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A Fusarium nemzetség fajai kozil tobbrél megallapitottdk, hogy bizonyos
kéralmények kozott anyagcseréjik soran allatra és emberre egyarant veszélyes
vegylleteket, toxinokat termelnek. Ezek koziil hazankban legismertebb az 6ssz-
trogén szindrémat kivalté zearalenone, vagy hasznéalatosabb nevén F-2 toxin,
amelyet f6leg a Fusarium graminearum és a Fusarium culmorum penészfajok
egyes torzsei képeznek. (1) Ezek kartétele az utobbi években egyre gyakoribb.
Ennek okat a megvaltozott takarmanynovény gazdalkodasban kereshetjik. A
nagylizemi allattenyésztéssel egyidejlileg a fokozott takarmany sziikséglet kielé-
gitésére nagymértékben fejlesztették a takarmanynoévények, kivaltképp a kuko-
rica termesztését.

Az Ujabban termesztett nagyhozamu fajtak hosszd tenyészidejik és mono-
kulturas termesztésiik miatt fogékonyabbak a penészfert6zések, igy a Fusarium
fert6zése irant is. A nem megfelel§ raktarozasi kérilmények tovabbi karos ténye-
z6ként hatnak.

Az F-2 kémiai Osszeg képlete: C1842Dg, szerkezetileg 6-(10-hidroxi-6-oxo-
transz-l-undecenil)-/?-rezorcilsav-lakton. Fehér, U. V. fény alatt zo6ldes-kéken
fluoreszkald, kristalyos vegyilet, olvadas pontja: 163—165 C°. U. V. maximumai
(etanolban oldva): 236, 274 és 316 nm. Jél oldédik éterben, benzolban, diklor-
metanban, kloroformban és alkoholban, nem oldddik vizben és petroléterben.
Egyarant adja az olefin, keton, fenolos hidroxid és észtercsoport jellemz6 reak-
cioit (2). H6turésére vonatkozdéan Mirochaés tarsai végeztek vizsgalatokat, amely
szerint vizes-metanolos kozegben 111 C°-on enyhe, ennél magasabb h&mérsék-
leten nagyobb mérvi bomlas észlelhet6 (3).

A toxin szinte valamennyi héaziallatra karosit6 hatassal van, bar elhullast
kozvetlenil nem idéz el6. A takarmany visszautasitdsa, korai vetélés, alivarzas:
vulva- éstejmirigy duzzanat utal ajelenlétére. A fenti tiinetekkel jaré karosodasok
kovetkeztében az allatdllomanyban sudly- és szaporulat csékkenés jon létre.
Az F-2 toxin rendszeres vizsgalatat kartételének egyre gyakoribb jelentkezése
tette szikségessé. Az azonos fajon belul el6fordulé atoxikus torzsek, a takarmany
addigi tarolasara vonatkoz6 ismeretek hianya és a tartositasi céllal alkalmazott
hé-, vegyszeres-, vagy egyéb kezelések miatt mikrobioldgiai vizsgéalattal a takar-
many toxikussagat nem lehet megallapitani. Ezért F-2 mérgezésre gyanus ese-
tekben célszer(i a parhuzamos kémiai vizsgalat elvégzése.

Mirocha és munkatarsai Gttér6 munkat végeztek a toxin kémiai vizsgala-
tAban. Kukoricabél tortén6 kimutatasara vékonyrétegkromatografias (3),
ugyanebbdl és szénabdl torténé kimutatdsara gazkromatografias modszert dol-

