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Studiul micromicetelor micotoxinogene si determinarea analitica a
micotoxinelor din condimente si furaje

Micotoxinele produse de numeroase micromicete sunt in general cito-
toxice, care afecteaza structura celulelor sau anumite functii celulare.
Dintre efectele cele mai nocive care afecteaza sindtatea umand, pot fi
amintite: efectul cancerigen, teratogen, suprimarea functiilor reproduc-
tive i a sistemului imunitar, precum si efectele asupra sistemul nervos.
Micromicetele, respectiv micotoxinele produse contamineaza plantele
incd din stadiul de cultura sau in cursul depozitarii. Micotoxinele ajung
in organismul uman direct, prin intermediul alimentelor de origine
vegetald, sau indirect, prin intermediul produselor de origine animald
(de ex. carne, lapte, oua). In cadrul prezentei cercetiri s-a realizat iden-
tificarea micromicetelor din diferite furaje, deteminarea conditiilor de
proliferare §i de productie a toxinelor, precum si determinarea analitica
a micotoxinelor din furaje si boia de ardei.

Cuvinte cheie: micromicete micotoxinogene, aflatoxine, cromatografia
lichidd de inaltd performanta, furaje, condimente.
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Az élelmiszer-, illetve a takarmdanybiztonsagi kérdések meg-
olddsdban fontos tevékenységnek mindsiil a mikotoxinok
tanulmanyozdsa és pontos mennyiségi meghatdrozasa. A
penészgombak, illetve az dltaluk termelt mikotoxinok mar
a terméterileten, vagy pedig a tarolds sordn fertézhetik a
novényeket. Kedvezd korilmények kozott a penészgombak
gyors novekedésnek indulnak, és ha stresszhatds éri 6ket,
toxint termelnek. A masodlagos metabolitok termelése a
gombaszaporodas exponencialis szakaszanak a végére jel-
lemz§ [8]. Az igy keletkezett mikotoxinok a névényi eredetii
élelmiszerekkel (gabonamagvak, fiiszerek) kozvetleniil, az
allati eredet termékek révén (pl. vese, maj, tej, tojas) pedig
kozvetve keriilhetnek az ember szervezetébe [2].

A legfontosabb mikotoxintermelé gombafajok az
Aspergillus flavus, A. ochraceus, Penicillium verrucosum,
Fusarium graminearum és a Fusarium verticillioides [10].
Az Aspergillus fajok nagyon gyakoriak a kornyezetben, a
talajban és a névényzeten, elsésorban mint szaprobiontak és
mint masodlagos névényi korokozok. A legtobb Aspergillus
penészgomba élelmiszereinkben romldst okozoként van
jelen. Szdmos faj xerofil. Altalaban térolt termékeken for-
dulnak eld, igy gabonaféléken, magvakon, fiiszereken. Az
Aspergillus flavus aflatoxin By, B, valamint ciklopiazonsav
termelésére képes. Az A. parasiticus és az A. nomius afla-
toxin By, B,, Gy, G,-t termel. A tovabbi fontosabb mikotoxin
termel8k az A. ochraceus (ochratoxint és penicillinsavat
termel) és az A. versicolor (szterigmatocisztint termel) [,
2, 3]. A Penicillium fajok éltalaban kisebb hémérsékleten
novekednek, mint az Aspergillusok. Ubikviterek a talajban,
a gabondkon és az élelmiszereken. Hiit6tt raktarakban,
valamint fagyasztott élelmiszereken is vilagszerte eléfor-
dulnak. A Penicillium penészgombdk dltal termelt legfon-
tosabb mikotoxinok a citrinin, a patulin, a citreoviridin és
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Study of mycotoxicogenic moulds and analytical determination of
their mycotoxins from spices and forages

