Szakmai zardjelentés
OTKA-PD 76859 sz. palyazat

Készitette: Szekeres Andras

A 76859 szamu OTKA-PD pdlyazat soran felmértik 60 magyarorszagi
Fusarium verticillioides izolatum fumonizin B1, B2, B3 és B4 toxinjainak termelési
profiljat. A toxinok fermentaci6jat megfelelden eldkészitett rizsen végeztiik, melyeket
a torzsek tdptalajon eldtenyésztett inokulumaival oltottunk be. A termelt
fumonizineket forditott fazisi nagy hatékonysagu folyadék kromatografiaval (RP-
HPLC) valasztottuk el és a komponenseket elektrospray ionizacids ioncsapdds
tomegspektrométerrel (ESI-IT-MS) detektdltuk és azonositottuk. A minta-
elOkészitésthez csak egy egyszerli olddszeres extrakciot alkalmaztunk. A
kisérletsorozatban jol latszott, hogy az izoldtumok nagy része az irodalmi adatokkal
O0sszhangban az FB1 toxint termelte legnagyobb mennyiségben, de sikeriilt olyan
fumonizin termelési sajatossdgu torzseket is izoldlni, melyeknél az FB2 toxin
termelése joval meghaladta az FB1-ét. Az egyes izoldtumok a morfoldgiai
karakteriikben nem kiilonboztek egymastdl, a fumonizin B anal6gok termelési profilja
alapjan azonban hdrom jol elkiiloniilé kemotipust lehetett elkiiloniteni. Az elsd
kemotipus a fumonizineket az FBI>FB2>FB3>FB4 szerinti csokkend
mennyiségekben termelte, a mdsodik kemotipus nagyobb mennyiségii FB3-at termelt
mint FB2-6t, mig a harmadik tipusba tartotd torzsek az FB2 és FB4 toxinokat
termelték nagyobb mennyiségben (Szécsi A; Szekeres A; Barték T: Oros G; Bartdk
M; Mesterhdzy A: Fumonisin Bl-4-producing capacity of Hungarian Fusarium
verticillioides isolates., World Mycotoxin J 3: 67-76, 2010).

A fermenticiés optimalizdldsi kisérletekhez a legnagyobb mennyiségl
fumonizin mikotoxint termeld torzset valasztottuk ki, és meghataroztuk a maximaélis
toxintermeléshez sziikséges tenyészedény tipust, rizsmennyiséget, vizaktivitast,
homérsékletet valamint optimalizaltuk az inokul4cidt is. A tenyésztés idejét a kezdeti
1 hoénaprdl sikeriilt két hétre csokkenteni jelentds toxin-mennyiség vesztés nélkiil
(Andrds Szekeres, Anita Kecskeméti, Monika Gruic-Tolgyesi, Eszter Ando, Brigitta
Harmath, Arpdd Szécsi, Akos Mesterhdzy, Magyar Mikrobioldgiai Tdrsasdg 2010. évi
Nagygyiilése. Keszthely, Magyarorszdg, 2010).
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A kordbbi kutatdsaink soran kifejlesztett HPLC-ESI-Ion Trap mddszeriinket
haszndlva az eddig altalunk leirt 37 1j fumonizin mellett tovabbi 4 1j az FBX tipusba
tartozd részlegesen hidrolizdlt, oxdl-borostydnkdésavat (PHFB-OSA) tartalmazé
fumonizin izomert azonositottunk. A vegyiiletek el6forduldsit eldszor full scan
lizemmodban vizsgéltuk, majd a karakterisztikus M+H™ értékek azonositdsa utén a
szerkezetek jellemzé alegységeit MS-MS fragmentélast kovetden hatdroztuk meg. A
fragmens ionok segitségével leirtuk a lehetséges fragmentdcids utakat, amit,
kihasznalva az ioncsapda analizator nyujtotta lehetdségeket le is ellendriztiink (Bartok
T; Szekeres A; Tolgyesi L; Varga M; Bartha R; Szécsi A; Németh L; Mesterhadzy A:
115-116 in 8th Balaton symposium on high performance separation methods and 15th
International symposium on separation sciences).

