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OSSZEFOGLALAS

A fumonizin mikotoxinokat a Fusarium verticillioides mellett mds penészgombdk is termelik. Az intakt FB1 -
en kiviil szdmos mds FB1-formdk is ismertek, melyek kiilénboz6 kémiai, biokémiai, fizikai hatdsokra jonnek
létre. Az FB1 egy része mdtrixhoz kétotten van jelen a tdpldlékban, amely emésztés sordn a mdtrixbdl kisza-
badulva, a vékonybélben képessé vdlik a felszivéddsra. Az élelmiszer vagy takarmdny FB1-tartalmdn kiviil
ezért célszerii azt is meghatdrozni, hogy az FB1-nek mekkora a biolégiai hozzdférhetésége, azaz milyen
mennyiség dll beldle rendelkezésre potencidlisan a felszivéddsra. Munkdnk sordn Brodkorb és mtsai. (2019)
dltal leirt INFOGEST statikus in vitro emésztési modellt alkalmaztuk annak érdekében, hogy megvizsgdljuk az
emésztés sordn a FB1-gyel szennyezett sertéstdpbdl oldatba juté FB1 mennyiségét, és ezt dsszehasonlitsuk az
emésztés eldtt mért mennyiséggel (HPLC-MS). Megdllapithaté volt, hogy az in vitro emésztési folyamat végén
tébb volt az oldott formdju FB1 az emésztési modellben, mint amennyi FB1-et az emésztésre bemért tdp a
kémiai analizis alapjdn tartalmazott (p < 0,01). A szimuldlt emésztés hatdsdra tehdt a FB1 egy olyan hdnyada
is felszabadult a mintdbdl és mérhetdvé vdlt, amely nem volt kimutathaté az emésztés el6tti mintdbdl.

ABSTRACT

Fumonisin mycotoxins are also produced by other moulds besides Fusarium verticillioides. In addition to intact
FB1, several other forms of FB1 are known, which are formed by various chemical, biochemical and physical
effects within the plant and animal organisms, as well as by food and feed processing. Part of FB1 is present in
the food or feed bound to a matrix, which may be released from the matrix during digestion. The FB1 released
from the matrix becomes capable of being absorbed in the small intestine. Therefore, in addition to the FB1
content of the food or feed, it is also useful to determine the bioaccessibility of FB1, i.e. the amount of FB1
potentially available for absorption. In our work, we adapted the INFOGEST static in vitro digestion model
described by Brodkorb et al. (2019) to investigate the amount of FB1 in solution during digestion in the diges-
tion model and compare this with the amount before digestion (HPLC-MS). It was found that at the end of the
in vitro digestion process, there was significantly more dissolved amount of FB1 in the digestion model than
the amount of FB1 in the feed before, analysed by the routine LC-MS methodology (p = 0.01). The difference
may be attributed to the partial release of hidden FB1 during simulated digestion.
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BEVEZETES

A fumonizinek olyan masodlagos anyagcseretermékek, amelyeket penészgombak termel-
nek, els6sorban a Fusarium fajok, de mas penészgombafajok is termelhetik ezeket a me-
tabolitokat. Ezek k6zé tartozik az Aspergillus niger és a Tolypocladium nemzetség néhany
faja (Frisvad és mtsai., 2007; Mogensen és mtsai., 2010). A fumonizinek tobb csoportja
(A, B, C, P) koziil a B csoport (B1, B2, B3, B4) a legjelentsebb, melyen beliil a fumonizin
B1 (FB1) a legtoxikusabb és a legnagyobb mértékben termel6dd fumonizin B analég. A
fumonizinek elsésorban gabonat (kukorica, biza, arpa) szennyeznek.

A FB1 szamos formaja ismert, melyek a szabad forman kiviil kiillénb6z4 fizikai, kémiai
és bioldgiai hatds révén jonnek létre a novényi és allati szervezeten beliil, valamint a
takarmany-, és az élelmiszergyartas soran.

