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Abstract: Monitoring myco-toxins in the fermentation process of must

Ochratoxin A (OTA) and aflatoxin B1 (AFB1) are the most abundant and the
most toxic among toxins. The International Agency for Research on Cancer has
classified ochratoxin A as a possible human carcinogen (category 2B). The oc-
currence of OTA and AFB1 in wine samples has been reported in various studies
predominantly dealing with European wines but also with wines of other re-
gions. Generally red wines seem to contain a higher amount of OTA than white
or rosé wines, and some results suggest, that at least for European and North
African cultivation areas, southern regions are more affected by the contamina-
tion problem. The aim of the present work was to investigate the change of OTA
and AFB1 content during must fermentation processes, using artificial
contamination of must samples with OTA and AFB1 of higher than 98% purity.
Different concentrations of the toxins combined with different sort of wines
(white, rosé, red) were applied. Our experiments were carried out in laboratorial
as well as in industrial scale, and demonstrated the level of OTA and
AFBlcontent in must and wine during fermentation. Sample collections and
preparations were carried out systematically, the prepared samples were
analyzed by HPLC-MS and by HPLC.

1. Bevezetés:

Az Ochratoxin A-t bor kontaminansként el0szor 1996-ban detektaltak, Eurd-
paban 1999-ben [1]. Az Eurdpa szerte végzett kutatasok kimutattdk, hogy az
Asp. carbonarius a leginkabb feleldés az OA termelésért a sz6lokben, borkészi-
téshez hasznalt gytimolcsdokben és borokban. Eurdpaban végzett boranalizisek
bebizonyitottdk, hogy az OA koncentracidja csokkenést mutatott, a vordsbor
tartalmazza a legtobbet, a rozé és a fehér bor eldtt. Eurdpaban sajnos kevesen
tudjak azt, hogy a fébb klimaviszonyok a betakaritast megel6zéen szoros kap-
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csolatban allnak a sz616k, borok OA-tartalmaval. Gorogorszagban a szaraz vo-
rosbor OA-tartalma kevésbé kiilonbozik a rozé és fehér borok toxintartalmatol.
A cerealiak utan a bor a felels a napi OA bevitelért. A korai sz616érés és a szii-
retelés kozott eltelt id, mint kritikus periodus és a faktorok képesek befolyasol-
ni a gombak novekedését €s az OA termelést. A meteorologiai allapotok megfe-
lel6 monitorozasa sziikségszerii ez id6 alatt. Ugy tiinik, hogy az OA nem szaba-
dul fel teljesen a sz616bdl a bogydk zuzasakor, részben a maceralas novelheti
még az OA mennyiségét, a fermentacid soran viszont ez az érték csokken, mivel
a keletkezo alkohol gatolja a gombak ndvekedését, igy a toxintermelést is.

A borok OA-val vald szennyezddését a penészgombak sz6loszemeken vald
megtelepedése okozza [2]. Annak ellenére, hogy a Penicillium verrucosum és az
Aspergillus ochraceus tekinthetok a legfobb OA termel6 fajoknak, mégsem ezek
alkotjak a sz616 normal mikrobidtajat. Mellettiik f0képp az Asp. carbonarius és
az Asp. niger a felelds a sz610k, borok és a szaritott, borkészitésre hasznalt gyii-
molcsok szennyezéséért.

Kiilonb6z6 elfogadott széldtermesztési gyakorlatok, mint példaul peszticidek
hasznalata, eltérd termesztési modok, a lesziiretelt sz616 megfeleld koriilmények
kozotti tarolasa, eldkészitések modjai, a fermentacio ideje €s hémérséklete,
mind-mind képesek befolyasolni a mikotoxinok felhalmozasat/akkumulalasat
[3]. Mikotoxinok jelenléte borokban, gyiimdlcslevekben a nem megfelelé mezo-
gazdasagi eljarasnak koszonhet6. Megfeleld termesztési eljarasok betartasaval —
megfeleld valogatas, kezelés, tarolas, szemezés €s mosas — biztosithatd, hogy a
gytimolcslevek és borok nem tartalmaznak a megengedett értéknél tobb maradék
mikotoxint.