59



goztak ki (5). Az egyéb takarmany alapanyagok és keverékek vizsgalatara Eppley
dolgozott ki eljarast, amelyben avékonyrétegkromatografias analizist megel6z6en
oszlopkromatogréfias tisztitast javasol (6). E forrasok alapjan igyekeztiink olyan
eljarast kidolgozni, amely rutinszer( és egyuttal minden hasznalatos takarmany
alapanyagra és keverékre alkalmazhaté. A munkaigényes oszlopkromatografias
tisztitds helyett a megfelel6en szelektiv dibrom-kinon-klorimid alapi el6hivé-
szert alkalmaztuk, amely segitségével az F-2 toxin észlelése 5 ppm. takarmany-
beli koncentracié felett biztonsagossa valik még olyan esetekben is,5 amikor a
kifejlesztett vékonyrétegkromatogramon az F-2 foltja U. V. lampa alatt vizudli-
san nem kulénil el az egyéb komponensektél. Ez a kimutatasi hatar nem minden
esetben elegendd, mert sertéseknél atiineteket kivalté toxinkoncentracié6 1 ppm
koruli érték (szarvasmarhaknal 14 ppm.). Ezért sertéstapok esetében, ameny-
nyiben a vékonyrétegkromatogram el6hivasa utan bizonytalan az eredmény,
célszer(i elvégezni a minta gazkromatografids elemzését, amelynek kimutatési
hatara 0,5 ppm. alatt van.

Anyag és modszer

Szilkséges vegyszerek:
Diklérmetan alt.
Petroléter v. hexan

10% vizet tartalmaz6 metanol
Kloroform, viztelenitett
Benzol, viztelenitett
Metanol, viztelenitett
Dibrém-kinon-klérimid
Piridin, vizmentes
Bis-trimetil-szilil-acetamid
F-2 (zearalenone) standard.

1. Kivonas

40 g tdkolmanyt finomra daralunk és diklérmetannal Soxhlet késziléken
16 oran keresztil extrahaljuk. A kapott extraktumot szirups(r(iségdre beparol-
juk, majd 50cm3petroléterrel és50 cm310% vizet tartalmaz6é metanollal razo6tol-
csérbe atmossuk. Kirazas és elvalasztas utan a metanolos fazist, amennyiben sok
pigment anyagot tartalmaz, ismételten 25 cm3petroléterrel kirdzzuk és elvalaszt-
juk. A metanolos fazist kiméletesen beparoljuk.

2. Vékonyrétegkromatografias vizsgalat

A kivonas soran nyert extraktumot viztelenitett kloroformmal 4 cm3re fel-
higitjuk és ebb6l0,05cm3t, 110 C°-on egy 6ran at aktivalt szilikagél lemezre
(Kieselgel G, 0,3 mm vastagsagban) felcseppentiink. Mellé felcseppentiink az
F-2 standardbo6l megfigyelhet6 mennyiségnyit (0,5—1 /jg). 97:3 aranyu kloro-
f orm-metanol, vagy 93:7 aranyl benzol-metanol futtatészerrel kifejlesztjuk ale-
mezt. Az F-2 folt kb. 0,5 Rf értéknél U. V. lampa alatt zoéldeskék szinnel fluoresz-
kal. Tovabbi ellenérzésként befljjuk a lemezt frissen készitett dibrém-kinon-
klérimid 0,4%-os metanolos oldataval, majd 10%-os Na,C03 vizes oldataval
Az F-2 folt lathat6é fényben lassan az intenziv ibolya szinbél barnassargava val-
tozik. Amennyiben sok olajos részt tartalmaz a felfuttatandé extraktum, el6-
fordul, hogy az F-2 folt egy kicsit feliebb vandorol a vékonyréteg lemezen, mint
a standard F-2 folt. llyen esetben az extraktum és a standard folt mellé cseppent-
sunk fel extraktum és standard oldatot egy foltban és igy futtassuk alemezt.
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3. Gazkromatografias vizsgalat

Az F-2 gazkromatografias analizise trimetilszilil-éter szarmazék készitése
utan valt lehetévé. A szarmazék készitéséhez bis-trimetilszilil-acetamid (tovab-
biakban BSA) szillez6 reagenst alkalmaztunk, amelynek kezelésénél vizmentes
kérilményeket kell biztositani (9).

Szililezés:

A kivonasi eljaras utan nyert extraktumot4cm3kloroformban feloldjuk és
ebbdl 1cm3t zarhat6 fedéllel ellatott fiolaba atvisziink, majd a kloroformot viz-
furd6ben nitrogén arammal elpéarologtatjuk. A szarazra pérolt kivonathoz 0,1 cm3
piridint (KOH-val széaritott) és 0,1 cm3 BSA-t adunk. A lezart fiolat az anyag
felold6dasaig razogatjuk, 5 perc elteltével a szililezés befejez6dik és az oldat
gazkromatografalasra alkalmas.