A némenklatira a modositott formakat a szerkezetiikben bekovetkez6 valtozasok és a
takarmany, illetve élelmiszer-komponensekhez valé kapcsolédasuk szerint kiilonbo6z6
elnevezéssel illeti (Rychlik és mtsai., 2014). A legjelent6sebb mddositott formak a hid-
rolizalt fumonizin, vagy mas néven aminopentol (HFB/AP) és a részben hidrolizalt
fumonizin (pHFB) (EFSA, 2018a). A moédositott formak biokémiai vagy kémiai uton
jonnek létre (Rychlik és mtsai, 2014). A szerkezeti valtozast tobbféle okra lehet
visszavezetni. A novények és az allatok a toxin ellen kiilonb6z6képpen védekeznek. A
védekezési mechanizmus egyféle biotranszformaciéban nyilvanul meg, amely oxidacio,
hidrolizis, redukcié vagy konjugaci6 révén megvaltoztatja a fumonizin eredeti szerkeze-
tét. A névényi szervezet a toxin ellen enzimatikus mdédon védekezik, ami ugynevezett
,maszkolt” fumonizint hoz létre. Ez jellemzden olyan konjugalt FB1-formakat ered-
ményez, melyek kovalens kotéssel szulfat-, glikozid-, vagy aminocsoportokhoz kapcso-
l6dnak (Matos és mtsai., 2024, Lu és mtsai., 2020). Az allati szervezeten beliil altaldban a
FB1 hidrolizise val6sulhat meg, mely jellemzden HFB-t vagy pHFB-t eredményez (Lu és
mtsai.,, 2020). A masik, kémiai dton torténd szerkezeti valtozast a takarmanyok és
élelmiszerek gyartasa soran a mechanikai hatasok, az alkalmazott termikus kezelések, il-
letve a Kkiilonboz6 savas és lugos eljarasok okozzak (EFSA, 2018b). Elelmiszer és
takarmany eldallitasakor a FB1-b6l N-(1-dezoxi-D-fruktéz-1-il)-fumonizin B1 (NDF-
FB1), valamint N-(karboximetil)-fumonizin B1 szarmazékok keletkeznek a Maillard-
reakcié révén; illetve a nixtamizalds a HFB kialakulasat idézi eld. Az élelmiszerek,
takarmanyok lugos kezelésével N-acil-szarmazékok is 1étrejohetnek (Lu és mtsai., 2020).

A takarmany- és élelmiszergyartas folyamata elésegitheti a fumonizinek matrixhoz
val6 kot6dését is. A fumonizinek amid- vagy észterkotéssel kapcsolédhatnak kiilonb6z6
makromolekulakhoz (fehérje, keményitd). A tapanyagokhoz nem kovalensen k6t6dd FB1
a taplalékban fizikailag korbezarva is jelen lehet, viszont itt nem kovetkezik be szerkezeti
modosulas, ezért ez a forma nem nevezhetd modositottnak. Ezt a format ,kotott”
fumonizinnek nevezik.

Szamos vizsgalat ravilagitott arra, hogy a fumonizin mennyiségi meghatarozasat nagy-
ban befolyasoljak az analitikai koriilmények (oldoszer, extrakciés modszer, h6mérséklet,
pH). Legdaltalanosabban a FB1-et acetonitril-viz vagy metanol-viz elegyével vonjak ki a
mintabol. A mért FB1-tartalom részben attol fiigg, hogy mintael6készitéskor, adott ext-
rakcios eljaras alkalmazasakor, mennyi FB1 oldédik ki a mintabél (Szabé6-Fodor és mtsai.,
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2015). Az analitikai eljaras szempontjabol alkalmazott szakirodalmi terminolégia eltér az
el6zo0leg emlitett, a kdlcsonhatasok jellegén alapulé noémenklataratdl. A szokvanyos ext-
rakcids eljarasokat alkalmazé analitikai médszerekkel kimutathaté mennyiséget nevezik
,szabad” mikotoxintartalomnak, mig a mintdban 1év6, de nem mérhet6 formak 6sszes-
sége adja a ,rejtett” mikotoxintartalmat - utébbiak a szokvanyos modszerekkel nem
vonhaték ki, igy nem mutathatok ki.

