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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AF-aflatoxinok

AFB1-aflatoxin B1

AFB2-aflatoxin B2

AFGl-aflatoxin G1

AFG2-aflatoxin G2

AFM1-aflatoxin M1

AFM2-aflatoxin M2

BPW-pufferolt peptonviz

CDC-Center for Disease Control and Prevention (USA)

CGA- kloramfenikol-gliikoz-agar

DON-dezoxinivalenol

EFSA-European Food Safety Authority

ELISA-enzyme linked immunosorbent assay (enzimmel kapcsolt immunszorbens
vizsgalat)

FAO-Food and Agriculture Organization of the United Nations (Egyesiilt Nemzetek
Szervezetének Elelmezésiigyi és MezOgazdasagi Szervezete)

FDA-Food and Drug Administration (USA)

GC-gézkromatografia

HPLC-High Performance Liquid Chromatography (nagynyomasu
folyadékkromatografia)

IARC-International Agency for Research on Cancer (Nemzeti Rakkutatd Ugynokség)
IPCC-Intergovernmental Panel on Climate Change

JECFA-Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives

LAB-tejsavbaktérium

LOD-als¢6 detektalasi hatar

LPS-lipopoliszacharid

MALDI-TOF MS-matrix-assisted laser desorption ionization coupled to time-of-flight
mass spectrometry (matrixszal segitett 1ézer deszorpcidés ionizacioval kapcsolt
tomegspektrometria)

MRS- De Mann-Rogosa-Sharp

NAG- N-acetil-gliikozamin

NAM- N-acetilmuramil diszacharid



OTA-ochratoxin A

PBS-phosphate-buffered saline; foszfat-pufferelt s6oldat
PCA- Plate Count Agar

PCR-polymerase chain reaction (polimeraz-lancreakcio)
PG-peptidogliikan

SDS-sodium dodecyl sulfate (natrium-dodecil-szulfat)
TCA-triklorecetsav

ZEA-zearalenon

WHO-World Health Organization



1. BEVEZETES

A biztonsagos ¢lelmiszer-ellatas iranti igény kielégitésével kapcsolatos elvaras egyre
jobban n6. Egészségiigyi kockazatuk mellett az egyes gombak altal termelt mikotoxinok
nagy gazdasagi valamint allat- és human-egészségiigyi veszélyt jelentenek, és negativ
hatassal lehetnek az élelmiszer-ellatas fenntarthatosagara (Bashiry és mtsai, 2021; de
Souza ¢és mtsai, 2021; Khaneghah ¢és mtsai, 2021). Az emberek ¢és az allatok az
¢lelmiszerekben, és a takarmanyokban eléforduld természetes mérgez6 anyagok miatt
biolégiai veszélynek vannak kitéve (Heshmati és mtsai, 2021).

A mikotoxinok az ¢élelmiszerlanc minden 1€pésénél jelen vannak (eléfordulasuk mar a
mezdgazdasagi termelés elsd szintjén jellemzd), mert képesek dathaladni a
taplalékpiramis kiilonb6z6 szintjein. A  mikotoxinok bekeriilési esélye az
¢lelmiszerlancba egyszerli, a gabonafélék révén direkt mddon, és kozvetve is keriil
mikotoxin a human szervezetbe (1. abra). Negativ hatasaik a mez6gazdasagi
haszonnovény alapt termékek fogyasztasaval, illetve a mikotoxinnal szennyezett allati
takarmany révén és kozvetve az allati termékek fogyasztasaval az emberben kdzvetleniil
kimutathatok (Abdolmaleki és mtsai, 2021). A mikotoxinnal szennyezett allati eredetii
ételek, az aflatoxin M1 (AFML1) tartalmu tej és tejtermék, és a htsban felhalmozodott
ochratoxin A (OTA) az emberi szervezet egészségét veszélyeztetik.

A novények fogékonysagaval 0sszefiiggd biotikus tényezdk (betegségek), szélsdséges
abiotikus tényezdok (termikus és ozmotikus stressz), €s a nem megfelel6 mezdgazdasagi
¢és ¢élelmiszeripari gyakorlat fokozzak a kiilonb6zé mikotoxinok jelenlétét (Chulze,
2010; Neme és Mohamed, 2017).

A takarmanyokban és takarmany alapanyagokban a mikotoxinok jelenléte kettds
aggodalomra ad okot: Jelenlétiik karos hatassal lehet az allatok egészségére, és
termelési veszteségeket okozhat, és hajlamosak az allati eredetli élelmiszerek

biztonsdganak kockaztatasara (Richard, 2007; Driehuis és mtsai, 2008).
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1. abra Mikotoxinok az élelmiszerlancban (sajat szerkesztés)

Az egészség szempontjabdl legnagyobb jelentdséggel az aflatoxin B1 (AFB1) bir, és
részben AFM1-¢ alakulva bizonyos szazalékban kivalasztodik a tejben (Kemboi és
mtsai, 2020). Az AFMI jelenléte a tejben, és tejtermékekben vilagszerte aggodalomra
ad okot, mivel ezeket az élelmiszereket foleg gyermekek fogyasztjak, akik sokkal
érzékenyebbek a mikotoxinok karos hatdsaira (Boudra és mtsai, 2007).

Sajnos a legtobb mikotoxin kémiai, és termikus stabilitast is mutat a hagyomanyos
¢lelmiszer-feldolgozas soran (Mohsen és mitsai, 2020). Az emberi egészséget és a
gazdasagot veszélyeztetd AFM1 ellendrzése ezért kulcsfontossagl. Ezért sziikséges a
megfeleld megkdzelités, €és technika a mikotoxinok élelmiszerekben valo jelenlétének
csOkkentésére/megsziintetésére.

Szamos takarmanytartdsitdsi modszerrel biztosithatd az alacsonyabb mikotoxin-
szennyezettség bejutdsa az élelmiszerlancba. A takarmanyndvények nedves tartositasi
modja a siloézds. Azok a baktériumok, melyek a fermentacié sordn életképesek, és
magas mikotoxin rezisztenciaval rendelkeznek, biotechnologiai eldnyokkel jarhat
alkalmazasuk.

A ndvényi anyagok nem sterilek, igy a ndvényi anyag fermentacidja kiilonbozo
mikroorganizmusokat tartalmazhat, a baktériumoktol a toxintermeld gombékig (Avila

¢és Carvalho, 2020). A nem megfeleld fermentacios folyamatban a koérokozo gombak, és
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a mikotoxinok szintje magas lehet (Carvalho és mtsai, 2016). Ha mikotoxinok vannak
jelen a silotakarmanyban, azok csokkentett takarmanyfelvételt és/vagy tejtermelést, és
szennyezett tejet eredményezhet (Bahrami és mtsai, 2016).

A detoxifikacio a legalkalmasabb moddszer az élelmiszerek mikotoxin szintjének
csokkentésére, mely soran ezeket a toxinokat eltavolitjak a termékbdl a fogyasztas elott.
A mikotoxinok bioldgiai detoxifikdcidja nagyon igéretes megoldasnak tiinik, amely
lehetové teszi a mikroorganizmusok felhasznaldsat, a mikotoxin mennyiségének
csokkentését, vegyszerek nélkiil.

Ezen értekezés célja, hogy kiemelje a biologiai detoxifikacid értékét, a baktériumok

hasznosithatosagat, ezen folyamatokban.

Dolgozatomban célul tiiztem ki magam elé:

-a fermentalt takarmanyok mikrobiologiai allapotanak (Osszes mikrobaszam,
tejsavbaktérium (LAB), penészgomba, és mezofil szulfitredukaldo Clostridium szam)
meghatarozasa,

-a fermentalt takarmanyok mikotoxin szennyezettségének kimutatasa HPLC (High
Performance Liquid Chromatography, nagynyomasi folyadékkromatografia)
modszerrel,

-magas mikotoxin rezisztenciaval, és eliminacidval rendelkez6 baktériumok izolalasat,
jellemzését,

-izolalt baktériumok 16S rRNS alapu, és MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser
desorption ionization coupled to time-of-flight mass spectrometry, matrixszal segitett
lézer deszorpcids ionizacioval kapcsolt tomegspektrometria) modszerrel torténd
azonositasat,

-silotakarmany és tejipari eredetli organizmusok (€16, és bakterialis sejtfrakciok)
mikotoxin eliminacids képességének vizsgalatat HPLC és ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay, enzimmel kapcsolt immunszorbens vizsgalat) modszerrel, a
lehetséges jovobeli alkalmazas szepontjabal,

-altalam begytijtott kukorica noévénybdl szilazs készitését, mikotoxin eliminacio

tesztelése céljabol.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. Fermentacio

A fermentaciobol szarmazo élelmiszerek, és italok, valamint takarmanyok tartdsitasa
évezredek Ota hatékony modja az eltarthatosag meghosszabbitasanak. A fermentacio a
mikroorganizmusok biologiai aktivitdsatol fiiggd folyamat, mely soran olyan
metabolitok is keletkeznek, melyek képesek visszaszoritani a nemkivanatos mikroflora
novekedését, és tulélését a termékben. Szakirodalmi adatok alapjan elmondhat6, hogy a
fermentacionak a mikotoxinszintekre gyakorolt hatasa ellentmondasos, a negativ
hatasoktol a hatastalansagon at, egészen a pozitiv hatasig terjed. Példaul, az olasz
Moscato bor alkoholos erjesztése soran a Saccharomyces cerevisiae éleszték jelentOs
csokkenést okoztak az OTA tartalomban (Meca és mtsai, 2010). A kefir készitése soran
hasznalt Lactiplantibacillus casei a tej AFMI1 tartalmat tavolitotta el (Sani és mitsai,
2014). Ma és mtsai (2017) arrol szamoltak be, hogy a LAB-ok alkalmazasatol

figggetleniil a szilazsban 1évé mikrobak biztonsagos szintre csokkentették az AFB1

crer

A fermentacios folyamat kozben a mikotoxin kontrollja tobbféle mechanizmusokon
keresztiil torténik, amely magaba foglalja a mikotoxin molekula kémiai szerkezetének
modositasat, degradalasat vagy inaktivalasat, ezéltal csokkentve a toxicitast. Richter és
mtsai (2002) és Boudra és Morgavi (2008) a dezoxinivalenol (DON) és zearalenon
(ZEA) csokkenését bizonyitottak a silozas soran. Ezzel szemben Jensen és mtsai (2020),
akik felmérték a siloban torténd folyamat hatasat a takarmanykukorica Fusarium
mikotoxinjaira, megallapitottak, hogy a sil6zas nem megfelel6 modszer a betakaritaskor
jelen 1évé Fusarium mikotoxinok csokkentésére, st egyes tanulmanyok a DON vagy
ZEA tartalom novekedését dokumentaltak silozas alatt (Pereyra és mtsai, 2008; Keller
és mtsai, 2013). Schaarschmidt és Fauhl-Hassek (2018) szerint a DON tartalom
novekedésének lehetséges magyardzata a ndvényi matrixhoz kapcsolodd DON

felszabadulasa a sejtfal komponenseibdl, enzimek (pl. xilanazok, cellulazok) hatasara.
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2.2. Silozas

A tovéabbiakban az allatok szaméra legfontosabb fermentacidés folyamatot a silozast
targyalom. A silozas egy takarmanytartositasi modszer, amelyben a természetben
eléfordulé LAB-ok anaerob koriilmények kozott a vizben oldodd szénhidratokat
tejsavva, kisebb mértékben ecetsavva, és etanolla fermentaljak (Drichuis és Elferink,
2000). A fermentacios folyamat soran az allatdllomany takarmanyanak tartositasa
torténik, lehetdvé valik a takarmany konzervalasa, minimdlis tapanyagveszteséggel
(Rodriguez-Blanco és mtsai, 2021). A vilag szamos részén az erjesztett takarmany a
kérodzo haziallatok fo eledele abban az id0szakban, mikor nem &ll rendelkezésre friss
takarmany. A szildzs a legelterjedtebb takarmany Eurdpaban, és erre a célra a kukorica

a leginkabb hasznalt gabonandvény (Alonso és mtsai, 2013), mivel konnyen erjeszthetd.
A siloban zajlo takarmanyerjesztési folyamat 6t f6 fazisra oszthat6 (2. abra).

A szilazs készitésénél a legnagyobb hangsulyt a termés megfeleld érettségi szakaszban
torténd betakaritasara helyezik. A takarmany darabolasa, finom apritasa (1-3 cm)
lehetdveé teszi a szilazs jobb csomagolédsat, valamint levegémentessé tételét. Fontos,
hogy elkeriiljiik a takarmany talajjal torténd szennyezddését. Szildzsként a ndvény
hosszabb ideig tarolhatd, tapanyagvesztesége kisebb, mint szénaként (Gouhis és mtsai,

2017).

12



[ 1.fazis ] [2.fz’lzis] [3.f£’lzis ] [4.ﬁ‘izis] [5 fazis ]

Aerob fazis

oxigén ’\ /

Aerob fazis

pH ’\ Anaerob fazis /

Aerob
baktériumok

Aerob
baktériumok

Ecetsavtermel
baktériumok

Tejsavtermelo
baktériumok

2. abra A silozasi folyamat ot fo fazisa. A silozas elsé fazisa (6nmelegedés) a
ndvény betakaritasatol kezddédik, és addig tart, amig az oxigén jelen van a
siloban. A ndvényi 1égzés soran a cukrok CO,-ra és vizre bomlanak, mikézben
ho szabadul fel. A masodik fazisban (ecetsavképzodés) az anaerob baktériumok
a novényi cukrokat alkoholla, szerves savakka, CO,-da és nitrogénvegyiiletekké
fermentaljadk. A szerves savak a szilazs pH értékét csokkentik. A harmadik
fazisban (tejsavképzddés) a tejsavtermeld baktériumok gyors pH csokkenést
okoznak. A negyedik fazisban (lecsillapodas) a pH 4-nél alacsonyabb pH
értéknél a szilazs stabilabb lesz, és a nem kivanatos mikrobdk elszaporodasa
akadalyozotta valik. Az 6todik fazisban (utderjedés) a sil6 megbontasakor, a
levegd bejutasaval az élesztégombdak, penészgombdk, és aerob baktériumok
elkezdik mitkddésiiket, €s mérgezd molekulak (pl. mikotoxinok) keletkezhetnek,
melyek szarazanyag veszteséget okoznak a szilazsban, és csokkentik a szilazs

mindségét (Adesogan és Newman, 2010 alapjan)
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A megfeleld szilazs kialakitdsanal fontos a novény érettsége, nedvessége, a vagasi
hossza, szénhidrattartalma, szdrazanyag tartalma, ¢s a megfeleld tomorités. Az érettség
biztositja a fermentalhaté cukrokat a szilazs baktériumainak. A nedvesség a
baktériumok szamara elengedhetetlen az erjesztés soran, hiszen segit kizarni az oxigént

a szilazsbol. Ehhez az alapanyag tomotritése is hozzajarul (Schroeder, 2004).

A jo erjesztésl szilazs nem erds illata, mert a tejsavas erjesztés soran a tejsav szinte
szagtalan, szine sarga, sargaszold. A legtobb szilazs viszont ecetes illati. Az ecetsav a
tejsav utan a masodik legnagyobb mennyiségben képzddik, és nagyon illékony. Nagy
mennyiségben ecetsavat tartalmazo szilazs sarga szind, kiilondsen a silo aljan, mert a

tomorités noveli a nedvességtartalmat (Kung és mtsai, 2018).

Az édes illath szilazsért az alkohol (etanol) a felelés, melyet foleg az élesztok, de sok
baktérium is termel (McDonald és mtsai, 1991). Az alkohol reakcioba 1éphet a siloban
1évo savakkal észtereket képezve, ezzel gylimolcsds aromat adva a szildzsnak. Szilazs
foldes illataért a Bacillus-ok elszaporodasa a felelés. A penész illata szilazs fekete,
melyen fehér foltok jelenhetnek meg és mikotoxinnal szennyezett lehet, amely
egészségiigyi, termelési, €s termékenységi problémakat okozhat (Korosteleva és mtsai,
2009).

A Clostridium butyricum, Clostridium tyrobutyricum cukrot, és szerves savat
felhasznalva ecetsavat és vajsavat termel, melynek erGs rohadt vaj illata van. A
Clostridium szennyezett szilazs nyalkas, és olivazold szinli. A dohany illatt szilazs nagy
szarazanyag tartalommal rendelkezik. A Maillard-reakci6 eredményeként a reakcioban
fehérjék magas hdmérsékleten cukrokkal kotddnek, az oxigén serkenti a ndvényi
1égzést, €s az aerob mikroorganimusok anyagcseréjét, ami hotermeléshez vezet. Ezek
szaraz, barna szinli takarmanyok (Goering és mtsai, 1973). A tapintasra viszkozus
szilazs a vajsavas erjedés miatt rossz minéségii, szine sotétzold vagy fekete, ez a szilazs
nem fogyaszthato.

A nagyon jO mindségl szilazs pH-ja 3,5 és 4,2 kozott van. A kdzepesen j6 mindségi
szilazs 4,3 és 4,5 kozotti pH-val rendelkezik. 4,6-nal magasabb pH-nal rossz minéségii
szilazsrol beszEliink (Gouhis és mtsai, 2017).

A magas pH érték okai lehetnek, hogy a szilazs szarazanyagtartalma nagyobb 50%-nal,
esetleg tragyat tartalmaz, penészes, vagy rosszul taroltak. Ritkan el6fordul, hogy a

kukorica szilazs pH-ja alacsonyabb 4,2-nél (szaraz szilazs miatt, 42%-nal magasabb

14



szarazanyagtartalomnal). Ebben az esetben natrium-hidrogén-karbonatot adnak az etetés

elott a szilazshoz, hogy semlegesitse a savassagot (Kung és Shaver, 2001).

2.3. Mikotoxinokradl altalaban

A US Center for Disease Control and Prevention (CDC) szerint 4,5 milliard ember van
kittve a mikotoxinoknak az élelmiszerek fogyasztdsa révén, ami sulyos
kovetkezményekhez vezet (Emmott, 2013).

A mikotoxinok alacsony molekulasulyl szerves anyagok, a penészgombak altal termelt
méasodlagos metabolitok, melyek bejutva az allati, vagy emberi szervezetbe sulyos
megbetegedéseket okoznak (Weidenborner, 2001). A mikotoxinok gazdasagi- és
egészségkarositd hatasa jelentds, ezért nagy figyelmet igényelnek.

Tobb mint 300 mikotoxint azonositottak vilagszerte (Zain, 2011). A mezdgazdasagban
fontos novényeket és élelmiszereket (kukorica, blza, arpa, rizs, fiige, tej, sajt)
szennyezd mikotoxinok koz¢é tartoznak az: aflatoxinok (AF), OTA, DON, ZEA,
fumonizinek (FUM) és a patulin (Marin és mtsai, 2013).

A mikotoxinok kedvezétlen koriilmények kozott is stabilak, és nehezen tavolithatok el
az ¢lelmiszerekbdl (Jard és mtsai, 2011). A mikotoxinokkal kapcsolatos magas kockazat
a fézési folyamat soran fenallé héstabilitasuknak koszonhetd, valamint abbol, hogy a
szokasos ételkészitési eljarasokkal nem lehet eltavolitani Oket. A szakirodalomban
talalunk kivételt képez6 példakat, a DON-rdl kideriilt, hogy a kekszek készitése soran
részlegesen lebomlik, és a bomlastermékek kevésbé mérgezok, mint a kiindulasi toxin
(Stadler és mtsai, 2019).

A mikotoxinok szervezetbe torténd bejutdsa (lenyelés, belélegzés, borrel vald
érintkezés) okozhat akut, és kronikus toxicitast: az akut toxicitds gyors fellépését,
esetleg halalt okozhat, a kronikus toxicitast a mikotoxinok alacsony dozist, lassu,
hosszu ideig tartd expozicigja okozza (James és mtsai, 2007). A mikotoxinok altal
eloidézett megbetegedés a mikotoxikozis (Richard, 2007). Rakkelté, neurotoxikus,
immunotoxikus, hepatotoxikus, nefrotoxikus hatassal rendelkeznek,
szaporodasbiologiai defektust is okozhatnak ezek a vegytiletek.

Az IARC (International Agency for Research on Cancer) a veszélyes anyagokat 6t
csoportra osztja, az 1. csoport - emberi rakkeltok, melyekrdl elegendd bizonyiték all
rendelkezésre hogy rakot okoznak, a 2 A. és 2 B. csoport a valdszinlileg emberi

rakkeltok, melyek emberi, kisérleti allatokbol, szarmazoé bizonyitékok alatamasztjak,
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hogy rakot okozhatnak emberben, de ezek az adatok tovabbra sem elegendéek. A
besorolds kiilonbsége az anyagok rakkeltd hatdsanak bizonyitottsagdn alapszik. Az
IARC 2 A. csoportba tartozd veszélyes anyagokra meggy6z0 bizonyiték all
rendelkezésre, hogy az emberben rakot okozhatnak, de nem elegendé ahhoz, hogy
biztosan rakot is okoznak. Az allatkisérletekbdl szarmazo bizonyitékok erdsek. Az
IARC 2 B. csoportba tartozd anyagok kevésbé erds, korlatozott bizonyitékokkal
rendelkeznek arra vonatkozdan, hogy rakot okoznak az emberben. Az allatkisérletek
sem olyan meggy6zoek, mint a 2 A. csoportban. A 3. csoport - az emberre gyakorolt
rakkeltd hatdsa miatt nem sorolhatd be, a 4. csoport - valésziniileg nem rakkelté az
emberre (IARC). A természetben el6fordulo AF-at az emberi rakkelté anyagok kozé
soroljak (1. csoport), az OTA-t, FUM-et és az AFM1-et a lehetséges humén rakkeltd
anyagok koz¢ soroljak (2 B. csoport), mig a trichotecének és a ZEA nem ismert humén
rakkelté anyagokként (3. csoport) ismerik el (IARC).

A mikotoxinokat féleg Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps, vagy Alternaria
nemzetségbe tartozd gombdk termelik. A termények szennyezddése tobbnyire a
szant6foldrdl szarmazik, és rossz kezelés, tarolas esetén terjed (O’Brien és mtsai, 2007).
Az AFBI ¢és az OTA els6sorban tigynevezett raktari penészgombak (pl. Aspergillus és
Penicillium) altal termelt mikotoxinok. Egyéb fonalasgombak, amelyek magasabb
vizaktivitas igényliek, a szant6foldon tudjak megtamadni a ndvényeket pl. Alternaria és
Fusarium fajok. A Fusarium gombak altal termelt mikotoxinok kozé soroljuk a ZEA-t,
a trichotecénvazas toxinokat és a FUM-et.