Spanyolorszag vezetd helyen 4ll a mindségi borok gyartdsdban [4]. Nagyja-
bol a vilag bortermesztd vidékének 15%-a talalhato itt, és a vilag bor eldallitasa-
nak 11%-at bonyolitjak le ebben az orszagban. A spanyol borok tobb mint 50
csoportba sorolhatok, és mindegyik kiilonbozik a masiktél. Ugy tiinik, hogy
néhany bor Eurdpa déli borvidékeirdl és Afrika északi borvidékeirdl magasabb
OA tartalommal rendelkezik, mint az északabbi teriileteken termelt borok.
Ugyanez elmondhat6 Argentinara, Braziliara és Franciaorszagra is.

A szennyezett borok OA-tartalma egyes anyagokkal megkdthetd, csokkent-
heto, ilyenek példaul a zselatin, kazein, tojas albumin [5]. A kutatasok eredmé-
nyei azt mutatjak, hogy az aktiv szén egy hatékony agens, mely felhasznalhato
az OA eltavolitasara pufferelt oldatokban, és fehér borban egyarant, mig a ben-
tonit kisebb affinitdst mutat az OA megkdtésére.

Szamos tanulmany azt mutatta, hogy kapcsolat lelhet6 fel az OA jelenléte és
a fehérjeszintézis kozott [6]. Valojaban az koztudott volt, hogy az OA nagy kon-
centracioban DNS melléktermék keletkezéséhez €s a kismag formaciovaltozasa-
hoz vezethet, és megzavarja a sejt szintli fehérjeszintézist.

Ujabb kutatisok kimutattak, hogy a borok jelentds mértékben tartalmaznak
OA-t [7]. Az OA borban valo el6fordulasat el6szor Svajcban irtak le. Az elmult
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évtizedekben szamos eurdpai orszagban — Skandinavia, Mediterran Tengeri Or-
szagok, Balkan - kimutattak az OA jelenlétét borokban. Az OA mennyisége a
borokban nagymértékben valtozo, ugyanis nagyban fiigg a borkészités mindség-
iranyitasatol. Egy kutatas keretében, Torokorszag négy egymastol nagyban kii-
16nb6z06 klimaju teriiletén késziilt borok OA tartalmat vizsgaltak meg ¢s hasonli-
tottak Gssze. Azt tapasztaltak, hogy a forr6 nyart, magas paratartalmu mediter-
ran terlileteken termelt borok OA tartalma volt a legmagasabb. Hasonlo kutata-
sokat végeztek Spanyolorszagban és Olaszorszagban is, ¢és az eredmények ha-
sonldan alakultak, mint a torok példa esetén [8].

Fernandes és mts. kijelentették, hogy a must OA tartalma magasabb a boré-
hoz képest, mert a biomassza jelenléte a mustban kedvezéen hathat a feliiletén
lejatszddo adszorpeid révén az OA mennyiségének csokkenésére. Ezt a sejtfalak
negativ toltési tulajdonsagaval és az OA savas tulajdonsagaval magyaraztak.
Bau és mts.-i allitottak, hogy az OTA termelésének kockazata a sz616 érlelésével
csokken, ami azt jelenti, hogy megfeleld higiéniai allapot sziikséges ahhoz, hogy
a bort megovjuk a szennyezéstol.

Az aflatoxinok az Aspergillus flavus, illetve Asp. parasiticus fonalas gombak
altal termelt er0sen toxikus masodlagos anyagcseretermékek. Szamukra kedvezd
homérsékletli és paratartalmt koriilmények kozott bizonyos élelmiszereken,
ételeken ndnek, és mikotoxint termelnek. Az aflatoxinokat a mezdgazdasagi
termékek természetes szennyezoiként tartjak szamon. A legerésebb szennyezést
kukoricaban, mogyoréban, gyapotmagban, és mas gabonandvényekben mutattak
ki. Az aflatoxinok koziil a legismertebb a B1, B2, G1 és G2 tipus, melyek koziil
a B1 emelkedik ki, mint legveszélyesebb toxikus anyag. Az Eurdpai Bizottsag 2
ng/g-ban maximalta az aflatoxin B1 mennyiségét az élelmiszerekben, habar az 1j
limitek 1 ng/g-ban hatarozzak meg ezt az értéket. Habar eddig nem volt elérhetd
informacié aflatoxin sz6l6ben vald eléfordulasardl, nemrégiben megjelent kuta-
tasok kimutattak az Asp. flavus nagyon alacsony szdmat mediterran teriiletekrol
szarmazé sz6l6kben. Azonban az aflatoxin B1 mennyiségérdl nincs adat az érte-
kezésben [9]. A borvidék kiilonbozé teriileteirdl vett 10 szOl6fiirtbdl késziilt
mintakat extrahaltak és HPLC modszerrel, valamint standard hasznalataval vizs-
galtak a szOlok aflatoxin B1 tartalmat 0,01 pg/l kimutatasi hatarérték mellett.
Szerencsére csak a taptalajon nevelt gombaknal tapasztaltak toxintermelést, a
borban nem.

