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2. BEVEZETES

A Scopus adatbazis szerint a ,high-speed liquid”, ,high-pressure liquid”, ,high-performance
liquid”, ,,HPLC” és a ,,chromatgraphic”/,,chromatography” szavakat-kifejezéseket tartalmazo és
nem gazkromatografiai rendszerre utald kézlemények szdma 1966-1973 kozott megkozelitette a
kétszazat: egész pontosan 190 talalatrol van sz6, amelyekbdl egyébként egyetlen egy sem szarmazik
az akkori szocialista orszagokbol. A keresést azért zartuk le az 1973-as datummal, mert ebben az
¢vben jelent meg a Scopus adatai szerint el6szor olyan élelmiszer-analitikai kézlemény, amely
HPLC muszer hasznalatara épitett: a szerzok on-line UV detektalassal (Molyneux és Wong, 1973)
s0rbol humulon-szarmazékokat mutattak ki ill. azonositottak.

Béar az adatbazis kozel egy évtizednyi kiilonbséget mutat ki az altalanos céla HPLC vizsgalatok és
az ¢lelmiszermatrix, mint halmazok metszete szerint, az élelmiszer-analitika valdjdban sosem
maradt le a modern miiszeres eljardsok alkalmazdsa terén. Arrdl van inkdbb szo, hogy a rutin
¢lelmiszer-analitikdt nagyobb mértékben kototte guzsba a rendelkezésre allo szabvanyok
hasznalatanak ,,édes” kényszere, mint a K+F feladattal megbizott, legtobbszor a gydgyszeriparnak
dolgoz6 kutatdkat.

2014-re természetesen teljesen mas nagysagrendek és trendek jellemzok. Evente tobb ezer,
¢lelmiszerrel kapcsolatos HPLC eljarast publikdlnak a Scopus kimutatasai szerint. A NAT
adatbazisa tobb szaz akkreditalt HPLC moddszert sorol fel a hazai laboratoriumok eszkoztaraban,
mig a Magyar Szabvanyligyi Testiilet honlapjan 33 hatalyos HPLC alapi MSZ szabvany érhetd el,
melyek egy része mar nem csupan tomegspektrometriai, hanem deuterdlt belsé standard
hasznalatara épit. Mindez azt jelenti, hogy a HPLC — és kifejezetten a HPLC-(ESI)-MS is —
megkeriilhetetlenné valt mind a rutin é€lelmiszeranalitikai mérések, mind pedig a

modszerfejlesztések teriiletén.

PhD értekezésemben HPLC-ESI-MS technikara épitett, korabban az adott (élelmiszer)matrixokra
ilyen eljardssal nem vizsgalt célkomponensek mennyiségi meghatarozasat célz6 modszereket
dolgoztam ki. A célkomponensek, az etil-karbamat és a redukalt/oxidalt ubikinon szinte minden
szempontbol kiilonboznek egymastol — ami 0sszekotdtte Oket, az a standard addicios kalibracidra
¢épitett, szelektiv mérésre alkalmas, a késobbiekben NAT altal akkreditalt szinti HPLC-ESI-MS
metodika.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. AKARBAMATOK

Mindennapi élelmiszereink nyomokban szdmos karcinogén vegyiiletet tartalmazhatnak, és ezen
¢lelmiszerek gyakori fogyasztasa szerepet jatszhat egészségiink karosodasdban. Ezen toxikus
vegyiiletek kozé tartoznak egyes karbamatok is. A karbamatok szerves vegyiiletek, a karbaminsav
(NH,COOH) szarmazékai. A karbamatcsoport, az észterek (mint az etil-karbamat) és a
karbaminsavak szerkezetileg 0sszefiiggd funkcids csoportok, és kémiailag is gyakran atalakulnak

egymasba. A karbamat észtereket uretanoknak is nevezik.

2\
No” SN H,N” 0" “CH,

1. abra: A karbamatok altalanos kémiai szerkezete és az etil-karbamat

A karbamatban két oxigénatom talalhato (1. dbra), melyek barmelyike vagy mindkettd kicserélhetd
kénatomra. Abban az esetben, ha egy oxigént helyettesit egy kénatom tiokarbamatokrol beszéliink,
ha mindkett6t, akkor az R1-SC(=S)-NR,R3 altalanos képletti ditiokarbamatokrol. Az el6zéeknek két
kiilonboz6 tipusu szerkezeti izomerje van. Az O-tiokarbamatok, R3-OC(=S)-NR;R3, melyekben a
karbonilcsoportot (C=0) tiokarbonilcsoport (C=S) helyettesiti, ill. az S-tiokarbamatok, R1-SC(=0)-
NR2R3;, melyekben az R-O- csoport helyett R-S- csoport talalhato. Az O-tiokarbamatok
izomerizacidés reakcioban, példdul a Newman-Kwart 4trendez6dés sordn 4talakulhatnak
S-tiokarbamatta.