A BIOMIN Mycotoxin Survey az eddigi leghosszabb ideig futd vildgszintli felmérés a
mikotoxinok feltérképezésére. A legfrisebb felmérések alapjan 2023 elsé negyedévében
a leggyakrabban el6forduld mikotoxinok a DON és a ZEA voltak K6zép-Eurdpaban
(BIOMIN, 2023). Mivel a legtobb gomba képes egyidejlileg tobb mikotoxint termelni,
¢s a matrixokat egyszerre tobb gomba is fertdzheti, az allatok tobb gabonabol allo
takarmanyt fogyasztanak, a legtobb elfogyasztanddé termék tobb mikotoxinnal
szennyezett. A legfrisebb BIOMIN felmérés alapjan Eurdpaban, a pozitiv mintak 58% -
a egynél tobb mikotoxint tartalmazott (BIOMIN, 2023). A mikotoxin kombinaciok
miatt a Kkialakult toxicitast nem lehet megjosolni, igy eléfordulhat szinergizmus, és

antagonizmus egyarant (Nesic és mtsai, 2013).
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2.3.1. Aflatoxinok

Az AF szamos formaja létezik, a leggyakrabban ecléfordulé az AFB1, aflatoxin B2
(AFB2), aflatoxin G1 (AFGL1), aflatoxin G2 (AFG2), AFM1, és az aflatoxin M2
(AFM2), a legveszélyesebb az AFB1l (3. abra), mely rakkelté tulajdonsagokkal
rendelkezik, és gyakran fordul eld szamos élelmiszerben. Az AF-at elsddlegesen az
alabbi fajok termelik: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, és az Aspergillus
nomius. Az AF-at el6szor 1960-ban, Anglidban azonositottdk, amikor tobb mint
szazezer pulyka pusztult el. A vizsgalatok kimutattdk, hogy Aspergillus flavus
penészgomba altal szennyezett foldimogyord lisztet tartalmazott a pulykak takarmanya

(Lancaster és mtsai, 1961).

3. abra Aflatoxin Bl kémiai szerkezete. Forras: National Center for
Biotechnology Information. PubChem Compound Database (Bolton és mtsai,
2008) (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/186907#section=2D-
Structure)

Az emberek AF-kal szennyezett élelmiszerek, vagy AF-nak kitett allati termékek
fogyasztasa révén keriilhetnek kapcsolatba az AF-kal (4. abra). Az AFB1 mutagén,
teratogén, toxikus, karcinogén, immunotoxikus emberre és allatra egyarant, ezért az
IARC az 1. csoportba, a rakkelt6 anyagok kozé sorolta (Ostry és mitsai, 2017).

Lenyeléssel, belélegzéssel vagy a béron keresztiil felszivodva az AF-0k, még nagyon
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kis koncentracidban is karosak az emberi egészségre (Wen és mtsai, 2014; Makun és

mstai, 2011).

Novényistressz a foldeken Rossz tarolasi koriilmények

l I

Aflatoxinfelhalmozddasa az élelmiszernovényekben

l

.. . . L. Akut
Aflatoxin Mij — Aflatoxin-8,9-epoxid maj aflatoxikézis
fogyasztas biotranszformacioja fehérjékhez kotodése
aflatoxin-8,9-epoxidda
Citoki \ Aflatoxin-8,9-epoxid Hepatolcel’lularls
Megvaltozott Lo DNS-hez kotédése karcinéma
bél integritas CXPresszio
modulalasa \ /
I A l Kroénikus hepatitis
Novekedés - Bfertinés
] . Immunszupresszio
visszamaradasa
gyerekeknel

4. abra Aflatoxin szennyezés Utja, és hatasa az emberi szervezetre.

(Szerkesztve: Wu és Khlangwiset, 2010 alapjan)

A klimavaltozasnak koszonhetden az AF termeld gombak megjelentek a mérsékelt
¢gOvi orszdgokban, igy hazankban is (Dobolyi és mtsai, 2011). Magyarorszag
kiilonb6z6 részeirdl gyijtott kukoricaszemeken azonositottak Aspergillus flavus
toxintermeld gombat. Borbély és mtsai (2010) kelet-magyarorszagi gabona mintdkban
talaltak AFBl-et, melynek hatarértéke meghaladta az EU hatarértéket. 2004-ben
Magyarorszagon az Orolt fliszerpaprika potlasara kiilfoldrél importalt paprikat kevertek.
Az import paprika azonban magas AF tartalommal rendelkezett, igy a toxinmentes
paprika Osszekeverésével is, hatarérték feletti toxintartalommal kertilt a piacra (Fazekas

¢és mtsai, 2005).

Az AFB1-et tartalmaz6 takarmanyt elfogyaszté tehenek tejében AFM1 (5. abra) jelenik
meg (Campagnollo és mtsai, 2016). A takarmany elfogyasztasat kovetéen az AFM1 mar
3-4 6ra mulva mérhetd a bélsarban, majd 20-22 6ra mulva a tejben is megjelenik (Seid

¢s Mama, 2019).
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5. abra Aflatoxin M1 kémiai szerkezete

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/15558498#section=2D-Structure)

Az AFM1, az AFBI hidroxilalt metabolitja emldsokben részben az AFBl-el egyiitt
kivélasztodik a tejbe. A takarmanybdl szarmazd AFB1 koriilbeliil 0,3-6,2% - a alakul at
AFM1-v¢é az allati majban, és kivalasztodasa szamos tényezotdl fiigg, mint példaul az
allati genetika, a szezonalis valtozasok, a fejési folyamat és egyéb kornyezeti feltételek

(Unusan, 2006).

Az TARC a toxicitasi vizsgalatokat kovetden az AFMI1-t a 1. csoportba tartozé human
rakkelt6 anyagokhoz sorolta. Az AFM1 szerkezetileg (5. abra) hasonlé az AFB1-hez, de
alacsonyabb citotoxicitassal, karcinogenitdssal, genotoxicitdssal, mutagenitassal ¢és

teratogén hatassal jar (IARC, 2012).

A tejet és tejtermékeket minden korosztaly fogyasztja, kiilondsen a gyerekek. A tej a
legfontosabb tdpanyagforrds. A tejben ¢&s tejtermékekben eléforduld AFMI1
természetesen egészségbiztonsagi probléma minden korosztily esetében a kémiai
szerkezet stabilitasa és a tej, és tejtermékek rendszeres fogyasztasa miatt (Benkerroum,
2016). Az AFM1 a szoptatas miatt az ujszilotteket is fenyegeti (Saad és mtsai, 1995;
Maleki ¢és mtsai, 2015). Mivel a tejet, és tejterméket kiilonbozd technologiaval
dolgozzédk fel, az egyes feldolgozasi 1épések hatdsa a végtermék mikotoxin-szintjére
valtozo lehet (6. dbra). Az AF stabil vegyliletek, melyek altaldban nem bomlanak le az
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¢lelmiszerfeldolgozas soran (Bullerman és Bianchini, 2007, 2014; Kamyar ¢és
Movassaghghazani, 2017). A tejszinkészitésnél csokkenhet az AFM1 koncentracioja a
tejben, mivel az AFM1 a tej kazeinjéhez képes kotddni (Prandini és mtsai, 2009). Az
aflatoxin jelenléte a tejtermékekben olyan negativ hatasokkal jar, mint az erjedési id6
novekedése, iz- és allageltérés, a starter kultardk szaporodéasanak, aktivitdsanak

csokkenése (Arab és mtsai, 2012).

Nyers tej — — | AFM1 természetesen szennyezetttejekben
l Homogenizalas
Elokezelések -
l Kiegészitések (cukor, tejpor)
Hokezelés —  Elhanyagolhato
l AFMI1 degradacio
Hiités
Starter l Dekontaminalé hatasok az
kultiara ; erjedés soran
Oltas * AFMI kitodése mikrobialis
:J:ro']'n a ’ l sejtekhez
gyiimolessk * AFMI lebontasa mikrobialis
/ Inkub:icio - enzimek altal
Hiités == Csomagolas | == I-’Iule’g
tarolas

6. abra A tej altalanos feldolgozasi folyamatabraja a gyartas soran, és a lépések

hatasa a tej AFM1 tartalmara. (Szerkesztve: De Souza és mtsai, 2021 alapjan)

Az AFM1 stabilitasa fiigg a termék pH-janak valtozasatol, a kazein fizikai-kémiai
jellemzditdl, az eredeti AFMI1 koncentracidjatol, az alkalmazott fermentacios
koriilményektdl, analitikai modszerektdl. Osszességében elmondhatd, hogy az AFM1 a

vegylilet stabilitdsa miatt a tejfeldolgozas soran a végtermékben marad (Campagnollo és
mtsai, 2016).
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2.3.2. Zearalenon

A ZEA toxint az alabbi gombafajok termelik: Fusarium crookwellense, Fusarium
cerealis, Fusarium semitectum, Fusarium equiseti, Fusarium graminearum és Fusarium
culmorum. Ezen Fusarium fajokrol ismert, hogy vilagszerte szennyezik a gabonaféléket
(Déanicke és Winkler, 2015). A Fusarium penészgombak féleg mérsékelt, és melegebb
éghajlaton termelnek ZEA toxint (Mally és mtsai, 2016). A ZEA hdstabil, és nem

bomlik le melegités, Orlés, extrudalas, tarolas soran sem (Gromadzka €s mtsai, 2008).

7. abra Zearalenon kémiai szerkezete
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Zearalenone#section=2D-
Structure)
A ZEA szteroidvazas szerkezetébdl (7. abra) fakaddan az egyetlen ismert miko-
Osztrogén. Hatdsanak koszonhetden szarmazékaival egyiitt foként szaporodasbioldgiai,
¢s ivarzasi zavarokat okoz (Gromadzka és mtsai, 2008). Haszonallatok koziil a sertések
a legérzékenyebbek a ZEA-ra, melynek kovetkezménye a halvasziiletés, a termékenység
csokkenése, a sargatestek perzisztencidja, a petefészek-sorvadasa (Fink-Gremmels és
Malekinejad, 2007). Him sertésekben csokken a spermatogenezis, a herék tomege, és a
tesztoszteronszint (Zinedine és mtsai, 2007). A ZEA egy masik Fusarium mikotoxinnal
a DON-nal egyiitt gyakran fordul el6 (Grenier és Applegate, 2013)

¢lelmiszeralapanyagokban.
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A ZEA a bélsejtekben metabolizalodik, két f6 metabolitja, az a-zearalenol (a-ZEL) és
B-zearalenol (B-ZEL) (Ueberschir és mtsai, 2016) (8. abra). A ZEA tovabbi formai az
a-zearalanol (a-ZAL) és B-zearalanol (B-ZAL) (8. abra) (Takahashi-Ando és mtsai,
2004; Minervini és mtsai, 2006). Lathatéan az o formak Gsztrogén hatdsa jelentdsen

megnovekedik a ZEA-hoz viszonyitva (8. abra).

R
Szubsztrat 12 R _ Relativ
osztrogenitas

zearalenon transz (0] 1
o-zearalenol transz H,o-OH 92
f-zearalenol transz H,p-OH 0,44
zearalanone dihidro (0] 2,5
o-zearalanol dihidro H,u-OH 18
p-zearalanol dihidro H,p-OH 3,5

8. abra A ZEA és szarmazékainak kémiai szerkezete

(Szerkesztve: Takahashi-Ando és mtsai, 2004 alapjan)

Az allatkisérletek a ZEA gyors felszivodasat mutattdk a gyomor-bél traktusbol oralis
bevitelt kovetden (Dailey és mtsai, 1980). A szervezetbe keriild0 ZEA foként a majban
metabolizalodott (Zinedine és mtsai, 2007; Jiang és mtsai, 2012; Koraichi és mtsai,

2012).

Az Europai Bizottsdg rendeletben szabdlyozta az ¢lelmiszerekre vonatkozo ZEA
hatarértékeket (European Commission No. 1881/2006 ¢s European Commission No.
2006/576/EC).

A ZEA toxikussaga miatt az ¢lelmiszerekben val6 jelenlétét tobben tanulmanyoztak. A
mikotoxint kimutattak blzaban, arpaban, kukoricaban, cirokban, rozsban (Zinedine és
mtsai, 2007; André és mtsai, 2022), rizsben (Tralamazza és mtsai, 2021),

kukoricaszilazsban (Sebaei és mtsai, 2022), szdjaban (De Boevre és mtsai, 2012), és
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sorben (Zinedine és Ruiz, 2014), tovabba kimutattak kenyérben (Fink-Gremmels és
Malekinejad, 2007), reggeli gabonapehelyben (Mally ¢és mtsai, 2016) ¢és
haltakarmanyban (Mwihia ¢és mtsai, 2020). A taplalékkal bevitt ZEA és metabolitjai
felszivodnak a szervezetben, ezért megjelenhetnek a biologiai folyadékokban: vérben,
vizeletben és a ZEA-nal szennyezett takarmanyt fogyaszto tehenek tejében is (Coffey és
mtsai, 2009). A ZEA tejjel torténd kivalasztasa csekély, ami alatamasztja, hogy az allati
eredetli ¢lelmiszerekkel valo emberi expozicié alacsonyabb, mint a szennyezett
takarmany ¢és gabona miatti expozicid (Fink-Gremmels ¢és Malekinejad, 2007).
Ugyanakkor ZEA szarmazékokat talaltak kiilonboz6 élelmiszerekben (Danicke és
Winkler, 2015), pl. a-ZEL-t csirkeszivben és zuzaban (3,60-4,01 pug/kg; Wang és mtsai,
2018). Ugyankkor anyatejben (2,1-14,3 ng/ml; Rubert és mtsai, 2014) és emberi
vizeletben (0,65-5,0 ng/ml; Ediage és mtsai, 2013) is detektalhato volt. Németorszagi
férfiak vizeletében 100 ng/l ZEA szintet mértek (F6llmann és mtsai, 2016). A szoptatott
csecsemOk vizeletében 784 ng/l ZEA-t, mig a nem szoptatott csecsemOk vizeletében
678 ng/l ZEA-t talaltak (Ezekiel és mtsai, 2022). Ez is azt mutatja, hogy a csecsemdk
szdmara a ZEA nagyobb kockéazatot jelent a tejalapu taplalkozas miatt (Ropejko és
Twaruzek, 2021).

2.3.3. Dezoxinivalenol

A DON (9. abra), vagy mas néven vomitoxin a trichotecének nagy csaladdjaba tartozik,
elsésorban a Fusarium graminearum és F.culmorum termeli, amely az arpa, buza, zab,
¢és kukorica gyakori szennyezdje az egész vilagon (Mankeviciené és mtsai, 2006; Del

Ponte és mtsai, 2022).

A DON kémiailag stabil, héallo, igy nehéz eliminalni a szennyezettséget, mind az
¢lelmiszer, mind a takarméany termelés sordn. A DON-t kimutattdk szdmos emberi
fogyasztasra szant ¢élelmiszerben, tésztdban (Gonzalez-Osnaya ¢s mtsai, 2011),

kenyérben (Savi és mtsai, 2016) és sorben (Varga és mtsai, 2013).
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9. abra Dezoxinivalenol kémiai szerkezete

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/40024#section=2D-Structure)

A DON toxin nem rakkeltd, viszont huzamosabb ideig torténd fogyasztdsa esetén
immunrendszer kirosodast, valamint gasztrointesztinalis (hasmenés, hanyas) zavarokat
okozhat (Sohar, 2007). A vomitoxin név, a sertéseknél a hanytatd, embereknél gyomor -
bélrendszeri panaszokat okozo hatasara utal (Zhou és mtsai, 2020). A DON jelenléte a
sertések takarmanyaban csokkenti a takarmanyfelvételt, valamint takarmany

visszautasitast is okoz (Conkova és mtsai, 2003).

A DON-ra érzékenyebbek a sertések, oket kovetik a ragesalok, kutyak, macskak,
baromfik és a kérddzok (Pestka és Smolinski, 2005). A DON szennyezddés gyenge
utddokat, vetélést, a baromfi tojadsok mindségének és mennyiségének romlasat, valamint
a szarvasmarhak szaporodasi teljesitményének romlasat okozza (Bracarense és mtsai,
2012). A DON els6sorban DNS-karosodast okoz és apoptozist indukal oxidativ
stresszen keresztiil, mivel a peptidil-transzferazhoz kotddik, ami gatolja a

fehérjeszintézist (Wu és mtsai, 2020).
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2.3.4. Ochratoxin A

Az ochratoxinokat kémiai szerkezetiik alapjan harom csoportba sorolhatjuk: OTA (10.
abra), ochratoxin B (OTB), és ochratoxin C (OTC). Az OTA a legelterjedtebb, és
legmérgezdbb (El Khoury és Atoui, 2010). Az ochratoxinok szerkezete egy dihidro-
izokumarin részt tartalmaz, amely amidkotésen keresztiil kapcesolodik a fenilalaninhoz,

ezenkiviil az OTA ¢és az OTC paraklor-fenol részt is tartalmaz.
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10. 4bra Ochratoxin A kémiai szerkezete
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/442530#section=2D-Structure)
A Penicillium, Fusarium és Aspergillus fajok altal termelt ochratoxinok megtalalhatok
gabonafélékben, kavéban, babban, hiivelyesekben €s szaritott gyiimolcsokben egyarant
(Duarte és mtsai, 2010), valamint kimutattdk élelmiszerszinezékekben (Solfrizzo és
mtsai, 2015), és a palackozott vizben (Mata és mtsai, 2015). Az OTA-t nem csak a
szennyezett ndvényi élelmiszerek fogyasztdsaval tudjuk bevinni a szervezetiinkbe,
hanem allati eredetli élelmiszerekkel is. A sajtokban €s a huskészitményekben az OTA
szennyezO0dés kozvetlen mddon is eléfordulhat, az OTA-t termeld penészgombak
novekedésébdl az érlelés, feldolgozas soran (Camardo Leggieri és mtsai, 2020). Példaul
horvat huskészitményekbdl szarmazo kolbaszban, félszaraz kolbasz, szaraz

hustermékekben OTA-t mutattak ki (Markov és mtsai, 2013).
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Az OTA képes a szérumalbuminhoz kotédni, ezért a szervezet minden részébe eljut,
példaul az izomszovetbe is. Szamos toxikus hatdsa van, melynek célszerve a vese
(Duarte és mtsai, 2011), vesekarosito, rakkelté, immunotoxikus, teratogén
tulajdonsagokkal rendelkezik (Zhong és mtsai, 2014). Az ochratoxin karos hatédssal
lehet a magzatra az anyaméhben, mivel képes atjutni a placentan, és a kozponti
idegrendszer fejlodési rendellenességeit, az agy karosodasat okozhatja (Soleas és mtsai,
2001). Az IARC az emberre nézve valdszinisitette a rakkelt6 hatast és a 2 B csoportba
sorolta ezt a vegyiiletet. Az Eurdpai Uni6 altal megallapitott OTA maximalis szint a
gabonafélékben, és gabonatermékekben 3 upg/kg, borban és széloben 2 pg/kg,
bébiételekben 0,5 ug/kg (Europen Comission, 2006).

Az OTA-val szennyezett takarmany kevésbé veszélyes a kérddzd éllatokra, mint a
monogasztrikus allatokra, ugyanis a kérddzoé allatok jobban ellenallnak az OTA
toxicitdsanak (Denli és Perez, 2010). A bendé mikrobdk kevésbé toxikus OTa-va
bontjak az OTA-t, ami a vizelettel iriil. Az OTA-val szennyezett takarmanyt
elfogyasztd allatok nemkivanatos OTA szarmazékokat vihetnek az allati eredetii

¢lelmiszerekbe (carry-over), a husba, tojasba, €s a tejbe (Battacone és mtsai, 2010).
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2.3.5. Fumonizin B1
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11. abra Fumonizin B1 kémiai szerkezete

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2733487#section=2D-Structure)

A FUM-ek a Fusarium verticilliodes, és a Fusarium proliferatum metabolizmusa soran
keletkeznek. Az Aspergillus niger fumonizint termel olyan ndvényekben, mint a
foldimogyord, kukorica, és a sz6l6 (Frisvad és mtsai, 2007; Mogensen €s mtsai, 2010).
A természetben eléfordulo FUM B csoportba tartozéo molekulak: a fumonizin B1 (FB1),
fumonizin B2 (FB2), és a fumonizin B3 (FB3) egy hosszu hidroxilezett szénhidrogén
lancbol allnak, amelyhez trikarbalilsav, metil és amino csoportok tarsulnak (11. &bra).
Az eddig talalt szamos FUM koziil a FB1 a leggyakoribb szennyezd, mely nagy

veszélyt jelent az allati, és az emberi egészségre egyarant (Ahangarkani és mtsai, 2014).

A fumonizinek el6fordulhatnak btizaban, arpaban, rozsban, rizsben (Ortiz és mitsai,
2013), de foként a kukoricat, és kukorica termékeket szennyezik (Hanvi és mtsai, 2019;
Stoev, 2015). A FB1 befolyasolja a takarmany tapértékét, ¢és érzékszervi
karakterisztikajat, ami a taplalékfelvétel csokkenéséhez vezet, és komoly gazdasagi
veszteséget okozhat (Deepthi és mtsai, 2017). A Fusarium fajokkal fertézott
gabonafélék, és egyéb novények, amelyek az FB1 gazdag forrasai sulyos betegséget,
példaul nyeldcsdrdkot okozhatnak az emberben (Alizadeh és mtsai, 2012), lovaknal

leukoencephalomalacidt (Boonen ¢€s mtsai, 2012), sertéseknél tiidéodémat okozhat
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(Stockmann-Juvala és mtsai, 2008). A terhesség korai szakaszaban elfogyasztott
fumonizint tartalmaz6 élelmiszerek novelik a kockazatat annak, hogy a gyermek agyi,

vagy gerincvel6i rendellenességgel sziiletik (Gelineau-van Waes és mtsai, 2005).

2.4. A klimavaltozas és a mikotoxinok eléfordulasa

A bolygoénk éghajlata a 20. szdzad kdzepe 6Ota jelentds valtozason megy keresztiil, amit
a globalis légkori, és az oOceanok hoémérséklet valtozasa, valamint a tengerszint
emelkedése jellemez, és a jégtakarok zsugorodasa mutat (Masson-Delmotte €s mtsai,
2021). Feltehetden az erd6k nagymértékii kiirtasa, a fosszilis anyagok égetése, és sok
mas emberi tevékenység a klimavaltozds mozgatorugdja. A metan, és a CO;
koncentracidja novekszik a 1égkorben, ami kornyezetkarosodast eredményezett

(Chakraborty és mtsai, 1998).