Tunézia borvidékeir6l vett sz0lémintak aflatoxin B1 és ochratoxin A tartal-
mat vizsgaltak a kutatok [10]. Nagyjabol 100 Aspergillus izolatumban az Asp.
niger 70%-ban, az Asp. carbonarius 7%-ban és az Asp. flavus 23%-ban fordult
elé. Baktériumtenyészetekben tesztelték az izolatumok mikotoxintermeld képes-
ségét. A legmagasabb OA termelési szintet az Asp. carbonarius izolatumok
80%-a produkalta, mikézben az Asp. niger izolatumok csak 5%-a termelt OA-t.
Tovabba az Asp. flavus izolatumok 39% termelt AFB1-et 21-54 ng/g mennyi-
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ségben. Tovabba eldszor demonstraltak, hogy a Penicillium izolatumok 3%-a
mutatott OA termelést szol6kben.

2. Eredmények:

Munkank soran laboratériumi vizsgalati modszert fejlesztettiink ki fehér, rosé
¢€s vOrds borok érési folyamataban az AFBI1 és OA tartalom nyomonkdvetésére.
A vizsgalati edényeink 4 literesek voltak, illetve a Iéptékndveld kisérleteink
elokészitéséhez 25 literes ballonokat is alkalmaztunk. Az emlitett trtartalma
edényekbe keriiltek a kiillonbozéképpen eldkészitett must mintak (kénezéses
elokészitéssel, vagy anélkiil; kétféle fajélesztd adagolasaval, illetve anélkiil;
mindenféle elokezelés nélkiil), melyekhez kiilonb6zé mennyiségiti (0,5-1,0-2,0—
4,0 ppm) 99%-os tisztasagi AFBI, illetve OA toxinokat adagoltunk. A
nyomonkovetési vizsgalatokban tobb idopontban mintavétel tortént a must fer-
mentacidja soran, a mustmintakat feldolgozasukig -18°C-on tartottuk (1-4. ké-

pek).
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1. kép: Mikotoxinnal szennyezett mustmintdk

s Fehérsz81l6 mustja
(Harsleveld)

* Kéksz6l6 mustja
(Kekfrankos)
* \Brésbor (Zweigelt)

* Mustkénezés (10 g/I)

* Fajélesztd hasznalata
(2 féle, illetve vadélesztes)

2. kép: Mintavételezés a kisérleti mustmintakbol
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Osszesen 144 minta

Kénezve, faj Kénezve, Kénezés Kénezés
élesztd | fajéleszto 2 nélkiil, nélkiil,
fajéleszté | | vadélesztd
24 24 24

Fehér 24
Rozé 24 = > =
Veros 24 - - -

24 minta:
2 toxin
x 4 koncentracid
X 3 parhuzamos meérés

Minta beadlitgsatol
efteit napok szama

2 20 93
2 13 86

+sepréminta

Mintavétel: 100 ml huzott” minta

4. kép: Mintavételek szama, kivitelezése

A mélyfagyasztott mustmintdk feldolgozasara sikeriilt egy egyszeri, gazda-
sagos, haté¢kony modszert kidolgoznunk, mely mindkét tipust toxin esetében
kivaloan alkalmasnak bizonyult. Az altalunk kidolgozott mintacl6készitési elja-
ras soran a kovetkezo 1épéseket alkalmazzuk:

A 100 ml must, illetve bormintabol 80 ml-t négyszeres extrakcionak vetiink
ala, mely soran acetonitrilt hasznalunk oldoszerként, minden extrakcioban 30-30
ml-t. A négy extrakciobol Osszegylijtésre keriil6 oldoszermennyiség altalaban
115-125 ml koril alakul. Az elvalasztas megkonnyitése érdekében centrifugat
hasznalunk, 5 percig 3800 rpm sebességgel.
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5. keép: Mintaeldkészités a laboratoriumban

Az 6sszegylijtott oldatot szarazra paroljuk rotacids vakumbeparlé berendezé-
sen, majd a visszamaradt anyagot 10 ml acetonitrillel visszaoldajuk, melybdl 2
ml-t vesziink ki a tovabbi vizsgalat céljabol. A kivett mintat Gjabb centrifugalas
utan, mely 10 percig 9000 rpm fordulaton torténik, mélyhtitében taroljuk. Az
elemzés el6tt a mintakat fecskendd eldtétsziirovel megsziirjilk ugy, hogy leg-
alabb 1,5 ml viztdl és szilard szemcséktél mentes acetonitril oldatot kapjunk,
mely alkalmas HPLC, illetve HPLC-MS vizsgalatokra (5. kép).

A nagyhatékonysagt folyadékkromatografias modszerrel torténé koncentra-
ci6 meghatarozadsdhoz Shimadzu LCMS-2010 EV HPLC késziiléket hasznal-
tunk, diddasoros detektorral (DAD) kapcsolva (6. kép).

6. kép: HPLC-MS késziilékiink
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A 144 minta elemzésével kapott eredményeinket az 1-6. abrakon tettiik kony-
nyen értelmezhetové. Az abrakat Ggy csoportositottuk, hogy egyszertien atte-
kinthetoek legyenek, illetve a sziikséges kovetkeztetéseket levonhassuk az abrak
elemzésébol.

Aflatoxin B1 fehérborban, kénezve, fajéleszt61

1,000
0,800
g_ 0,600 // — ——C0=0,5ppm
o E';gg é i T — ——Co=1 ppm
0,000 g —4—Co=2 ppm
0 20 40 60 80 100 o Comt ppm
Nap

Ochratoxin A fehérborban, kénezve, fajéleszt61

2,500
2,000 e
E 1,500 / —4—C0=0,5ppm
& é'ggg ? — ——Co=1 ppm
G:GUU - l =d—Co=2 ppm
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1. abra: Mérési eredmények — 1. sorszam

Aflatoxin B1 fehérborban, kénezve, fajéleszt62
0,800
g. 8'388 e e — ==C0=0,5ppm
r ——---_-A(
Q. 0,200 == Co=1ppm
0,000 | | T 1
—#&—Co=2 ppm
0 20 40 a0 &0 100
==Co0=4 ppm
Nap
Ochratoxin A fehérborban, kénezve, fajéleszt62
2,000
E 1200 —h —4—C0=0,5ppm
o 1,000  —
Q. o500 ?—!— f —&—Co=1 ppm
0,000 - —4—Co=2 ppm
d 20 40 60 80 100 Co=4 ppm
Nap

2. dbra: Merési eredmeények — 2. sorszam
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Aflatoxin B1 fehérborban, fajéleszt61

0,600
g. 0,400 = ——Co=0,5ppm
g 0200 : — —8—Co=1ppm
0,000 B ‘ —%
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0 20 40 00 80 100
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Ochratoxin A fehérborban, fajéleszt61
4,000 N
E, i:ggg N —+—C0=0,5ppm
o 1,000 —;\\; —8—(Co=1 ppm
0,000 =d—Co=2 ppm
o 20 40 50 0 100 coen ppm
Nap
3. dbra: Merési eredmények - 3. sorszam
Aflatoxin B1 fehérborban éleszt6 nélkiil
0,400
E 0,200 — —+—Co=0,5ppm
& (00 !'5 ‘ : E!‘ 8= Co=1 ppm
0 20 40 60 80 100 —*—Co=2ppm
Nap === C0=4 ppm
Ochratoxin A fehérborban éleszt6 nélkul
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2,000
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0,000
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e S— --
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— =
[ 20
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4.abra: Mérési eredmények — 4. sorszam
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Aflatoxin B1 rozéborban, kénezve, fajéleszt61
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Ochratoxin A rozéborban, kénezve, fajéleszt61
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5. abra: Mérési eredmények — 5. sorszam

ppm

Aflatoxin B1 vorosborban, kénezve, fajélesztol
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Ochratoxin A vorosborban, kénezve, fajéleszt61