Az elvalasztas hatékonysdgat novelve a felhaszndlt kromatografids oszlop
szemcseméretének csokkentésével és magdnak az all6fazis mindségének
megvaltoztatasaval (YMC-Pack J’sphere ODS HS80), valamint az elvélasztishoz
hasznalt gradiens meredekségének csokkentésével és az elvdlasztds idejének
novelésével a moddszert tovabbfejlesztettiik, ami lehetdséget biztositott tovdbbi 28
FB1 izomer kromatografids szepardcidjara. Az esetleges mesterséges szarmazékok
megjelenésének minimalizdldsa érdekében az analizist megeldzden itt is csak egy
egyszeri olddszeres extrakcidt alkalmaztunk mintaelOkészitésként. A protonalt
molekuldk egzakt tomegét repiilési-id0 tomegspektrométerrel (TOF-MS) hatdroztuk
meg és az FB1 izomereket a totdl-ion kromatogram 0sszegképletnek megfeleld tomeg
szerinti extrakcidjaval tettiik lathatova. Ilyen médon 29 kromatografids csucsot
kiilonitettiink el. A kordbban emlitett IT-MS alkalmazdsaval ezekbdl 28 csucsot
azonositottunk mint FB1 izomer a komponensek MS2 spektruma alapjan, ahol jol
felismerhetéek voltak a karakterisztikus fragmens ionok, mint példaul az alapvazra
jellemz6é m/z 299. Ezen FB1 izomerek teljes mennyisége a fétermék FB1-hez képest
2,8 %-nak adddott, amely kis mennyiségnek tekinthetd ugyan, de érdemes
megjegyezni, hogy a komponensek toxicitdsdr6l és élelmiszerbiztonsagi
jelentdségérol még nincsenek ismereteink (Bartok T, Tolgyesi L; Szekeres A; Varga
M; Bartha R; Szécsi A; Barték M: Mesterhdzy A: Detection and characterization of
twenty-eight isomers of fumonisin Bl (FB1) mycotoxin in a solid rice culture infected
with Fusarium verticillioides by reversed-phase hi, Rapid Commun. Mass Spectrom.

24: 35 - 42, 2009).
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A pélydzat iddtartama alatt a nemzetkozi tudoményos folyéiratokban
megjelent Uj eredmények hatdsara, olyan kutatdsokat is végeztiink, melyek az eredeti
munkatervben nem jelentek meg, de szervesen kapcsolédtak a témdhoz, és
sziikségesnek éreztiik ebben az irdnyban kibdviteni a vizsgalatokat, hogy 1€pést
tartsunk a teriilet nemzetkozi eredményeivel. Ez a téma a rendelkezésre 4ll6 analitikai
hattér alkalmazdsa a kornyezetiinkben fellelhetdé potencidlisan mikotoxin
szennyezettségnek kitett élelmiszerek fumonizin tartalménak felmérésére, melyet
parhuzamosan végeztiink a termékek mikrobioldgiai analizisével a Szegedi
Tudomanyegyetem Mikrobioldgiai Tanszékének segitségével. A vizsgélataink sordn
azt talaltuk, hogy viszonylag sok élelmiszeripari termék vizsgdlata sordn tapasztalhato
fumonizin szennyezettség, de a Fusarium izolatumok nem voltak kimutathatoak a
mikrobioldgiai tenyésztések sordn. Ezzel szemben sok esetben a magas fumonizin
szint az Aspergillus niger torzsek megjelenésével volt Osszefiiggésben. Ezt a
jelenséget eldszor kavé esetében vizsgéltuk részletesebben, de az eredmények
publikdldsaban a kiilfoldi versenytarsak néhany héttel megeldztek benniinket. Ezek
utdn mazsolaban is kimutattunk fumonizin toxinok jelenlétét, és sikeriilt is igazolni,
hogy ténylegesen az Aspergillus torzsek felelések ezek termeléséért. Igy ki tudtuk
jelenteni, hogy a fumonizin toxinokat nem csak a Fusarium nemzetség tagjai
termelhetik, amint azt kordbban még a kutatdsi terv bevezetdjében is szerepelt, hanem
az élelmiszereinkben joval nagyobb elterjedésli Aspergillus fajok is, és a toxinok
mennyisége esetenként akar elérheti az élelmiszerbiztonsidgi hatarértékek
kilencszeresét is (Varga J; Kocsubé S; Suria K; Szigeti Gy, Szekeres A; Varga M;
Toth B; Bartok T: Fumonisin contamination and fumonisin producing black
Aspergilli in dried vine fruits of different origin., Int. J. Food Microbiol. 143(3): 143-
149, 2010)!