Az élmiszerbiztonsag szempontjabol az éghajlatvaltozas okozta legnagyobb veszélyt a
mikotoxinok okozzak. Az élelmiszer- és takarmanybiztonsag szempontjabdl leginkabb
aggasztd mikotoxinokat szamos gombafaj termeli, melyek koziil az Aspergillus,
Penicillium, és a Fusarium, amelyek vilagszerte jelentdsek. Ezek a gombak
alkalmazkodhatnak a kornyezeti feltételek széles koréhez. Mivel az éghajlat jelentdsen
befolyadsolja a gombdk ndvekedését, eloszlasat, ¢és mikotoxin termelését, az
éghajlatvaltozas potencidlisan ndvelheti a gombak élelmiszer- és takarmanybiztonsagi
kockézatait (Medina és mtsai, 2017). A gabonaf€lék gyakran a legsulyosabban érintett
novények, mivel az emberiség nagy részének taplalékat képezi. Valdjaban a
gabonafélék a mikotoxin szennyezés fO forrdsai az emberi taplaléklancban, akéar
kozvetleniil a szennyezett €élelmiszer fogyasztasaval, vagy kozvetett modon a tej vagy
allati termékek bevitelével. Ezen feliil nagy figyelmet kell forditanunk a természetes

okoszisztémaban €16 vadon é16 allatok mikotoxin szennyezettségére is.

Az éghajlat (hOmérséklet, rendelkezésre allo viz, fény mindség, mennyiség, aszily,
elsivatagosodas, nedves és szaraz ciklusok ingadozéasa) a legfontosabb tényezd, amely
befolyasolja a gombdk ¢életciklusanak szakaszait, talélésre vald képességiiket, és
toxintermelésiiket (Paterson, 2006). A mikotoxin kitettség az egész vildgon eléfordul,
annak ellenére, hogy eléfordulasukat az éghajlat és a foldrajzi elhelyezkedés hatarozza
meg. A megemelkedett CO, szint miatt pedig a ndvények gombapatogénekkel szembeni
érzekenysége megnovekszik (Vaughan és mtsai, 2016). A mikotoxinok termelése fiigg

az iddjarasi koriilményektdl: hémérséklet, csapadek, ezeket pedig az €ghajlatvaltozas
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befolyasolja. A globalis felmelegedésnek koszonhetden kialakuld kdrnyezeti hatdsok
(pl: homérséklet, csapadék) ezért veszélyeztethetik az élelmiszerbiztonsagot (Miraglia
és mtsai, 2009). Emellett az emelked6 altagh6mérséklet kedvez a rovarok
novekedésének, fejlodésének, és szaporodasanak, ezaltal fokozza a gabonafélék elleni
kartevok tamadasait, ami kozvetve a gombas szennyezOdés novekedéséhez, és a

mikotoxintermelés szintjének novekedésé¢hez vezet (Paterson és Lima, 2010).

Az AF-ok és a FUM-ek tropusi, szubtropusi régiokban termelddnek jelentdsen,
Azsiaban, Afrikaban, Eurdpa egyes részein, és a mérsékelt égovi ovezetekben. A DON
¢s a ZEA az északi mérsékelt égovi régidkban, nedves és hiivos koriilmények kozott
fordul elé: Eurépaban, Amerikaban, és Azsia egyes részein (Smith és mtsai, 2016). A
Penicillium verrucosum OTA termelése mérsékelt égovi hiivos éghajlaton, az
Aspergillus ochraceus altali termelése pedig forrd éghajlata trépusi teriileteken fordul
elé (Laitila, 2015). Ugyanakkor, a globalis felmelegedésnek koszonhetden, egyes
mikotoxinogén gombak foldrajzi elterjedése megvaltozhat (Medina és mtsai, 2017), igy
mas teriileteken is megjelenhetnek bizonyos mikotoxinok is. Battilani és mtsai (2016)
szerint a kovetkez6 50 éven beliil az AFB1 élelmiszerbiztonsagi problémava valik
Kelet-Europaban, a Balkan-félszigeten, és a mediterran régiokban. Tirado és mtsai
(2010) illetve Paterson és Lima (2010) szerint az éghajlatvaltozas miatt az aflatoxinogén
(aflatoxin  termelésre képes) torzsek megjelenését okozhatja a mérsékeltovi
orszagokban. A mérsékelt égovon, igy hazankban is @ DON, T2, HT2, ZEA és FUM
mikotoxinok fordulnak el6 gyakrabban. Azonban a kutatasi eredmények alapjan, AFB1
szennyezettséggel is szamolni kell. Tabuc és mtsai (2009) Romanidban hatarérték feletti
AF értéket mértek kukorican. A termotolerans gombak, mint, példaul az Aspergillus
torzsek a melegebb éghajlathoz konnyebben alkalmazkodnak (Paterson és Lima, 2010)

¢s atvehetik a vezetd szerepet a mikotoxin termelésben.

2.5. Moédosult mikotoxinok

A gombak szekunder metabolit képzési-utvonalain képz6do vegyiiletek a mikotoxinok.
Ha szerkezetiikben valamiféle kémiai valtozas kovetkezik be, mar modositott
mikotoxinokrol beszéliink. A mddositott mikotoxin kifejezést nemrégiben alkottdk meg,
a kifejezés a mikotoxinokbdl szarmazo Osszes format jeldli, amely novényi enzimek
vagy mas gombak altal modosul (,,lost” mycotoxins), és gyakran polarisabb

anyagokhoz, példdul cukrokhoz konjugalédnak (,,masked” mycotoxins) (Berthiller és
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mtsai, 2013). Az els6é ilyen modosult szerkezet az AFM1 volt, amelyet AFB1-el
szennyezett takarmanyt fogyasztd allatok tejében fedeztek fel (Masri és mtsai, 1967). A
biologiailag mddositott maszkolt mikotoxinok a novények védekezd mechanizmusai
altal képz6dott mikotoxinok (Berthiller és mtsai, 2013), melyek hagyomanyos analitikai
technikaval nem mutathatok Ki (Tran és Smith, 2011).

A modositott mikotoxinok a szennyezett ¢lelmiszer feldolgozas soran is keletkezhetnek,
majd az allatok és emberek anyagcseréjével az eredeti mikotoxinna alakulhatnak
(Berthiller és mtsai, 2013). A mddositott mikotoxinok szabad formava vald alakuldsa
feltehetéen noveli a mikotoxin szintet és potencialis kockazatot jelenthet az emberi

egészségre nézve (Kowalsky Paris és mtsai, 2014; Freire és Sant’ Ana, 2018).

A maszkolt mikotoxinok csoportja magaba foglalja az extrahalhat6 konjugalt, és a nem
extrahalhato kotott formakat is. A megkotott mikotoxinok kovalensen, vagy nem
kovalensen kotddnek polimer szénhidrat vagy fehérjematrixhoz (Berthiller és mtsai,
2009). Az extrahalt konjugalt mikotoxinok megfeleld analitikai moddszerekkel
kimutathatok. A megkotdtt mikotoxinok azonban kozvetleniil nem hozzéaférhetdk, €s a
kémiai elemzés el6tt kémiai, vagy enzimes kezeléssel fel kell ket szabaditani a

matrixbol.
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2.6. Mikotoxinokra vonatkozo jogi szabalyozasok

A mikotoxinok eléfordulasuk és toxicitasuk miatt szdmos orszagban jogi szabalyozas
alatt allnak. A JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), WHO
(World Health Organization), és FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) értékelik a mikotoxinok kockazatat. Az Eurdpai Unidban az FDA (Food and
Drug Administration) és EFSA (European Food Safety Authority) tanacsaval az
Eurdpai Bizottsag bocsajt ki ajanlasokat.

A hatosdgok szerte a vilagon hatarértékeket hatdroztak meg az élelmiszerekhez
kapcsolodd mikotoxinok megengedett legmagasabb szintjére, €s ezek eléggé eltérd
értékek. Hazankban az Eurdpai Bizottsdg 1881/2006. szamu rendelete szabalyozza az
¢lelmiszerekben megtalalhatd mikotoxinok elfogadhato értékét.

Az Europai Bizottsdg 1881/2006/EK rendelete (illetve ezek modositasai:
1126/2007/EK, 565/2008/EK) az élelmiszerckre vonatkozé megengedett mikotoxin
hataértékekrol szol (Rendelet - 1881/2006 - EN - EUR-Lex (europa.eu)). A szabalyozas
AFB1, OTA, DON, ZEA hatarértékeket ir elé kiilonbozd termékekben. Allati eredet
¢lelmiszerekbdl csak a tejre vonatkozo AFM1 hatarértéket (50 ng/l) lathatunk.

Az Eurdpai Unidban és hazankban a takarméanyokra eldirt AFB1 hatarértékeket a
2003/100/EK iranyelv hatdrozza meg. Az Eurdpai Bizottsag 2006/576/EK rendelete a
DON, ZEA, OTA, T-2, HT-2, és a fumonizinek allati takarményokra vonatkozd
szabalyozasait foglalja 6ssze (EUR-Lex - 32006H0576 - EN - EUR-Lex (europa.eu)).

2.7. Erjesztett takarmanyokban el6fordulé mikréoba kozosség

Az erjesztés soran keletkezett termékekben megtalalhatd bioldgiai kockdzatok a patogén
mikroorganizmusok, és mikotoxinok mellett a kialakulo kiilonb6zé mikrobacsoportok
szerepének megértése fontos a termékek biztonsaganak javitdsa érdekében. A
fermentaciohoz felhasznalt alapanyagok aerob és anaerob mikroorganizmusokat,
baktériumokat és gombakat tartalmazhatnak, amelyek befolyasoljak a termék
minds€gét.

A LAB-okat négy f6 nemzetségbe soroljak: Lactococcus, Lactiplantibacillus,
Leuconostoc és Pediococcus. Gram pozitiv baktériumok, melyek jellemzé tulajdonsaga
a tejsavas erjesztés. A homofermentativ Lactiplantibacillus-ok esetében a pirosz6lésav

kozvetleniil tejsavva alakul. A heterofermentativ LAB-ok végterméke viszont valtozo,
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ugyanis tejsav mellett ecetsav és etanol is keletkezik. A Lactiplantibacillus és
Carnobacterium nemzetségbe tartozd baktériumok palcika alaktak, a tobbi torzsbe
tartozO baktériumok coccusok, melyek lancokba (Streptococcus) vagy egyéb
alakzatokba (Pediococcus) rendezédnek (Holzapfel és mtsai, 2014). A szilazsban
megtalalhatd LAB-ok szamos nemzetségbOl szarmaznak (Lactiplantibacillus,
Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, és Leuconostoc) (Pahlow és
mtsai, 2003). Antimikrobialis hatasuk a szerves savak, és az antagonista vegyiiletek

termelésével magyarazhatd (Magnusson és mtsai, 2003).

crer

A LAB-ok fontos szerepet jatszanak az élelmiszerek fermentacidjaban, ¢és
megtalalhatok az emberi és az allati bélcsatornaban, ¢és nyalkahartyaban (Holzapfel és
mtsai, 2014). Ezen baktériumokat a romlas megelézésére hasznaljak, valamint a
takarmanyok és élelmiszerek eltarthatosagdnak novelésére (Dalié és mtsai, 2010). A
LAB-ok a legnépszeriibb probiotikus mikroorganizmusok, melyek kedvezo
egészségligyi hatassal rendelkeznek (Zoghi és mtsai, 2014). A kiilonb6z6 funkcionalis
tulajdonsagokkal rendelkez6 LAB-ok kivaldo mikrobialis er6forrasok a fermentacios

ipari termelés szamara (Cretenet és mtsai, 2011).

A LAB-0k élelmiszerekben valo felhasznalasa nagyon biztonsagos, hiszen az emberi
bélrendszerben természetesen szaporodnak. A fermentalt élelmiszer-eldallitasban
hasznalt starter kulturak elsddleges Osszetevdjeként a LAB-ok tagjai kiemelt ipari
jelentdsegliek (McAuliffe, 2018).

Erjesztés szempontjabol karos mikroorganizmusok lehetnek az aerob Bacillus fajok, a
vajsavbaktériumok, az élesztégombak és a penészgombak. Az aerob Bacillus fajok csak
az erjesztés kezdetén, vagy a rosszul lezart siloban tudnak miikddni, az erjeszthetd
szénhidratokat fogyasztjak. A vajsavbaktériumok obligat anaerobok és a szénhidratbol,
tejsavbol és aminosavbodl vajsavat allitanak eld. Az élesztégombak anaerob viszonyok
kozott fermentalnak, aerob koriilmények kozott 1€gzéssel szaporodnak. A cukrokat, €s a
tejsavat alkoholra és CO; -ra bontjak. A penészgombak aerobok, melyek csak a rosszul
lezart vagy nem megfeleléen tomdritett silokban jelentkeznek, ezek masodlagos
anyagcseretermékeik a mikotoxinok. Ezért nagy jelentdségli a fermentacié megfelelden

oxigénmentes kozegének a fenntartdsa a silozas soran.
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2.8. Baktériumok mikotoxin rezisztencidja és eliminalé képessége

A mikotoxinokkal szembeni védekezés egyik lehetséges modja a bioldgiai
méregtelenités, ezek biodegradacios és bioszorbcids folyamatokat foglalnak magukban
(Ji és mtsai, 2016; Peles és mtsai, 2021). A mikotoxinok baktériumok altali elimindci6ja
torténhet biopolimerekhez (pl. peptidogliikan, PG) tortén6 adszorbcioval, enzimekkel
(pl. észteraz; Wang és mtsai, 2017) torténd lebontassal, vagy kiilonb6zé molekulakhoz
valé enzimatikus konjugacié révén, ami maszkolt mikotoxinokat eredményezhet (Freire
¢és Sant’Ana, 2018). Ugyanakkor lehetséges, hogy a mikrobak egyszeriien gatoljak a
penészgombak szaporodasat kiilonb6z0 metabolitok, példaul bakteriocinok és

savtermelés altal (Kim és mtsai, 2021) és igy kozvetve, a mikotoxinok termelését is.

A bakterialis sejtfal védelmet nyhjt a kornyezeti hatasokkal szemben, egyedi
OsszetevOokbol all, felelés az eltéré alakért, receptorhelyet biztosit. A baktériumok
sejtfala szamos biopolimerbdl all, melyek képesek a mikotoxinok adszorpcidjara. Ezért
fontos megismerniink a Gram-pozitiv, és negativ sejtfal sajatossagait, az eltérd
vastagsagu PG réteg, ¢és a kiils6 membran jelenléte okozta kiilonbségeket. A Gram-
pozitiv és Gram-negativ baktériumok sejtfala kozotti kiilonbségek lehetové teszik a

kilonb0z0 szintti mikotoxin eliminaciot.

A LAB-ok sejtfalaban a PG szerkezete ismétlodé N-acetil-glikozamin (NAG) és N-
acetilmuramil diszacharid (NAM) egységbdl all, melyeben peptidek kapcsolodnak az
egyes NAM-ok D-laktil frakcidjahoz (Meroueh és mtsai, 2006). A PG szerkezete
megvaltozhat egyes kezelések, kiillonosen hd és sav hatasara. HO hatasara a fehérje
lebomlik, a sav pedig lebontja a glikozidos kotéseket a poliszacharidban valamint feltori
az amid kotéseket (Lili és mtsai, 2018). A PG réteg és a keresztkotések vastagsaga

csokkenhet, a porusméret kitagulhat.

A Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok kozott a PG réteg vastagsaga eltérd (12. -
13. ébra). A Gram-pozitiv baktériumok vastagabb PG réteggel rendelkeznek, mint a
Gram-negativok. A Gram-pozitiv baktériumok sejtfalaban teicholsav, és lipoteicholsav
kapcsolodik  (12. abra). A teicholsav a PG-hoz, a lipoteicholsav pedig a

citoplazmamembranhoz kapcsolodik, igy rogziti a PG réteget.
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12. abra Gram-pozitiv sejtfal strukturalis felépitése (sajat szerkesztés)

A Gram-pozitiv LAB-ok gyakran vannak emlitve a mikotoxinok eliminacidjaval
kapcsolatban. Harom lehetséges eliminacios mechanizmus ismert: mikotoxinok LAB
enzimek altali lebontasa, a sejtek altali adszorpcidja, és a LAB metabolitok

mikotoxinokkal tortén6 kolcsonhatasa (Muhialdin és mtsai, 2020).

A LAB-ok metabolikus hatasuk segitségével képesek eltavolitani a mikotoxinokat az
¢lelmiszerekbdl (Arab és mtsai, 2012). A LAB torzsek csokkentik az élelmiszerekkel
kapcsolatos  gazdasagi  veszteségeket, azaltal, hogy meghosszabbitjak az
eltarthatosagukat, és megakadalyozzak a mikotoxin termelést (Hatab és mtsai, 2012). A
LAB torzsek tenyészetként alkalmazhatoak élelmiszerekben, példaul tejtermékekben

talalhato mikotoxinok eltavolitasara (Mousavi Khaneghah és mtsai, 2017).

A Gram-negativ baktériumok sejtfala lipopoliszacharidot (LPS), lipoproteint, és
fehérjéket tartalmaz (13. 4bra).

34



} Lipopoliszacharid

Kiilso membran —

== Foszfolipid

Peptidogliikin <

=) Membrian fehérje
Plazma membrian

13. abra Gram-negativ sejtfal strukturalis felépitése (sajat szerkesztés)

Az S-réteg fehérje szerepet jatszik a permeabilitds szabdlyozdsdban, a burok
biogenezisében, a mozgékonysdgban, ¢és a ragadozok elkeriilésében (Beeby, 2020). A
csillos Tetrahymena esetében, a Synechococcus sejtjeinek rezisztenciajat a mikrobialis
S-réteg védo funkciojanak tulajdonitottak (Matz és Kjelleberg, 2005). A Gram-negativ
baktériumok S-rétege az LPS-hez kotddik. Az LPS megvédi a baktériumokat a kis
molekuldktol, a fagocitdzistol, O-antigénje lekdti az S-réteget (Beeby, 2020). A
lipopoliszacharidok eltérdek a kiilonb6zd Gram-negativ baktériumokban, €s az alabbi
részekbdl allnak: egy lipidrész (Lipid A), egy glikozid rész (kb. 10 monoszacharid
magbol all), és egy O lanc (1-8 monoszacharid ismétlédd alegységébdl all) (Caroff és
Karibian, 2003).
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3. Anyag és Modszer
3.1. Felhasznalt anyagok
3.1.1. Vizsgalt erjesztett takarmanymintak

Kutatasom soran a kovetkezd silétakarmany mintakat hasznaltam fel: kukorica szilazs
(14 A. abra), lucerna szilazs, lucerna szenazs (14 B. abra), tritikalé szenazs, rozs szilazs,

rozs szenazs (14 C. abra).

14, abra Kukorica szilazs minta (A), Lucerna szenazs minta (B), Rozs szenazs

minta (C) (sajat forras)

Az erjesztett takarméanyokat az erjesztés utolsdé szakaszaban (4-6 hét elteltével)
gyijtottem be 2019-2020-ban, Magyarorszagon, Hajdu-Bihar varmegye Kkiilonb6z6
tejeld szarvasmarha telepeir6l. A termeldk telephelyenként tiz parhuzamos mintat
gyljtottek frissen nyitott silokbol és balakbol, ezeket steril tépdzaras zacskokba (min. 5
kg) egyesitve, polisztirol dobozokban hiitdgéllel szallitottam a laboratdériumba (Adacsi

¢és mtsai, 2022a). Az elemzésig minden mintat -20 °C-on taroltam.
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3.1.2. Tejmintak

A nyerstej mintdk random, kiilonb6z6 telepekrdl szarmaztak. 100 ml nyerstej kertilt
begytjtésre a tartalykocsikrol az Alfoldi Tej Kft. (Debrecen) atvevé helyén. A tejminta

hiitve kertilt beszallitasra, ahol a vizsgalatig -20 °C-on taroltam.

3.1.3. Mikroorganizmusok

Dolgozatom soran az alabbi mikroorganizmusokat alkalmaztam: Lactococcus lactis ssp.
lactis R703, Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12, Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei 431 (Chr. Hansen A/S, Dania), Lactiplantibacillus plantarum NCAIM
B01074. Az utébbi torzset a Mezdgazdasagi €s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti

Gylijteménye (MATE Elelmiszertudomanyi és Technologiai Intézet) biztositotta.

A torzseket MRS taplevesben (Scharlau, Németorszag) tenyésztettem 24 6ran at 30 °C-
on. A baktériumtenyészeteket 6100 g-n (centripetalis gyorsulas) 10 percig (4 °C) steril
koriilmények kozott centrifugaltam, hogy eltavolitsam a feliiluszot. Az 0sszegytijtott
biomasszat PBS-sel (phosphate-buffered saline; foszfat-pufferelt sooldat) (Sigma-
Aldrich) atmostam, és 100 pl-es aliquot részekben Eppendorf-csévekbe osztottam a
kezelésekhez. A sejtkoncentraciot telepképzd egység (TKE)/ minta tomeg (térfogat)
dimenzioban fejeztem ki (10° TKE/mI). A mosott, ujraszuszpendalt tenyészetet PBS-
ben (Sigma-Aldrich) higitottam, ¢és a koncentracibkat MRS agar taptalajon

lemezszamlaldé modszerrel ellendriztem. Az aliquot részeket -18 °C-on taroltam.

3.1.4. In vitro szilazs készitésnél felhasznalt kukorica novény
A kukorica novényi anyag a DE MEK Bemutatokertben termeszett Sy Orpheus
kukorica volt, a termesztésében a DE MEK Preciziés Novénytermesztési Kutatés-
fejlesztési Szolgaltatd Kozpont segitett. A tejes érésénél a teljes novény begylijtésre
Keriilt, a novény anyag apritasat kovetden szaraztomeg keriilt meghatarozasra, és

silétakarmanyt készitettem.
3.2. Mikrobiologiai analizis

3.2.1. Mintaelokészités

Mikrobiologiai mintaelokészités soran 100 g szilazs mintat steril homogenizalo
Stomacher zsdkokban, 1:9 aranyban szuszpendaltam pufferolt peptonvizben (BPW)

(Scharlab, Barcelona, Spanyolorszag) és Stomacher homogenizatorral (IUL
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Instruments, Barcelona, Spanyolorszdg) homogenizaltam. Ezt kovetéen a

szuszpenziokbol tovabbi decimalis higitasokat készitettem.

3.2.2. Osszes mikrobaszam meghatarozasa

A teljes mikrobaszamot Plate Count Agar (PCA) (Scharlab, Barcelona, Spanyolorszag)
taptalajon hataroztam meg lemezontéses modszerrel, mélyontéses eljarassal. Az
inkubalas 30 °C -on 3 napig, aerob vagy anaerob koriilmények kozott (ISO 4833-1:
2013) tortént. Az anaerob tér biztositasahoz Oxoid™ AnaeroGen™ 2.5 L tasakot

(Thermo Scientific™) anaerob edényben (Anaerocult, Merck) hasznaltam.