Mycotoxins produced by many micromycetes are generally cytotoxic,
affecting the cellular structures or functions. Among the effects most
frequently affecting human health the following can be mentioned:
carcinogenity, teratogenicity, decreasing of the reproductive potential,
immunosuppression and neurotoxicity. Micromycetes, by their myco-
toxin production, contaminate plants from the cultivation stage, or dur-
ing the storage period. Mycotoxins infest the human body directly, by
consumption of foods of plant origin, or indirectly, through products
of animal origin (eg. meat, milk, eggs). The aim of this research was the
identification of different micromycetes from forages and spices, the
determination of the proliferation and toxin production conditions, and
the qualitative and quantitative determination of the mycotoxins from
forages and paprika powder.
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a penitrem. A névények korokozé gombdinak egyik legje-
lentdsebb csoportja a Fusariumok, leggyakrabban gabona-
féléken és olajos magvakon fordulnak elé. A Fusarium fajok
fontosabb toxinjai a trichotecének és a fumonizinek [13].
Az élelmiszerekben mas toxikus gombak is elterjedtek, mint
példaul a Cladosporium, a Mucor és a Stachybotrys [7].

A mikotoxinok rendkiviil valtozatos kémiai szerkezeti
vegyiiletek. Ennek megfelel6en az altaluk kivaltott tiinetek
és megbetegedések is sokfélék. Az ember egészségére hato
leggyakoribb tényezék kozott a rdkkeltd, a fejlédési rend-
ellenességet okozo, a szaporoddképességet csokkentd, az
immunoszuppressziv és az idegrendszert karosité hatdsok
emlithet6k. Ezek a megbetegedések altalaban kronikus
jellegtiek, amelyek a mikotoxin huzamosabb fogyasztdsa-
nak kovetkezményei, bar bizonyos esetekben akut tiinetek,
hanyas, hasmenés, remegés, borkititések is jelentkeznek [9,
14].

Az ember a mikotoxinokkal tobbnyire nem kézvetleniil,
hanem a névényi vagy allati eredetd taplalék szennyezett-
sége révén talalkozik. A mikotoxinok kiil6nos veszélyessége
annak tulajdonithato, hogy rendkiviil hatékony mérgek,
igen kis koncentraciéban hatnak, és a kis dézisok hatdsa
kumulalodik. A mikotoxikézis nem jarvanyos, viszont anti-
biotikumokkal, gyégyszerekkel alig kezelhetd, a védekezés
legjobb mddja a megel6zés. Ehhez a mikotoxinok kimuta-
tasara alkalmas, érzékeny, miiszeres analitikai modszerek
kidolgozasara van sziikség, mivel a mikotoxinok altalaban
kis mennyiségben fordulnak el az élelmiszerekben (takar-
manyokban). A mikotoxin-szennyezettség vizsgalatira
legalkalmasabbak a nagyhatékonysagti folyadék-kroma-
tografias (HPLC) modszerek [1]. Az egyre szigorodd, élel-
miszerekre vonatkozo eléirdsok megkévetelik a kimutatdsi
hatarértékek csokkentését, ezaltal érzékenyebb detekcids
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1. abra. A vizsgdlt aflatoxinok kémiai szerkezete

modszerek alkalmazasat. A legfontosabb mikotoxinok az
aflatoxinok, ezen belill a legveszélyesebb (AFB,) élelmisze-
rekben megengedhetd koncentracidja 10-20 pg/kg, takar-
manyokban 100 pg/kg [17].

Az altalunk analitikailag vizsgalt mikotoxinok az
Aspergillus flavus és az Aspergillus parasiticus éltal termelt
aflatoxin By, G, illetve B,, G, voltak, mivel a legveszélyesebb
mikotoxinok, valamint a fenti penészgombak viszonylag
gyakori fajok. Altaluk féként importalt termékek (foldimo-
gyord, paprika, szdja, kukorica, zab, kékuszdio) fertézottek.
Kémiailag dihidrofurano-furan (B,, G, - rendkiviil toxiku-
sak) és tetrahidrofurano-furan (B,, G, — kevésbé toxikusak)
szarmazékok, szerkezetiik az 1.abran lathato.