A karbamat vegyiileteket eredet szempontjabol két nagy csoportba, a mesterséges és
természetes eredetli karbamatok kozé sorolhatjuk. A nem polimer tipusu, ¢€lelmiszeranalitikailag
relevans mesterséges karbamatok felhasznalas szerinti fobb alcsoportjai a kovetkezok:

e novényveéddszerek (peszticidek/inszekticidek)
A karbamat tipusu inszekticidek mélyhatasu szerek, amelyek a novénybe néhany mm, esetleg cm
mélységig hatolnak be, de a novény mas részeibe nem jutnak at. Altaldnos képletiik:
R1-OC(=0)-NR2R3; R; jellemzben fenil, mig R, és Rs hidrogénnel vagy egyszeriibb szerves
csoporttal szubsztitualt. Kozéjiik tartozik tobb, az EU-ban engedélyezett (aldicarb, fenoxycarb,

oxamyl) és betiltott (alanycarb, carbofuran, ethiofencarb, fenobucarb) hatdéanyag is. Ezek az
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inszekticidek a rovarokat az acetilkolin-észteraz reverzibilis inaktivalasaval pusztitjak el (Metcalf,
2002).
e gyomirtdszerek (herbicidek)

A karbamat herbicideket szerkezetiik alapjan egy f6 (karbamatok; asulam, karbutilate) és egy
alcsoportra (karbanilatok; barban, chlorpropham) oszthatjuk. Szelektiv hatasti gyomirtd szerek:
egyes kultirnovények detoxikald mechanizmusuk révén képesek tolerdlni a permetezéssel
kijuttatott mennyiséget.

Karbamatok a természetben, biokémiai titon is keletkeznek. A dezoxihemoglobin a- €és B-lancaiban
lev6 valin aminosav maradékdnak N-terminélis aminocsoportjai karbamatok forméjaban talalhatok.
Ezek segitik a fehérje stabilizalasat a dezoxihemoglobinna alakulds soran és novelik a fehérjéhez
kotott maradék oxigénmolekulak felszabadulasanak valdszintiségét. Ezen karbamatcsoportoknak a
hemoglobin O, iranti affinitdsara kifejtett hatasat Bohr-effektusnak nevezik. Az uredzok és
foszfotriészterazok lizin aminosav maradékanak g-aminocsoportjai is karbamat alakjaban fordulnak

elé. Az aminoimidazolbdl szarmazé karbamat az inozin bioszintézisének koztiterméke. (Bartoschek

etal., 2001).

3.1.1. Az etil-karbamat

3.1.1.1. Az etil-karbamat altalanos jellemz6i

Az etil-karbamat (uretan) az Ry alkil-csoport homolog soraban a masodik legrovidebb karbamat a
metil-karbamat utan. Az etil-karbamat szagtalan, szintelen kristaly, nagy tisztasagban labdacsok
vagy fehér, szemcsés por formdjaban taldlhatd meg. Hevitésre vagy égetésre bomlik, mérgezd
gazokat (nitrogén-oxidokat) fejlesztve. Alapvetd fizikai és kémiai tulajdonsdgait az
1. tablazat ismerteti — ezek koziil €élelmiszeranalitikai oldalrél kiemelendd a vizben mutatott jo
oldékonysaga, a gazkromatografiai szempontbdl eldnyds forraspontja, ill. az, hogy heteroatomot
nem tartalmaz, igy tomegspektrometrias izotopolog-eloszlasa nem jellegzetes.

Oldhatosaga vizben 1 g/0,5 ml; etanolban 1 g/0,8 ml; kloroformban 1 g/0,9 ml; éterben 1 g/1,5 ml;
glicerolban 1 g/2,5 ml; olivaolajban pedig 1 g/32 ml.

Az etil-karbamat kereskedelmi alkalmazasara szamos példat emlithetiink, ide tartozik a kiilonb6z6
amino gyantak el0készitése, amelyeket koszolvensként hasznalnak a ndvényvédo- és gyogyszeripari
cégek, illetve a textiliparban mint kémiai koztesanyag, amely a mosasi és viselési tulajdonsagokat
befolyasolja. Orvosi vonatkozasban korabban antineoplasztikus szerek hatdanyagaként (Paterson és
Haddow, 1946) és tobbszoros myeloma kezeléseknél (Holland et al., 1966) alkalmaztik, valamint

embereknél hipnotikus szerként, laboratoriumi allatoknal pedig érzéstelenitOként (University of
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California, 2003). Az 1940-es években nyilvanitottak toxikusnak, mig rakkeltének 1943-ban
(Nettleship et al. 1943, Haddow és Sexton 1946).

1. tablazat: Az etil-karbamat fébb tulajdonsagai

IUPAC név Etil-karbamat
Elemi 0sszetétel C3H/NO;
Molaris tomeg 89,093
Monoizotdpos tdmeg 89,04767
CAS szam 51-79-6
Forraspont (1égkdri nyoméson) 182-184 °C
Olvadaspont 48-50 °C
Relativ stirliség 1,1
Oldékonysag vizben 0,48 glcm®
G6znyomas 78 °C-on 1,3 kPa
Relativ gézstiriség 3,07
Lobbanaspont 92 °C

Az etil-karbamat mesterséges eléallitisa ammonia és etil-kloroformat reakciojaval vagy ho hatasara

karbamid nitratb6l és etanolbol torténik.

