - semleges
gliikoz polaris nagyon jol oldddik semleges
gliikkoron sav poldris jol oldodik
urea polaris nagyon jol oldodik semleges
emberi szérumalbumin poldris oldodik savas
mucin polaris eléggé oldodik semleges
pepszin polaris eléggé oldodik savas
zearalenon -
aflatoxin B, -

8. tablazat
Tehat a kivonds a gyomortartalombdl, azaz a minta elokészités megvalosithatd a polaris-
apolaris fazisok kozti megoszlds alapjan, mint az Osszetevok polaritasa (oldhatosaga)

mutatja.
3.4.2. Folyadék-folyadék extrakcio

A polaris molekulak altalaban ellentétes polusaikkal kapcsolddnak 6ssze (elektrosztatikus
vonzas, dipol-dipol kolcsonhatas), amely egy stabilabb energetikai allapothoz vezet
szamukra, mivel csokken energidjuk. Viszont ha apoldris molekuldval kell kapcsolodniuk

(dipol-indukalt dipol kdlcsonhatas), abban az esetben ez szamukra kevésbé jo energetikali

>3 http://www.chemyq.com/En/xz/xz1/2929qxpjm.htm (Hozzaférés: 2012. december 2.)
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szempontbol, mivel egy magasabb energiaszintet képvisel a polaris molekulaval
kapcsolodashoz képest. Ezért a polaris anyagok ,.kiszoritjak” maguk koziil az apolérisakat,
igy tapasztalhatjuk azt, hogy a polaris anyagok polarisakban, mig az apolaris anyagok
apolarisakban oldodnak jol.
2 db eltérd polaritasu fazis kozott egy adott anyag mindig bizonyos aranyban oldodik. A
polarisabbak inkabb a polarisabb fazisban, mig az apolarisabbak inkabb az apolaris
fazisban. Azonban az adott fazisokban kialakulé koncentraciok aranya allando:

K = Cpolaris / Capoléris 1)
Fenti egyenletben (1) a K a megoszlasi hanyados, amely kifejezi, melyik olddszerben
oldodik jobban az illeté anyag. Ha:
K — 0, akkor az apolaris fazisban oldédik kivaloan.
K — oo, akkor a polaris fazisban oldodik kivaldan.
Megfelelden kicsi vagy nagy K bedllitasa esetén (, attol fliggéen milyen fazisbol, illetve
milyen fazisba akarunk anyagot extrahalni) a kivonandd anyag jelentds része kioldhatd
egyik fazisbol a mésikba.
Mivel a kisérletek soran mindkét fazis folyadék, ezért un. olddszeres extraakciorol
beszéliink. Ekkor az adott polaritdsu olddszerbdl, az abban oldott ellentétes polaritasu
oldott anyagot oldjuk at egy ellentétes polaritdsu olddszerbe.
Esetiinkben a poléris oldoszer a viz, melybdl az abban oldott apolaris mikotoxinokat
extrahaljuk ki apolaris fazisba, azaz acetonitrilbe.
A 2 fazis szétvalasa érdekében a polaris fazist NaCl segitségével telitjiikk, az idegen
ionhatés pedig az acetonitril oldhatosaganak csokkenését eredményezi a vizben. Ez az Uin.
kis6zas modszere.
Az extrakcid soran razéhenger keriilt alkalmazasra, mely csiszolatos dugoval/parafilmmel
keriilt lezarasra. Ez lehetdséget adott a gyomornedv kozvetlen mérésére is anélkiil, hogy
egyéb mérdedényzeteken at kellett volna a mintat mozgatni, mely a kontaminaciot, illetve
veszteséget csokkentette.
A kirdzads menetet: extrakcido eldtt lemérjiik a mintak térfogatat, illetve a hasznalt
acetonitril (ACN) térfogatat is feljegyezziik, valamint az extrakcidé soran elvalasztott
acetonitril térfogatot (Vex.) is rogzitjiik. Az apolaris fazis a polaris fazis f616tt helyezkedik
el, mivel: przo > pacn» azaz 1 glem® > 0,786 glem®. Igy lehetdség nyilik arra, hogy

automata pipettaval a pontos térfogatq, tiszta és elvalt apolaris fazis eltavolithato legyen.

** http://hu.wikipedia.org/wiki/Acetonitril (Hozzaférés: 2012. december 2.)
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A kapott értékeket, alkalmazott eljarasokat és megfigyeléseket az aldbbi tablazat

tartalmazza (Sorszam: a kisérlet sorszama, melynél az adott gyomornedv késziilt):