Az aflatoxin B, az egyik leghatdsosabb majrak-kelté
anyag, patkdnykisérletekben 1 pg is okozott daganatot [18].
Az aflatoxin-molekuldnak feltehetden két reaktiv (toxikus/
karcinogén) helye van, a dihidrofuran rész telitetlen vége
és a lakton gytir(i a kumarin részb6l. Hasonlé szerkezet(
karcinogén vegyiiletekkel (pl. benz[a]pirén) egyetemben
az AFB; a DNS szilhoz kétédve mutdciot valt ki, vagyis
a tumorképzédés a genotoxicitds kovetkezménye [11].
Majdnem kizardlag mdj és vesedaganatokat okoz, igy valé-
szintsithetd volt, hogy a toxin valamely reaktiv metabolitja
felel6s a mutagén hatdsért. Tovabba, mivel a toxin-molekula
nem rendelkezik kétShellyel, mellyel kovalensen beépiil-
hetne a DNS lancba ez tovabbi bizonyiték volt az aktiv koz-
titermék létezésére. Az AFB, a majban a CYP3A4 citokrém-
oxidaz enzim (EC 1.14.13.97) hatdséra oxiran-szarmazékot
képez, egy oxigénatom kapcsolodik a 8. és 9. szdmu szén-
atomra, a 8,9-exo-epoxi-AFB,; koztiterméket hozva létre,
ami igen aktiv és vizkilépéssel kotédik a DNS-szélra [12,
18]. A 2.dbrén ez a két konszekutiv reakcié lathat6. Magas
kotédési affinitdsa a guaninhoz nagy jelentéségu, mivel
a p53 celluldris tumor antigén 249-es szamu kodonjdban
pontmutdciot okoz [15] és az errdl atir6dé mutdns fehérje
nem képes tumorszupresszor szerepét ellitni. Az AFB,
masik metabolitja, az AFB;-dialdehid lizinhez kapcsolédva
enzimblokkolé hatdst, részben ennek kovetkezménye az
akut toxicitas [5, 15].

A reakciok analég modon az AFG; toxinnal is végbe-
mennek. Az AFB, és AFG, mutagenitdsa sokkal kisebb, a
8. és 9. szénatom kozotti kettds kotés hianya miatt, viszont
a laktongytir(i bomlasa esetén aktiv kotShelyek keletkezhet-
nek és magas a két toxin in vivo szabadgyok-képz6 aktivi-
tdsa is.
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A 8. és 9. szénatomok kozotti kettds kotés aktivitdsat
kihaszndlva, bréomaddicios reakciéval dibrémszarmazék
képezhetd, a 3.abran bemutatott reakcio szerint. Ezek a vegyii-
letek intenzivebben fluoreszkalnak, mint az eredeti toxinok,
ezt haszndlja ki az dltalunk alkalmazott analitikai méodszer
a G; és B, aflatoxinok kimutatdsi hatdranak csokkentésére.
A G, és B, aflatoxinok kimutatdsi hatdra valtozatlan marad,
mivel ezek nem képeznek bromszarmazékot, viszont a veszé-
lyesebb toxinok kimutathatdsaga lényegesen javul.

Mivel nem minden penészgombafaj termel mikotoxino-
kat, célszerli a mikotoxinogén torzseket azonositani, igy
csokkenthet6 a vizsgalandd mintdk szdma, és ezzel ard-
nyosan a fellépé koltségek is. Ennek egyik modja, hogy az
aflatoxinokat termeld torzseket specidlis anyagokat tartal-
maz6 téptalajon tenyésztik, majd a telepeket UV-fénnyel
megvilagitva tapasztalhatd, hogy az aflatoxinogén gom-
batelepek fluoreszkalnak, valamint a gerjesztést kovetéen
sotétben par masodpercig szabad szemmel foszforeszkalo
gyurt figyelheté meg a telep koriil [16].