3.2.3. Tejsavbaktériumok szama

A LAB-ok szamat De Mann-Rogosa-Sharp (MRS) agar (Scharlab) lemezeken
hataroztam meg feliileti szélesztéses modszerrel. A lemezeket 30 °C-on anaerob

koriilmények kozott, 3 napig inkubaltam.

3.2.4. Penészgombak szama

A penészgombakat feliileti szélesztéses modszerrel hataroztam meg kloramfenikol-

gliik6z-agar (CGA) (Scharlab) taptalajon. Az inkubalas 25 °C-on 6t napig tartott.

3.2.5. Mezofil szulfitredukalo Clostridium szam

A szulfatredukaldo Clostridium szamot Vas-Szulfit-Agar (Scharlab) taptalajon
hataroztam meg mélyontéses eljarassal. A szilard tapkozeget 37 °C-on 3 napig anaerob

modon inkubaltam.

3.3. Mikotoxin kimutatas
3.3.1. Mikotoxin kimutatas HPLC modszerrel

A HPLC mérésekhez Biopure mikotoxin standard oldatokat (Romer Labs, Tulln,
Ausztria) alkalmaztam megfeleld higitasban. A mintdk eldkészitése VICAM (Waters)

tortént, némi modositassal.

A DON HPLC kimutatasat Hitachi Elit LaChrom HPLC (San Jose, CA, USA)
késziiléken végeztem. Phenomenex (Torrance, CA, USA) RP-C18 oszlopot (125x4 mm,
5 um) hasznaltam, diddasoros (DAD) detektorral detektaltam UV 218 nm-en acetonitril:

viz (10:90) eluenssel.
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A DON mikotoxin eliminacios vizsgalatnal a DON méréshez a sziirt feliilusz6 mintakat
mértem.

A DON szilazsbol torténd kimutatasdhoz 12,5 g szaritott mintat homogenizaltam 2,5 g
polietilén glikollal (VWR International Kft., Magyarorszag) ¢s 50 ml desztillalt vizzel,
nagy sebességli keverés kozben. Szlrés utan 1 ml kivonatot toltottem a DON
immunaffinitds oszlopra (VICAM DONtest HPLC oszlop, Weber Consulting Kft.). Az
oszlopot egymds utdn 5 ml desztillalt vizzel és 5 ml metanollal mostam, hogy az
oszloprol a toxint elualni tudjam. A metanolt Rotadest-en (Biichi) parologtattam el a
mintakbol.

Az AF és az OTA HPLC kimutatdsat Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) berendezéssel (Adacsi és mtsai, 2022) végeztem. Az AF
kimutatasahoz Phenomenex (Torrance, CA, USA) RP-C18 oszlopot (150 x 4.6 mm, 5
um) hasznaltam, Romer UV szarmazékképzo egységgel (Romer Labs Ltd., Tulln,
Austria), és fluoreszcencia detektorral (ex360 nm, em440 nm), metanol: viz (45:55)
eluenssel. Az OTA kimutatasahoz Phenomenex RP-C18 oszlopot (150%4,6 mm, 5 um)
hasznaltam fluoreszcencia detektorral, (ex360 nm, em440 nm), acetonitril: 0,012 M Na-
fosztat pH 7,5 (60:40) eluenssel.

Az AFBI mikotoxin eliminacids vizsgalatnal a metanollal 1:1 aranyban kevert, nagy
sebeséggel vortexelt mintdt mértem.

Az AF és az OTA szilazsbol torténd kimutatasahoz 25 g szaritott mintat 2,5 g natrium-
kloriddal (VWR) és 50 ml 80% -os metanollal (HPLC, Sigma-Aldrich) nagy sebességii
keverés kozben homogenizaltam. Az extraktumot 1:4 aranyban higitottam desztillalt
vizzel. A higitott kivonatot leszlirtem, és 10 ml-t az aflatoxin immunaffinitas oszlopra
(VICAM AflaTest HPLC oszlopok, Weber Consulting Kft) vagy az ochratoxin
immunaffinitds oszlopra (VICAM OchraTest WB HPLC oszlop, Weber Consulting
Kft.) t6ltottem. Az oszlopot 10 ml desztillalt vizzel mostam, és a toxint 5 ml metanollal

elualtam.

A ZEA HPLC kimutatasat Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific) berendezéssel
(Adacsi és mstai, 2022b) szerint végeztem. Phenomenex (Torrance, CA, USA) RP-C18
oszlopot (150 x 4,6 mm, 5 pum) fluoreszcencia detektorral (ex274 nm, em440 nm)
hasznaltam, acetonitril-viz-metanol (46: 46:8) eluenssel.

A ZEA-nak kitett mintdkban a feliiliszok ¢és a pellett mikottoxintartalmat is

megmértem. A feliiliszokat metanollal kezeltem 1:1 aranyban, és nagy sebességgel
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vortexeltem. A pellet adszorbealt ZEA-t acetonitril-viz-metanol (46:46:8) keverékkel
extrahaltam ZearalaTestTM (VICAM, Watertown, USA).

A ZEA HPLC méréséhez 20 g szaritott mintat homogenizaltam 2 g natrium-kloriddal
(VWR, Magyarorszag) és 50 ml 90% -os acetonitrillel (HPLC, Sigma-Aldrich), nagy
sebességll keverés kozben. Az extraktumot 1:4 aranyban higitottam desztillalt vizzel. A
higitott kivonatot leszlirtem, és 10 ml-t a ZEA immunaffinitds oszlopra toltSttem
(VICAM ZearalaTest WB HPLC oszlop, Weber Consulting Kft.). Az oszlopot 10 ml

desztillalt vizzel mostam, és a toxint 5 ml metanollal elualtam.

Az alkalmazott HPLC-moédszerek teljesitményét, LOD értékét, linedris tartomanyat és
mikotoxinokkal torténé szennyezésével hataroztam meg (n = 8). A linearis
tartomanyokat 300 pg/kg-ig taldltam az AFBI1 és az OTA esetében, mig a DON és a
ZEA esetében 50 mg/kg-ig terjedd linearitast mutattam ki. A relativ szorédst a variacios

egyiitthato abszolut értékeként szamitottam ki, és minden esetben 10% alatt talaltam.

3.3.2.Mikotoxin kimutatas ELISA rendszerben

Az AFM1 kimutatasat direkt kompetitiv ELISA segitségével hajtottam végre (Aflatoxin
M1 High Sensitivity ELISA; Romer Labs, Tulln, Ausztria). A referencia sort és a
zsirtalanitott tejet a mikrotiter lemez véjataiba pipettaztam. Ezt kdvetden 45 perces
inkubalds kovetkezett. Az inkubdlasi id6 leteltével, eltavolitottam a lyukakbdl a
folyadékot, és Wash Solution Pufferrel mostam. Majd az Aflatoxin M1 High Sensitivity
Conjugate (M1 Antitest) felvitele tortént. 15 perces inkubdldsi id6 elteltével, ijabb
mosasi 1épések utan, az M1 szubsztrat felvitele kovetkezett. Ezutan Gjabb 15 perces
inkubélast kovetden, mar nem végeztem mosast, hanem Stop Solution hozzdadasa
kovetkezett, igy leallitottam az enzimreakciot. Ezt kovetden Synergy HTX Multimode
Reader (BioTek) segitségével 450 nm-en mértem a mintakat (n = 4, CV% < 5%).
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3.4. Baktériumtorzsek izolalasa

31 baktérium izoldtumot gy(jtéttem erjesztett takarmany mintakrol. A teljes
mikrobaszam (PCA), valamint a LAB szam (MRS agar) meghatarozasanal hasznalt
lemezekrdl egyedi telepek kioltasa, majd Gjraoltasa tortént, tiszta tenyészet létrehozésa
céljabol. Az izolatumokat -76 °C-on taroltam glicerolban, és gyongyon (Cryoinstant
Blue 50 Cryotubes Preservation system, VWR). Az izolatumokat MRS (Scharlab),
illetve Nutrient Broth (Scharlab, Barcelona, Spain) taplevesben vizsgaltam a
tovabbiakban.

3.5. Izolalt baktériumok azonositasa MALDI-TOF MS modszerrel

Az MRS, és a PCA taptalajrol izolalt baktériumokat MALDI-TOF MS (Microflex LT,
Bruker Daltonik GmbH, Németorszag) segitségével Zudorné dr. Dombradi Zsuzsanna
Rita (Debreceni Egyetem, DE Klinikai K6ézpont (DEKK), Egészségiigyi Szolgaltatd
Egységek, Diagnosztikai Egységek, Orvosi Mikrobiologia) azonositotta.

Egyedi telepeket elemeztiink a Biotyper 3.0 szoftverrel (Bruker Daltonik GmbH,
Németorszag) ¢és annak 3.1.2 verzioji referenciakdnyvtaraval. A legmagasabb
pontszamu baktériumokat taxonomiailag azonosnak tekintettiik az izolatumokkal. Csak

az 1,95 feletti pontszamokat tekintettiik érvényes eredményeknek.

3.6. Izolalt baktériumok 16S rRNS alapu azonositasa
3.6.1. A genomi DNS izolalasa

A baktériumtenyészetek egyedi kolonidit izolaltam tapagar lemezekrdl, és Nutrient

Broth-ba (Scharlab, Barcelona, Spanyolorszag) oltottam.

A DNS extrakcios protokoll (Wilson, 2001) a kdvetkez6 volt: 16 oras tenyészetb6l 200
ul-t 6sszekevertem 1000 pul CTAB (Biochemica) lizis pufferrel {2% w/v Cetrimonium
bromid CTAB, 1,4 M NaCl, 100 mM Tris/HCI, 20 mM EDTA, pH 8,0} (Applichem
GmbH, Darmstadt, Németorszag), majd 30 percig, 65 °C-on inkubaltam. Ezt kveten a
mintat 2 ml-es Lysing Matrix B (MP Biomedicals Germany GmbH, Schwege,
Németorszag) feltarocsdvekbe tettem. A gyongy alapt lizist 20 masodpercig, 4000 g-n
(centripetalis gyorsulas), Precellys 24 homogenizaloval (Peqlab Biotechnologie Gmbh,
Erlangen, Németorszag) végeztem, majd 10 perc 18600 g (centripetalis gyorsulas)
centrifugdlds kovetkezett. 600 pl feliilliszohoz 240 pl kloroformot adtam, 30
masodpercig kevertem, 20 percig centrifugaltam, 18600 g (centripetalis gyorsulds)
41



alkalmazasaval. 400 ul fels6 vizes fazist 400 pl izo-propanollal kevertem, majd 10
percig 18600 g (centripetalis gyorsulas) alkalmazasaval centrifugaltam. A feliiliszo
ledntését kovetden 500 pl 70% etanolt adtam hozza, majd 10 percig 18600 ¢
(centripetalis gyorsulds) alkalmazéasaval centrifugaltam. A feliiliszo ledntését kovetden
2 perc 18600 g (centripetalis gyorsulds) centrifugalds kovetkezett, és a csO aljan
Osszegyllt folyadékot -eltavolitottam, és a pelletet szobahdmérsékleten szaradni

hagytam. A szaraz DNS pelletet 500 pl steril vizben oldottam.

3.6.2. DNS tisztitasi protokoll

A DNS-kivonatot Amicon Ultra membranon (Merck Millipore, Darmstadt,
Németorszag) tisztitottam meg. Az Amicon Ultra szlir6eszkdzbe 500 ul genomi DNS
kivonatot pipettaztam, majd 10 percig 18600 g (centripetalis gyorsulas) alkalmazasaval
centrifugdltam. Mosési 1épésként 480 pl vizet adtam hozza és 10 perc, 18600 ¢
(centripetalis gyorsulds) centrifugalds kovetkezett. Az Amicon Ultra sziiréeszkozt
megforditva egy tiszta mikrocentrifuga csobe helyezve, 2 perc 1000 g-n (centripetalis
gyorsulds) tortént a centrifugalds, majd a koncentralt minta atkeriilt az eszk6zbdl a
csObe. 20 pl vizzel feltoltve megkaptam a tisztitott DNS kivonatot, amit 4 °C

hémérsékleten taroltam.

3.6.3. PCR reakcio

A PCR reakciot iProof High-Fidelity PCR Kit-el (BIO-RAD Ltd., Hercules, CA, USA
Litvania) végeztem. A genomi DNS-t a polimeraz lancreakcido templatjaként
hasznaltam. A reakcidhoz 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) és 1492R (5'-
TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3") primereket hasznaltam (Pradhan és Tamang,
2019). Steril PCR csovekbe 4 ul 5xiProof HF Buffer, 0,4 pul ANTP mix-et, 2 pl forward,
és 2 ul reverse primert, 1 ul DNS templatot, 10,4 pl desztillalt vizet, 0,2 ul iProof DNS
Polymerazt pipettaztam, igy a végso térfogat 20 ul lett. A PCR-t 98 °C-on 3 percig
végeztem; ezt kovetden 98 °C-on 30 masodpercig, 54 °C-on 30 masodpercig, 72 °C-on
45 masodpercig 30 cikluson keresztiil és 72 °C-on 7 percig T100-as hécikluson (T100
Thermal Cycler, BIO-RAD Ltd., Litvania) tartottam.

3.6.4. PCR termék tisztitasa

A DNS tisztitasa Nucleo SpinGel and PCR Clean up Column (Macherey-Nagel, Diiren,

Németorszag) segitségével tortént a gyartd altal meghatarozott protokoll szerint. 0,8%-
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0s BIOLINE agar6z (Meridian Life Science, Memphis, Tennessee, USA) gélt ontdttem,
amely az aldbbiakat tartalmazza: 50x TAE puffer, desztillalt viz. A gél zsebeibe 10 pl
DNS mintat vittem fel. A lemért steril Eppendorf csébe beletettem a kivagott gél
darabot, majd lemértem. Minden 100 mg agardz gélhez 200 ul puffer NTI-t adtam.
Majd a mintat inkubaltam 5-10 percig 50 °C-on. A Nucleo SpinGel and PCR Clean up
Column-be betoltottem a mintat, 30 masodpercig 11000 g fordulatszamon
centrifugaltam, majd az atfolyast eltavolitottam. Hozzaadtam 700 pl NT3 puffert az
oszlophoz, és centrifugaltam 30 masodpercig, 11000 g-n, majd az atfolyast kidobtam, és
a megismételtem a mosasi 1épést. Centrifugdltam 1 percig 11000 g fordulatszamon,
majd kidobtam az atfolyast, hogy eltavolitsam a puffer NT3-at. Majd az oszlopot egy uj
Eppendorf csébe helyeztem, 3x20 ul 70 °C-os NE puffert tettem ra, 5 percig 70 °C-on
tartottam, ezt kovetden centrifugaltam 30-50 g fordulatszamon 1 percig, majd 11000 g

fordulatszamon 1 percig.

3.6.5. Az izolalt baktériumok azonositasa

A PCR termékek szekvenalasat a BIOMI Kft. (Godolld, Magyarorszag) végezte. A
szekvencidkat National Library of Medicine at the National Center for Biotechnological

Information (NCBI) nyujtottam be OP183257-OP183263 nyilvantartasi szamon.

3.7. Baktériumok mikotoxin rezisztenciaja

Minden rezisztencia vizsgalathoz Biopure mikotoxin oldatokat (Romer Labs, Tulln,
Ausztria) alkalmaztam megfelel6 higitasban. Az izolatumokat LAB-0k esetében MRS
taplevesbe (Scharlab) mas baktériumok esetében Nutrient taplevesbe (Scharlab)
oltottam, és 16 6ran at 30 °C-on inkubaltam, hogy exponencialis fazisu tenyészeteket
kapjak. Az 200 ul MRS taptalajjal vagy Nutrient Broth-val késziilt mikrotiterlemezt
oltottam, hogy kis stirliségii tenyészetet kapjak (0,1-0,2 OD g30nm). A tenyészetekhez
kiilonb6z6 koncentracidban mikotoxint adtam (AFM1: 0-1,47 ug/L; AFB1: 24-50-100
ug/L; OTA: 50-1000 pg/L; DON: 700 -1000 pg/L; ZEA: 100-200-500 pg/L). A
baktériumokat 24 oraig inkubaltam a mikotoxinokkal 30 °C-on mikrotiterlemez-
leolvasoban (Synergy HTX Multimode Reader, BioTek), és az optikai denzitast
oranként leolvastam 630 nm-en intenziv razas utan (30 mp). A kezeletlen (mikotoxinok
nélkiili) tenyészetek novekedési gorbéjét Osszehasonlitottam a mikotoxinnal kezelt

tenyészetekkel (n = 4). A végso szazalékos értéket a 24. 6ras eredménybdl hataroztam
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meg. A novekedési adatok elemzését Gen5 3.05 szoftverben dolgoztam fel (Bio-Tek) és
Microsoft Excel Analisis ToolPac Pearson’s t proba (p < 0,05) segitségével.

3.8. Bakterialis sejtfrakciok készitése

A baktériumtorzseket Nutrient Broth/MRS taplevesben (Scharlab, Barcelona,
Spanyolorszag) tenyésztettem (16 ora, 30 °C), és az exponencidlis fazisu tenyészeteket
centrifugaltam (6100 g, 10 perc, 4 °C). Ezt kdvetden a feliiliszokat eltavolitottam, és a
pelletet haromszor mostam 200 pl steril PBS-el (Sigma-Aldrich). Mosast kovetden a
pelleteket (100 pl) kiilonb6z6 vegyszerekkel (200 ul) kezeltem (Niderkorn és mitsai,
2009; Goh ¢és mtsai, 2009), mely soran kiilonféle frakciokat kaptam (1. tablazat). A
kezeletlen, életképes sejteket csak PBS-el (Sigma Aldrich) mostam. A kezeléseket
kovetéen a mintakat centrifugaltam (18600 g, 10 perc), a feliiliszot ledntottem, és a
pelletet 3x 200 ul PBS-el (Sigma-Aldrich) mostam. A baktériumsejteket és a
sejtfalfrakciokat -20 °C-on taroltam.

1. tablazat: Kiilonb6z6  kezelések, és az  altaluk  létrehozott

baktériumpreparatumok (Niderkorn és mtsai, 2009; Goh és mtsai, 2009)

Kezelés Preparatum

H,0 100 °C, 15 perc sejttormelék

2% w/v natrium-dodecil-szulfat
(SDS) 100 °C, 15 perc
10% wiv triklorecetsav (TCA)
100 °C, 15 perc

sejtfal frakcio

peptidogliikan frakcid

1 M LiCl
S-réteg fehérje
100 °C, 15 perc
1 M HCI 100 °C, 15 perc teicholsav frakciod

3.9. Baktériumok mikotoxin eliminacios képességének vizsgalata

A DON, ZEA, AFBL1, OTA illetve AFM1 (BIOPURE, Romer Labs, Tulln, Ausztria)

toxinokat megfelel6 higitasban alkalmaztam a mikotoxin eliminacios tesztekhez.
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A mikotoxinokat PBS-el (Sigma-Aldrich) higitottam és az alabbi koncentracidkban

adtam hozza az él6 baktériumsejtekhez, és a kiillonbozé baktériumpreparatumokhoz:

AFB1-24 ng/l, AFM1-1,47 ng/l, DON-700 ng/l, ZEA-100 pg/l, OTA-1000 pg/l.

Az alkalmazott toxinkoncentraciok a szakirodalmi kutatdsokban megtalalhato
takarmanymintdk atlagos toxintartalman, és elézetes mikotoxin tolerancia vizsgéalatokon

alapultak (Adacsi és mtsai, 2022b).

Minden mikotoxinnal kiegészitett mintat PBS-ben (Sigma-Aldrich) inkubaltam 1 6éran
at, 25 °C-on, razatassal (6 @), ezt kovetden centrifugaltam (6100 g, 10 perc, 4 °C), a
feliiluszokat eltavolitottam, és HPLC-vel analizaltam a 3.3.1 fejezetben leirtak szerint.
Minden vizsgalatot hdrom parhuzamosban végeztem, pozitiv (sejtek, vagy

sejtfalfrakciok nélkiil) és negativ (mikotoxin nélkiil) kontrollokat is alkalmaztam.

3.10. Eszteraz aktivitas

Az enzimaktivitast spektrofotometriasan mértem Castillo és munkatarsai (1999)
modszere szerint.

A reakcioelegy 800 pl 50 mM Tris-HCI puffert (pH 7.5), 100 ul p-nitrofenil butiratot
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) tartalmazott szubsztratként (8,1 mM acetonban), és
a 100 pl lizalt (Precellys 24 Homogenizer, Peglab Biotechnologie Ltd., Erlangen,
Németorszag) és PBS-el mosott sejttormelék vagy a hdkezelt sejtfalfrakcio mintakat.

Az enzimaktivitast p-nitrofenolként detektaltam 10 perc 37 °C-os inkubalas utan (346

nm). Az észteraz aktivitast percenként felszabadul6 p-nitrofenilben fejeztem ki.

3.11. Szilazs készités

A begylijtott, szecskazott nedves kukorica névény 0,1 v/iv% hangyasavval kezeltem. A
hangyasav csokkenti a szilazs pH értékét, gatolja a rothasztd6 mikrobak névekedését, az
erjedési folyamat igy hatékonyabb. A Fusarium mikotoxin tartalma kukorica referencia
minta (Quality Control Material Deoxynivalenol in corn, Biopure, Quality Control
Material Zearalenone in corn, BIOPURE, Romer Labs, Tulln, Ausztria) bekeverésével a
végkoncentracid 0,7 mg/kg DON, és 0,01 mg/kg ZEA volt. Beoltott torzsként
Lactiplantibacillus plantarum NCAIM BO01074 16 o6ras tenyészetét hasznaltam.
Osszesen négyféle dsszetételii szilazs volt készitve: kontroll, mikotoxinnal szennyezett,
mikotoxinnal szennyezett és baktériummal beoltott, illetve csak baktériummal beoltott.
A kiilonboz6 Osszetételit kukorica (nyersen ~350 g) novényt milanyag dobozokban
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légmentesen becsomagolva, szobahdmérsékleten, 4 hétig, folyamatos nyomads alatt
tartottam. A fermentécio végén szarazanyag, pH, illdsav tartalom, és mikotoxin tartalom

keriilt meghatarozésra.