Sor- | Dat : . -
<ZAm (2%11?; Vminta Vacn Vext. Megjegyzés (gyomornedv; lezaras)
1.* ELVESZETT
1.0jra | 10.12. | 56cm® | 20cm® | 9,5cm® | Szintelen, 4tlatszo oldat; parafilm.
2 0928 79em® | 20 em? 2 em? Szm"[elen,’at!atSZO oldat, fehér
kicsapodasok; parafilm.
3 09.28. 76cem® | 20 cm? 5 cm? 821n‘Felen,,at}atszo oldat, fehér
kicsapodasok; parafilm.
4 0928 69cm® | 20 em? 6 cm? Szm“[elen,’at!atszo oldat, fehér
kicsapodasok; parafilm.
5 09 28. 68cm® | 20 em? 5 om® Szm"te?en, a’tlatszo oldat; paraﬂlm.
Fazishataron vastag emulzi6.
6. 09.28. 81 cm? 20 cm® 2 om? Szn3te}en, 'c:ttlatSZf) oldat; paraﬁ}m.
Fazishatdron vékony emulzio.
Szintelen, opélos oldat, fehér
7. 09.28. | 39cm® | 20cm® | 12cm?® kicsapodasok; parafilm.
Fazishatadron vékony emulzid.
8 0928, 2em® | 20em | 11 em?® Szintelen, atlatszo (,)ldat; csiszolatos
dugb.
Szintelen, opalos oldat, sarga
9. | 09.28. | 39cm® | 20cm® | 2cm’ kicsapodasok; parafilm.
Fazishatdron vastag emulzi6.
10. | 09.28. | 40cm® | 20cm® | 10cm® | Szintelen, atlatszo oldat; parafilm.
11. | 09.28. | 82cm® | 20cm® | 2cm® | Szintelen, 4tlatszo oldat; parafilm.
12.%* | 09.28. | 84cm® | 30cm® | 85cm® | Szintelen, atlatszo oldat; parafilm.
13. | 09.28. | 82cm’® | 30cm’® | 12cm® | Szintelen, 4tlatszo oldat; parafilm.
14. | 09.28. | 82cm® | 30cm® | 9cm® | Szintelen, atlatszo oldat; parafilm.
Barna, opéalos oldat; csiszolatos
15. | 09.28. | 45cm® | 20cm® | 7cm® dugo.
Féazishataron vastag emulzio.
16. | 09.28. | 42cm® | 10em® | 6cm? Sdrga, dtlatsz6 oldat; parafilm.
Fazishataron vastag emulzio.
17. 10.05. | 42cm® | 30cm?® 3cm® Sa’rg'a, atlgtszo oldat; p araﬁ.lr’n.
Fézishataron vastag emulzio.
18. | 09.28. | 43cm® | 20cm® | 8cm? Barna, opdlos oldat; parafilm.
Fazishataron vastag emulzi6.
19. | 1019, | 13cm® | 10cm® | 1,25¢m? | Sdred opilos oldat; parafilm.
Fazishataron vastag emulzio.
20. 10.19. 14cm® | 10cm® | 25cm® Sa}rga, Offalos oldat; paraﬁl'n,n ’
Fézishataron vastag emulzio.
21 10.25. 13em® | 10 em® 6 cm? Szmt;len, ’opalos’ oldat; parattllrm.
Fazishataron vékony emulzio.
22. | 1026. | 13cm® | 10cm® | 1,25cm? |  Sdrea opdlos oldat; parafilm,
Fézishataron vastag emulzio.
23. | 1026. | 165¢cm® | 15cm® | 1,75¢m® | Sared opalos oldat; parafilm.
Fazishataron vastag emulzi6.
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24. | 11.09. | 80cm® | 20cm® | 1,5cm® | Szintelen, atlatszo oldat; parafilm.
25. | 11.09. | 80cm® | 30cm® | 13cm® | Szintelen, atlatszo oldat; parafilm.
26. | 11.09. | 12cm® | 15cm® | 1,25cm? |  Sarga, opdlos oldat; parafilm.
Fézishataron vastag emulzio.
27. | 11.09. | 13cm® | 15cm® | 125¢cm?® | Sérea opdlos oldat; parafilm.
Fazishataron vastag emulzid.

9. tablazat (*: a késObbiekben 1. minta alatt az 1. (ijra) minta értend6; **: a mérélombikja nem volt lezarva)

Az elvalasztott apolaris oldat gdmblombikokba keriil elhelyezésre, hogy minél hamarabb

elparologjon az apolaris olddszer. Amennyiben ,,magatol” nem parolodik be a minta,

abban az esetben rotacios desztillacio (rotadeszt) segitségével torténik meg a beparlas.

Ezutdn a visszamaradt anyag térfogatdnak fliggvényében torténik meg a mikotoxin

felvétele folyadék fazisba 1 x vagy 2 x 500 pl acetonitril segitségével. Ezzel a minta

eldkészités be 1s fejezddik. Az el6készités adatai, megjegyzései (beparlas €s visszaoldas):

Minta ]()Zégilg)l Vacn Megjegyzés (visszaoldott oldat)
1. 10.12. | 2 x 500 pl Rotadesztelt. Szintelen, atlatszo oldat.
2. 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo.
3. 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo.
4, 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo.
5. 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo.
6. 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo.
7. 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo.
8. 10.12. | 2 x 500 pl | Beparlddott. Szintelen, atlatszd, vordsbarna kicsapdodas.
9. 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo.
10. 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo.
11. 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo.
12. 10.12. | 2 x 500 pul Beparlodott. Sarga, atlatszo, sarga kicsapddas.
13. 1012 | 1% 500 pl Rotadesztelt. 500 pl frolyadék,m,egm’aradt beparlés utan.
Szintelen, atlatszo.
14. 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo.
15. 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo, fehér kicsapodas.
16. 10.12. | 1% 500l Rotadesztelt. 500 ul folyadék,m?gmaradt beparlas utan.
Szintelen, atlatszo.
17. 10.12. | 2 x 500 pl Beparlodott. Szintelen, atlatszo.
18. 10.12. | 2x 500 pl | Beparlodott. Sarga, atlatszo, vildgosbarna kicsapodas.
19. 10.25. | 2 x 500 pl Rotadesztelt. Opalos, atlatszo.
20. 10.25. | 2 x 500 pl Rotadesztelt. Szintelen, atlatszo.
21. 10.25. | 2 x 500 pul Rotadesztelt. Szintelen, atlatszo, fehér kicsapodas.
22. 11.09. | 2 x 500 ul Rotadesztelt. Szintelen, atlatszo.
23. 11.09. | 2 x 500 ul Rotadesztelt. Szintelen, atlatszo.
24, 11.09. | 2 x 500 pl Rotadesztelt. Szintelen, 4tlatszo.
25. 11.09. | 2 x 500 pl Rotadesztelt. Szintelen, 4tlatszo.
26. 11.09. | 2 x 500 pul Rotadesztelt. Szintelen, atlatszo, fehér kicsapodas.
217. 11.09. | 2 x 500 pl Rotadesztelt. Pirosas, atlatszo.

10. tablazat

Ezutan a mintak (1000 pl) nagyteljesitményii kromatografias (HPLC) vizsgélatra kertilnek.
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3.4.3. Mikotoxin mennyiségének mérése az extraktumban HPLC-vel

A keletkezett mintdk (extraktumok) az alabbi beallitdsokkal rendelkezé6 HPLC késziiléken
(LaChrom L-7100 System) keriilnek vizsgalatra. A HPLC altalanos részei™:

Eluens tarolé: az cluens taroldsara alkalmas, megfeleld térfogati (tSbbnyire)
tivegedényzet. Jelen esetben eluensként H,O és acetonitril keriil felhasznalasra.
Kigazosité egység (degasser): feladata az eluensekbe oldodott gazok eltavolitasa. Ez 2
okbol is fontos: a pulzdlasmentes, allandé6 nyomdsu aramldst akadalyozza, mivel a
szivattyak mikodését befolydsoljak (, a gazok Osszenyomhatdéak a folyadékokkal
szemben). A masik fontos ok, hogy a detektorba érve a nyomas lecsokkenése/megsziinése
mellett a gazok kitagulnak, gdzbuborékok keletkeznek, melyek zavarhatjak a detektort.
Szivattyu: feladata az allando és pulzalasmentes nyomads kialakitdsa, egyuttal a megfeleld
térfogataram létrehozasa. Aramlasi sebesség: 0,7 ml/perc.