A fumonizinek analitikai meghatdrozdsdra a legelterjedtebb mddszer a
tomegspektrometrids meghatdrozds, azonban ennek hatranya a detektaldsra hasznalt
miiszerek magas beszerzési és fenntartdsi koltsége. Ezért kisérleteink sordn
kidolgoztunk egy a tomegspektrometrids detektdlds alternativdjaként hasznélhat6
koltséghatékony €s gyors moddszert a fumonizin Bl, B2, és B3 mikotoxinok
meghatdrozasira.A meghatdrozas célja azért ez harom fumonizin volt, mert az EU-
ban az elsd kettd vegyiiletre az USA-ban pedig mindhdromra hatsdgi hatarértékek
vannak megéllapitva. A moddszerfejlesztés sordn a szarmazékképzést elkeriilve

igyekeztiink megfeleld, megbizhaté mdédszert taldlni ezen fumonizinek elvalasztasara
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Korona kisiiléses aeroszol detektor (Corona-CAD) alkalmazasaval. A detektor
univerzalitdsa miatt és a kapott detektdlasi limitek alapjan mindenképpen sziikséges
volt a mintdk eldzetes tisztitdsa €s koncentrdldsa a kordbban haszndlt extrakcion tul.
Ehhez szilard féazisi extrakciot alkalmaztunk XAD-4 és SAX tolteteket hasznédlva,
majd ezen toltetek alacsony visszanyerési értékei miatt a Trilogy cég szilard fazisu
extrakciés (SPE) oszlopai mellett dontottiink. A kisérletsorozat soran meghataroztuk
az Uj moddszerhez tartozé detektalasi-, és kvantitdldsi limiteket, megvizsgaltuk a
linearitist a hatarértékeknek megfeleléen kivélasztott két nagysdgrendnyi
koncentracié tartomanyban és a minta-elokészités visszanyeréseit, valamint a modszer
reprodukdlhatésagat. Az altalunk haszndlt szilard fazisa extrakcids eljards sordn a
kukoricamintdk fumonizin mikotoxin tartalmat sikeriilt megfeleléen kimutatni, és egy
rutin elemzésben jol hasznédlhaté mérési eljarast kidolgozni (Szekeres A; Budai A;
Nemeth Laszlo; Barték T: Szécsi A; Mesterhdzy A: Measurement of fumonisin
mycotoxins by high-performance liquid chromatography coupled with Corona
Charged Aerosol Detector (HPLC-CAD), J. Chrom A (kozlésre elkiildve)).

Az eredeti kis 1éptékli tenyésztés 1éptéknovelését (scale up) sikeriilt
megoldani, amely nagy tomegt fermentacids termék eldallitasat tette lehetové és a
tartalmazott mikotoxinok mennyisége a lehetd legnagyobb volt mind Ossztomegében,
mind pedig az egyes komponensek tekintetében. A preparativ tisztitasi kisérleteket a
legnagyobb mennyiségben eléfordulé FB1 izomer preparativ tisztitdsaval kezdtiik el,
melyhez nagy mennyiségli fermentdciés terméket allitottunk elé a mikrobioldgiai
munka sordn. Az optimalizalt oldoszeres és szilard fazisu extrakcid a toxin tisztitas
sordn is hasznosnak bizonyult, amit egy eldzetes etil-acetitos extrakcid beiktatdsaval
egészitettiink ki, amely segitett megszabadulni a fermentacids termékben 1év6 apoldris
szennyezOdésektol. A tisztitds 1é€péseit a fumonizinek detektdlasdval, HPLC-CAD
modszerrel ellendriztiik. A nyers extraktum végso tisztitdsdhoz egy folyadék-folyadék
kromatogrifids moédszert alkalmaztunk, amit a pédlydzat kezdetén Kozép-Eurdpaban
csak a ndlunk megtaldlhat6 Centrifugal Partition Chromatograph (CPC) késziilékkel
tudtunk kivitelezni.. A modszerfejlesztés sordn 34 olddszerrendszerben vizsgéltuk
meg az FBI1 és a jelentésebb szennyezdk megoszlasat, és meghatdroztuk az egyes
rendszerekhez tartozd particios koefficienseket. Végiil ezekbdl a rendszerekbdl
valasztottuk ki a legmegfeleldbb bifdzisi terner elegyet, ahol az FB1 particios
koefficiense 1,17 volt, mig a kornyezd szennyezdkkel mért szeparaciés faktor 1,5-t6l