3.1.1.2. Az etil-karbamat eléfordulasa és képzédése élelmiszerekben

Az etil-karbamatnak biotikus és abiotikus képzOodési utvonala is ismert, amelyek magaban az
érintett €lelmiszerben vagy az annak alapanyagdul szolgalo kiindulasi termékekben eredményezik
az etil-karbamat kialakulasat. A biotikus Utvonal legfontosabb prekurzora a karbamid, amely
fermentalt termékekben képzddik, elsdsorban az ¢élesztdk ¢és egyes penészek (fermentalt
szOjaszoszok esetén az Aspergillus oryzae) arginin bontd tevékenységébdl, ornitinnel egyiitt.
Mustok erjesztése soran jo nitrogén ellatottsag esetén a felesleges karbamid egy része kiiiriil az
¢lesztésejtbol, és a mustok ill. borok savas kémhatasan az etil-alkohollal etil-karbamat alakul ki.
Relativ nitrogénhidny esetén az élesztok a karbamidot ismét felveszik, és ammonidva alakitva
felhasznaljak, igy jelentds etil-karbamat képzddés csak akkor megy végbe, ha a must feleslegben
tartalmaz konnyen asszimilalhato nitrogént (Eperjesi et al., 1998, Granchi et al., 1998; Henschke és
Ough, 1991; Ingledew et al., 1987; Kodama és Yotsuzuka, 1994; Liu et al., 1994; Orduna et al.,
2001; Monteiro et al., 1989; Ough et al., 1988; Ough et al., 1990; Tegmo-Larsson et al., 1989).
Tovéabba azt is kimutattdk, hogy fizikokémiai tényezdk is befolyasoljak képzddését, mint példaul a
tarolds és a kor. Mindazonaltal, a karbamid-ciklusban szerepet jatszo citrullin mennyisége is

hozzajarulhat a megnovekedett etil-karbamat szinthez.
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A hagyomanyosan (tehat nem savas hidrolizissel) eldallitott szojaszosz 6-8 honapig tartod
fermentacidja soran 1-5 v/v% etanol is képzddik, igy ennél a folyékony halmazallapotu terméknél is
minden prekurzor adott az etil-karbamat kialakulasahoz.

Egyes tejsavbaktériumok képesek arra, hogy argininbdl citrullint és karbamoil-foszfatot hozzanak
létre. Mivel savas kozegben mindkettd reakcioba 1ép etanollal, az é€lesztd nélkiili fermentacios
folyamatok is felelések lehetnek az etil-karbamat képzédéséért. (Masque et al., 2011, Arena et al.,
1999).

Az abiotikus Utvonal nem igényli sejtek jelenlétét: a kordbban kialakult prekurzorokbol, akar steril
rendszerben is, feltehetden egyensulyi folyamat révén etil-alkoholos kozegben etil-karbamat
keletkezik karbamidbdl vagy hidrogén-cianatbol (Battaglia et al., 1990; Aresta et al. 2001). A
reakcid nagyobb homérsékleten gyorsabban zajlik le, igy pl. égetett szeszekben az etil-karbamat
mennyisége joval nagyobb, mint borokban. Ez az abiotikus utvonal érhetd tetten a csonthéjas
gyiimolesbol késziilt desztillatumokban, ahol az etil-karbamat a magvakban természetes modon
eléforduld cianogén-glikozidokbol képzédhet (Taki et al., 1992, Mackenzie et al. 1990). A
gyimolcs Osszezuzasa soran a magvak Osszetdrhetnek, és a beldliikk felszabaduld cianogén-
glikozidok reakcioba 1éphetnek a gylimolcspépben taldlhaté enzimekkel, igy hidrocianidsav
szabadul fel. Fény hatdsara a cianid cianatta oxidalddik, amely az etanollal reakcioba Iépve etil-
karbamatot képez. Amennyiben a reakcié elkezdddott, a folyamatot mar nem lehet leallitani akkor
sem, ha a termék steril. Fontos kiemelni, hogy a cefre hosszabb taroldsa soran hidrocianidsav az ép
magvakbol is felszabadulhat, igy az etil-karbamat képzddése szempontjabdl a csonthéjas

gylimdlcsok magjanak szerepe megkérddjelezhetetlen.

3.1.1.3. Az etil-karbamat mennyisége élelmiszerekben

A 2. dbra az etil-karbamat tartalom szempontjabol legfontosabb élelmiszereket mutatja (Hasnip et
al., 2007; Lachenmeier et al., 2005b; EFSA 2007). Jellemzd, hogy az etil-karbamatot legnagyobb
mennyiségben tartalmaz6 két élelmiszercsoport, a borok és az égetett szeszesitalok alapvetd
tulajdonsaga a hosszu abiotikus periodus (hénapokig-évekig tartd tarolds és érlelés), mig a
fermentalt sz6jaszosz és a malatabol késziilt italok (foként a sorok) esetében a biotikus képzddési ut
jatszik fontosabb szerepet. A tejtermékeknél és kenyérféléknél egyrészt az etanol 1 v/v % alatti
mennyisége, masrészt szilard halmazallapot esetén a folyadékkdzeg hidnya miatt nem johet 1étre

nagy etil-karbamat koncentracio.
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2. abra: Kiilonboz6 élelmiszerek atlagos etil-karbamat tartalma (Hasnip et al., 2007;
Lachenmeier et al., 2005b; EFSA 2007 nyoman)

Toxikoldgiai oldalrdl a tejtermékek €s a kenyér etil-karbamat szintje nem szamottevé (Haddon et
al., 1994; Lee 2013). A becsiilt napi bevitel egy atlagos, 60 kg tdmeg(, alkoholt rendszeresen nem
fogyaszté emberre szamitva 17 ng/ttkg/nap. Kiilonbozd alkoholos italokat fogyaszto felndtteknél 65
ng/ttkg/nap, illetve azokndl, akik gyiimdlcsparlatokat nagy mennyiségben fogyasztanak, 558
ng/ttkg/nap (EFSA, 2007).