Keverdegység: a kisnyomasu keverd a szivattyu el6tt helyezkedik el. A keverés
mértékének szabalyozésa az adott eluensbdl torténd szivasi idotartam beallitasaval torténik.
Izokratikus ellicio esetén a szivasi id6tartam azonos, idében allandd, mig gradiens elucid
esetén a szivasi idotartam valtozik az iddben. Gradiens elicio Kkeriilt alkalmazasra.
Mintaadagolé: automata mintaadagold (autosampler). Autosampler hasznélata esetén
elére beprogramozott mintatablazat (mintavétel: honnan, mennyit, hanyszor) alapjan
vételez megfeleld térfogatokat a berendezés a mintatartoba helyezett mintakbol, igy akar
50-100 vagy ennél tobb minta is vizsgalhato folyamatosan, megszakitas nélkiil, lehetévé
téve akar a napi 24 6rds miikodést is. Az 1000 pl-bol vételezett térfogat: 10 pl.

All6fazis és mozgéfazis: forditott fazisu folyadékkromatogrifiat alkalmaztunk. Az
allofazis apolarisabb, mint a mozgé fazis. Allofazisnak csak azok az adszorpciéra képes
anyagok alkalmasak, amelyek mechanikailag stabilisak és apolaris feliilettel rendelkeznek:
Modositott szilikagél (szilikagél felillete —CgHi3, —CgHi7, —CigHs7, —CgHs csoporttal
modositva). Jelen esetben az alabbi kolonnat alkalmaztuk: Pinaccle RP C18
(250mmx4,6mmx5 pm). Kolonna termosztat: 40 °C. Mozg6 fazis (eluens) osszetétele:
Vacn : V2o =15 : 85 V/V.

Detektor: a detektor megvalasztasanal figyelembe kell venni, hogy milyen mennyiségii és
anyagi mindségli komponenst akarunk elvéalasztani az oldatbol. A detektorokban atfolyos
kiivettat alkalmazunk altalaban, melyek trtartalma valtozo (1-10 ul). Jelen esetben UV

diodasoros detektort alkalmaztunk.

*® http://ttk.pte.hu/analitika/letoltesek/jegyzet/ch07s03.html alapjan (Hozzaférés: 2012. december 2.)
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A detektalds paraméterei eltértek a 2 mikotoxin esetén:
> Aflatoxin By:

o A=312nm

o Aflatoxin B, kimutatasi hatar a modszerrel: 5 pg/kg.

o Detektalas also hatéara: 2 pg/l.

»  Zearalenon:

o A=236nm

o Zearalenon kimutatési hatar a modszerrel: 1 pg/kg.

o Detektalas also hatara: 0,1 pg/l.
A mérés elve, menete:
A vizsgalat mddja, hogy egy un. kollonaban elhelyezkedd porusos allofazison (C18) egy, a
kimutatni kivant komponenset (mikotoxin) tartalmazé vivo anyagot (eluenst, mozgo fazist)
aramoltatunk at oly mddon, hogy a kolonna bemeneténél talnyomast hozunk létre és a
kialakul6 nyomaskiilonbség biztositja az aramlast. Ennek alapja az, hogy az adott allofazis
felszinén (polaritastol fiiggden) kiillonb6zd mértékben kotddnek meg az eluens
komponensei, tehat megoszlasuk az allo6 és mozgd fazisban eltér. Esetiinkben minél
apolarisabb az anyag, anndl inkdbb megkdtddik az allo fazis felszinén, ami azt
eredményezi, hogy az adott komponens a tobbihez képest nagyobb iddintervallum alatt ér
at. Ezt az 1d6t hivjuk retencids, azaz visszatartdsi idonek. Ez alapjan mindségileg
elvalaszthato a tobbi 0sszetevotdl a mikotoxin.
Az allo tazisrol el6zdekben mar értekeztiink. Ezek mellett azonban az eluens (mozgd fazis)
Osszetétele is fontos a meghatarozas szempontjabol. Vizsgalatunkban a mikotoxin mellett 2
Osszetevobdl all az eluens:

»  Viz (Hy0): erdsen polaris anyag. Az eluens fontos Osszetevdje relative kisebb
retencids ideje miatt, valamint a tobbi anyag vizben keriil oldésra.

»  Acetonitril (CH3CN, ACN): tartalmaz polaris (—CN) és apolaris (—CH3z) csoportot
is, amelynek eredményeképpen amfipatikus tulajdonsagokat élvez. Legnagyobb
szerepe (, annak biztositasa mellett, hogy a vizsgalandé apolaris anyag az
eluensben ne kiiloniiljon el masik fazisként, hanem abban oldva maradjon.) abban
all, hogy a vizsgalat ideje alatt (, mely tobb orat is igénybe vehet) mérsékli a
mikotoxinok bomlasat alacsony reaktivitasu tulajdonsaga folytan.

A fenti 6sszetevok mindsége erdsen befolydsolja retencids idejiiket. Minél apolarisabb egy
komponens, annal inkdbb megkotddik a szilard fazison, tehat nd retencids ideje. Viszont

apolarisabb tulajdonsadganal fogva jobb oldhatdsadgot biztosit a mikotoxinok szédmara,
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melynek retencios ideje igy csokken. Tehat a legapoldrisabb, és ezaltal legnagyobb
visszatartasi idejii 6sszetevé (mikotoxin) retencids idejéhez egyre inkabb kozelitenek. A 2
vagy tobb érték kozelitése a detektalas utan/alapjan megalkotasra keriild fliggvényképen
(kromatogramon) az alapvonalbdl kiemelkeddé fliggvénycsucsok egymashoz kozelitését,
rosszabb esetben egymasra torlodasat eredményezik, amely a kiértékelést megnehezitheti,
illetve lehetetlenné teheti.