Géazkromatografias koérilmények:

A gazkromatografias elemzéseket Chrom-31 tipusu készilékkel végeztik,
langionizaciés detektorral mikodtetve.

Kolonna: 4 mm 0 x3000 mm rozsdamentes acél.

Toltet: 5% SE(30, szilanizalt chromosorb

W (80 —100 mesh) hordozon.

Termosztat héfoka: 255 C°

Injektor héfoka: 295 C°

N, viv6gaz térfogatsebessége: 30 cm3perc.

A megadott kérilmények kozott 1 /i 1 szillezett oldatot betaplalva a gaz-
kromatografba 31,57 perces retencios id6nél jelentkezik az F-2 cslcsa (1-es és
2-es abra).

Az adatokbol kiszamitott korrigdlt retenciés térfogat: 420 cm3perc.
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3. abra
BSA-val szililezett F-2 standard oldat gazkromatogramja

Kovetkeztetések

A leirt kémiai vizsgalatok megbizhat6sag tekintetében egyenranguak a biol6-
giai prébaval, felszereltségi igényt és vizsgalati id6t figyelembe véve el6nydseb-
bek anndl, mint azt a parhuzamosan végzett patkany és tengerimalac kisérletek
igazoltak. A dibrom-kinon-klorimid hatéanyagu el6hivé szer a vékonyréteg-
kromatogram értékelésénél megndveli a dontés biztonsagat azokban a kérdéses
esetekben, mikor a foltok szétvalasa nem tokéletes, vagy U. V. lampa alatt a
standard folttal egymagassagban levé maés jellegi fluoreszkalé anyag jelentkezik.
A géazkromatografias kimutatas érzékenységénél fogva felilmulja a biologiai
prébat s lehet6vé teszi a toxin tartalom pontos mennyiségi értékelését. E tulaj-
donsaga révén lehet6vé valik a toxinnal szennyezett takarméany felhasznalasa
azaltal, hogy a szennyezettség mértékének és az allat érzékenységének ismereté-
ben megfelel6 higitds utan etethetd lesz.

A kisérletekben felhasznélt F-2 toxint laboratériumunkban allitottuk el6.
A toxin azonositasat biol6giai prébaval, kémiailag vékonyrétegkromatografias
Osszehasonlitdssal, valamint a kikristalyositott toxin olvadas pontja, U. V. és
infravérds spektruma alapjan végeztik.

Végezetil szeretnék kdszonetét mondani Dr. Etter Laszlonak értékes tana-
csaiért, valamint Fésls llonanak és Mayer Gézanak a toxin kinyeréséhez szik-
séges tenyészetek elballitasaért.
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4. abra
BSA-val szililezett F-2 pozitiv sertéstap kivonat gazkromatogramja
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XNMWYECKOE NCCNELOBAHWE COOEPXAHNA TOKCUHA
® -2 (Zearalenone) B KOPMAX

T. Opykkep

HekoTopble BUAbl (hy3aprym pasMHOXaloLWmMecs B KOpMax B C/lydyae XOpOLUMX
YyC/IOBUM OKpyXatolleli cpefbl NpoAyLupyT TOKCUH ® -2 (zearalenone). YacTbie
3ab0neBaHNe CKOTOB TEKCMHOM Tpe6oBasio, YTOObl CMCTEMATUYECKMM 3aHUMauchb
XUMUYECKUM BbISIBIEHWEM SO0BUTbLIX BewecTB. W3 XMMUYECKUX uccnenoBaHun
TOHKOC/I0liHOl XpomaTopragueii BO3MOXHO OGHapPYXWTb KOHLEHTPaLU0 TOKCUHOB
BbICLLIE 5 ppm C UCMO/Ib30BaHNEM NPOSBUTENS ANOGPOMXUHOHKIIOPMAA, KaK B OCHOB-
HbIX MaTtepuanax kopma Tak U B kKOMOUKOpMax. [pu MeHbLIUX KOHUEeHTpaumusax
vwnun [ONS OMpedesieHVs TOYHOrO KO/M4YecTBa MnpegnaraeTcs rasoxpomaterpadm-
Yyeckoe unccnegosaHve. B aTom cnydae npegen BbiABAEHUS TOKCUHA @ -2 Haxoautcs
HXe 5 ppm 3HayeHue TOYHOro KO/IMYecTBa COoAepXaHus TokcuHa ® - 2 B kopmax
SAIBNSIETCA OYEeHb BAXHbIM, TaK KakK TO/bKO B 3TOM C/y4ae BO3MOXHO BbIYUCIUTH
BE/INYMHY pas3XMKEHUA He CNoCOBCTBYIOLWMX 3a60/1eBaHUIO.