3.12. Szaraztomeg meghatarozasa

Az erjesztett takarmanymintakat (kukorica, lucerna, rozs) vagy a kukoricat harom
parhuzamosban szaritottam (60 °Cx1 °C) szaritoszekrényben (UN55, Memmert GmbH,
Németorszag). Szaritas elott és utdn a mintak tomegét lemértem, amibdl szaraztomeget
szamitottam (n = 3; a CV%, a variacios koefficiens < 10%). A variaciés koefficiens a
formaban kifejezve és megegyezik a relativ szorassal. RSD= 100*S/M, ahol az S a

standard deviacio, M a szamtani atlag. A szaritas tomegallandosagig tortént (ISO 6496,

1999).

3.13. pH érték meghatarozas

Az elkésziilt szilazs mintak kipréselt levének pH mérése automata pH méro

berendezéssel (pH1100L; VWR Interational Kft.) tértént (n = 3, CV% < 10%).

3.14. Tejsav tartalom meghatarozasa

A szilazs minték tejsav tartalmanak meghatarozasa HPLC-DAD mddszerrel tortént. 50
g szildzs mintat egy Erlenmeyer-lombikba mértem, majd 300 ml viz hozzdaddsa utan
parafilmmel lezartam, majd 4 °C-on taroltam. Ezt kovetden sziirtem {redds sziirGpapir,
majd 0,45 pm porusu Spartan fecskendésziiré (Merck)}. Az atsziirt mintat Phenomenex
(Torrance, CA, USA) RP-C18 oszlopot (125*4 mm, 5 um) DAD detektorral hasznaltam
UV 218 nm-en, acetonitril: viz (10:90) eluenssel. Az alsé detektalasi hatar (LOD) 0,1
mg/Kkg.

3.15. Illésav tartalom meghatarozasa

50 g szilazs mintat egy Erlenmeyer-lombikba mértem, 300 ml 1 v/v%-os foszforsav
oldat hozzaadasa utan parafilmmel lezartam, majd 4 °C-on taroltam egy éjszakan at. Ezt
kovetden redds szlir6papir, majd 0,45 um-es Spartan fecskendésziirével (Merck) tortént
a mintdk szlirése. Az aldbbi komponenseket gézkromatografia segitségével Békési
Adam (DE MEK Agrarmiiszerkozpont) mérte: ecetsav, propionsav, i-vajsav, n-vajsav,

n-vajsav, I-valeriansav, n-valeriansav, i-kapronsav, n-kapronsav, heptansav. A
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gazkromatografia koriilményeit a 2. tablazat mutatja be. A standard Fatty Acid Methyl
Esters (FAME) mix volt (Sigma-Aldrich). LOD= 0,002 m/m%, n = 3.

2. tablazat: A gazkromatografia koriilményei

Késziilék Varian CP 3800 (Varian Inc, Walnut Creek, CA, USA)
Kolonna Varian CP-Wax 52 CB, 30 m * 0.25 mm ID; 0,25 pm
Vivogaz 2,0 ml/min hélium, constant flow
Mintatérfogat I ul
Injektor 240 °C, split: 1:10
HoOmérséklet program 95 °C, 14,5 °C/min, 185 °C (hold: 2,5 min)
Detektor langionizacios detektor (FID), 230 °C

3.16. Statisztikai analizis

A korrelacios elemzéseket (Pearson-féle) a Microsoft Excel adatelemzé ToolPac
programban végeztem. A ndvekedési adat, és mikotoxin eliminacids elemzéseket Gen5
3.05 szoftverben (BioTec) és Microsoft Excel Analysis Tool-Pac-ban végeztem, ahol t-

probat (p<0,05) végeztem a szignifikancia-elemzéshez.
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4. EREDMENYEK ES TARGYALASUK

4.1. Az ipari erjesztett takarmanymintak jellemzése

A vizsgilt erjesztett takarmanyok szaraztomege 19% és 71% kozott mozgott, a nagy

kiilonbséget a fermentalt takarmanyok kora és 0sszetétele magyarazta (3. tablazat).

3. tablazat: Az erjesztett takarmanymintak szaraztomege (n = 3)

Sorszam  Erjesztett takarmanyok  Szadrazanyag tartalom (%)

1 Kukorica szilazs 71
2 Kukorica szilazs 325
3 Kukorica szilazs 29
4 Kukorica szilazs 19
5 Kukorica szilazs 38
6 Kukorica szilazs 46
7 Kukorica szilazs 44
8 Kukorica szilazs 30
9 Kukorica szilazs 51
10 Kukorica szilazs 40
11 Kukorica szilazs 44
12 Kukorica szilazs 39
13 Kukorica szilazs 31
14 Kukorica szilazs 26
15 Lucerna szilazs 30
16 Lucerna szilazs 36
17 Lucerna szilazs 46
18 Lucerna szenazs 33
19 Rozs szilazs 29
20 Rozs szenazs 27
21 Tritikalé szenazs 68
22 Tritikalé szenazs 32

Az erjedés végén tObbnyire savtiird szervezetek és spordk maradnak életben. A
fermentalt takarmanyok mikrobaszdma nagyon valtoz6 volt, mivel az Osszes aerob
telepszam logaritmikus értéke 3,265 és 7,254 logip TKE/g kozott mozgott. Az MRS
agar taptalajbol szarmazo telepszamok logaritmikus értéke 1,778 és 6,167 logio TKE/g

kozott volt. Mezofil szulfitredulaldo Clostridium-ok szamban valtozéan voltak jelen a
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mintakban (1-5,4 logio TKE/g). A legtobb mintat alacsony penészszam jellemezte (1
logio TKE/g), de néhany minta magas penészszennyezddést (3,00 - 6,079 logio TKE/Q)

tartalmazott (4. tablazat).

4. tablazat: A vizsgalt fermentalt takarmanyok mikrobialis Osszetételének jellemzése.
A PCA, az MRS agar ¢s a CGA agaron szamolt telepszamot logaritmikus formaban
fejeztem ki (n = 3; CV% < 10%)

Tejsavbaktérium

Sorszim Erjesztett  Osszesiraszam sZAm Penészszam
takarmanyok (logyo TKE/Q) (logs TKE/Q) (logio TKE/Q)
1 Kukorica szilazs 3,265 2,041 2,204
2 Kukorica szilazs 6,068 6,000 1,000
3 Kukorica szilazs 6,740 6,176 1,000
4 Kukorica szilazs 6,526 4176 1,000
5 Kukorica szilazs 3,397 2,000 1,000
6 Kukorica szilazs 5,247 3,813 1,000
7 Kukorica szilazs 5,656 3,756 3,477
8 Kukorica szilazs 6,830 5,079 1,602
9 Kukorica szilazs 4,991 3,279 1,000
10 Kukorica szilazs 6,755 5,415 6,079
11 Kukorica szilazs 6,884 4.079 1,699
12 Kukorica szilazs 4,341 2,908 1,000
13 Kukorica szilazs 4,235 1,845 1,000
14 Kukorica szilazs 5,965 5,176 4,146
15 Lucerna szilazs 6,522 5,041 3,176
16 Lucerna szilazs 7,254 4,851 1,000
17 Lucerna szilazs 6,377 4,000 1,301
18 Lucerna szenazs 4,289 1,778 1,000
19 Rozs szilazs 5,886 4,322 1,000
20 Rozs szenazs 4170 2,398 1,477
21 Tritikalé szenazs 6,715 5,362 2,903
22 Tritikalé szenazs 5,705 2,544 1,000

A fermentalt takarmanyokbol foként DON szennyezddést mértem, ¢és a
koncentraciotartomany meglehetdsen széles volt, 0,100 mg/kg és 3,254 mg/kg kozott. A
DON altali atlagos szennyezddés kukoricaszilazsban 0,901+0,012 mg/kg volt. Mas
mikotoxinokat is kimutattam, AFB1-et és AFG2-t, és bizonyos esetekben a ZEA-t is
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mértem a fermentalt takarmanyokban. Az erjesztett lucerna termékekben az OTA, és az
AF szennyezés jellemz6 volt mind a szildzs, mind a szendzs mintdkban, és a szilazsban

a DON is kimutathat6 volt (5. tablazat).

5. tablazat: A erjesztett takarmanymintak toxikologiai jellemzése. Az AF-at, az OTA-t,
a DON-t és a ZEA-t HPLC technikaval mértem szaritott mintakbol, és a fermentalt
takarmanyok szaraz tomegére vonatkoz6 mikotoxin-tartalomban fejeztem ki (n = 3,
CV% < 10%).

Sorszim Erjesztett AF OTA DON ZEA
takarmanyok  (ng/kg) (ug/kg) (mg/kg) (mg/kg)
1 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 <0,1 <0,1
2 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 <0,1 <0,1
3 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 <0,1 <0,1
4 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 <0,1 <0,1
5 Kukorica szilazs B1 1,15 <0,5 3,25 <0,1
6 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 1,07 <0,1
7 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 1,35 <0,1
8 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 0,47 <0,1
9 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 1,03 <0,1
10 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 2,57 0,42
11 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 1,19 <0,1
12 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 1,24 <0,1
13 Kukoricaszilizs 5o gb?gi <05 <01 <01
14 Kukorica szilazs <0,01 <0,5 <0,1 <0,1
15 Lucerna szilazs <0,01 <0,5 0,45 <0,1
16 Lucerna szilazs <0,01 0,80 <0,1 <0,1
17 Lucerna szilazs <0,01 2,52 <0,1 <0,1
18 Lucerna szenazs gf zg:éi 27,57 <0,1 <0,1
19 Rozs szilazs <0,01 <0,5 <0,1 <0,1
20 Rozs szenazs (B;f 263:81 <0,5 <0,1 <0,1
21 Tritikalé szenazs <0,01 <0,5 <0,1 <0,1
22 Tritikalé szenazs <0,01 <0,5 <0,1 <0,1

A végsd Osszes mikrobaszam nagyrészt LAB-bol allt, és életképes sejtszamuk nem

fliggbtt a takarmany végso viztartalmatol, mivel a Pearson-féle korrelacios egyiitthato
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csak 0,219 volt, a fermentalt takarmanyok nedvességtartalma (29-81%), és az ¢letképes
LAB szam kozott (15. abra).
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15. abra A viztartalom és a tejsavbaktérium szam Pearson-féle korrelacioja a

fermentalt takarmanyokban

A fermentalt takarmanyok Osszes telepszama szoros kapcsolatban volt a tobbnyire
LAB-okat tenyésztd MRS agar telepszamaival, mivel a korrelacios egyiitthatd 0,848
volt, ami er6s pozitiv korrelaciot mutatott (16. abra, 6. tablazat). A mezofil

szulfitredukalo Clostridium-ok szama nem korrelalt sem az 6sszes mikrobaszammal,

sem a LAB szammal.
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16. abra A teljes mikrobaszam és a tejsavbaktérium szam Pearson-féle

korrelacidja a fermentalt takarmanyok végso szakaszaban

A tritikalé szenazs mintakat alacsony mikotoxintartalom mellett viszonylag magas LAB
szam jellemezte (2,5-5,3 logio TKE/g) (4. és 5. tablazat).

A magas penészszennyezO0dés Semmilyen esetben sem mutatott dsszefliggést a magas
mikotoxintartalommal. A 10. minta esetében magasabb DON (2,57 mg/kg) értéket lehet
tapasztalni magasabb penészszam (6,079 (logl0 TKE/g) mellett, de markans korrelacio

nincs. Ez koszonhetd volt a penészspordk eltérd perzisztencidjanak, illetve a

crer

volt a mikotoxinokkal (AF: -0,360; OTA: -0,339), (6. tablazat).
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6. tablazat: A fermentalt takarmanyokbol mért mikrobaszamok és mikotoxinok

Pearson-féle korrelacios egyiitthatoi

| Osszes LAB  Pemészgomba o S5raA poN  ZEA
mikrobaszam SZzam
0sszes 1
mikrobaszam
LAB 0,848 1
penészgomba 0,268 0,363 1
Szam
AF -0,271 -0,360 -0,144 1
OTA -0,226 -0,339 -0,148 0,993 1
DON -0,196 -0,123 0,316 0,112 -0,158 1
ZEA 0,208 0,240 0,707 -0,050 -0,053 0,490 1

4.2. Erjesztett takarmany eredetii baktériumok azonositasa

Az 7. tdblazat szemlélteti a fermentalt takarmanyokbol MALDI TOF MS-sel azonositott

baktériumokat.

A kukoricaszilazsban leggyakoribb talalt LAB a Lactiplantibacillus plantarum volt. A
lucerna szilazs mikroba kozosségének nagy szazalékat (78%) a Lactiplantibacillus
pentosus jellemezte, mig a rozsszilazs- és szenazsmintakban a Pediococcus-ok voltak a
tipikus baktériumok. Az aerob sporaképzd baktériumok egy részét (pl. Lysinibacillus
spp., Rummeliibacillus spp., és Bacillus spp.), valamint egy enterobaktériumot, a
Klebsiella pneumoniae-t is izolaltam, és jellemeztem az erjesztett takarmanyokbol (7.
tablazat).
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7. tablazat: Fermentalt takarmanyokbol szarmazoé baktérium izolatumok azonositasa.
Az izolatumok azonositasa a baktériumok fehérjeprofilja alapjan két ismétlésben tortént
MALDI-TOF MS technikaval. Az 1,950 alatti pontszamti azonositast bizonytalan

azonositasként hataroztam meg, és az elemzést megismételtem

Izolatumonkénti
Eredet Azonositott organizmus Azonosito legmagasabb
MALDI-TOF érték

AMKB1/3 2,292

AMKT9/3 2,261

AMK5/1 2,317

AMKS5/2 2,295

kukorica szilazs Lactiplantibacillus plantarum AMKS/3 2,343
AMK7/13 2,297

AMK7/15 2,242

AMKS8/5 2,379

AMK10/3 2,382

AMKG6/1 2,377

AMKE6/4 2,211

AMKG6/15 2,235

lucerna szilazs AMKE6/9 2,181
Lactiplantibacillus pentosus AMKE6/16 2,271

AMKG6/17 2,283

AMKG6/18 2,273

. » AMKT7/14 2,338
kukorica szilazs AMK11/1 2 301
kukorica szilazs Latilactobacillus curvatus AMK12/2 2,327
kukorica szilazs Lacticaseibacillus paracasei AMKB4/3 2,473
. . . . AMK11/3 2,226

kukorica szilazs Levilactobacillus brevis
AMKT3/3 2,226
kukorica szilazs Pediococcus pentosaceus AMK12/1 2,214
. _ o AMK13/1 2,21
rozs szilazs Pediococcus acidilactici

AMK13/2 2,207

kukorica szilazs Loigolactobacillus coryniformis AMKB6/3 2,239
kukorica szilazs Klebsiella pneumoniae AMKaS/2 2,39
kukorica szilazs Bacillus thuringiensis AMK10/1 2,137
kukorica szilazs Lysinibacillus fusiformis AMK10/2 1,959
lucerna szenazs Rummeliibacillus suwonensis AMK9/2 1,956
lucerna szenazs Lysinibacillus boronitolerans AMKO9/1 2,258
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A fermentalt takarmanyokbol szarmazo6 bakterialis izolatumokat 97%-nal magasabb
homoldgiaval azonositottam 16S rRNS génszekvenciak segitségével is. Négy Gram-
pozitiv endosporaképzé organizmust is izolaltam, ezek taxonomiailag a Firmicutes
torzshoz tartoztak. A Rummeliibacillus suwonensis (Planococcaceae) kivételével
minden izolatum a Bacillaceae csaladba tartozott (Vos és mtsai, 2011; Federhen, 2015;
Schoch és mtsai, 2020).

4.3. Erjesztett takarmany eredetii izolalt baktériumok mikotoxin

rezisztenciaja

A tiszta baktériumtenyészetek mikotoxin rezisztenciajat tanulmanyoztam, hogy
megtudjam, van-e a bakterialis szaporodasra gatlo hatasa a mikotoxinoknak, ami esetleg
jelentésen akadalyozhatnd a fermentédcios eljarasokat. A mikotoxinnal kezelt és
kezeletlen bakterialis tenyészetek ndvekedési gorbéi alapjan azt allapitottam meg, hogy
a vizsgalt mikotoxin koncentraciok esetében a szervezetek altalaban erds rezisztenciat

mutattak (8. tablazat).

A mikotoxinok alacsonyabb koncentraciéi nem okoztak valtozast a bakterialis
tenyészetek szaporodasaban és ebben a tulajdonsadgban a vizsgalt LAB-ok, sporaképzd
baktériumok és a Klebsiella pneumoniae sem kiilonboztek egymastol. Az AFBI1 24 ug/l
koncentracioban szaporodasi gatlast okozott néhany LAB izolatumban (L. curvatus, L.
brevis, L. coryniformis), de csak maximum 24% -ig a L. brevis AMKT3/3 esetében (2.
melléklet). Az izolalt sporaképz6 baktériumok (Lysinibacillus spp., Rummeliibacillus
suwonensis és Bacillus thuringiensis) és a Klebsiella pneumoniae névekedését 100 pg/l

értékig az AFB1 nem befolyésolta (8. tdblazat).

A DON (1000 pg/l) és a ZEA (500 pg/l) nem gatolta a sejtek szaporodasat (3. és 4.
melléklet).

Ugyanakkor altalanosan kijelenthetd, hogy az OTA a baktériumok szaporodasanak
gatlasat okozta, 33-86%-o0s gatlas volt megfigyelhetd 1000 pg/l OTA koncentracid
mellett (8. tablazat), (1. melléklet).
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8. tablazat: Fermentalt takarmanyokbdl szarmazo6 baktériumizolatumok AFB1 és OTA

rezisztenciaja. A baktériumok novekedésének gatlasat 24 g/l AFB1-el, illetve 1000
ug/l OTA-val teszteltem (n = 4).

AFBI1 altali OTA altali
Eredet Azonositott organizmus Azonosité novekedésgatlis  novekedésgatlds
(24 ngN) (1000 pg/l)
AMKB1/3 0% 43%
AMKT9/3 0% 45%
AMKS5/1 0% 66%
AMKS5/2 0% 67%
kukorica szilazs Lactiplantibacillus plantarum  AMK5/3 0% 33%
AMK7/13 0% 48%
AMK7/15 0% 69%
AMKS8/5 0% 52%
AMK10/3 0% 64%
AMKE6/1 0% 64%
AMKE6/4 0% 61%
AMKG6/15 0% 58%
lucerna szilazs AMKG6/9 0% 47%
Lactiplantibacillus pentosus
AMKG6/16 0% 57%
AMKG6/17 0% 65%
AMK6/18 0% 61%
. s AMK7/14 0% 80%
kukorica szilazs
AMK11/1 0% 39%
kukorica szilazs Latilactobacillus curvatus AMK12/2 13% 771%
kukorica szilazs Lacticaseibacillus paracasei AMKB4/3 0% 41%
0, 0,
kukorica szilazs Levilactobacillus brevis AMKIL/3 0% ST%
AMKT3/3 24% 25%
kukorica szilazs Pediococcus pentosaceus AMK12/1 0% 57%
. . e AMK13/1 0% 53%
rozs szilazs Pediococcus acidilactici
AMK13/2 0% 53%
kukorica szilazs ~ Loigolactobacillus coryniformis ~ AMKB6/3 12% 64%
kukorica szilazs Klebsiella pneumoniae AMKS/2 0% 86%
kukorica szilazs Bacillus thuringiensis AMK10/1 0% 65%
kukorica szilazs Lysinibacillus fusiformis AMK10/2 0% 73%
lucerna szenazs Rummeliibacillus suwonensis AMK9/2 0% 54%
lucerna szenazs Lysinibacillus boronitolerans AMKOY/1 0% 46%
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4.4. Erjesztett takarmany eredetii baktériumok ¢él6 sejtjeinek és

sejtfalfrakcioinak mikotoxin eliminacioja

Mivel ezen vizsgalat esetében, a VICAM modszer modositasara volt sziikség, és nem
hasznaltam immunaffinitas kromatografiat a tisztitasnal, a HPLC méréseket ezért
validalni kellett, igy kivitelezéséhez kimértem a vizsgalt mikotoxinokra jellemzd
analitikai értékeket (9. tablazat). Az ismétléseken beliili variacids egyiitthatokat

kiszamitva, azok minden esetben 10% alattiak voltak.

9. tablazat: Vizsgalt mikotoxinok HPLC kimutatasi hatara és retencios ideje

Kimutatasi hatar

Mikotoxin (LOD) Retencios ido
AFB1 0,02 ng/l 10,3 perc
DON 0,05 mg/l 3,2 perc
ZEA 2,6 ng/l 8,9 perc

A B. thuringiensis, L. boronitolerans, L. fusiformis, R. suwonensis esetében a DON
eliminacios képesség elhanyagolhatd volt. Az AFB1 eliminacios képesség 20% alatti
volt, kivétel a B. thuringiensis S-réteg fehérje frakcid esetében, ahol 64%-0s AFB1

eliminacio tortént (17. abra).
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17. abra Bacillus thuringiensis AMK10/1, Lysinibacillus boronitolerans AMK9/1,
Lysinibacillus fusiformis AMKI10/2 és Rummeliibacillus suwonensis AMK?9/2
¢letképes sejtjeivel, és ezek baktériumpreparatumaival végzett AFBI elimindcios
tesztet kovetden a feliiluszobol mért AFBL (n = 3, CV% < 15%). Az egyes oszlopok
feletti betlik az Osszes minta paronkénti Osszehasonlitdsdnak eredményét jelzik. Az
azonos betlivel jelzett eredmények nem térnek el szignifikansan (t proba, p < 0,05)

egymastol

A baktériumok €16 sejtjei és sejtfal-preparatumai altali ZEA eliminacid jelentds
kiillonbségeket mutatott (18. abra). A baktériumsejtek és sejtfalpreparatumok kimagaslo
ZEA eliminéciot mutattak (18. A. dbra). Az elimindlt ZEA-t csak részben tudtam
visszanyerni a baktériumokbol, és a preparatumokbdl (18. B. abra). Ezenkiviil, az
egyes baktériumok, és sejtfalkészitmények esetében a visszanyert ZEA mennyisége
még a kimutatasi hatar (2,6 pg/l) alatt maradt. Ez felvetette a mikotoxin enzimes
degradacio lehetdségét, ami viszont a preparatumok esetében a hdkezelés miatt

alapvetden kétséges volt.

A 18. A. abran lathat6, hogy a Rummeliibacillus suwonensis AMK9/2 baktérium
¢letképes, és preparatumainak a ZEA elimindcidja azonos értékeket mutatott (kb.

40%).