Az eluens komponenseinek koncentracidja is befolyasolja a retencids idot. A kolonna altal
megkothetd, adott koriilmények kozott maximalis anyagmennyiségek oly jelentésen nem
tudnak valtozni, mint amilyen mértékben valtoztathatdak az eluensbeli koncentraciok. Ez
pedig azt eredményezi, hogy ha egy komponensbdl tobbet injektalunk a kolonnara, akkor
az hamarabb halad 4t rajta, mivel relative kisebb része kotddik meg. E mellett az acetonitril
noveli a mikotoxinok oldhatdsagat az eluensben, igy annak is megnd a koncentracidja a
mozgd fazisban, ezaltal szintén gyorsabb atérést tesz lehetdvé. A gyors atérésnek, azaz a
kis retencidos idOnek hatuliitdje viszont az, hogy a fentiekben leirtak szerint a
fliggvénycstcsok egymasra torlodhatnak.

Az eluens Osszetevoi mellett fontosak még a kovetkezd fizikai paraméterek: homérséklet
¢s a pumpak altal kifejtett nyomas.

Mégha a kolonna kiilsején allanddé hémérsékletet biztositunk, akkor is az eluensben egy
adott keresztmetszetre nézve eltérd homérsékleti viszonyok alakulnak ki. A kolonna
falahoz kozelebbi folyadékaram nagyobb homérsekletli lesz, mig a kolonna kozepén 1évo
folyadékaram kisebb. A nagyobb hémérsékletli folyadék stirlisége lecsokken. A siirliség
csokkenés hatasara az adott folyadékaram gyorsabban fog aramlani, mivel ugyanakkora
térfogata kisebb tomegii, igy kisebb a tehetetlensége is. Ez azt eredményezi, hogy aramlasi
profilja forditott parabolika alakot Olt €s ez annal jobban elnyulik, minél nagyobb
homérsékleti kiilonbségek alakulnak ki az egyes folyadékaramok kozott. Mivel igy az
eluensben a vizsgalandd komponens is forditott parabolikaszertien ,.elnyalik”, ezért a
detektalas sordn a fiiggvénycsucsok kiszélesednek, azaz zonaszélesedés torténik, ami a
kiértékelésben hibat okozhat.

A pumpanyomads a térfogataram nagysagat befolyasolja. Fontos, hogy alland6 nyomaést
biztositsunk, kiillonben a létrejovo fliggvénycstucsok kiértékelésében hiba 1éphet fel: a
nyomas nagysagatol fiiggden tobb vagy kevesebb ideig van a detektorban a vizsgalt
komponens, igy mennyiségi meghatarozasat akadalyozza. A térfogataram valtozasaval a

retencios idok is megvaltoznak, ami a mindségi analizist rontja.
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c s ey

oldatok, elegyek azon jo tulajdonsagat reprodukalni, hogy a retencios idejiikk csokken,
viszont ki kell kiiszobdlni a fliggvénycsticsok egymasra torlédasat. Ennek egyik modja az
elucid alkalmazasa.
A mérés szempontjabol meghataroz6 az a tény, hogy a HPLC késziilékbe beinjektalt
mintdban 1éve vizsgadlandd6 komponens mennyisége a vizsgalat kezdetén ¢és végén
(méréskor, illetve detektalaskor) eltér: egy része megkotddik az alléfazison. Azonban a
mérés sordn a ténylegesen (, a mérés kezdetén) fennalld koncentracid viszonyokra vagyunk
kivancsiak. Ennek a probléméanak a megolddsira un. standard mikotoxin oldatokat
alkalmazunk: 12 ppm-es oldatokat ataramoltatva a rendszeren vizsgaljuk a kialakul6 csucs
alatti teriileteket. A mintak csucsteriileteinek (Aminta) Standardnoz (Astandard) Viszonyitott
aranya meg fog egyezni a standardhoz (Cstangarg = 12 ppm) viszonyitott minta mikotoxin
Cminta - 12 PPM = Aninta © Astandard (2)
Fenti egyenldtlenséget (2) atrendezve:
Cminta = (Aminta * Astandara) * 12 ppm (3)
Tehat az egyenlet (3) alapjan Aninta alapjan meghatarozhatd cmina-
Az alabbi képeken lathato, hogy a kromatografias programmal el6allitott

kromatogramokon a zearalenon standardok csucsa a retencios tengely 4-es értékénél van:
Muis-Chromatogram Dispiay ol

Inj 1 zea !
5 zex Inj 2 7ea Lipes - Caeazel 2
‘zeavaleson - Vial 1 Inj 3 zea lipew - Chzamel 1
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3} zearalepan - ¥ial 7 Inj 1 Iea atd 17pp - Charoel 1
b} zesxalemon - Vial 7 Inj 2 Zea 3td lipp - Cham=l 1

Seteatica Time (min)

16. kép

A mérések soran a retencids érték novekedése, illetve eltolodasa volt tapasztalhatd, mint
azt az els6 (15. kép) és a kés6bb felvett (16. kép) kromatogram mutatja.

A detektalas UV diddasorral torténik. 10 nm < Ayy < 400 nm. Meghatarozott intenzitast
(lo) UV sugarakkal besugarozva a (H vagy Z tipust) detektorban a vizsgalt minta egy
meghatarozott (d) rétegvastagsagi mennyiségét, az abbdl kilépd sugarak intenzitdsabol (1)

a Lambert-Beer torvény alapjan a koncentraciora (c) kdvetkeztetni lehet:

| =lo x 107 (4)
Ezt az egyenletet (4) atrendezve kapjuk a transzmittancia (T) érétket:
T=1/1,=10"* (5)

AT tizes alapl negativ logaritmusat véve kapjuk az abszorbancia (A) értékét:

—lg(T) = A= —lg(I/Ip) = edc (6)
Az egyenletekben (4) (5) (6) € az elnyel6 kézeg molaris abszorpcids egyiitthatoja.
A gyakorlatban az abszorbancia (A) értéket hasznaljuk, mivel ennek értéke egyenesen
aranyos c-vel.
Lehetdleg azon a hullamhossz tartomanyon mériink, ahol a vizsgalandd6 komponensnek a
legnagyobb az abszorpcioja, és ezzel parhuzamosan az eluens tobbi Osszetevdjének
lehetdleg relative kisebb.

fgy kerilt kivalasztasra az 2 db mérési hullamhossz: Aarg1r = 312 NM és Azea = 236 nm.
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A kivélasztott mérési hullamhosszok az alabbi okoknal fogva keriiltek kivalasztasra.

Az acetonitril abszorpcids spektruma vizben és leveg6b6n56:

05

—— ACN vs Air
0.4 — ACN vs Water

03

D2

Absorbance

0.1

Wavelength (nm)
17. kép (A kék gorbe a vizben vald abszorbancia.)