Kutatasunk célja a névényi anyagon eléforduld penész-
gombak azonositdsa, a szaporoddsi és toxinképzési feltét-
eleik megismerése, valamint az aflatoxinok mindségi és
mennyiségi kimutatdsara szolgalo, érzékeny analitikai mod-
szer alkalmazdsa.

Anyag és modszer

Mikotoxinokat termelé penészgombdk az Aspergillus
parasiticus, az A. ochraceus és a Penicillium verrucosum
szaporodasat vizsgéltuk kereskedelemben kaphat6 gabona-
6rleményeken és takarmdnyozasi célra hasznalt ép gabona-
szemeken (buza, kukorica, zab, drpa) kiilonb6z6 nedvességi
viszonyok mellett. Ugyanakkor meghatdroztuk a penész-
gombak szaporodasat befolydsolé hémérsékleti értékeket,
Sabouraud taptalajon tenyésztve 5, 20, 25, 30, 35, 45 és 50°C
inkubalasi hémérsékleten.

Tenyésztési eljarassal kimutattuk a gabonak és a kiilon-
téle 6rlemények (takarmanyliszt, korpa) mikotoxinogén
penészgombakkal valé szennyezettségét. A vizsgalt min-
takbol készitett alapszuszpenzidkat szélesztéssel Czapek-
Dox téptalajra oltottuk és 6 napig 30°C hémérsékleten
inkubaéltuk. A penészgombdkat mikroszkdpi prepardtumok
és telepmorfoldgiai tulajdonsagok alapjan azonositottuk.

Analitikailag csak aflatoxin-tartalmat vizsgaltunk, miko-
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2, abra. Az AFB, enzimatikus oxidacidja és adduktum képz6dése a DNS-sel (a - AFB;; b - 8,9-exo-epoxi-AFB; ¢ - 7-N-AFB;-dG)

toxinogén penészgombidval beoltott mintdk és fiiszerpaprika-
6rlemények esetén. A minta-el6készités soran a metanolos
extrakciot aflatoxin-specifikus immunoszlopon (AflaTest
WB) torténd dusitds kovette. Az analizist nagyhatékonysagu
folyadék-kromatografiaval (belsd kalibracioval) végeztiik. Az
érzékelés fluoreszcencids detektorral tortént elektrokémiai
Coring-cellaval végzett szarmazék-képzést (in situ oszlop
utdni bromaddiciot) kovetden [5]. A cella miikodésének
leirasa és a kromatografias mddszer részletes ismertetése egy
korébbi kozleménytinkben taldlhato [6].

Eredmények

A kivalasztott mikotoxinogén penészgombdk (Aspergillus
parasiticus, A. ochraceus, Penicillium verrucosum) a takar-
manyliszt és a korpa feliilletén egyarant elszaporodtak, a
takarmanyliszt feliiletén 6 nap inkubalast kévet6en nagyobb
mértéki volt a szaporodas. A kiilonb6z6 gabonafélék (buza,
kukorica, zab, drpa) feliiletére oltott penészgombdk nem
szaporodtak el.

A 20-35°C-0s hémérsékleti intervallumban inkubadlt
mindhdrom penészgomba esetében megfigyelhet volt bizo-
nyos mértéki szaporodas. Az optimalis szaporoddsi hmér-
sékleti értékek: Penicillium verrucosum 20°C, Aspergillus
ochraceus 30°C, A. parasiticus 35°C. Az 50°C-on, illetve
45°C-on inkubdlt mintdk egyikében sem szaporodtak el a
penészgombak. Az 5°C-on torténé inkubadlds esetén csak a
Penicillium verrucosum-mal beoltott taptalajon fejlédtek ki
gombatelepek.