Lényeges, hogy az L. boronitolerans AMK9/1 tisztitott sejtfal-, PG- és S- réteg fehérje-

frakcioi majdnem teljesen eliminaltdk a ZEA-t, és a fennmaradd ZEA koncentracidk a
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feliiliszokban a LOD alatt voltak. A kiilonb6z6 sejtfalfrakcio-pelletekbdl kinyert ZEA
koncentraciok a kiindulési értékek 1-12% -at tették ki (sejtfalfrakcio: 1%, PG frakcio:
12%, S- réteg fehérjék: 6%) (18. abra).
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18. abra Bacillus thuringiensis AMK10/1, Lysinibacillus boronitolerans AMK9/1,
Lysinibacillus fusiformis AMK10/2 és Rummelinibacillus suwonensis AMK9/2
¢életképes sejtjeivel, és ezek baktériumpreparatumaival végzett ZEA eliminacios tesztet
kovetden a feliiluszobol (A), és a pelletbdl (B) mért ZEA koncentracioé (n = 3, CV% <
15%). Az egyes oszlopok feletti betlik az dsszes minta paronkénti dsszehasonlitdsanak
eredményét jelzik. Az azonos betlivel jelzett eredmények nem kiilonboznek

szignifikansan (t proba, p < 0,05) egymastol
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A Lysinibacillus fusiformis AMK10/2 esetében a sejttormelék, a tisztitott sejtfal, a PG
frakcio, és az S-réteg fehérje frakcio kimagasldo eredményeket mutatott a ZEA
eliminaciojaban (18. A. &bra). Viszont a frakciokbol a ZEA visszanyerése csak egy
részben volt szamottevo, kivéve a Lysinibacillus fusiformis AMK10/2 S—réteg fehérje
frakciojat, ahol az eredeti ZEA 25%-a volt elimindlhat6 (18. B. ébra).

A Bacillus thuringiensis AMK10/1 esetében az ¢letképes sejtek, sejttormelék, a
tisztitott sejtfal, és a teicholsav frakci6 alkalmas volt a ZEA eltavolitasara (18. A. abra).
A PG frakci6 esetében a ZEA eliminacié elhanyagolhatd volt, mig a S-réteg fehérje
frakcional 38% volt. Az AMK10/1 sejtekbdl és sejtfalfrakciokbol ZEA szabadult fel az

extrakcio soran (18. B. ébra).

A Klebsiella pneumoniae esetében DON eliminaciét nem tapasztaltam. Az AFB1
eliminacidja a PG (15%), tisztitott sejtfal (18%), teicholsav (20%), és sejttormelék
(27%) frakcioknal szignifikans volt (19. abra).
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19. abra A Klebsiella pneumoniae életképes  sejtjeivel, ¢és  ezek
baktériumpreparatumaival végzett AFB1 eliminacids tesztet kovetden a feliiluszobol
mért AFBI koncentracio (n = 3, CV% < 15%). Az egyes oszlopok feletti betiik az
Osszes minta paronkénti Osszehasonlitasanak eredményét jelzik. Az azonos betiivel

jelzett eredmények nem kiilonboznek szignifikdnsan (t proba, p < 0,05) egymastol.
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A ZEA climinacios vizsgalatok alapjan megallapithat6, hogy a Klebsiella pneumoniae
esetében a tisztitott sejtfal (0%), S-réteg fehérje (0%), és a sejttormelék (0%)
feliilisz6jabol nem mértem vissza ZEA-t, viszont a tisztitott PG-nal (84%), és a
teicholsav frakcional (87%) jelentds mennyiségben kimutathatd volt a ZEA toxin (20 A.
abra). A pelletbdl visszamért ZEA koncentracio alapjan a tisztitott sejtfalnal (77%),
sejttormeléknél (76%), nagy mennyiségben kimutathat6 volt a toxin, mig a tisztitott PG
(9%), teicholsav (11%), és S-réteg fehérje (0%), frakcioknal nem volt jelentds a toxin

mennyisége (20 B. abra).
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20. abra Klebsiella pneumoniae életképes sejteivel, és baktériumpreparatumaival ZEA
eliminicios tesztet kovetden a feliiluszobol (A), és a pelletbdl (B) mért ZEA

koncentracio (n = 3, CV% < 15%). Az egyes oszlopok feletti betlik az 6sszes minta
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paronkénti Osszehasonlitdsanak eredményét jelzik. Az azonos betlivel jelzett

eredmények nem kiilonboznek szignifikansan (t proba, p < 0,05) egymastol
4.5. Eszteraz aktivitas

Mivel az észterdz aktivitas az €16 baktériumsejtekben a ZEA lebomlasahoz kapcsolodik
(Wang ¢és mtsai, 2017), ezt az enzimaktivitdst mértem, és ez nagy valtozatossagot
mutatott. Az R. suwonensis AMK9/2 és a B. thuringiensis AMK10/1 magasabb észteraz
aktivitast produkalt, mint az L. boronitolerans AMK9/1 és a L. fusiformis AMK10/2. A
legmagasabb enzimaktivitast az R. suwonensis AMK9/2 sejttormelékben mértem (1,98
+ 0,3 mM p-nitrofenol felszabadulas/perc) (21. abra).

A Pearson-féle korrelacios analizis 0,618-as korrelacids egyiitthatét mutatott ki az
enzimaktivitds és a sejttormelékbél kivont ZEA  kozott, valamint 0,748 az
enzimaktivitas és a sejtek feliiliszojdban marad6 ZEA kozott (10. tdblazat). Az R.
suwonensis AMK9/2 sejtek és az AMK9/2 sejtfalfrakciok azonos aranyban tavolitottak
el a ZEA-t. Az észterazaktivitast azonban nem lehetett mérni a sejtfalfrakciokbol, mivel
ezeket a mintakat kiilonb6zé vegyszerekkel és hokezeléssel allitottam eld. Ezért az

¢észteraz aktivitds nem magyarazta az AMK9/2 sejtfalfrakciokkal a ZEA eliminéciojat.

e

—

Eszteraz aktivitis (mM/min)

R. suwonernsis B. thuringiensis

21. abra Az észterdz aktivitas a Rummeliibacillus suwonensis AMK9/2 és Bacillus
thuringiensis AMK10/1 lizalt sejttdrmelékébdl
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10. tablazat: Pearson féle korrelacios egylitthatok az enzimaktivitas és a

sejttormelékbdl kivont, valamint a feliilluszoban maradé ZEA kozott.

Pellet Feliilaszo Enzim
Pellet 1
Feliiltiszo -0,805 1
Enzimaktivitas 0,618 0,748 1

4.6.Tejipari mikroorganizmusok vizsgalata
4.6.1. Tejipari mikroorganizmusok aflatoxin M1 rezisztencidja

Az AFMl-et kiilonb6zé koncentraciokban probaltam ki a vizsgalt probiotikus
torzsekkel szemben. Az MRS taplevesben az életképes sejtek AFM1 kezelése soran
nem észleltem szignifikans valtozast a sejtek szaporodasaban, kivéve az L. lactis ssp.
lactis R703 tenyészetet, ahol a tenyészetek exponencialis novekedési fazisaban (22.
abra) magas AFMI1 koncentracido (1,47 pg/l) mellett a sejtstiriség kismértéki, de
szignifikans csOkkenését észleltem. A 4. 6ratol a 13. 6rdig szignifikans eltérés van a

kezeletlen és az AFM1-el kezelt tenyészet kozott.
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22. abra AFM1-el kezelt Lactococcus lactis ssp. lactis R703, Bifidobacterium
animalis ssp. lactis BB12, L. paracasei ssp. paracasei 431 novekedése 24 ora
alatt (n =4, CV% < 5%, t proba, p < 0,05)

4.6.2. Tejipari mikroorganizmusok aflatoxin M1 eliminacioja

A zsirtalanitott, természetesen szennyezett tej AFM1 koncentracioja 30+5 ng/kg volt. A
szennyezett tejbol a Lactococcus lactis ssp. lactis R703 PG frakcioja eliminalta a
legtobb AFM1-et (58%). A PG frakciotol eltéréen a tej AFM1-tartalma minden frakcio,
a tisztitott sejtfal (75%), a teicholsav-frakcio (84%) ¢és a sejttormelék (91%) esetében

crer

maradt a kezeletlen, életképes sejtek alkalmazasakor.
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23. abra A tej visszamért AFMI1 tartalma a bakterialis frakciok alkalmazasanal. A
Lactococccus lactis ssp. lactis R703, Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12, L.
paracasei ssp. paracasei (L. casei) 431 biomassza eltavolitja az AFM1-et a szennyezett
tejbol. A tej visszamért AFM1 tartalma alapjan tisztitott PG, tisztitott sejtfal, teicholsav,
¢s a sejttormelék eltérden tavolitotta el a mikotoxint. Az egyes oszlopok feletti betiik az
Osszes minta paronkénti Osszehasonlitdsanak eredményét jelzik. Az azonos betiivel
jelzett eredmények nem térnek el szignifikansan egymastol (n = 3, CV% < 10%, t

proba, p <0,05)

A Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 PG frakci¢ alkalmazasakor volt a
legalacsonyabb a tejb6l visszamért AFM1 tartalom (60%). A PG frakciot kdvetden a tej
AFMI tartalma a tobbi frakcional magasabb volt: a tisztitott sejtfal (78%), teicholsav
frakcié (70%), sejttormelék (75%), életképes sejtek (81%), (23. éabra). Kiilonbdzd
mennyiségli (50, 100, 150 pl) bakteridlis PG frakcid, hasonlé maradék AFM1
mennyiséget eredményezett: 60%, 68%, és 62% a tejben, szignifikdns kiillonbségek
nélkiil. A Lactococcus lactis ssp. lactis R703 esetében, a megemelt PG frakciok (50,
100, 150 pl), az alabbi maradék AFM1-et eredményezték a tejben: 58%, 65% és 59%.
Ezek alapjan, arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a novekvd mennyiségben

alkalmazott készitmény nem novelte az AFM1 eliminaciot.

Az L. paracasei ssp. paracasei 431 LAB AFMI1 eliminacioja nem volt szamottevd. A
kezeletlen, €16 baktérium nem elimindlta az AFMIl-et. Az AFM1 kezdeti
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crer

esetében (23. abra).

Az R703 és BB12 sejtpreparatumok AFM1 eliminacios képességét megndvelt kezelési
iddvel is teszteltem. Kétoras kezelést kovetden a két sejtpreparatum AFMI1 elimindcidja
nem nétt az ugyanazon biomassza készitmények egyoras inkubacioihoz képest (23. abra
¢és 24. abra). Az R703 és a BB12 PG frakciok esetében 78%, illetve 68% -ban maradt a
tejpen AFML1 toxin. A kezeletlen BB12 baktérium nem tavolitotta el az AFM1 toxint a
tejbol. Az életképes R703 baktériumokkal az eredeti AFM1 79% -a mérhetd volt (24.

abra).

A BB12 torzs esetében a PG frakcio mikotoxin eliminacids képessége jobb volt, mint az
¢letképes sejteké. Az R703 torzs esetében nem volt szignifikans kiilonbség az ¢é16 sejtek
¢és a PG frakciok eliminécios képessége kozott. A hosszabb inkubacios id6 csokkentette
az eliminalt AFM1 mennyiségét mind az él6 sejteknél, mind a PG frakcioknal az R703,

¢s BB12 torzs esetében (24. abra).
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24. abra A tisztitott peptidogliikan frakcio és a kezeletlen él6 sejt tejbdl visszamért
AFMI1 tartalma 1 és 2 oras inkubacional. Lactococcus lactis ssp. lactis R703 és
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 tisztitott peptidoglikan 1 ¢és 2 oras
inkubécional eltérden eliminalta az AFM1-et. A kezeletlen R703 baktérium esetében a
tej mért AFM1 tartalma 79%. Az egyes oszlopok feletti betilk az Osszes minta
paronkénti Osszehasonlitdsanak eredményét jelzik. Az azonos betiivel jelzett
eredmények nem térnek el szignifikansan egymastol (n = 3, t proba, p < 0,05)
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4.7. Mikotoxin eliminacio Kisérleti siloban

Az elkésziilt kukoricaszilazs mintak vizsgalati eredményeit a 11. tablazat szemlélteti. A
legalacsonyabb pH értéket a kontroll minta mutatta (pH 4,55), a mikotoxinnal
szennyezett minta pH-ja 4,57, a mikotoxinnal szennyezett és Lactiplantibacillus
plantarum NCAIM B01074 tenyészettel beoltott minta pH-ja 5,16 volt, mig a csak
tenyészettel beoltott minta pH-ja 5,01 értéket mutatott.

A kiindulasi szérazanyagtartalom 19,90% volt. A kész szilazs mintdk szarazanyag
tartalma cs6kkenést mutatott, kivételt képzett a mikotoxinnal szennyezett szilazs minta,

ahol enyhe novekedés volt megfigyelhetd (11. tablazat), de ez nem volt szignifikans.

11. tablazat: In vitro elkészitett szilazs pH értéke, szarazanyaga és illosav tartalma
szarazanyagra vonatkoztatva. Az eltérd betlijelzések szignifikans eltérést mutatnak.

(p<0,05)

. . . Mikotoxinnal
Vizsgalati Kontroll bseecfrtztc?':t I\g;l;g?)gzner;,?l szennyezett és
paraméter minta minta mir)llta sejttel beoltott
minta
pH 4,55+0,12°  5,01+0,11° 4,57+0,14° 5,16+0,12"
szarazanyag 16,3+0.26° 15,1+1,19° 20,1ﬂ:1,09IO 16,8+0,60%
(m/m%)
tejsav 127,645,6°  97,6+152°  122,542,12° 108,3+1,23°
(g/kg sz.a.)
ecetsav 1124095  1,7140,02" 0,83+0,04° 0,97+0,04°
(g/kg sz.a.)
N-Vajsav (0.0 0028 2.3240,05° 4.14+0,08° 3,79+0,10°
(g/kg sz.a.)

A tejsav tartalom a kontroll mintatdl jelentésen nem kiilonbozott a mikotoxint
tartalmazo minta esetében (11. tablazat) a folyamat végén, mig a csak L. plantarum
NCAIM BO01074 sejtekkel kezelt silomintdnal a legalacsonyabb értéket mutatta. Az
ecetsav tartalom a kontroll mintdban magas, mig a tobbi in vitro kész szilazsban
alacsony értékeket mutatott. Legkisebb propionsav mennyiséget a sejtet tartalmazé
szilazs mintaban detektaltam. Az iz0-vajsav alacsony koncentracioban volt jelen mind a
négy kezelésben. Az n-vajsav a legalacsonyabb koncentracioban a kontroll szilazs
mintdban volt jelen. Az izo-valeriansav a kontroll mintaban magasabb koncentracioban

volt jelen, mint a tobbi szilazs mintdban. Az n-valeriansav esetében csak a toxinnal
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szennyezett szilazs minta esetében volt detektalhatdo, mig a tobbi mintdban alsé
méréshatar (LOD) alatti koncentracioban volt jelen. Az izo-kapronsav a kontroll minta
esetében volt kimutathaté, mig a masik harom mintdban méréshatar alatt volt. A
heptansav mind a négy szilazs minta esetében méréshatar (LOD= 0,002 m/m%) alatt
volt.

A 12. tablazat szemlélteti a kiindulasi szecskazott kukorica névény, valamint az in vitro
szilazs mintdk mikotoxin tartalmat. A kontroll minta esetében a szecskazott kukorica
novénynél a DON mikotoxin nem volt mérhetd, viszont a kész szilazsban detektalhato
volt. A mikotoxinnal szennyezett és sejttel beoltott mintanal a toxintartalom jelentds
csokkenése figyelheté meg. A L. plantarum NCAIM B01074 sejttel beoltott minta
esetében nem volt mérhetd a DON, sem a szecskéazott kukorica névény esetében, sem a
kész szilazsban. ZEA toxint a kontroll szecskazott kukorica névényben kimutattam.
Azonos mennyiségli ZEA toxin adasa mellett, kevesebb a mikotoxinnal és sejttel
beoltott minta esetében is kevesebb ZEA volt detektalhatd. Azonban egyik kész szilazs

mintaban sem volt kimutathaté a ZEA toxin (12. tablazat).

12. tablazat: A silozas elején mért és a négy-hetes in vitro szilazs mintak mikotoxin
tartalma (mg/kg). Az eltér6 betlijelzések szignifikans eltérést mutatnak. A kisérletben L.
plantarum NCAIM B01074 torzset alkalmaztunk.

Mikotoxinnal Mikotoxinnal
. e Kontroll Sejttel beoltott szennyezett és
Toxin Matrix . . szennyezett .
minta minta . sejttel beoltott
minta .
minta
Sglc(’f.gs <005 <005 0.68+0,02° 0.68+0,06°
DON .I,J,
SHOZAS ) 140+0,01° <005 0,42+0,06" 0,20+0,02¢
vége
silozds ) 13¢40,0052 <0,0026 0,048+0,007  0,027+0,005"
eleje
ZEA .
stlozas <0,0026 <0,0026 <0,0026 <0,0026
vége
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

5.1. Erjesztett takarmanyok mikrobiolégiai allapotanak és mikotoxin

szennyezettségének jellemzése

A takarmanygyartok a novényi anyagok erjesztésével probalnak tdpanyagban gazdag
takarmanyhoz jutni, mikézben prébaljak eliminalni az allatot €s embert egyarant

veszélyeztetd mikotoxinokat.

Ezzel szemben Jensen ¢és mtsai (2020), akik a silozasi folyamat hatdsat a
takarmanykukorica Fusarium mikotoxinjain mérték fel, megallapitottak, hogy a silozas
nem megfeleld modszer a betakaritaskor jelen 1évé Fusarium mikotoxinok
csokkentésére, s6t egyes tanulmanyok a DON és a ZEA tartalom novekedését
dokumentaltak a silozas kozben (Pereyra és mitsai, 2008; Keller és mitsai, 2013),
hasonldan az én kisérleteimhez, ahol a DON n&vekedése volt megfigyelheté (12.

tablazat).

Feltételezhetjiik, hogy a sildzas soran végbemend pH valtozas, és az anaerob viszonyok
nem kedveznek a Fusarium fajoknak (Ogunade és mtsai, 2018). Kutatasom soran az él16
mikrofléra nem mutatta a Fusarium-ok jelenlétét, ezért a kimutatott DON és ZEA
Fusarium toxinok a betakaritas el6tti gombas szennyezddést tiikrozhették (Driehuis és
mtsai, 2008). Ugyanakkor Richard és mtsai (2007), a természetesen el6forduld
mikotoxinok mellett, a szilazsban tovabbi mikotoxin termelést irtak le. Szerintiik a nem
megfelelden lezart, préselt szilazsban oxigén marad, melyben a Fusarium sporak
¢életképessége lehetdveé teszi a tovabbi mikotoxin termelést. Ezt alatdmasztana, hogy a
DON az egyik leggyakrabban kimutatott mikotoxin a szildzsokban, és koncentracidja
nagyon magas lehet a silozas végén (Ogunade és mtsai, 2018). Késébb megallapitottak,
hogy a DON-szarmazékokbdol a DON felszabadul a fermentacid soran a konjugacios
kapcsolatok felszakadasaval, ami a mért koncentracid6 emelkedését jelenti, viszont a
ZEA esetében ez nem tapasztalhato (Jensen és mtsai, 2019). A kozelmultban mért DON
koncentraciok (159,8-203,5 pg/kg, Richard és mtsai, 2007; 100-213 pg/kg, Garon és
mtsai, 2006) sokkal alacsonyabbak voltak, mint a kukoricaszilazsok atlaga a
vizsgalatomban (901 ug/kg DON) (5. tablazat). Mas forrasok a DON és a ZEA

csOkkenését vagy teljes eltlinését publikaltak a silozas soran (Boudra és Morgavi, 2008).
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A ZEA csokkenését vizsgalataimban én is tapasztaltam, ami a megfelel6 bakteridlis

aktivitassal, illetve adszorbcioval magyarazhato (12 tablazat).

Az AF mennyisége a szilazsban megemelkedhet, ha a szilazs tartositas kozben, vagy a
sil6 bontasat kovetd szakaszban levegének van kitéve (Cavallarin és mtsai, 2011).
Kiilonb6zd orszagokbdl szarmazd lucerna esetében is magas AF és OTA-
szennyez6désrdl szamoltak be (Rodrigues és mtsai, 2011; Huerta-Trevifio és mtsai,
2016). A referenciak azonban azt allitjak, hogy az OTA el6fordulasa és koncentracidja a
szilazsban altalaban alacsony a Fusarium mikotoxinokhoz (elsésorban DON és ZEA)
képest (Kosicki és mtsai, 2016). Vizsgalatomban az AFB1 és ZEA szennyezddések
jelentéktelenek voltak a silotakarmanyokban. Az alacsonyabb toxicitasi AFG2 volt

jelen, valoszintileg ennek eredete az AFB1-t61 eltérd lehetett (5. tablazat).

A fermentacio végén tobbnyire savtiird szervezetek és sporak maradtak életben (Gallo
¢s mtsai, 2021; Zachariasova ¢és mtsai, 2014). A fermentalt takarmanyok szémos, a
tartositdshoz nélkiilozhetetlen jotékony LAB-ot tartalmaztak, amelyek gombaellenes ¢és
mikotoxin ellenes tulajdonsagokkal rendelkeznek. A szendzs ¢és az erjesztett
takarmanyok természetes kiszaraddsa miatti viztartalom-csokkenés (Borreani és mtsai,
2018) nem befolyasolta az életképes LAB szamot (15. abra). A rozsszildzsban és a
szendzsmintaban viszonylag alacsony faj Osszetétel volt jellemzd az erjedés utolséd
szakaszara (Porto és mtsai, 2017), és ez a kukoricaszilazsokban is kimutathato volt

(Gallo és mtsai, 2021).
5.2. Mikroorganizmusok jellemzése

Osszesen 31 baktérium izolatumot gyfijtdttem, amely meghatarozasra keriilt MALDI-
TOF-MS segitségével. A LAB torzsek tobbsége Lactiplantibacillus plantarum volt. Ezt
kovette a Lactiplantibacillus pentosus, Levilactobacillus brevis, Latilactobacillus
curvatus, Lacticaseibacillus paracasei illetve a Pediococcus fajok (P. pentosaceus és P.

acidilactici), (7. tablazat).

A silékban gyakran hasznalnak LAB oltéanyagokat. Ezzel egyezden a leggyakoribb
homofermentativ fajok a silokban a L. plantarum, a kiilonb6z6 Lactiplantibacillus vagy
Pediococcus fajok és az Enterococcus faecium (Fabiszewska és mtsai, 2019). A
Lentilactobacillus buchneri az aerob stabilitas javitasara hasznalt heterofermentativ faj
(Zielinska és mtsai, 2015). Az aerob stabilitds az az idGtartam, amely alatt a silozott
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takarmany megorzi mindségét a levegdvel vald érintkezés utan, anélkiil, hogy jelentds
(+2 °C) hémérséklet emelkedés vagy romlés kovetkezne be (Huisden és mtsai, 2009).