A fermentélt szdjaszész egyes tavol-keleti orszagok esetében szamit jelentds etil-karbamat
forrasnak: Japanban példaul az egy fére jutd szojaszosz fogyasztas (kb. 10 liter/f6/év) nagyjabol
kétszerese a jellegzetes szaké italnak, igy érthetd, hogy napjainkban mindkét termék esetén
szamottevd erdfeszitéseket tesznek a etil-karbamat szintjének csokkentése érdekében. Dél-
Koreaban is nagy hangsulyt fektetnek az etil-karbamat meghatarozasara fermentalt élelmiszerekbdl.
A kiilonb6zd szdjaszoszokban mért mennyisége tag hatarok kézt mozog, a nem kimutathatotol a
240 ng/kg-ig (Lee 2013; Lim és Lee, 2011). A hagyomanyos kinai ,,sufu”, illetve ennek a vords
valtozata, a ,red sufu”, amelyet szintén fermenticidval allitanak eld sz6jabol, ugyancsak jelentds
etil-karbamat forras. A ,,;red sufu”, koszonhetden az eldallitas soran alkalmazott mikrobaknak, tobb,
182 pg/kg mennyiséget tartalmaz, mig a sufu 63 pg/kg-t (Wu et al., 2012; Wang és Yen, 1998).
Ko6szonhetden annak, hogy az etil-karbamat mennyisége a legtobb €lelmiszerben és szeszes italban
alacsony, nem jelent human egészségiigyi kockazatot (EFSA 2007; Vavasour et al., 2006). Egetett
szeszekben mennyisége viszont tag hatarok kozott valtozik. Az elsé dokumentalt vizsgalatot
alkoholos italbdl 1985-ben végezték, amelynek soran egy importalt szeszes italban Kanaddban nagy
mennyiségl etil-karbamatot talaltak (Conacher és Page, 1986). Madrera és Valles 2008-ban végzett
kutatasaban a vizsgalt égetett szesz mintak etil-karbamat tartalma 3,56-67 pg/l kézott mozgott

(Madrera et al., 2009).
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Szamos tanulmany sziiletett a nadcukor etil-karbamat tartalmanak meghatarozasarol. Barcelos et al.
2007-ben kiilonb6z6 terméteriiletrél szarmazo cukornadat vizsgaltak, LOD értéktdl kezdve 700 pg/l
értékig terjedd tartomanyban kaptak eredményeket, atlagosan 243 ug/l-t (Barcelos et al., 2007).
Erjesztett nadcukorbol késziilt parlatot tanulmanyoztak Machado és kollégai 2013-ban. A cachaga
vizsgalata soran fluoreszcens detektalast alkalmazva 25-35 pg/l koncentraciot mutattak ki az egyes
mintakbol (Machado et al., 2013).

A kutatasok soran szamos alkohol tartalmu italbol 15 pg/l és 12 pg/ml kozotti mennyiséget
mutattak ki. Borokban az etil-karbamat altalaban 10 és 50 pg/l kozotti koncentracidban talalhato
meg (Canas et al., 1994; Vahl, 1993). Magasabb értékeket foleg rizsbdl €s bogyds gyiimolcsbol
késziilt borokban mértek (Jagerdeo et al., 2002).

Az 1970-s években, az etil-karbamat keletkezésének korai vizsgalati szakaszaban nagy figyelmet
szenteltek a Boycovin fantdzianevii, DEPC tartalmu mikrobioldgiai terméknek, amelyet a romlas
megeldzésére adagolnak az édes borokba. Ennek a terméknek az ammoénium ionok hatésara
beinduld lasst reakcidja borban etil-karbamatot képez, igy hasznalatat a tovabbiakban nem
javasoltak (Ough, 19761).

Egy 2001-ben Baden-Wiirtembergben végzett kisérletsorozat volt az elsd, amely szisztematikus
gyartastechnoldgiai megkozelitéssel nyomon kovette a csonthéjas gylimolcsokbol késziild parlatok
etil-karbamat tartalmanak alakulasat (Weltring et al., 2006). A kiilonboz6 gytimolcsfajtak parlataira
vonatkoz6 vizsgalatokat kistizemi f6zdékben végezték a kovetkezd paraméterek figyelembe
vételével: gyiimoles fajtdja €s mindsége, a magok 4allapota a cefrézés soran, tisztitasi
mellékfolyamatok lefutdsa, rézkatalizator haszndlata a desztillacid soran, végparlat készités
id6pontja, utdbeparold alkalmazasa ¢és a késztermék raktarozésa. Az adatok kiértékelése utan
megallapitottak, hogy azokban a parlatokban, ahol a desztilldcio soran rézkatalizatort alkalmaztak,
az etil-karbamat tartalom lényegesen kisebb volt, mint a katalizator nélkiili desztillacidé soran
késziilt parlatokban. Megfigyelték azt is, hogy a parlatok kiilonb6z6 alkoholtartalma is befolyéasolja
az etil-karbamat mennyiségét. A 40 '/,% alatti alkoholtartalmu pérlatok etil-karbamat tartalma volt
a legnagyobb, mig a 45 Y/\%, 50 "/\% és 50 "/\% feletti alkoholtartalom alacsonyabb mennyiséget
eredményezett. A raktarozas koriilményeinek vizsgalata soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
a sotét helyen tarolt parlatok kisebb etil-karbamat tartalommal rendelkeztek.