Mivel a teljes fumonizinmennyiség (szabad + rejtett FB1) a kontaminalddott
taplalékban mindig tobb, mint a szabad forma (Scarpino és mtsai., 2024, Matos és mtsai.,
2024), ezért ahhoz, hogy a taplalékbol a legpontosabban meg tudjuk hatarozni a teljes
FB1-mennyiségét, az olddszer és a matrix kozotti kolcsonhatast maximalizalni kell, illetve
olyan eljarasokat is alkalmaznak, mellyel ezek a rejtett formak felszabadithat6k. Matos és
mtsai. (2024) kalium-hidroxiddal hidrolizaltak a kukoricaalapt termékeket, hogy a teljes
(szabad + rejtett) FB1-tartalmat kinyerjék a mintakbdl. Bertuzzi és mtsai. (2016) vizsga-
latai is kimutattak, hogy az FB1 komplex analitikai modszerekkel valé kimutatasa jobb
eredményeket produkal, mint a hagyomanyos analitikai meghatarozas. Vizsgalatuk soran
kiilonboz6 extrakcios 1épéseket hasonlitottak 0ssze egymassal a teljes FB1-tartalom me-
ghatarozasa érdekében. Arra jutottak, hogy hékezeletlen kukoricamintdknal nem felté-
tleniil szlikséges a KOH-hidrolizis, hanem elegendd egy foszfat pufferes (PB) ext-rakcid,
azonban hdkezelt mintaknal sziikség van a KOH-hidrolizisre (Bertuzzi és mtsai., 2016).
Ezekkel a kémiai mddszerekkel a taplalékban potencialisan rendelkezésre all6 FB1-men-
nyiségét ismerjiik meg, azonban arrdél nem szerziink tudomast, hogy ennek milyen
hanyada képes az emésztés soran felszivédasra alkalmas allapotba keriilni.

Az emésztés soran a FB1 kotott formdinak egy része a matrixbol felszabadulhat en-
dogén vagy mikrobialis enzimek révén. Ezenkiviil a modositott formak egy része vissza-
alakulhat szabad formava, ami szintén az enzimes folyamatoknak kdszonhet6. Az FB1 bi-
olégiai hozzaférhetdségét a teljes FB1-tartalom azon hanyada hatdrozza meg, amely a
vékonybélben felszivodasra alkalmassa valik. A biolégiai hozzaférhet&séget befolyasolja
az FB1 és a komponensek kozotti kotési tipus és a taplalék maga, mivel a kilonb6zd
takarmany- és élelmiszer-alapanyagokat eltéré matrix jellemzi. Az FB1 eredeti alakja
rendkiviil karos egészségiligyi hatasokkal rendelkezik. Annak ellenére, hogy az FB1 csak
nagyon kis mértékben képes a felszivddasra a vékonybélben - a takarmannyal felvett
FB1-mikotoxin 3-6%-0s hanyada alkalmas a felszivodasra sertésben (Prelusky és mtsai.,
1994) - mégis hatalmas egészségligyi karokat okoz, ezt szamos kutatas alatamasztja. Az
FB1 potencidlisan karcinogén besorolast (2B) kapott (IARC, 2002). Ezenfeliil hepato-, és
nefrotoxikus, lovakban az agyvel6 szivacsos elvaltozasat okozza, sertésben tiid66démat
idéz el6. Egyel6re nem teljesen tisztazott, hogy a médositott formak toxikusabbak-e vagy
sem az eredeti molekulahoz viszonyitva. Az FB1+FB2 sertések takarmanyaban javasolt
maximalis koncentraciéja 5 mg/takarmany kg (2006/576/EC). A szimulalt emésztési
vizsgalatok lehetdséget nyujtanak arra, hogy megbecsiiljiik a toxinok biol6giai
hozzaférhet6ségét.
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ANYAG ES MODSZER

Annak érdekében, hogy meg tudjuk hatarozni a felszivodasra rendelkezésre allo
fumonizin mennyiségét, in vitro emésztésszimulaciot végeztiink. Az emésztés harom
fazisaban (szajlreg-, gyomor- és vékonybélfazis) az emésztési folyamat a Brodkorb és
mtsai. (2019) altal leirtaknak megfelel6en, szabalyozott koriilmények kozott zajlott. A
mintavétel a vékonybélfazist kdvetéen tortént, mivel az FB1 tilnyomo6 hanyada fel-
szivodik a vékonybélfazis végéig (Massarolo és mtsai., 2020).