A P. pentosaceus és a L. buchneri novelte az aerob stabilitast és megakadalyozta az AF-
k termelését (Queiroz és mtsai, 2012) a silozasnal. A beoltott L. buchneri csékkentette
az AF-értékeket, és nem befolyasolta a kukoricaszilazsok DON vagy ZEA
kontrollként is alkalmazzdk, a patogén baktériumok ndvekedésének gatlasara. A L.
plantarum, L. lactis, L. acidophilus, L. brevis és L. buchneri a leggyakoribb
antimikrobialis bakteriocin termel6k (Fabiszewska és mtsai, 2019). A bakteriocinek
mellett a LAB metabolom szinergikus hatasara a patogén baktériumok, ¢lesztdgombak
és penészgombdk szaporoddsanak gatldsa torténik, ahol a tejsav, ecetsav, hidrogén-
peroxid, laktat-peroxidaz, lizozim és reuterin befolyasolhatja a kdrnyezé mikrobiomot
(Schniirer és Magnusson, 2005) ¢és csokkentheti az Osszcsiraszamot. A LAB a
mikotoxinok elleni biologiai védekezés hatékony résztvevéjeként is jol ismert (Dogi és
mtsai, 2013; Peles és mtsai, 2021; Ragoubi és mtsai, 2021). A L. plantarum és a L.
brevis jol ismert a silétakarmany beoltasara. Ezen torzsek hasznalatanak célja azonban
altalaban az illékony szerves szén termelése, nem pedig biologiai védekezési

képességiik kihasznalasa (Kim és mtsai, 2021).

Az aerob sporaképzd baktériumokat (pl. Lysinibacillus spp., Rummeliibacillus spp. és
Bacillus spp.), valamint egy enterobaktériumot, a Klebsiella pneumoniae-t is izolaltam

¢s jellemeztem az erjesztett takarmanyokbdl (7. tablazat).

A Klebsiella fajok fakultativ anaerob, Gram negativ, nem mozgékony egyenes, rad
alaktl baktériumok, melyek képesek a nitrogén rogzitésére, ezért diazotréfoknak
mindsiilnek (Van Dommelen és Vanderleyden, 2007). Opportunista baktériumok,
melyek megtaldlhatéak a kornyezetben, az allatok gasztrointesztinalis traktusdban,
szennyezhetik a hust, a tejtermékeket, és hozzdjarulhatnak a betegségek kialakulasahoz.
Orvosi szempontbdl a K. pneumoniae a legelterjedtebb faj, mely sulyos korhazi
fertdzéseket okozhat, de fellelhetd szénhidratban gazdag szennyvizben, felszini
vizekben, talajban, ndvényi termékekben, friss zoldségekben, cukornddban, és a
gabonafélékben is egyarant (Gundogan, 2014). A Klebsiella szam a silozas kés6i

szakaszaban novekszik meg, feltehetden azért, mert a pH-t tartosan nem sikeriil 4,2 ala
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csokkenteni (Lin és mtsai, 2021; Sun és mtsai, 2021). Masok negativ korrelaciot irtak le

a tejsav koncentracio és a Klebsiella jelenléte kozott (Hu és mtsai, 2018).

A Lysinibacillus a Bacillaceae csalad Gram-pozitiv, rad alaku és kerek sporat képzo
baktérium nemzetsége. A Lysinibacillus nemzetség lizint és aszpartatot tartalmaz a
sejtfal PG-ban (Miwa és mtsai, 2009). A Lysinibacillus altalaban a talajban talalhato
(Ahmed ¢és mtsai, 2007), de izolaltak novényi szovetekbdl (Melnick és mtsai, 2011),
fermentalt névényi magtermékekbdl (Parkouda és mtsai, 2010), és még gdmbhal-ma4j
mintakbol is (Wang és mtsai, 2010). Az L. boronitolerans bortiiré biopeszticidként

hasznalt torzse is ismert (Miwa és mtsai, 2009).

A L. fusiformis Gram-pozitiv, rud alakd, nem mozgd baktérium. A L. fusiformis egy
természetben el6forduld baktérium, és kiillonféle torzseket izolaltak szamos
kornyezetbdl, beleértve a mezdgazdasagi talajt és a gyari szennyvizet (He és mitsai,
2011). Mivel a L. fusiformis ZC1 t6rzsr6l kimutattak, hogy kromat-rezisztens és képes
csokkenteni a toxikus Cr(VI) nagyon magas koncentracioit, ez a baktérium nagy
potenciallal bir a szennyvizb6l a Cr(VI) eltavolitasara (He és mtsai, 2011), valamint

sikeresen alkalmazzak az oldahat6 kromattal Cr(VI) szennyezett talaj

crer

A Rummeliibacillus suwonensis Gram-pozitiv, fakultativan aerob, rad alakt, nem
mozg6, termindlis spdraképzd baktérium (Her és Kim, 2013). Genetikai analizis
cellulolitikus képességeket tart fel Rummeliibacillus-rokon szervezetben (cellulaz,
endogliikanaz és béta-gliikanaz) (Opdahl, 2017). Mikotoxinokkal szembeni hatasat

idaig nem vizsgaltak.

A Bacillus thuringiensis-t entomopatogénnek tekintik, amely szamos virulenciafaktort
képes termelni, beleértve a rovardlé parasporalis kristadly (Cry) toxinokat, a vegetativ
inszekticid fehérjéket, a foszfolipdzokat, az immungatlokat és az antibiotikumokat
(Schnepf és mtsai, 1998). Ugyanakkor szamos alkalmazasban, a mezdgazdasagban,

¢lelmiszeriparban, szeretik a Bacillus-okat alkalmazni.

A sejtek mikotoxinokkal szembeni ellendllo képessége, és a mikotoxinok eliminalésa jol
alkalmazhat6é az élelmiszer- és takarmanyiparban (Peles és mtsai, 2021). A LAB
jelentds szaporodas gatlasa azonban akadalyozhatja a fermentaciot és a mikotoxinok

eliminaciojat is. Megallapithatd volt, hogy az OTA ¢és az AFB1 gatolja az LAB
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izolatumok novekedését; bar az AFB1 ebben az esetben csak mérsékelt hatast mutatott

(8. tablazat).

5.3. Mikotoxin eliminaciés eredmények
5.3.1. Altalanosan

A ZEA, a DON ¢s az AFB1 mennyiségének csokkentését céloztam meg a Gram-pozitiv
R. suwonensis, L. boronitolerans, L. fusiformis és B. thuringiensis izolatumainak

felhasznalasaval.

Az R. suwonensis és az L. boronitolerans esetében tudomasom szerint eddig nem
publikaltak mikotoxinok eliminacidjaval kapcsolatos vizsgalatokat. Az L. fusiformis
esetében csak egy vizsgalat késziilt az AFB1 eliminacidjardl (Adebo és mtsai, 2016), de
a vizsgalatokat csak é¢letképes baktériumokkal végezték, sejtfrakciokkal nem. A B.
thuringiensis esetében szamos tanulmany all rendelkezésre a patulintermelé gombakra
gyakorolt antagonisztikus hatasair6l és laktonaz termelésérdl, amely lebontja a patulin
mikotoxint (pl. Chalivendra és Ham, 2019). Jelen vizsgalatban életképes sejteket,
sejtfaltormeléket, tisztitott sejtfalakat, teicholsavat, PG-t és S-réteg fehérje frakciokat
allitottam eld hovel, és kiilonbozd kémiai kezelésekkel, és ezeket mikotoxin eliminacios

kisérletekben teszteltem.

Mind a hd, mind a szerves savak befolyasoljadk a mikotoxinok sejtfalon keresztiili
adszorpcidjat, mivel mindkét tényezd csokkenti a PG vastagsagat, novelve a szerkezet
pérusméretét. Ezenkiviil a hbkezelés megzavarja a sejtfal poliszacharidok, példaul a PG
glikozid kotéseit, és a szerves savak megszakitjak az amid kotéseket a PG szerkezetében
(EI-Nezami és mtsai, 2002a és 2002b). Ezek a kezelések denaturaljak a fehérjéket, és
kisebb peptidekre bontjak Oket a peptidkotések megszakitasaval és tobb kotdhely
feltarasaval (Lili és mtsai, 2018). A magas hdmérséklet altal okozott fehérje denaturacio
szintén része a porusképzddésnek, ami fokozott permeabilitdst eredményez az €16

sejtekben (Abedi és mtsai, 2022).

5.3.2. Dezoxinivalenol

A kisérleti koriilmények kozott a trichotecén mikotoxin DON-t baktériumsejtekkel és
sejtfrakciokkal nem tudtam eltdvolitani, ellentétben mas Gram-pozitiv sejtekkel
(Niderkorn és mtsai, 2006; Yao és Long, 2020; Luo és mtsai, 2020). Az elmult néhany

évben sikereket értek el a DON-termeld gombak mikrobialis antagonistdkkal torténd
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szabalyozasaban ¢és a DON mikrobakkal és enzimekkel torténd méregtelenitésében
(Tian és mtsai, 2022). El-Nezami és munkatarsai (2002b) jelentds kiilonbségekrdl
szamoltak be a baktériumok in vitro trichotecén megkotésére vald képességében. A ho-
és savkezelések ellenére, amelyek jelentésen novelték a Gram-pozitiv LAB-0k azon
képességét, hogy eltavolitsak a DON-t az MRS taptalajbdl (Zou és mtsai, 2012), ezek a
paraméterek nem ndvelték a DON eliminédciés hozamokat. A bemutatott Gram-pozitiv
baktériumok vagy sejtfalfrakciok eredményei a lebontd enzimek vagy az adszorpcid

hidnyéara utalnak.

5.3.3. Zearalenon

El-Nezami és mtsai (1998) beszamoltak a hével és savval kezelt baktériumok ZEA-hoz
valo kotédésérol. Az L. fusiformis AMK10/2 életképes sejtjei kevesebb ZEA mikotoxint
tavolitottak el, mint a hoével elolt baktériumok, ami a sejtfal biopolimerek
konformaciojanak massziv, hé altal kivaltott valtozasat jelzi, ami novelhette a ZEA
kotohelyek szamat és elérhetoségét (EI-Nezami és mtsai, 2022a). Hasonloképpen, az L.
rhamnosus sejtfal poliszacharid komponensei j6 ZEA adszorpcids potencialt mutattak,
¢s mind a hé-, mind a savas kezelés jelentdsen novelte a frakciok ZEA adszorpcids
képességét (EI-Nezami és mtsai, 2022b, 2004). Erdekes modon az R. suwonensis
AMKOY/2 ZEA eliminécios képessége azonos volt mind az életképes, mind a hdkezelt
baktériumsejteknél és frakcioiknal (18. a&bra). Ezért feltételezhetjilk, hogy a ZEA

eliminacids hozamok moédositasara alkalmazott kezelések nem befolyasoltak a sejtfal

szerkezetét.

Az enzimatikus lebomlés szintén szerepet jatszhat a ZEA eliminacigjaban. Tinyiro és
munkatarsai (2011) kimutattak, hogy a Bacillus torzs autoklavozott és savval kezelt
sejtjei altal kotott ZEA mennyiségek azonosak, mikézben azt feltételezték, hogy a
Bacillus natto metalloenzim felelés a ZEA lebontasaért. Szamos kozelmultbeli
tanulmany aldtdmasztotta azt a nézetet, hogy a bakteridlis észterdz aktivitds
hozzajarulhat a ZEA lebomlasahoz. Példaul Wang és munkatarsai (2017) a ZEA-
eltavolitd baktériumokat az észteraz aktivitasuk alapjan valasztottak ki. Ebben a
vizsgalatban az R. suwonensis AMK9/2 mutatta a legmagasabb sejtfalhoz kotott
észteraz aktivitast, de az észterdz aktivitds nem korrelalt a sejtfalfrakciokbol mérhetd
ZEA-val. Azt is kimutattak, hogy a L. plantarum ZEA expozicija alatt még a sokkal
Mmagasabb észterdz aktivitas sem eredményezett szignifikdnsan jobb ZEA eliminéciot
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(torzstol fiiggéen 14-52%) (Chen ¢és mtsai, 2018). A kérddzokbdl szarmazod
baktériumok észteraz aktivitasat a Fusarium T-2 toxin deacetilezésére is tesztelték, és
valtoz6 sikert értek el (Westlake és mtsai, 1987). Ugyanakkor L. rhamnosus torzsek
esetében a ZEA eliminacidja adszorpcioé és nem enzimatikus lebomlas ttjan tortént (EI-
Nezami és mtsai, 2022a). A B. thuringiensis AMK10/1 esetében a sejtfrakciok altal
eliminalt ZEA mennyisége alacsonyabb volt, mint az életképes sejtek altal eliminalt
mennyiség (18. abra). A legjelentésebb ZEA visszanyerést szintén az ¢életképes

sejtekbdl értem el, ami enzimatikus lebomlas nélkiili adszorpcidra utalt.

5.2.3. Aflatoxinok

Az AF-ok baktériumok altali kotése fiigg a LAB torzs jellemzditdl, az inkubécios
1d6tdl, homérseklettdl, a pH-tol, és a matrixtol (Ahlberg és mtsai, 2015; Adibpour és
mtsai, 2016).

R. suwonensis AMK®9/2, L. boronitolerans AMKOY/1, L. fusiformis AMK10/2, B.
thuringiensis AMK10/1 ¢életképes sejtjeivel és, sejtfrakcioival: sejtfaltormelék, tisztitott
sejtfal, teicholsav, PG és S-réteg fehérje frakciojaval mikotoxin eliminacios kisérleteket

végeztem.

Lahtinen és munkatarsai (2004) hangsulyoztak a PG szénhidrat részeinek és mas, a PG-
hez szorosan kapcsolodd struktaraknak a kotédési folyamatban jatszott jelentOs
szerepét. A L. rhamnosus-ban az aflatoxinkétés a sejtfal szénhidrat- és fehérjetartalman
keresztiil tortént (Haskard és mtsai, 2000). A kiillonb6z6 enzimatikus és kémiai
kezeléseknek alavetett L. rhamnosus GG torzs azt mutatta, hogy az AFBI1 a sejtfal PG-
jédhoz vagy a PG frakciohoz szorosan kapcsolodo vegyiiletekhez kotodik (Lahtinen és
mtsai, 2004).

A B. thuringiensis teicholsav frakcidja szignifikansabb AFB1 eliminacios potencialt
mutatott, mint az intakt baktériumsejtek (Lahtinen és mtsai, 2004). Hasonld
megfigyelésekrdl szamoltak be Hernandez-Mendoza és munkatarsai (2009) a L. reuteri
NRRL14171 ¢és a L. casei Shirota esetében, ahol a teicholsav-hianyos mikrobak
szignifikansan kevesebb AFB1-et kotottek meg. Mas LAB-ok azt mutattak, hogy minél
magasabb a D-alanin vagy teicholsav tartalom, annal magasabb az AFB1 kot6dés
(Serrano-Nifio és mtsai, 2015). A teicholsav a bakterialis sejtfal akar 50% -at is kiteheti

(Brown és mtsai, 2013), de mennyisége fajspecifikus. Egyes kutatasok azt jelezték,
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hogy a teicholsav extrakcidjat valdsziniileg befolyasolja az extrakcios id6 és az
alkalmazott TCA koncentracié (Wicken és mtsai, 1972). Ezért az AF-ok teicholsav
alaptit eliminéacigjat ovatosan kell értelmezni a kiilonbozé  baktériumfajok

Osszehasonlitasakor.

Ma ¢és munkatarsai (2017) arrol szamoltak be, hogy a LAB-ok alkalmazasatol
fliggetleniil, a szildzsban 1évé mikrobak biztonsagos szintre csokkentették az AFB1
kiugro koncentracidjat kukoricaszilazs készitése soran. Sildtakarmanyokban a
legalacsonyabb AFB1 koncentracié az L. rhamnosus LR7 és L. plantarum ATCC 8014
oltott szilazsokban volt (kb. 810 pg/kg szaraztomeg), a legmagasabb koncentracid
pedig a L. brevis DSMZ 20054 (34,2 pg/kg szaraztomeg) oltdoanyaggal volt mérhetd
(Gallo és mtsai, 2021). Tekintettel a L. brevis AFB1 érzékenységére, ez indokolhatd. Az
AFB1 DNS kot6é képessége mutaciokat hozhat Iétre, illetve letalis lehet (Bedard és
Massey, 2006). A kevésbé érzékeny sejtek esetében a hatast az er6sebb DNS-repair

vagy az AFB1 eliminacids (adszorpcids vagy enzimes hidrolizis) képesség gyengitheti.

Adebo és munkatarsai (2016) szintén felvetették az AFB1 enzimatikus lebontasat egy L.
fusiformis altal termelt extracellularis enzim altal. Az enzimatikus reakciokat azonban
2200 ppb AFBI koncentracioban hajtottak végre (3—24 oras inkubdacid), ami majdnem
két nagysagrenddel magasabb, mint a vizsgalatomban alkalmazott AFB1 koncentracio,

tehat nem volt 6sszevetheto a két kisérlet.

Tejipari LAB és preparatumainak AFM1 eliminacios képességét is teszteltik. A
Lactococcus lactis ssp. lactis R703 ¢és Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12
torzsek kozil a TCA-kezelés, a felszabadult PG frakcid bizonyult a legjobb
sejtpreparatumnak. Az R703 és BB12 torzseket TCA-val és hovel (100 °C) kezeltem,
ami hozzajarult az AFM1 iranti jelentds affinitisukhoz. A PG szerkezete azonban itt is
befolyasolja a mikotoxin megkotd képességet (Niderkorn és mtsai, 2009). A PG-
frakciok 40-50%-kal csokkentették a nyerstej AFM1-tartalmat (23.-24. abra), amint azt
szdmos mas LAB esetében is kimutattdk (Peles €s mtsai, 2021). A prepardtum
készitésekor a kozolt hd a fehérje lebomlasat okozza, mig a savas kezelés megzavarja a
poliszacharidok glikozid kotéseit és tonkreteszi az amidkotéseket, igy a PG szerkezete
megvaltozik, lehetdvé téve a baktériumsejt szamara, hogy tébb aflatoxinhoz kotédjon
(El-Nezami és mtsai, 1998).
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A PG frakcio mikotoxinnal valé interakci6 idejének ndvelése nem ndvelte az AFMI
eliminaciot az R703 és BB12 torzsek esetében (24. abra). Zhao és munkatarsai (2015)
és Mahmood Fashandi és munkatarsai (2018) szerint sem fokozta az inkubacids 1d6
novekedése a LAB mikotoxin-kotd képességét. Eletképes sejteknél az AFMI1 kotédés
részben reverzibilis, és a toxin az ismételt mosas utan felszabadul (Ismail és mtsai,
2017; Assaf és mtsai, 2018). Azt feltételezték, hogy a toxin és a baktérium felszinén
talalhatd hidrofob zsebek kozott nem-kovalens kdlcsonhatas 1ép fel (Haskard és mtsai,
2001). Tovabba az interakcid koncentracio-fiiggd (Peltonen és mtsai, 2001; Hernandez-
Mendoza és mtsai, 2009). A kisérletek azt mutattdk, hogy a bakteridlis biomassza
novelése nem novelte tovabb a LAB AFMI1 eliminacios kapacitasat a vizsgalt

koriilmények kozott.

A bakterialis sejtfal PG-frakcidjanak szerepe vitathatatlan az AF eliminacidoban. A
Gram-pozitiv baktériumok sejtmembranja vastag PG réteggel van korilvéve, és
figyelembe véve a PG-frakcio altal elimindlt alacsony AFMI1 toxinmennyiséget, mas
tényezSk is modosithatjak ennek a szerkezetnek a hozzaférhetdségét. Ugy tiint, hogy a
h6- és a TCA-kezelés noveli a PG peptidrész szerkezetéhez kapcsolodod kotési
kapacitast és hatékonysagot, mint példaul a fumonizin esetében is (Niderkorn és mtsai,
2009).

A B. thuringiensis AMK10/1 esetében az S-réteg frakcid rendelkezett a legnagyobb
potenciallal az AFB1 eliminaciéban (17. abra). Ugyanakkor az S-réteg mikotoxin

kotésérdl nagyon kevés az informacio.

A Gram-pozitiv baktériumokban beszamoltak felszini rétegfehérjék (S-réteg fehérjék)
termelésérél (Avall-Jiiskelainen és mtsai, 2005). Ezek a nem kovalens kotésti fehérjék
(25-50 kDa) nagyon bazikusak, a szamitott pI érték pI 9,35 -10,88 kozotti (Ventura és
mtsai, 2002). A bakterialis S-réteg egy 5 - 25 nm vastagsagu réteg, amely a legkiilsé
sejtburkot képezi, amely az egész baktériumot lefedi (Schuster és mtsai, 2010). Ez a
réteg fehérjékbdl vagy glikoproteinekbdl 4ll, amelyek kiilonboz6é formékban ferde,
négyzet vagy hatszogletli racsszimmetriaban vannak elrendezve (Sleytr és mtsai, 2014).
Ezenkiviil, az S-réteg porusai 2-8 nm atmérdjiiek (Schuster és mtsai, 2010). Lehetséges,
hogy ez a réteg akadalyt képez az AFMI1 bejutasa és a sejtfal PG-hoz vagy

poliszacharidokhoz valo kotédéssel szemben. A ho- és savas kezelések a felszini
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Fontos megemliteni, hogy nem minden sejt rendelkezik S-réteggel (Fagan és
Fairweather, 2014). Jelenlétének vagy hianyanak egyértelmli jelzése segit jobban
megérteni a sejtfal szerkezetét, amely befolyasolhatja az AFMI1 illetve az AF-ok
kotoédését. Azok a baktériumok, amelyek nem képesek S-réteg fehérjéket eldallitani,
semleges pH-n negativ feliileti toltéssel rendelkeznek. Az S-réteg fehérjék alapvetd
természete ellenére az S-réteget termeld LAB feliileti toltése szintén negativnak
bizonyult (Schar-Zammaretti és Ubbink, 2003). Ennek magyarazata az S-réteg fehérjék

pozitiv toltési teriileteinek bevonasa a PG-hoz vald kotddésiikbe (Smit és mtsai, 2001).

5.4. Javaslatok

Mind a szakirodalom, mind vizsgalataim alapjan allithato, hogy a f6 Fusarium
mikotoxin DON okozhatja a silotakarmanyokban a legtobb mindségi problémat,
kiilondsen a kukoricaszilazsokban, ahol esetenként alacsony életképes LAB szam
jellemezheti a rendszert. A masik probléma az OTA szennyezettség, mivel ennek a
mikotoxinnak a nagy koncentracioja a baktériumszaporodas-gatld tulajdonsaga miatt

akadalyozhatja a fermentacids folyamatokat.