2,21-ig véltozott, ami elegendd a preparativ futds megkezdéséhez. Az
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oldészerrendszer kifejlesztése utdn optimalizaltuk a késziilék paramétereit, a rotor
sebességét és az dramldsi sebességet descendens modban, azaz az alsé fazist
alkalmaztuk mozgé fazisként. A gylijtott frakcidkat tomegspektrométerrel vizsgaltuk
az FB1 tartalomra. A tisztitds sordn az FB1 mikotoxint 98,9%-os tisztasdgban sikeriilt
kinyerniink (Szekeres A; Lordntfy L; Kecskeméti A; Szécsi A Mesterhdzy A
Vagvolgyi Cs: Purification of Fumonisin Bl by Centrifugal Partition
Chromatography, J. Chrom A (kozlésre elkiildve)).

A pélyazat idOtartama alatt a prepardlasra hasznalt CPC késziilék
meghibdsodott és vissza kellett kiildeni a gyartéhoz, ami jelentds kiesést okozott a
tisztitdisokban, de a francia gyarténak koszonhetdéen négy hoénap milva djra
tizemképesen keriilt vissza laboratériumunkba.

A preparativ moddszerfejlesztés 1€péseit kibdvitve - koszonhetben az j
folyadék-folyadék kromatografids (CPC) preparativ elvélasztdsi technika mélyebb
megismerésének - tovabbi célzottabb oldoszerrendszereket alkalmaztunk a fumonizin
B1 vérhat6 szeparacidjdnak érdekében. A CPC rendszer és a kordbban az analitikai
detektalasra hasznalt Corona CAD detektor Osszekapcsoldsaval lehetdség nyilt a nem
UV aktiv FB1 toxin elicidjanak korrekt kovetésére, a kordabban alkalmazott id6
alapjan torténd frakcidszedés és offline tomegspektrometrids detektdlds helyett. Az
FB1 tisztitds sordn az ioncseréld eldtisztitasi 1€pést felcseréltiik egy szintén dltalunk
kifejlesztett CPC technikdn alapuld elvalasztisra a pH zone refining (PZR) moddszer
alkalmazdsaval, ahol a tisztitand6 savas karakterli komponensek a kétfazisu
oldészerrendszerben egy kialakitott pH gradiens mentén a jellemzd pKa értékiiknek
megfelelden elualhatok. Ebben az esetben a kétfazisu rendszer metil-terc-butil-éter,
butanol, acetontiril, viz 2:2:1:5 ardnyu elegye volt, a fels6 fazisban visszatarté savként
(retainer acid) trifluér ecetsavat alkalmazva. Az injektdlast a feltoltott all6fazisra
tortént a mozgd fazis egyideji elinditdsdval, még a hidrodinamikus equlibrum
beallasa elott. A PZR modszer alkalmazasaval mar az els6 szeparacids 1€pés utan 95%
feletti tisztasagot értiink el az FB1 tekintetében! A kovetkez6 1épés a mér korabban
kidolgozott szintén folyadék-folyadék kromatografids CPC elvdlasztds volt, mellyel a
prepartum tisztasigat ismételten 98% folé emeltiik Igy a tisztitds teljes egészében
szilard f4zis haszndlata nélkiil sikeriilt megoldani (kozlés folyamatban)!

A PZR mddszerrel eldtisztitott frakciokbol az alap olddészerrendszer

segitségével a CPC futds sordn dudl modban, ascendens-descendens valtds
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kozbeiktatdsaval 98 % feletti tisztasdgban FB2, FB3 és FB4 komponensek tisztitdsa is

folyamatban van. A tovabbi tisztitasi eredmények kozlése a jovoben varhato.

A palyazathoz kapcsolédé publikacids listit a kutatds eldrehaladtaval
megviltozott tudomdnyos kozlési formdak miatt, a Technikai Utmutaté alapjan foként
csak az elfogadott és a kozlésre elkiildott folyodiratcikkekkel toltottem fel, a
konferencia absztraktokat csak abban az esetben szerepeltettem, ha még nem késziilt
beldle rangosabb publikacid. A projekt eredményeinek egy része késdbb, varhatéan 2
éven belill keriil kozlésre, és a feltiintetett kozlemények kozott is szerepel kozlésre
elkiildott folydiratcikk, ezért szeretném kérni, hogy a jelentésben foglaltak alapjan
sziiletett mindsitést az OTKA kiegészitd eljarasban késObb modositsa, figyelembe

véve a késObb megjelent kozleményeket is.
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