2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

// \\N\_A
—

a

20 40 60 80 100

Nap

—4—C0=0,5ppm
——Co=1 ppm

== Co=2 ppm

Co=4 ppm

6. abra: Mérési eredmeények — 6. sorszam




3. Az eredmények értékelése:

A mérési eredményeink nagyszerli képet mutatnak szamunkra ezen két kii-
16nb6z6 szerkezeti csoportba sorolhatd toxin kiilonbozé viselkedésérdl. Az
aflatoxin B1 egyértelmiien alacsonyabb foku kockazatot jelent a boraszati ter-
meékpalya esetében, ami egyértelmiien rossz viz oldékonysagaban, illetve mérsé-
kelt alkoholban val6 oldékonysagaban keresendd. A mért legnagyobb mennyiség
sem érte el a 0,8 ppm koncentraciot, mely az indulé 0,1-0,3 ppm mennyiségek-
r6l a must érése soran keletkezd alkohol hatdsara az érés kezdeti szakaszaban
novekedett, majd egy id6 utan a seproben kezdett tijra halmozddni, mig az oldott
mennyiség csokkent. Az emlitett 0,8 ppm mennyiséget is csak egy esetben koze-
litette meg az adott vizsgalati minta, mig a hozzaadott 4 ppm toxinmennyiség
tobbi hanyada mar akkor is feltehetden a seproben gytilt 6ssze. Tovabbi vizsga-
latainkban a sepré elemzését is el kivanjuk végezni tobbek kdzott ennek tisztaza-
sara is.

Az ochratoxin A azonban a szakirodalmi varakozasainknak megfelelden
vizsgalatainkban is fokozott oldékonysagaval tiint ki, mind a vizes és méginkabb
az alkoholos oldatokban. A must érése soran a két toxin hasonld viselkedést
mutatott a tekintetben, hogy a kezdeti alacsonyabb mért értékek utan az alkohol-
tartalom novekedésével nagyobb koncentracidkat mértiink, mely egy mutatott
maximum érték utan csékkend tendenciat kapott. Kiemelnénk, hogy a bor érése
soran fokozatosan csdokken mindkét toxin mennyisége a borban, valoszinileg a
seproben ugyanilyen aranyban ndvekszik. Tovabbi vizsgalatainkban kivanjuk
ezt igazolni, a seprébdl vett mintak analizisével.

A vizsgalati eredményeink egyértelmiien igazoltak, hogy mindkét toxin ese-
tében az oldatba jutasanak, illetve ott tartdsanak a feltétele nemcsak az alkohol-
tartalomban keresend6, hanem kozvetlen Osszefiiggés mutatkozik az élesztd
jelenléte és a toxin oldatba keriilése kozott. Az élesztd mindségétdl fiiggden is
valtozik a toxinok jelenléte a vizsgalt mintakban, igazolhatoan a vadélesztok
segitik leginkabb, majd a vizsgalt 1-es és 2-es szamu fajélesztok kovetkeznek a
sorban a toxinok oldatba keriilésének eldsegitésében. A boraszatokban napjaink-
ban alkalmazott must-kénezés gyakorlatilag a vadélesztoket eliminalja a borké-
szités soran, ami kedvezd az elobb emlitett okokbol is. Véleményiink szerint a
délvidéki orszagokban, ahol a toxinszennyezés valos probléma, érdemes lenne
megfeleld élesztotorzseket keresni, melyek a toxinok oldatba keriilését nem segi-
tik, viszont a bor erjesztését elvégzik. Lényegesen befolyasolhatd lehet ilyen
modon a borban 1évé toxinok mennyisége, még esetlegesen toxinnal szennyezett
must feldolgozasaval is.
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4. Koszonetnyilvanitas

A szerzék koszonetet kivannak mondani a Nemzeti Fejlesztési Ugynokség-
nek, hogy a munkat a GOP-1.1.1 palyazat keretében tamogatta.
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