Mint az abrardl leolvashatd: Aacnminy €setén Aacnminy = 228 nm. Ez a minimalis
abszorbanciaval rendelkezd hullimhossz (Amin). Tovabba lathato, hogy A > 228 nm esetén
(az UV tartomanyban) Ay, = Aacnmin). Tehat 228 nm-nél nagyobb mérési hulldmhossz
megfeleld acetonitrilre nézve.

. ., 57.
A viz abszorpcids spektruma®':

105 10000 cm™” 1000 cm™” 100 cm™’ 10 cm”
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105 \ | |
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“g‘lﬂ‘1 \ ) Y \‘ .
E 100 , V\I % \‘\..
8 \\
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| Q
0.01 I/ §0® ’ ‘
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10 ] “
o2 A
N K AW
10 \ f 0 000 200—5—_3€no 4000 5000 6000 7000 8000
10° | IR o itk I WA |
100 nm 1000 nm 10 um Wavelengtl:‘luo pwm 1mrr1

18. kép

% Shi-heng Liu: Quality Evaluation of HPLC-Grade Acetonitrile.
> http://www.lsbu.ac.uk/water/vibrat.html (Let5ltve: 2012. november 24.)
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A kép alapjan lathatd, hogy: Awnzomin) esetén Anzominy = 400 nm. Ez a minimalis
abszorbancidval rendelkez6 hulldmhossz (Amin). Tovabba Ay > ~200 nm esetén (az UV
tartomanyban) Ay < 0,01. Tehat 200 nm-nél nagyobb mérési hullamhossz megfeleld vizre
nézve.

Az acetonitril és viz esetére meghatarozott hullamhossz kritériumok alapjan a Amessi > 228
nm hatarozhaté meg feltételként, mivel a 2 feltétel koziil (A > 228 nm és A > 200 nm) ez a
szigorubb.

A mikotoxinok abszorbancia (Amay) értékei>:

Mikotoxin Molekula tomeg Oldoszer Abszorbtivitas | Max (nm)
Aflatoxin B1 312 Kloroform 22,300 353
Zearalenone 318 Etanol 29,700 236
Zearalenone 318 Etanol 13,909 274
Zearalenone 318 Etanol 6,020 316

11. tablazat

Az aflatoxin B; mérésére alkalmas hullamhossz értékek:

Amax = 353 nm. A kloroform nem tud H-hid kotést 1étesiteni, mig a mérés soran alkalmazott
viz képes. Viz esetén az aflatoxin B; mikotoxin O atomjanak nemkoté e  parjai is
gerjesztddhetnek (n — w*), és ezek gerjesztéséhez (, a konjugalt kotések (m — 7*)
gerjesztésével egyiitt) mar tobb energia kell, mintha csak m — n* gerjesztés torténne. A
tobblet miatt sziikségessé valo nagyobb energiahoz (€) kisebb hullamhossz ()) tartozik: & =
f- h, ahol f a frekvencia, h pedig a Planck-alland6. Mivel f=c/ A ése~f=>¢~1/ A =>ha
e nd, akkor A csokken (, ahol ¢ a fény sebessége vakuumban). Ezért alacsonyabb
hulldmhosszon mériink maximum abszorbanciat (hipszokrom eltolodas). Igy alacsonyabb
hullamhosszon folytatjuk le a mérést (, amely > 228 nm): Aars1 = 312 nm.

A zearalenon mérésére alkalmas hulldmhossz értékek:

Amax(1) = 236 nm, Amax2) = 274 nm, Amax@) = 316 nm. (A legnagyobb abszorbtivitdsa a Amax)
értéknek van, ez a legideélisabb.) Mivel 236 nm > 228 nm, ezért ez a legalkalmasabb a
meérésre, illetve ez lett kivalasztva mérési hullamhossznak: Azea = 236 nm.

A kapott csucs alatti teriiletek (Aminta) alapjan a kovetkezé egyenlettel szamithato vissza a

mikotoxin tartalom értéke 1 ml (= 1000 pl) visszaoldott extraktumra pug/ml-ben:

Mmikotoxin(iml) = (Aminta - Astandard) - 12 ppm (1)

A mikotoxin tartalom a felhasznalt acetonitrilben, illetve a mintaban:
Mmikotoxin(ACN) = Mmikotoxinml) * (VAcN * Vext) (8)
Mmikotoxin(ACN) = Mmikotoxin(minta) 9)

*8 http://www.fao.org/docrep/x5036e/x5036E0c.htm alapjan. (Hozzaférés: 2012. november 24.)
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A mikotoxin tartalom megmaradasa (%-ban):

Megmal’adés(%) = Mmikotoxin(minta) : mmikotoxin(injektélt) - 100

(10)

A gyomornedvbe injektalt mikotoxin mennyisége (tomege) az alabbi egyenlet szerint

szamithato ki:

Mumikotoxin(injektal) = Cmikotoxin =V mikotoxin

(11)

Az egyenletben (11) a Cmikotoxin @ gyomorba injektalt mikotoxin tdmegkoncentracioja, a

Vmikotoxin @ gyomorba injektalt mikotoxin térfogata.

Az egyes mintakra kapott cslcs alatti teriiletek (3 mérés atlaga) és a mikotoxin

megmaradas %-ban (a 95% < megmaradast 100%-nak tekintve):

Minta szama Csucs alatti teriiletek Megmaradas(%)
1. 177569 100
2. 188241 100
3. 187021 100
4. 208169 100
5. 203350 100
6. 238649 93,52
7. 36873 60,82
8. 125873 100
9. 116725 45,95

10. 421960 33,22
11. 111942 44,07
13. 722070 71,07
14, 336629 44,18
15. 444256 49,97
16. 446257 29,28
17. 116257 45,77
18. 734339 72,27
19. 316911 100
20. 626573 100
21. 640536 41,52
22, 0 0
23. 295638 100
24. 0 0
25. 6363 100
26. 0 0
27. 1330 100

12. tablazat

A narancssargaval jelolt minta (12.) valoszintileg tartésan O, hatdsdnak volt kitéve, mivel a

tarolo mérélombikjanak csiszolatos dugdja eltlint. Ezért ezzel az eredménnyel nem

szamolunk az eredmények kiértékelésénél.
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A pirossal jelolt mintdknal nem tortén degradacio.

A zolddel jelolt mintdknal a degradacid 100 %-os volt, azaz a megmaradas 0 %-0S.