A viszonylag alacsony LAB fajszam volt jellemzd az erjedések utols6 szakaszara. Az
ebben a szakaszban jelenlévé (tehat savtlird, és mikotoxin-rezisztens) baktériumok
izolaléasa és alkalmazasa, altalaban alacsony szamban, de jelentds antimikotikus és/vagy
antimikotoxinogén aktivitassal, 0j perspektiva. Itt azonositottam és jellemeztem néhany
ismeretlen mikotoxin eliminacios lehetdséggel rendelkezé nem-tejsav baktériumot is.
Aktivitasuk gatolhatja a gombdk szaporodasat és a mikotoxinok szennyezddését a
silozas aerob kiinduldsi koriilményei kozott vagy silonyilasok utan. Ezeknek az
organizmusoknak a mikotoxinok eliminacidjaban jatszott lehetséges szerepe tovabbi

kutatasokat igényel, hogy feltarjuk lehetséges felhasznalasukat.

A gombatdrzsek altal termelt ZEA altaldban betakaritds utan és tarolds kozben
szennyezi az alapanyagokat. Altalaban nem tavolitjak el, ha olyan termékeket
gyartanak, mint a fiiszerek, gabonaf€lék, szaritott gylimdlcsok, hus, bor, sor stb.,
amelyek élelmiszer novényekbdl vagy ahhoz kapcsolodd anyagokbol szarmaznak.

Szerencsés, hogy a toxin jelenléte nem zavarja a LAB-ok szaporodasat.
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A tipikus raktari gombdk altal termelt mikotoxinként az OTA a szilazsokban szintén
nem gyakori, amig az anaerob koriilmények fennallnak. Helyes tarolas mellett a LAB-

okat ez a mikotoxin nem fogja gatolni a szaporodasukban.

Az AFMI elimindcidjat elényben részesitd és fokozo baktériumsejtek sejtfelszini

kotohelyeinek, és vegyiileteinek tovabbi vizsgalata kritikus fontossagu.

A probiotikus ipari torzsek kulcsfontossdguak a tejiparban, €s egyéb hasznositasuk is
jelentds. A xenobiotikumok esetében a LAB méregtelenitésben betdltott szerepe jol
ismert. Az R703 és BB12 PG sejtfalfrakcioi jelentds mennyiségii AFM1-et kotott meg a
természetesen szennyezett tejbol egy oOras kezelés alatt. Tovabba a PG-frakcid jobb
abszorbens volt az AFM1 esetében, mint a BB12 életképes sejtjei, mig a kiilonbség
jelentéktelen volt az R703 torzs esetében. A BB12 PG tovabbi elemzést igényel a

tejtermékekben torténd biotechnoldgiai alkalmazashoz.

A baktériumsejtek sejtfelszini formainak és vegylileteinek tovabbi vizsgalata sziikséges.
Ez biotechnolégiai alkalmazasok kifejlesztését eredményezheti, pl. AFMI
szennyezddés elleni molekularis szlirések vagy fokozott mikotoxinkdtési hatékonysagu

probiotikumok kivalasztasa.

Kutatasom soran Lysinibacillus spp. és Rummeliibacillus suvonensis sporaképzé Gram-
pozitiv aerob baktériumokat izolaltam, valamint a Gram negativ Klebsiella
pneumoniae-t, amelyeknek tudomasom szerint nem volt kiilondsebb szerepik a
fermentacios folyamatokban. A Lysinibacillus fusiformis (Adebo és mtsai, 2016)
eliminacigjardl itt azonban megmutatkozott, hogy a LAB-hoz hasonldan ezek is
rendelkeznek ezzel a pozitiv tulajdonsaggal. Ezeknek az organizmusoknak a mikotoxin-
eltavolitasban betdltott szerepének megismeréséhez tovabbi kutatdsokra van sziikség,

hogy feltarjuk biotechnoldgiai alkalmazasi lehetdségeiket.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1.

Megallapitottam, hogy a végso 0sszes LAB szam nem fligg a végso viztartalomtol a
fermentalt takarményban, mivel a Pearson-féle korrelaciés egyiitthaté 0,219 volt a
fermentalt takarmanyok nedvességtartalma és az életképes LAB szam kozott.
Megallapitottam, hogy az OTA gatolja az altalam vizsgalt LAB torzsek
szaporodasat. 33-86%-os gatlas volt megfigyelhetd 1000 pg/l OTA koncentracio
mellett.

Meghataroztam a Rummeliibacillus suwonensis AMK9/2 baktérium mikotoxin
rezisztenciajat ¢és eliminacidos képességét. R. suwonensis esetében a DON
eliminacids képesség elhanyagolhaté volt. Az AFBI1 eliminacids képesség 20%
alatti volt. A sejtek és a sejtfalfrakciok azonos aranyban tavolitottak el a ZEA-t (Kb.
40%).

Elsének hataroztam meg a Lysinibacillus boronitolerans AMKO9/1 baktérium
mikotoxin rezisztencidjat €és eliminéacios képességét. A DON elimindcios képesség
elhanyagolhatoé volt. Az AFB1 eliminacios képesség 20% alatti volt. A tisztitott
sejtfal, PG és S-réteg fehérje-frakciok majdnem teljesen eliminaltak a ZEA-t, és a
fennmaradé ZEA koncentraciok a feliiliszokban a LOD (2,6 pg/l) alatt voltak.
Megallapitottam, hogy a Bacillus thuringiensis AMK10/1 S-réteg fehérje frakcioja
eliminalja az AFB1 toxint (64%-os eliminacid), magasabb szinten, mint a tobbi
sejtfal frakcid vagy a teljes sejt (20% alatti).

Megallapitottam, hogy a Gram-negativ Klebsiella pneumoniae AMK8/2 baktérium
képes a ZEA eliminaciora. A tisztitott sejtfal (0%), S-réteg fehérje (0%), és a
sejttormelék (0%) frakciok feliiliszojabol nem volt kimutathat6 a kiindulasi ZEA.
Megallapitottam, hogy a Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 tejipari mikroba
PG frakcigjanak (40%) eliminacioja jobb, mint a teljes sejté (19%).
Megallapitottam, hogy a L. paracasei ssp. paracasei 431 tejipari LAB AFM1
eliminacidja nem szamottevd. A kezeletlen €16 baktérium nem eliminalta az AFM1-
et. Az AFM1 kezdeti koncentracidjanak 84% -a a tejben maradt, a tisztitott sejtfal és

a sejttormelék frakciok esetében.
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7. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK

1.

A silotakarmény szaradasatol fiiggetleniil nagy mennyiségben marad életben LAB a
fermentalt takarmanyban, ez a probiotikus jelleg miatt megfeleld az allatdllomany
szamara. Az alacsony viztartalom viszont befolyasolhatja (a tejsav mellett) mas
organizmusok szaporodoképességét. Ez kihasznalhato a magas LAB sejtszam

fenntartasara.

. A viszonylag alacsony LAB fajszam volt jellemzd az erjedések utolsod szakaszara.

Az ebben a szakaszban jelenlévé (tehat savtliré, és mikotoxin-rezisztens)
baktériumokbol azonositottam ¢és jellemeztem néhany ismeretlen mikotoxin
eliminacios lehetdséggel rendelkezd nem-LAB-ot is. Aktivitasuk gatolhatja a
gombak szaporodésat €s a mikotoxinok szennyezddését a sildézas aerob kiindulasi
koriilményei kozott vagy silonyilasok utan.

Silozasi kisérletben a mikotoxinnal szennyezett és Lactiplantibacillus plantarum
NCAIM B01074 sejttel beoltott mintdnal a mikotoxintartalom tovabbi jelentds
csokkenése figyelheté meg. A L. plantarum NCAIM B01074 sejttel beoltott minta
esetében nem volt mérhetd a DON, sem a szecskdzott kukorica ndvény esetében,
sem a kész szildzsban. Azonos mennyiségli ZEA toxin addsa mellett a mikotoxinnal
¢s sejttel beoltott minta esetében is kevesebb volt detektalhatd. Azonban egyik kész
szilazs mintdban sem volt kimutathaté a ZEA toxin. A DON esetében az eredeti
42% csokkenés mellett a L. plantarum NCAIM B01074 75,6% DON csokkenést
adott a ,maszkolt” mikotoxin felszabadulasat is figyelembe véve. Biologiai
adszorbensként, takarmany-kiegészitokbe bejuttatva, megelézné a haszonallatok
mikotoxinok altal okozott megbetegedéseit.

Az R703 ¢és BB12 PG sejtfalfrakcioi jelentds mennyiségli AFM1-et kotott meg a
természetesen szennyezett tejbdl egy oras kezelés alatt. Tovabba a PG-frakcio jobb
abszorbens volt az AFM1 esetében, mint a BB12 ¢letképes sejtjei, mig a kiilonbség

jelentéktelen volt az R703 torzs esetében. Tejipari alkalmazasa lehetséges.
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8. OSSZEFOGLALAS

A mikotoxinok az ¢élelmiszerlanc minden 1épésénél jelen vannak, mert képesek
athaladni a téplalékpiramis kiilonbozd szintjein. A mikotoxinok bekertiilési esélye az
¢lelmiszerlancba egyszerli, gabonafélék révén egyenesen, és kozvetve is Kkeriil
mikotoxin a human szervezetbe. Negativ hatasaik a mezdgazdasagi haszonnovény alapu
termékek fogyasztasaval, illetve a mikotoxinnal szennyezett allati takarmany révén az

allati termékek fogyasztasaval kozvetve az emberben kimutathatok.

Munkamban célul tiiztem ki a fermentalt takarmanyokok mikrobiologiai allapotanak és
mikotoxin szennyezettségének jellemzését; magas mikotoxin rezisztenciaval, és
eliminacioval rendelkezd baktériumok izolalasat, jellemzését; és silotakarmany és
tejipari eredetli organizmusok mikotoxin eliminacids képességének vizsgalatat, a

lehetséges jovObeli alkalmazas szepontjabol.

A viszonylag alacsony LAB fajszdm volt jellemz0 az sildzas utols6 szakaszara. A végso
Osszes mikrobaszam nagyrészt LAB-bol allt, és életképes sejtszdmuk nem fiiggott a
takarmany végsO viztartalmatol. Azok a baktériumok, melyek a fermenticid soran
¢letképesek, ¢és magas mikotoxin rezisztencidval rendelkeznek, biotechnologiai
elényokkel jarhatnak. A  kukoricaszilazsban leggyakoribb taldlt LAB a
Lactiplantibacillus plantarum volt. A lucerna szilazs mikrobidba kozosségének nagy
szazalékat a Lactiplantibacillus pentosus jellemezte, mig a rozsszilazs- ¢és
szenazsmintakban a Pediococcus-ok voltak a tipikus baktériumok. Itt azonositottam és
jellemeztem néhany ismeretlen mikotoxin eliminacids lehetdséggel rendelkezd nem-

tejsav baktériumot is.

A vizsgalt mikotoxinok esetében a szervezetek altalaban erds rezisztencidt mutattak.
Mind a szakirodalom, mind a tanulmanyom alapjan megallapitottam, hogy a {6
Fusarium mikotoxin DON okozhatja a silotakarmanyokban a legtobb mindségi
problémat, kiilonosen a kukoricaszilazsokban, ahol esetenként alacsony életképes LAB
szam jellemezheti a rendszert. A masik probléma az OTA szennyezettség, mivel ennek
a mikotoxinnak a baktériumszaporodas-gatld tulajdonsdga nagy koncentracidban
akadalyozhatja a fermentacios folyamatokat. A tipikus raktari gombak altal termelt
mikotoxinként az OTA a szilazsokban nem gyakori, amig az anaerob koriilmények

fennallnak.
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Kutatasom soran Lysinibacillus spp. ¢és Rummeliibacillus suvonensis sporaképz6 Gram-
pozitiv aerob baktériumokat izolaltam, valamint a Gram-negativ Klebsiella
pneumoniae-t, amelyeknek tudomasom szerint nem volt kiilondsebb szerepiik a sild
fermentacios folyamatokban. A Lysinibacillus fusiformis kivételével, ezen baktériumok
egyike sem volt ismert mikotoxin-rezisztenciajardl vagy eliminacidjarol, itt azonban
megmutatkozott, hogy a LAB-hoz hasonldan ezek is rendelkeznek ezzel a pozitiv
tulajdonsaggal. Aktivitasuk gatolhatja a gombdk szaporodasat, és a mikotoxinok

szennyez6dését a silozas aerob kiindulasi koriilményei k6zott vagy silonyitasok utan.

A B. thuringiensis, L. boronitolerans, L. fusiformis, R. suwonensis esetében a DON
eliminacios képesség elhanyagolhaté volt. Az AFB1 elimindcios képesség a B.
thuringiensis AMK10/1 S-réteg fehérje frakcio esetében 64% volt. A L. boronitolerans
AMK 9/1 tisztitott sejtfal-, PG- és S-réteg fehérje-frakcioi majdnem teljesen eliminaltak
a ZEA-t. A Lysinibacillus fusiformis AMK10/2 esetében a sejttormelék, a tisztitott
sejtfal, a PG frakcio, és az S-réteg frakcio is kimagasloé eredményeket mutatott a ZEA
eliminacidjaban. A Bacillus thuringiensis AMK10/1 esetében a PG frakcid esetében a

ZEA eliminacié elhanyagolhat6 volt, mig a S-réteg fehérje frakcional 38% volt.

Az R. suwonensis AMK9/2 ¢és az L. boronitolerans AMKO9/1 magasabb
észterazaktivitast produkalt. A korrelacios analizis 0,618-as korrelacids egyiitthatot
mutatott ki az enzimaktivitas és a sejttormelékbol kivont ZEA kozott, valamint -0,748

az enzimaktivitas €s a sejtek feliilisz6jaban marado ZEA kozott.

A Klebsiella pneumoniae esetében DON eliminaciot nem tapasztaltunk. Az AFB1
eliminacidja a sejttormelékkel volt a legmagasabb. A ZEA eliminacio a tisztitott sejtfal,

S-réteg fehérje frakcio és a sejttormelék esetében volt a legmagasabb.

A probiotikus ipari torzsek kulcsfontossagiiak a tejiparban, és egyéb hasznositasuk is
jelentds. A xenobiotikumok esetében a LAB méregtelenitésben betoltott szerepe jol
ismert. Ugyanakkor ez a jellemz6 torzsfiiggd. Az L. paracasei ssp. paracasei 431 LAB
AFM1 eliminacidja nem volt szamottevd, mig az Lactococcus lactis ssp. lactis R703 és
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 PG sejtfalfrakcioi jelentds mennyiségii
AFM1-ct kotottek meg a természetesen szennyezett tejbol. Tovabba a PG-frakcio jobb
abszorbens volt az AFM1 esetében, mint a BB12 életképes sejtjei, mig a kiilonbség

jelentéktelen volt az R703 torzs esetében.
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Silozasi kisérletben a mikotoxinnal szennyezett ¢s Lactiplantibacillus plantarum
NCAIM BO01074 sejttel beoltott mintanal a mikotoxintartalom jelentés csokkenése
figyelheté meg. A L. plantarum NCAIM B01074 sejttel beoltott minta esetében nem
volt mérhetd6 a DON, sem a szecskazott kukorica novény esetében, sem a kész
szilazsban. Azonos mennyiségii ZEA toxin adasa mellett a mikotoxinnal és sejttel
beoltott minta esetében is kevesebb volt detektalhatd. Azonban egyik kész szilazs

mintaban sem volt kimutathaté a ZEA toxin.
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9. SUMMARY

Mycotoxins are present at every step of the food chain because they can cross different
levels of the food pyramid. The chance of mycotoxins entering the food chain is simple:
Mycotoxins enter the human body both directly and indirectly through cereals. Their
adverse effects can be directly detected in humans through agricultural crop-based

products or animal products through mycotoxin-contaminated animal feed.

| aimed to characterise the microbiological state and mycotoxin contamination of
fermented feeds, isolate and characterise bacteria with high mycotoxin resistance and
elimination, and investigate the mycotoxin elimination potential of silage feed and

dairy-derived organisms from the perspective of possible future application.

The relatively low number of LAB species was characteristic of the last stage of silage.
The final total microbial count consisted mainly of lactic acid bacteria, and their viable
cell count did not depend on the final water content of the feed. Bacteria viable during
fermentation and have high mycotoxin resistance may have biotechnological benefits.
The most common LAB found in corn silage was Lactiplantibacillus plantarum. A
large percentage of the alfalfa silage microbiome community was characterised by
Lactiplantibacillus pentosus, while Pediococci were typical bacteria in rye silage and
hayage samples. | also identified and characterised some non-lactic acid bacteria with

unknown mycotoxin elimination potential.

For mycotoxins tested, organisms generally showed robust resistance. Based on the
literature and my study, the main Fusarium mycotoxin DON can cause the most quality
problems in silage feed, especially in maize silages, where the system may sometimes
have low viable LAB counts. Another problem is OTA contamination, as the
mycotoxin's bacterial growth inhibitory properties can hinder fermentation processes at
high concentrations. As a mycotoxin produced by typical warehouse fungi, OTA is not

common in silages as long as anaerobic conditions persist.

During my research, | isolated Gram-positive aerobic bacteria Lysinibacillus spp. and
Rummeliibacillus suvonensis, as well as Gram-negative Klebsiella pneumoniae, which,
to our knowledge, had no particular role in silage fermentation processes. Except for
Lysinibacillus fusiformis, none of these bacteria were known to have mycotoxin

resistance or elimination. Still, they showed that, like LAB, they also possessed this
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positive trait. Their activity may inhibit fungal growth and mycotoxin contamination
under aerobic starting conditions of silage or after silage openings.

DON elimination was negligible for B. thuringiensis, L. boronitolerans, L. fusiformis,
and R. suwonensis. The AFB1 elimination ability for B. thuringiensis AMK10/1 S-layer
fraction was 64%. The purified cell wall, PG and S-layer protein fractions of L.
boronitolerans AMK9/1 almost eliminated ZEA. In the case of Lysinibacillus fusiformis
AMK10/2, cell debris, purified cell walls, PG fraction, and S-layer fraction also showed
outstanding results in ZEA elimination. For B. thuringiensis AMK10/1, ZEA
elimination was negligible for the PG fraction compared to 38% for the S-layer.

R. suwonensis AMK9/2 and L. boronitolerans AMK9/1 produced higher esterase
activity. The correlation analysis showed a correlation coefficient of 0.618 between
enzyme activity and ZEA extracted from cell debris and -0.748 between enzyme

activity and ZEA remaining in the supernatant of cells.

No DON elimination was observed for Klebsiella pneumoniae. AFB1 elimination was
highest with cell debris. ZEA elimination was highest in purified cell wall, S-layer

protein fraction and cell debris.

Probiotic industrial strains are essential in the dairy industry and have other uses. In the
case of xenobiotics, the role of LAB in detoxification is well known. At the same time,
this characteristic is strain-dependent. AFM1 elimination of the lactic acid bacteria L.
paracasei ssp. paracasei 431 was insignificant, while the PG cell wall fractions of R703
and BB12 absorbed substantial amounts of AFM1 from naturally contaminated milk.
Furthermore, the PG fraction was better absorbent for AFM1 than viable cells for BB12,

while the difference was insignificant for strain R703.

In a silage experiment, a significant reduction in mycotoxin content was observed in a
sample contaminated with mycotoxin and inoculated with Lactiplantibacillus plantarum
NCAIM B01074. In the samples inoculated with L. plantarum NCAIM B01074, no
DON was measured, neither in the shredded maize crop nor in the finished silage. With
the same amount of ZEA toxin, fewer samples inoculated with mycotoxins and cells

were detected. However, none of the finished silage samples showed ZEA toxin.
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13. MELLEKLETEK

1. melléklet: A Klebsiella pneumoniae AMKBS8/2 baktérium OTA (1000 pg/l) mikotoxin
melletti névekedése (n = 4, t proba 24. 6ra p=3,49662E-10)
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2. melléklet: A Levilactobacillus brevis AMKT3/3 baktérium AFB1 (24 pg/l)
mikotoxin melletti novekedése (n = 4, t proba 24. 6ra p=0,031)
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Optikai denzitas (630 nm)

3. melléklet: A Rummeliibacillus suwonensis AMK9/2 baktérium ZEA (500 ug/1)
mikotoxin melletti novekedése (n = 4, t proba 24. 6ra p=0,342)
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4. melléklet: A Lysinibacillus fusiformis AMK10/2 baktérium DON (1000 ug/1)
mikotoxin melletti novekedése (n = 4, t proba 24. 6ra p=0,183)
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14. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani elsdként témavezetdmnek, Dr. Pusztahelyi Tiindének,
hogy munkdmat mindvégig tamogatta, értékes elméleti €s gyakorlati tanacsaiért,

hozzajarulva disszertaciom sikeres elkésziiléséhez.

Koszonettel tartozom a Debreceni Egyetem MEK Agrarmiiszerkozpont dolgozoéinak a

dolgozatomban nyujtott segitségért.

Koszonetemet fejezem ki, Zudorné dr. Dombradi Zsuzsanna Ritanak (Debreceni
Egyetem, DE Klinikai Kdzpont, Egészségiigyi Szolgaltatdé Egységek, Diagnosztikai
Egységek, Orvosi Mikrobioldgia) a MALDI-TOF MS mérések elvégzéséért.

Koszonetemet fejezem ki a BIOMI Kft.-nek (G6doll6, Magyarorszag) a PCR termékek
szekvenalasaért.

Koszonetem fejezem ki az Alfoldi Tej Kftnek és a DE MEK Precizids
Novénytermesztési Kutatas-fejlesztési Szolgaltato Kozpontjanak a vizsgélati anyag
biztositasaért.

Koszonetemet fejezem ki, a Mezb6gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
Gylijteményének (MATE, Elelmiszertudomanyi és Technologiai Intézet), hogy a
silozasnal felhasznalt Lactiplantibacillus plantarum NCAIM B01074 torzset
biztositotta.

Ko6szonettel tartozom két payazatnak:

e 2018-1.2.1-NKP-2018-00002 A magyar fogyasztok rovid €s hosszi tava
aflatoxinterhelésének meghatarozasa a tejterméklancban ¢€s a kockazatkezeld
intézkedések megalapozasa.

e 2019-2.1.13-TET IN-2020-00056  Biotechnologiai  kutatasok  Fusarium

mikotoxinokt6l mentes gabonafélék és élelmiszerek eldallitasa céljabol.

Végezetiil koszondm csaladomnak, sziileimnek, paromnak a teljes korli timogatast és a

rengeteg tiirelmet, amiért végig biztak bennem, akkor is, amikor én mar nem tudtam.
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