A szimulalt emésztést rizsszubsztraton termesztett Fusarium verticillioides gom-
50 mg/kg koriili értékre allitottuk be. Az emésztés végén az emésztéenzimek inaktivalasa
céljabol a mintakat 4 °C-ra h{itottiik le, majd a mintakat lecentrifugaltuk (4000 rpm, 10 p,
4 °C). A centrifugalas utani feltluszobol vettiink mintat, amelyet az analitikai
feldolgozasig -20 °C-on taroltunk. Mind az emésztés el6tti, mind az emésztés utdni min-
takat négy parhuzamosban vizsgaltuk.

Az in vitro emésztés el6tt (mg/kg minta) és utan mért FB1-koncentraci6 (mg/dm3
feltiluszo) alapjan kiszamoltuk, hogy mennyi FB1 volt az emésztési modellben 1évd
mintamennyiségben emésztés el6tt, illetve mennyi oldott allapotd FB1 volt a minta
feliiliszojaban az emésztést kovetden. A statisztikai elemzések soran az emésztési
modellben mért FB1 mennyiségét hasonlitottuk 6ssze az emésztés el6tt, illetve utan. Az
eredmények statisztikai kiértékelését R-programmal végeztiik, ahol fiiggetlen mintas t-
probaval elemeztiik a csoportok atlagat p < 0,05 szignifikanciaszinten.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Az 1. dbran lathat6, hogy az emésztési modellben az emésztés utan az oldatban 1évd FB1
mennyisége mintegy 13%-kal tobb volt, mint az emésztés eldtt mért érték. Az FB1
emésztési modellben meghatarozott bioldgiailag hozzaférheté mennyisége tobb volt
(p < 0,05), mint amennyit az emésztésre szant minta a kémiai analizis alapjan tartalma-
zott. Ez Osszhangban van Szab6-Fodor és mtsai. (2015) eredményeivel, akik azt
tapasztaltadk, hogy mind a kukorica-, mind a buzaalapi gombatenyészetek az in vitro
emésztés utan tobb oldott allapotd FB1-t tartalmaztak (kukoricaban kb. 38%, buzaban
28%-kal tobbet), mint az emésztetlen mintak. Dall’Astra és mtsai.,, (2009) FB1-gyel
természetesen szennyezett kukoricamintakbdl emésztés utan szintén 30-50%-kal maga-
sabb FB1-koncentraciét mértek, mint emésztés elott.
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el6tt

Emésztés
utan

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45
mg FB1/ emésztési modell

1. abra. Az in vitro emésztés el6tti és az emésztés utani FB1 mennyisége a sertéstapban

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Vizsgalatunk soran azt tapasztaltuk, hogy egy szokvanyos, kémiai extrakciés mddszerrel
kisebb FB1-tartalmat mértiink, mint amikor ugyanazt a moédszert szimulalt emésztést
kovetben alkalmaztuk. A mintabdl az oldatba jutott és ezért a felszivodasra potencialisan
rendelkezésre all6 FB1 mennyisége tobb volt, mint az emésztés el6tti mintabdl mért FB1
mennyisége. Ennek oka feltehetSleg az volt, hogy az emésztési folyamatok a minta
feltarasaval lehet6vé tették az FB1 nagyobb hanyadanak meghatarozasat. Ez a mas szer-
zOk altal tapasztaltakkal (Dall’Asta és mtsai., 2009; Szabo6-Fodor és mtsai, 2015)
osszhangban 1év6 eredmény felhivja a figyelmet arra, hogy fennall annak a veszélye, hogy
a szokvanyos analitikai modszerek alkalmazasa soran nem nyerjiik ki a mintabdl az FB1
jelentds hanyadat, amely viszont felszabadul az emésztés sordn, ezért bioldgiai hatas
szempontjabol jelendséggel birhat.

Komplex analitikai mddszerekkel lehet6ség van a minta jobb feltarasara (Bertuzzi és
mtsai., 2016; Matos és mtsai., 2024), ebben az esetben arra toreksziink, hogy a kémiai
feltaras tokeletesitésével megkdozelitsiik a teljes FB1-mennyiséget. Ennek viszont csak
egy adott hanyada fog az emésztés soran felszabadulni. A biologiai hozzaférhetdség
szazalékos aranyat abban az esetben tudnank egzaktul meghatarozni, amennyiben ren-
delkezésre allnanak olyan komplex analitikai modszerek, melyekkel lehetdséglenne a tel-
jes FB1-szint meghatarozasara, és ehhez tudnank viszonyitani az emésztés soran felsza-
badult FB1 mennyiségét.
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