Magyarorszagrol — eltekintve a ,,sziirke irodalomtol” — csak 2009-ben jelent meg az els6, korantsem
széleskori  felmérés, amelyben a vizsgalt 14 szeszesitalb6ol haromban mutattak ki
0,21-0,22 mg/l etil-karbamat koncentraciot (Lachenmeier et al., 2009). Az azt megel6z6 idészakban
csupan konferenciak szintjén keriilt eld az etil-karbamat problémadja, és végiil 2013-ban publikaltak

a korabbi eredményekre is épitd kutatasi eredményeket (Ajtony et al., 2013).
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Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hivatal kiilonbozé alkoholos italokban vizsgalta az etil-karbamat
sordn 2912 esetben taldltak etil-karbamatot kimutatdsi hatar felett az italokban. Az atlagos érték
0,85 mg/l-nek adodott, de talaltak olyan mintat is, amely 22 mg/I-t tartalmazott ebbdl a vegyliletbdl.

A mért értékek medianja az atlagnal jelentOsen kisebb, 0,33 mg/l lett, ami nem egyenletes

ey

3.1.1.4. Az etil-karbamat human élettani hatasa

Az etil-karbamat az emberi szervezetbe élelmiszereken keresztiil, tipikusan vizben/alkoholban
oldva, vagy ritkdbb esetben aeroszoljanak belégzésével és lenyelésével juthat be. Kéaros hatdssal
lehet a kozponti idegrendszerre és a majra rovid ideji behatas esetén, mig hosszantartd vagy
ismételt expozicido kovetkeztében a csontveldre, a vesére, a szemre és az immunrendszerre is.
Teratogén ¢és karcinogén, lehetséges mutagén, allatokra nézve karcinogén. Borrel érintkezve
irritaciét okozhat. In vitro és in vivo genotoxikus, a DNS-sel kovalens kotést létesit. Mivel
természetes, nyomokban fellelhetd Osszetevoje a fermentalt élelmiszereknek, alkoholos italoknak és
az égetett szeszeknek, az emberi szervezetre gyakorolt napi terhelését becsiilni kell. Zimmerli és
munkatérsai kutatdsai alapjan normal étkezés mellett, beleértve alkoholos italok fogyasztasat is, az
elkertilhetetlen napi bevitelt 10-20 ng/ttkg értékre szamitotta ki (Zimmerli és Schlatter, 1991). Bar a
toxicitasi adatok kiértékelése és a hagyomanyos kockazatkezelési modszer is azt mutatja, hogy a
daganatos megbetegedésekben jatszott szerepe elhanyagolhat6
(< 0,0001%), egyéni fogyasztasi szokasok megemelhetik a kockazatot. Ide tartoznak a rendszeres
borfogyasztok, mivel napi 0,5 L bor elfogyasztasa 6tszorosére emeli a rizikofaktort, mig az égetett
szesz kedvelGinek (>20-40 ml/map fogyasztas) kozel 0,01%-ra emelkedik a feltételezett daganat
kockazata. A karcinogén vegyiileteknek valo human kitettséget, amennyire csak lehetséges,

természetesen csOkkenteni kell, amit jogi szabalyozas révén lehet részben megoldani.

3.1.1.5. Elelmiszerek etil-karbamat tartalmara vonatkozé jogi szabalyozas

1970 ¢és 1980 kozott egyes alkoholos italokban (foként desztillatumokban és brandy-kben)
kimutatott magas etil-karbamat szint Kanadaban aggodalomra adott okot, hiszen ekkorra mar ismert
volt a vegyiilet egészségre karos hatasa. A valaszképpen hozott kanadai térvényhozas értelmében az
etil-karbamat szintje a kiilonb6zé szeszes italokban nem haladhatja meg tipustél fiiggden a
30-400 pg/l-t — a két szE&lso érték a nagy mennyiségben fogyasztott asztali borokra (30 pg/l) és a
likérokre (400 pg/1) lett megallapitva (Health Canada 2012).
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1985-ben az FDA sajat szabalyozast készitett, és egy ideig szigoruan ellenérizték az importot és a
boreldallitast is. Ennek részeként 1988-ban az FDA tervet fogadott el az etil-karbamat
csokkentésére asztali és desszertborokban és ezt ismertette az Amerikai Borszovetséggel (US FDA,
1988). A megallapodas alapjan az 1988 utan késziilt asztali borokban (<14° alkohol) az etil-
karbamat atlagos szintje nem haladhatja meg a 15ug/1-t, mig desszert borokban (>14° alkohol) a 60
ng/l értéket.

Az Eur6pai Unioban egy, az EFSA éltal 2007-ben kiadott tanulméanyra alapozva kezdték el
vizsgalni az etil-karbamat mennyiségét a kiilonb6z6 szeszes italokban és parlatokban, figyelembe
véve, hogy az EU teriiletén Csehorszagban, Franciaorszagban és Németorszagban mar korabbrol
hatalyos korlatozasok léteztek 30-1000 pg/l kozotti értékekkel, italtol fliggden (EFSA, 2007). Ezt
kovetden az Eurdpai Unid 2010. marcius 2-an ajanlast fogadott el a csonthéjas gyiimdlcsbdl késziilt
parlatokban ¢és csonthéjas gyiimdlcsbdl késziilt torkolyparlatokban az etil-karbamét szennyezddés
megeldzésérdl és csokkentésérdl, valamint az ilyen italokban eléforduld etil-karbamat szintjének
ellendrzésérél (2010/133/EU). Ennek hatterében az 4llt, hogy az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi
Hivatal (EFSA) szennyezé anyagokkal foglalkoz6 tudomanyos testiilete expozicids hatarértéket
allapitott meg ¢lelmiszerekben ¢és italokban eldforduld etil-karbamatrél és hidrocidnsavrol
(hidrogén-cianid). Mivel az etil-karbamat er6sen toxikus, és a csonthéjas gylimolcsokbol késziilt
parlatokban prekurzora a hidrogén-cianid, az EFSA kockazatcsokkentd intézkedések bevezetését
javasolta a tagallamok részére:

»A szeszes italok meghatarozasarol, megnevezésérdl, kiszerelésérdl, cimkézésérdl és foldrajzi
arujelzdinek oltalmardl, valamint az 1576/89/EK tandcsi rendelet hatalyon kiviil helyezésérdl szo10,
2008. januar 15-1 110/2008/EK eurdpai parlamenti és tanacsi rendelet meghatarozza a csonthéjas
gyimolcsokbol késziilt parlatokban és torkolyparlatokban eléforduld hidrogén-cianid maximaélis
mennyiségét. E rendelet értelmében a csonthéjas gylimolesokbdl késziilt parlatokban és
torkolyparlatokban a hidrogéncianid-tartalom nem haladhatja meg a 7 g/hl-t abszolut alkoholra
vonatkoztatva (70 mg/l). A csonthéjas gylimolcsbol késziilt parlatokban €s csonthéjas gyiimolcsbol
késziilt torkolyparlatokban az  etil-karbamat-szennyezddés megeldzésére ¢€s  szintjének
csokkentésére szolgald eljarasi szabalyzat megfeleld eszkdznek tekintheté az EFSA ajanlasainak
megvalositdsahoz. A szabalyzat helyes gyartasi eljarasokat javasol, amelyek alkalmazaséaval az etil-
karbamat mennyisége bizonyitottan csokkenthetd. A helyes gyartasi eljardsok alkalmazéasaval
realisztikus és megvalosithatdo célérték, hogy a fogyasztasra kész parlatokban az etil-karbamat
szintje 1 mg/l legyen. A csonthéjas gyiimolcsbol késziilt parlatokban és csonthéjas gyiimolesbol
késziilt torkolyparlatokban eléforduld etil-karbamat szintjét harom éven at ellendrizni kell, majd az

ellendrzés eredményeit fel kell haszndlni az eljarasi szabalyzat haroméves alkalmazdsa soran
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kifejtett hatasainak értékelésére. Ezenkiviil meg kell vizsgalni maximalis szint meghatarozdsanak a
lehetdségét” (2010/133/EU).

Miutan 2010-ben kiadtak a javaslatot a megengedhetd legnagyobb mennyiségrol, elkészitették a
nyomon kovetési trlapot, 2010-2011-2012 soran adatokat gyljtottek, 2014-ben pedig kiértékelték
(EFSA, 2014). Ez utdbbi jelentés szerint az EU tagallamaibol csak 11 szolgaltatott eredményeket,
¢s ezek kozil Magyarorszag csupan 2011-ben tett eleget a felszolitasnak, alig
22 mérési adattal, amely az 0sszes adatnak (2399) még az 1%-at sem érte el. Bar a gy(ijtott adatok
messze nem reprezentaltdk az EU-t sem a fogyasztas szerkezete, sem pedig a lakossag eloszlasa
szempontjabol /jellemzd, hogy az eredmények 19%-a Ausztridbdl szarmazik/, az EFSA végiil azzal
zarta a felmérést, hogy etil-karbamat szintje jellemzéen 1 mg/l maradt a vizsgalt idészakban, igy

kiilon beavatkozasra nincs sziikség.

3.2. APALINKA

A palinka az erjesztett gylimolcsok leparlasaval késziilo gylimolcsparlatok egy hagyoményos,
magyar fajtija. A magyar palinka 2002 6ta eredetvédett hungarikum, ez nagyban hozzéjarult ahhoz,
hogy a boltok polcain a kommersz termékeket felvaltottak a tisztan gyiimdlcsbdl késziilt mindségi
termékek. A szabalyozas szerint annak hatalyba 1épése Ota palinka elnevezéssel csak a kizardlag
Magyarorszagon termett és termelt gylimolcs felhasznalasaval késziilt, hazdnkban cefrézett, parolt,
érlelt és palackozott italt lehet illetni. Nem tartalmazhat semmilyen hozzdadott anyagot, igy cukrot,
izesitot és szinezéket sem. Az Eurdpai Unids jogszabalyoknak (Council Regulation (EEC) No
1576/89) megfelelden a "palinka" szt csak Magyarorszag €s négy osztrak tartomany hasznalhatja.
A leggyakrabban alapanyagként hasznalt gylimolesok a szilva, korte, alma, kajszibarack, cseresznye
¢s a sz016torkoly, de barmilyen gylimolesbdl késziilhet. A 2008. évi LXXIII. torvény rendelkezik a

palinka elkészitésérdl. Ez alapjan csak azok a termékek nevezhetdk palinkanak, melyek:

e Magyarorszagon termett gylimolcsbol, vagy sz616torkolybdl késziilnek;
e 100%-o0s gylimolcstartalmuak, azaz sem egyéb alkoholt, sem pedig szinezo-, izesito- vagy
¢desitdanyagot nem tartalmaznak;

¢ minimum 37,5%-0s alkoholfokkal rendelkeznek.