Az eredmények kiszamitasanak alapja a HPLC-vel végzett méréseknél kapott

kromatogramok megfeleld retencids idejénél (4-nél) jelentkezd csucsok alatti teriiletek.

2 minta kromatogramja:
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H E
0,02 |
= ::- .: | I
; |
0,00 LI, VIS R\
IIIIIIII|IIII IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIIIIIII|IIIIIIII|IIIIIIII
0 1 2 3 4 1 3 7
Retention Time (min)
19. kép (A 14. minta kromatogramja.)
Isamp 200 |
0,05 e T o Ji-meth 0
Isens 20 i F
0,04 - } n
3 1 - [
=) 3 ! i o
2 0,03 i ; =
= E | I =
= ] | | .
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_IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII
0 1 2 3 4 5 & 7
Retention Time (min)

20. kép (A 16. minta kromatogramja.)

54



4. Eredmények és kiértékelésiik

4.1. A kémhatas szerepe (zearalenon)

Gyakorlatilag egyirdnyll megfeleltetés tapasztalhatdé a be nem Aallitott, illetve lugos
kémhatast oldatok (pH = 2,5-11,5) és a mikotoxin degradaciot szenvedett oldatok kozott:
minden nagyobb kémhatasu oldatban degradaci6 tortént.

Be nem allitott és lugos kémhatasu oldatok: 7., 9., 11., 13., 14., 16., 17., 24.

Degradaciot szenvedett oldatok: 6., 7., 9., 10., 11., 13, 14., 15, 16., 17., 18., 21., 22., 24.

Ez az Osszefiiggés az alabbi diagramon is kitlinik:

pH és mikotoxin megmaradas osszefiiggése

12

11

10

9
= 8
£
© 7
>
5 6
Q0
§ 5
& 4

3

2

1

0 i

1./12./3./4./5.|6.|7./8.]/9./10./11./]12./113.|14./15./16./17./118.|19.|20./21.|22.|23.|24.

mpH 1,71,31,3/1,31,3[1,6/ 7 1,3 7 |1,5 7 (1,4 7 | 7 |1,2/ 7 | 7 |1,8 1 |1,8/1,7/0,3]1,9 11
® Megmaradas| 1|1 /1|11/090,6 1|0,5/0,30,4 00,7/0,4/0,50,30,50,7 1104/ 0|1|0

21. kép (A pH értékeknél a 7 arra utal, hogy nem tortént pH beallitas.)

Tehat elsdsorban a kémhatastol fligg a degradacido mértéke és ez a tobbi paraméteren feliil
all az alapjan, hogy ilyen szoros Osszefiiggésben all vele.

Megjegyzendd, hogy a zearalenonnal szemben az aflatoxin B; még pH = 11,7 mellett sem
szenvedett semmiféle degradaciot.

Azonban a zearalenon esetében tortént degradacié megsavanyitott mintak esetében is, azaz
a kémhatéason kiviil ez esetekben jelen van egy masodlagos faktor: 6., 10., 15., 18., 21., 22.
Az emésztési kisérletben a figyelem elsésorban az emészté enzimre, a pepszinre terelddik,
hiszen igen reaktiv vegyiiletr6l van szo, amely nem kizart, hogy reakcioba lépett a

mikotoxinnal. A kdvetkezdkben erre probal a tanulmany valaszt keresni.
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4.2. Az emésztoenzim (pepszin) szerepe (zearalenon)

A 21. mintat kivéve mindegyik minta tartalmazott pepszint, amint az alabbi tablazatbol

kiolvashato:

¢(g/dm®)/minta 6. 10. 15. 18. 21. 22.
NaCl 30,489 0 27,4401 0 0 31,702
NaH,PO, 3,28889 0 2,96 0 0 3,41538
KCI 10,1768 0 9,15911 0 0 10,5452
CaCl,.2 H,0O 4,93333 0 4,44 0 0 5,12308
NH,CI 3,77778 0 3,4 0 0 3,93092

glikéz 8,02469 0 7,22222 0 0 8,35
gliikoron sav 0,24691 0 0,22222 0 0 0,25692
urea 1,04938 1,0625 0,94444 0 0 1,09615
HSA 0 0 11,1111 | 11,6279 0 13,0769
pepszin 15,4321 4,125 27,7778 | 29,0698 0 32,3077
mucin 0 0 0 0 7,69231 | 38,4615
mikotoxin 0,00034 | 0,00069 | 0,00061 | 0,00064 | 0,00231 | 0,00231

pH 1,55 1,45 1,18 1,81 1,66 0,34

megmaradas(%) | 93,9524 33,2238 49,9705 | 72,2745 | 41,5228 0

13. tablazat

Itt az 0sszefliggés nem olyan egyértelmii, mint a kémhatas esetében, azonban megfeleld (,

itt 6todfoku polinom) fiiggvény segitségével kimutathato:

Pepszin koncentracio a megmaradas
fiiggvényében
y = 4E-06x5 - 0,0009x* + 0,0784x° - 2,8367x? +
200 35,425x + 32,308

2 —
150 —/\ RE=1

100 / \\
1 AN
_52 \c‘/ EU 100

¢ c(pepszin) (g/dm’)

Polinom. (c(pepszin) (g/dm®))

Cpepszin (g/dm3)
ul
o

C 20 40 60

Megmaradas (%)

22. kép
Tehat matematikailag igazolhatd Osszefiiggés a megmaradas és a pepszin koncentracid
kozott.
Viszont a valtozé megmaradasi értékek arra is utalnak, hogy a pepszin hatasat a tobbi
komponens erdsen befolydsolja. Maganak a pepszinnek a miikodését befolyasold

(6nmagukban jollehet indifferens) 0sszetevok a kovetkezdekben keriilnek targyalasra.
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4.3. A pepszin miikodését befolyasolo tényezok (zearalenon)