CHEMICAL INVESTIGATION OF THE CONTENT OF F-2 TOXIN (ZEARA-
LENONE) IN FEEDS

T. Drucker

Some species of Fusarium that are multiplying in feeds under favourable
environmental conditions, produce F—2 toxin (zearalenone). The increasing
frequence of the occurrence of animal diseases caused by this toxin required
regular investigations of the possibility of the chemical detection of the poisoning
substance. Of the chemical tests, detection by thin layer chromatography with
the use of dibromoquinone chlorimide as developing agent is suitable for the
routine examination of both basic feeds and combined feeds provided the toxin
concentration exceeds 5 mg/kg. In case of lower concentrations or when an accu-
rate quantitative determination is needed, the use of the gas chromatographic
method is suggested. In that case the detection limit of the F-2 toxin ranges below
0,5 mg/kg. The accurate knowledge of the contents of F-2 toxin in feeds is of
prominent importance since the ratio of dilutions needed to reduce the toxin
contents to a level causing already no intoxications can be calculated on the
basis of this value.
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CHEMISCHE UNTERSUCHUNG DES GEHALTES AN F-2 TOXIN
(ZEARALENON) IN FUTTERMITTELN

T. Drucker

Einige Spezies von Fusarium, die sich unter giinstigen Umgebungsbedin-
gungen in Futtermitteln vermehren, féahig sind F-2 Toxin (Zearalenon) zu er-
zeugen. Die je ofter vorkommenden, durch dieses Toxin verursachten Tierer-
krankungen erforderten eine Moglichkeit zum systematischen chemischen Nach-
weis des Giftstoffes. Von den chemischen Untersuchungen ist der Nachweis
durch Diinnschichtchromatographie unter Anwendung von’ Dibromchinonchlo-
rimid als Entwickler sowohl bei Grundfuttern wie auch bei Futtergemischen
rutinmassig durchfihrbar, falls die Toxinkonzentration 5 mg/kg Ubersteigt.
Bei geringeren Toxinkonzentrationen oder zu einer genauen quantitativen
Bestimmung wird eine gaschromatographische Untersuchung empfohlen, wobei
sich die Nachweisbarkeitsgrenze des F-2 Toxins unter 0,5 mg/kg befindet. Die
genaue quantitative Kenntnis des Gehaltes von Futtermitteln an F-2 Toxin
ist ausserst wichtig, weil man das Mass der schon keine Erkrankungen verur-
sachenden Futtermittelverdiinnungen nur auf Grund dieses Gehaltes berechnen
kann.

L’ANALYSE CHIMIQUE DE LA TOXINE F-2 (ZEARALENONE) DES
FOURRAGES

T. Drucker

Quelques especes de Fusarium croissant dans les fourrages produisent,
entre conditions favorables d’environnement, de la toxine F—2 (zearalénone).
Les maladies d’animaux causées par la toxine devenant de plus en plus fréquen-
tes, il devient nécessaire de déceler réguliérement, par voie d’analyse chimique,
la substance toxique. Parmi les méthodes chimiques, le décélement & Chromato-
graphie en couches minces, utilisant le réactif de p-dibromure quinone chlorimide,
se prete & l’'analyse de routine, dans le domaine de concentration de toxine supé-
rieur & 5 p. p. m., dans les matiéres premieres des fourrages ainsi que dans les
fourrages complexes. A des concentrations plus faibles on récommende, afin
d’effectuer I'analyse quantitative exacte, la Chromatographie en phase gazeuse.
La connaissance exacte de la teneur en toxine F —2 des fourrages est trés impor-
tante, car c’est le seul moyen qui permet de calculer les dilutions pas nocives
aux animaux.
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