Az dltalunk vizsgdlt mintakbol négyféle penészgom-
bafajt sikeriilt azonositanunk: Aspergillus flavus-t, A.
ochraceus-t, A. niger-t és A. fumigatus-t. A btuzabdl készi-
tett alapszuszpenzi6val beoltott Czapek-Dox taptalajon A.
ochraceus telepek fejlédtek ki, a Sabouraud taptalajrél A.
flavus, A. ochraceus és A. fumigatus telepeket azonositot-
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3. abra. A szarmazékképzési reakci6 AFB, esetén

tunk. A zab alapszuszpenzidjaval beoltott taptalaj feliiletén
A. niger és A. ochraceus telepek jelentek meg. A korpa eseté-
ben a mikotoxint termel6 gombdk koziil csak A. ochraceus
telepek voltak kimutathatok. A takarmdnyliszt-szuszpenzi-
6val beoltott Czapek-Dox taptalajon A. fumigatus fejlédott
ki, a Sabouraud taptalajon élesztégombak szaporodtak el.

A vizsgalt, 6tféle importalt fiszerpaprika HPLC elemzése
soran kett6bdl aflatoxinokat mutattunk ki, az eredményeket
az 1.tablazathan foglaltuk 6ssze. Megdllapithato tehat, hogy a
vizsgalt mintak még a megengedett hatarérték alatt tartal-
maznak aflatoxinokat.

1. tablazat. A paprika-6rlemények aflatoxin-tartalma

Mikotoxin A minta B minta Megengedett hatdrérték
C,lug’kg]l  C,lug/kgl C, . [Hg/kg]

AFB,; 1,502 1,996 5

AFG, 1,329 2,088 Nincs szabélyozva

AFB, 0,082 0,112 Nincs szabélyozva

AFG, - - Nincs szabélyozva

OsszAF 2,913 4,196 10

A mikotoxinogén penészgombaval (Aspergillus parasiti-
cus) beoltott buzakorpa és kukoricaliszt esetében, az adott
korilmények kozott, a beoltast kovetéen 15 nappal, a
penészgombak még nem képeztek kimutathaté mennyiség-
ben aflatoxinokat. A beoltott korpat és kukoricalisztet tar-
talmazd Petri-csészéket ezutdn szobahdmérsékleten, majd
hiitdszekrényben is taroltuk, nem ellendérzott koriilmények
kozott. Egy honap elteltével UV-lampaval megvilagitva a
Petri-csészékben levé mintak fluoreszkaltak, amely arra
utal, hogy a telepek aflatoxint termeltek. Ennek az lehet a
magyarazata, hogy az eltelt id6 alatt a nedvesség-tartalom, a
tapanyagok mennyisége nagymértékben csokkent, a hémér-
séklet is megvaltozott, és mindezek egyiittvéve stresszhatast
jelentettek a penészgombaknak.

Kovetkeztetések

A mikotoxinokat termeld penészgombak csak a kiillonb6z6
gabonadrleményeken szaporodtak el, mig az ép gabona-
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szemeken nem. Alacsony inkubdldsi hémérsékleten csak
a Penicillium verrucosum képes szaporodni. A magas
hémérséklet gatolja a vizsgalt penészgombak szaporodasat.
Az altalunk vizsgalt gabonamintékrol az Aspergillus nem-
zetségbe tartozd penészgombakat azonositottunk. A pap-
rikamintédk még a megengedett hatarérték (5 ug/kg AFB,,
10 ug/kg Osszes aflatoxin) alatt tartalmaztak aflatoxinokat.
Az alkalmazott immunoszlopos dusitds esetén jobban
érzékelhetd kromatogram-csticsokat kapunk, ami a kon-
centracionévekedés kovetkezménye. Coring-cellaval tor-
ténd szdrmazékképzéssel a B, és G, aflatoxinok kimutatasi
hatéra csokken, a fluoreszcencia intenzitdsanak novekedése
kovetkeztében. Elmondhato, hogy az alkalmazott analitikai
mddszer jelent6sen javitja az aflatoxinok mérési pontos-
sagat alacsony koncentraciok esetén is. A penészgombak
mikotoxin-termelése csak stresszhatas (nedvesség- és tap-
lalékhidny) kovetkeztében mutathatd ki, a +4°C-on torténd
tarolds még nem valt ki aflatoxin-termelést.
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