2010. szeptember 27-én életbe 1épett torvénymodositas eredményeként maganszemélyek is
birtokolhatnak szeszf6zd berendezést, illetve sajat részre fézhetnek azzal kiilonb6zd (széldbor-,
sz0l6sepro-, szO16torkdly- és gylimolcs-) parlatokat, ennek értelmében tehat palinkat is. A Jovedéki

Torvény fobb pontjai: a lefézendd cefre késziilhet sajat vagy vasarolt gylimolesbdl; a birtokolt
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berendezés trtartalma nem haladhatja meg a 100 liter térfogatot, amelyet bejelentési kotelezettség
nem terhel; az adomentesen lefézhetd mennyiség 50 liter 86°-os parlat.

A torvénymodositas eredményeképpen 2010 utdn jelentésen megndtt a palinkéval foglalkozo
vallalkozasok szama. Mivel a termékek mindsége erdsen valtozo, ezért 2011-ben iparagi és
egyetemi egylittmiikodés keretében bevezették a Palinkavédjegyet. A Palinkavédjeggyel ellatott
palackokban laboratoriumi és érzékszervi vizsgalatokkal ellendrzott mindségli palinka keriilt
toltésre. A laboratoriumi vizsgalatok soran elemzik tobbek kozott az alkohol-, a metanol-, a
hidrogén-cianid tartalmat, és csonthéjas gylimolcsbdl szarmazo palinkak esetében az etil-karbamat
tartalmat is. Erdekes elgondolkodni ugyanakkor azon, hogy figyelembe véve a csak az ezen
védjeggyel ellatott, tehat etil-karbamatra biztosan bevizsgalt honi palinkdk (>50) szamat, mi
allhatott a 2010-t6l szamitott hazai mindségi ,,palinkaforradalom” lendiiletéhez képest elenyészd

mértékll, az EFSA szdmara 2010-2012 kozott szolgéltatott mérési adat mogott.

3.2.1 A palinkakészités folyamata

A palinkafézés erjesztésbol, a leparlasbol és az érlelésbdl all, mindezt pedig megelozi a
gytimolcsfeldolgozas tobblépesds folyamata. Ez utobbinak része a gylimolcs valogatdsa, mosasa,
apritdsa, magozésa, enzimes kezelése (pektinbontds), majd a pH beallitdsa 2,8-3,2 kozé kénsavval
vagy foszforsavval. A palinka kizarolag érett, egészséges €és engedélyezett gylimolesbdl késziilhet —
a pontos feltételeket az orszaggytilés altal elfogadott 2008. évi LXXIII. térvény (,,Palinkatérvény”)
szabdalyozza.

A gyiimolesfeldolgozast kovetd erjedés olyan biokémiai folyamat, amelyeket kiillonb6z6
élesztétorzsek altal termelt enzimek katalizdlnak. A cefréhez altalaban fajéleszt6t adnak, amely
biztositja az erjedés megindulasat és egyenletes lefolyadsat. A kierjedt cefre vizet, alkoholt, valamint
szilard és oldott anyagokat tartalmaz. Illdanyag a viz, az etil-alkohol, valamint kiilonb6z6 kellemes
és kellemetlen aromaju szerves vegyiiletek, a metil-alkohol, az aldehidek, a kozmaolajok, a szerves
savak, az észterek és egyéb aromaanyagok.

A leparlas palinkakészités egyik legfontosabb Iépése, amely sordn az erjesztett cefrébdl elkiilonitik
az illoanyagokat a szilard és nem ill6 anyagoktol. Az erjedt cefrét eldmelegitett tartalyokba fejtik,
majd a vOrdsrézbdl vagy rozsdamentes acélbol késziilt iistokben leparoljak. A palinka desztillalasa
soran a kozépparlatot, vagyis a legértékesebb, un. ,le coeur” részt hasznaljak fel. A kozépparlat
megfeleld elvalasztasa az eld- és utoparlattol megfeleld szaktudast igényel, mivel nagyrészt itt dol
el a palinka mindsége. A kisiisti palinka alkoholtartalmét szigori eldiras szerint (£ 0,3 Y/,%) jo

mindségli, ioncserélt vizzel allitjak be a forgalomba hozatal eldtt.
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3.3. MODSZEREK ALKOHOLTARTALMU ITALOK ETIL-KARBAMAT
TARTALMANAK CSOKKENTESERE

3.3.1. Karbamid tartalom csokkentés

Mivel az etanol nem csupan a természetes fermentacios folyamatok soran, hanem egyes esetekben
(pl. szdjaszoszok) tartositas céljabol kiilon adagolassal is a termékhez keriil, ettdl az etil-karbamat
termelddése szempontjabol fontos prekurzortdl nem lehet technoldgiailag megszabadulni. Ebbdl
kovetkezik, hogy a legtobb kisérlet a fermentacioban kialakuld karbamid mennyiségének
csokkentése irdnyaba mutat, alapvetden harom lehetdség kiaknazasaval: (a) sz6l6fajta-szelekciod és
megfeleld tragyazas révén torténd, kozvetett megeldzés; (b) kdzvetlen karbamid-bontas savas ureaz
enzim adagoléasaval; (c) szelektalt éleszto- és penésztorzsek alkalmazasa.

Megfeleld téke vagy fajtavalasztassal elkeriilhetjiik, hogy olyan fajta gylimolcsfak termésébol
készitsilk el cefrénket, amely gylimdlcse N-tartalmu vegyiiletekben gazdag. Vannak olyan
sz016fajtak, amelyek eleve nagy arginin képzdk, ezeket célszerli elkeriilni.