A szélesebb korli elemzéshez valamennyi

pepszintartalmt  kisérlet paraméterei

sziikségesek:
¢(g/dm®)/minta 5. 6. 8. 10. 15,
NaCl 36,3178 30,489 0 0 27,440111
NaH,PO, 3,91765 3,28889 0 0 2,96
KCI 12,1224 10,1768 0 0 9,1591111
CaCl,.2 H,0O 5,87647 4,93333 0 0 4,44
NH,4CI 4,5 3,77778 0 0 3,4
glikoz 9,55882 8,02469 0 0 7,2222222
gliikoron sav 0 0,24691 0,2381 0 0,2222222
urea 0 1,04938 0 1,0625 0,9444444
HSA 0 0 0 0 11,111111
pepszin 18,3824 15,4321 3,92857 4,125 27,777778
mucin 0 0 0 0 0
mikotoxin 0,0004 0,00034 0,00065 0,0006875 | 0,0006111
pH 1,27 1,55 1,3 1,45 1,18
megmaradas(%) 100 93,9524 100 33,223831 | 49,970499
15. tablazat
c(g/dm®)/minta 18. 19. 20. 22. 23.
NaCl 0 31,702 29,4376 31,702 24,9773
NaH,PO, 0 3,41538 3,17143 3,4153846 2,69091
KCI 0 10,5452 9,792 10,545231 8,30836
CaCl,.2 H,0O 0 5,12308 4,75714 5,1230769 4,03636
NH,CI 0 3,93092 3,65014 3,9309231 3,09709
gliikéz 0 8,35 7,75357 8,35 6,57879
gliikoron sav 0 0,25692 0,23857 0,2569231 0,20242
urea 0 1,09615 1,01786 1,0961538 0,86364
HSA 11,627907 13,0769 12,1429 13,076923 10,303
pepszin 29,069767 32,3077 30 32,307692 21,2727
mucin 0 38,4615 35,7143 38,461538 30,303
mikotoxin 0,0006395 0,00231 0,00214 0,0023077 0,00182
pH 1,81 1,03 1,82 0,34 1,91
megmaradas(%) | 72,27449 100 100 0 100

16. tablazat

Mint fentiekbdl latszik az alabbi (piros szinnel jeldlt) gatld faktorok hatnak a pepszinre:

> Szervetlen sok + gliikéz: 5., 19., 20., 23. mintak esetében egyértelmiien gatolnak
(5.), illetve gatlast erbsitenek (19., 20., 23.).

> Gliikoron sav: 8., 19., 20., 23. mintdk esetében egyértelmiien gatol (8.), illetve
gatlast erdsit (19., 20., 23.).

> Mucin: szerepe nem egyértelmii. 19., 20., 23. mintaknal gatlast erdsit.

Ezekkel ellentétben az alabbi (kék szinnel jelolt) serkentd faktorok hatnak a pepszinre:
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> Urea: 6., 10., 15, 22. mintdknal egyértelmiien serkent (10.), tilkompenzalassal
serkent (6.), serkentést erGsit (22.), illetve erGsitéssel egybekotott
tulkompenzalassal serkent (15.).
> HSA: 15., 18., 22. mintak esetében egyértelmiien serkent (18.), serkentést erdsit
(22.), illetve erdsitéssel egybekotott tailkompenzalassal serkent (15.).
> Mucin: szerepe nem egyértelmii. 22. mintanal serkent.
A mucin szerepe igen kettds, ugyanazon 0Osszetétel mellett (, de eltéré kémhatast

kozegben) egyik esetben gatol, mig a masik esetben serkent. Ezt a kérdés a késdbbiekben

keriil részletesebb kiértékelésre.
4.4. A szervetlen és Kkis molekulatomegii szerves osszetevok (zearalenon)

A szervetlen vegyliletek alatt els6sorban a so6 koncentraciok lehetnek hatdssal a
degradaciora. Azonban a koncentracidjukat a degradaciot szenvedett mintak megmaradasi
%-aban abrazolva (kivéve a lugositott mintat) még hatodfokd polinom sem képes

megfelelden (R? > 0,85) illeszkedni a pontokra:

Sokoncentraciok a megmaradas

fiiggvényében

R®=0,5917
200 & ¢(NaCl) (g/dm?)

R2= 04178
B ¢(NaH,PO,) (g/dm’)
R2 = 0,5909
150 c(KC1) (g/dm?)

R2=0.5914

X ¢(CaCl.2 H,0) (g/dm’)
R2=0,5527

100 c(NH,CI) (2/dm?)

— Polinom. (c(NaCl) (g/dm?))

5 N\ /\ —— Polinom. (c(NaH,PQO,)
L (g/dm?))
—— Polinom. (¢(KCl) (g/dm?))

Koncentracié (g/dm?3)

—— Polinom. (c(CaCl,.2 H,0)

0 \ (g/dm’))
80 100 ——Polinom. (c(NH,CI)
(g/dm?’))
-50
Megmaradas (%)
23. kép

A kis molekulatomegli szerves dsszetevoknél viszont mas a helyzet.
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crer

szorosabb Osszefliggést talalhatunk egy 6todfoka polinom segitségével:

Kis molekulatomegu szerves

osszetevok
60
/\ R?=0,7805
50 & c(glikoz) (g/dm®)
/ \ R*=10,8934
E 40 / \ B c(gliikoron sav) (g/dm®)
5 R?=0,3849
;g 30 / \ c(urea) (g/dm?)
£
:?3 20 — Polinom. (c(gliik6z)
2 (g/dne))
2 10

— Polinom. (c(urea) (g/dm?))

r VS '3 Polinom. (c(gliikoron sav)
0L i - (g/dm’))
$ 20 40 60 80 100

-10

Megmaradas (%)

24. kép
A gliikoron sav gorbéje igen jol illeszkedik a pontokra (R* = 0,8934). Ez jobban latszik, ha

kifejezetten csak a gliikkoron sav keriil dbrazolasra:

Gliikoronsav
1 y = 2E-08x® - 5E-06x* + 0,0005x8 -
0.8 -/ 0,0156x2 + 0,1795x + 0,2567

= / \ R>=10,8934
g 0,6 \
=
04
< ' @ c(gliikoron sav)
‘E 0,2 i \ Q/’\ 2 2 (g/dm3)
E 0 Polinom. (c(gliikoron
£ .0 20 40 60 \80 | 100 sav) (g/dm’)
v -0,2 \

-0,4

-0,6

Megmaradas (%)
25. kép

Tehat a gliikoronsav is befolyasolja a megmaradas alakulasat, azonban ezt kozvetve, nem
onmagaban gyakorolja, mivel ha nincs gatolhaté (vagy serkenthetd) faktor, akkor nincs

hatassal a degradaciora (2., 3. minta ezt igazolja).

A nagy molekulatomegli szerve vegyiileteket is meg kell vizsgalni arra nézve, hogy

befolyéasoljak-e a megmaradast.
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4.5. A nagy molekula tomegii szerves osszetevok (zearalenon)

Mivel a pepszint mar megvizsgaltuk, ezért e részben a HSA és a mucin keriil mélyebb

elemzésre. A megmaradast az aldbbiak szerint befolyasolja koncentraciojuk:

HSA és mucin koncentracio a
megmaradas fiiggvényében

300
'§ 250 / \ R2 = 0,7004
< 200 ® c(HSA) (g/dm?)
fg 150 / \ v =-0,0002x3 + 0,032x2 - 1,943x + 37,794
£ 100 | v RT 09599  c(mucin) (g/dn)
=
g 50 /\ —— Polinom. (c(HSA)
=)
2 (g/dnr))

.50 20 40 60 80 100 —— Polinom.

Megmaradas (%) (c(mucin) (g/dm?’))
26. kép

A HSA hatodfoku polinommal eléggé kozeliti a mérési eredményeket (R* = 0,7004),
azonban a mucin harmadfoku polinom gorbéje megfelelden illeszkedik a pontokra (R? =
0,9399). Ez alapjan a HSA ¢és a mucin szintén szorosabb Osszefliggést mutat a
megmaradassal.

A mucin mar az el6zéekben is ki lett emelve ,kettds tulajdonsaga™ folytan. Ezért

hosszabban is értékelni kell szerepét.

4.6. A mucin szerepe (zearalenon)

bontja. Amennyiben viszont pepszinnel érintkezésbe 1ép, akkor a 2 bontd hatdsu anyag
egymast kolcsondsen gatolja (19., 20., 23. mintak alapjan). Azonban szélsGségesen Kkis
kémhatas (pH = 0,34) esetén a mucin szintén bontd anyagként viselkedett. Ennek
hatterében az allhat, hogy ezen a pH értéken a pepszin tonkremegy (hidrolizdlnak a
fehérjéi), mig a mucin ,,csak” kicsapodast szenved, de nem bomlik el, igy a feliiletével
¢rintkezd zearalenonnal reakcioba képes lépni, mikdzben a pepszin mar nem gatolja
hatasat.

Tehat a kémbhatés, valamint a pepszin utan a mucin a harmadik jelentdsebb faktor, ami

nagyobb befolyassal bir a zearalenon degradéciora.
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4.7. A kontaktidé szerepe (aflatoxin B;)

2 db azonos minta (26. és 27.) esetén, melyben az Osszetétel és a koriilmények is kozel
azonosak volta az egyik minta esetén (26.) 0 %-0s megmaradast, mig a masik minta (27.)

esetén 100 %-os megmaradast lehetett detektalni. A 2 minta:

Minta szdma 26. 21.
NaCl 157,3 g/l (ml) 2,62 2,62
NaH,PO, 88,8 g/l (ml) 0,5 0,5
KCI 89,6 g/l (ml) 1,53 1,53
CaCl,.2 H,0 22,2 g/l (ml) 3 3
NH,4CI 30,6 g/l (ml) 1,67 1,67
gliikéz 65 g/l (ml) 1,67 1,67
gliikkoron sav 2 g/l (ml) 1,67 1,67
urea 25 g/l (ml) 0,57 0,57
HSA (g) 0,17 0,17
pepszin (g) 0,45 0,45
mucin (g) 0,5 0,5
bélbaktérium (ml) 0 0
H,O (ml) 0 0
pH 1,65 1,82
tinkubéci(’) (mln) 30 20
Tmax (°C) 38,2 38,1
Megmaradas (%) 0 100

17. tablazat

A 2 minta kozotti 1ényegesebb kiillonbség az emésztési id6 volt. Ez alapjan feltételezhetd,
hogy a kontaktid6 nagyobb befolyassal bir az aflatoxin B; bomlasara.
Megjegyzendd, hogy a zearalenon mintak komplexitasa miatt a kontaktidd ott nem kertilt

behatobb tanulmanyozasra.
4.8. A bélbaktériumok hatasa (zearalenon)

A bélbaktériumokkal végzett kisérlet soran 100 %-os megmaradast lehetett mérni (23.
minta) a zearalenon tekintetében. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a bélbaktériumok
vagy nem léptek kolcsonhatasba a zearalenonnal, vagy valamilyen mas komponens

elpusztitotta Oket (példaul a pepszin), mieldtt ez megtdrténhetett volna.
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5. Osszegzés

5.1. Zearalenon degradaciojat befolyasolo tényezok

nem elég savas, akkor a mikotoxin bomlasnak indul. Emellett mésodsorban a pepszin
felel6s a bomlasért. A pepszin hatasat egyes anyagok serkentik, mig masok gatoljak. Ezek
a kovetkezok:
Serkentdk:
»  HSA (, matematikailag kimutathato 0sszefliggés volt a mikotoxin bomlas, illetve
koncentracioja kozott).
»  Urea.
Gatlok:
»  Glikoron sav (, matematikailag kimutathat6 6sszefliggés volt a mikotoxin bomlas,
illetve koncentracioja kozott).
»  Mucin (, matematikailag kimutathato 6sszefliggés volt a mikotoxin bomlas, illetve
koncentracidja kozott).
»  Szervetlen sok és gliikoz.
Harmadlagosan pedig a mucin is képes volt 6nalldan bontani a zearalenont.
Arra vonatkozolag, hogy a bélbaktériumokkal reagal-e a zearalenon, nem volt

tapasztalhaté minden kétséget kizaré eredmény.
5.2. Aflatoxin B; degradaciojat befolyasolé tényezok

A kisérletek alapjan a kémhatas nincsen ra komolyabb befolyassal.
A bomlasat tekintve er0s a gyanu, hogy a gyomorban tolt6tt id6 (kontaktidd) nagyban

befolyasolja annak mértékeét.
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6. Koszonetnyilvanitas

A legmélyebb koszonettel B. Toth Szabolcs adjunktusnak tartozom, aki témavezetOmként
segitett a problémak megoldasaban, illetve a nehézségeken vald atlendiilésben.
Segitségével ¢€s tanacsaival megalapozta e tanulmény, illetve a benne fekvé munka
eredményességét.

Szintén koszonettel és halaval tartozom Tothné Balog Agnesnek, Agi néninek, aki a
laboratoriumi munkémat segitette minden téren.

Tovabba kdszondm mindenkinek, aki mogottem allt és tamogatott ebben a munkdmban.
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