A masik fontos kérdés a tragyazas modjanak kivalasztasa. Ugyanakkor sajnos nincs elég adatunk
arrol, hogy milyen istallo alapu tragyazast vagy karbamid-mentes miitragyazast érdemes valasztani
abbol a célbol, hogy a karbamid szint a lesziiretelt gyiimolcsiinkben kicsi legyen. Ugyancsak kevés
informacioval rendelkeziink a bio iltetvényekrél szdrmazd palinkdk etil-karbamat tartalmat
illetdleg, igy fontos lenne Osszevetni a bio és a konvencionalis termesztésbdl szadrmazo
eredményeket. Erdemes még megjegyezni, hogy egyéb karbamid forrasként jelentkezhet az
iltetvény relativ kozelében elhelyezett emésztdgodor, illetve a karbamid tartalmi jégmentesitd
adalékok alkalmazasa az iiltetvények kozelében (Ough et al., 1989).

Az ureaz els6 célzott felhasznalasat 1989-ben irtak le (Kobashi, 1989) Lactobacillus reuterii
torzsbol tisztitott enzimmel szaké és bor kezelésére. Ugyancsak egy Lactobacillus torzs, a
L. fermentii szolgalt egy masik kutatocsoport ureaz forrasaként sherry etil-karbamat tartalmanak
csokkentéséhez (Kodama és Yotsuzuka, 1996). Miyagawa ¢és munkatarsai 1999-ben szaké
kezeléséhez az Arthrobacter mobilis talajlaké baktérium altal szintetizalt, nikkeltartalmu ureaz
enzimet tisztitottak ki, amely két hét idétartam alatt a szaké kémhatdsan (pH=4,4), 17 v/v%
etanoltartalom mellett is képes volt a karbamid mennyiségét kimutatasi hatar ala csokkenteni,
raadasul a szeké pasztérozési 1épése soran inaktivalhatonak bizonyult.

A karbamid enzimes tton torténd eltavolitdsanak lehetdségét kinetikus modellel Esti és munkatarsai
irtak le 2007-ben, melynek soran rovid és hosszh ideig tarolt 2003-as évjarata borokat vizsgaltak az
olaszorszagi Apulia borvidékrol.

Liu és munkatarsai kinai rizsbor karbamid tartalmat egy Enterobacter torzsbdl szarmazo savas
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uredzzal tudtdk szdmottevd mértékben lecsokkenteni. A kisérlet soran a célenzim aktivitasat 1100
és 2504 UL™? tartomanyban optimaltak a kezdeti gliikéz koncentraciora és a reaktor anaerob
jellegének emelkedésére, amelyet a CO, terhelés noveléssel oldottak meg, illetve in vitro
természetes aktivitast is optimaltak 4 °C-os hideg tarolas soran (Liu et al., 2012).

A legmodernebb eljaras az ureaz alkalmazasanak teriiletén a rogzitett enzimes technologia, amelyet
Andrich és munkatarsai borok kezelésére ismertettek. A karbamid bomldsanak kinetikajat egy
modell bor oldatban szabad és rogzitett uredz alkalmazasaval vizsgaltak (Andrich et al., 2009). A
torzsszelekcid az ureazos kezeléshez képest még korai fejlesztési stddiumban van.

Kitamoto és munkatérsai arginaz-enzimaktivitds mentes mutanst allitottak elé egy génmodositott
diploid szaké élesztébol. Eredményiil azt kaptdk, hogy a karbamid mentes szaké, amely ezzel a
mutanssal késziilt, sem a melegités, sem pedig a tarolds utan nem tartalmazott kimutathato

mértékben etil-karbamatot (Kitamoto et al., 1993).

3.3.2. Hidrogén-cianid tartalom csokkentés palinkaban

Az erjedési folyamat soran, a csonthéjas gyiimdlesok sériilt magjabol indulhat meg az etil-karbamat
képzddése. Minél tobb hidrogén-cianid van a cefrében, annal tobb etil-karbamat keletkezhet, amely
a leparlas folyaman barmelyik frakcioban feldasulhat, és végiil atjut a kdzépparlatba. A leparlas
soran az alkoholt lassan kell elparologtatni, ez megoldhatd kozvetlen lang helyett gdz
alkalmazasaval. Az els6 parlatrészt gondosan kiilon kell valasztani, mig a kdzépso, tigynevezett
kozépparlatot Ossze kell gylijteni, majd ezt kovetden sotét helyiségben tarolni. Ha a tartdlyban a
parlat alkoholtartalma eléri az 50%-ot, el kell kezdeni az utdparlat Osszegytiijtését, hogy az
esetlegesen képzddo etil-karbamat az utoparlatba kertiiljon.

Célszerli lenne a gylimdlcsot minden esetben magozni. Azonban ha nem kellen érett a gyiimolcs, a
csonth¢j teljesen nem szilardult meg, igy a feldolgozas sordn az éretlen, torékeny mag zzott
forméban belekertil a cefrébe és elindul a cianid képzddés. Ugyanez torténik akkor is, ha érett és
sértetlen mag keriil a cefrébe, mivel ekkor az erjedés folyaman, a tarolds sordn az amigdalin
Amennyiben a magzamat biztositasa végett sziikséges mag a cefrébe, akkor sériilésmentes magot
kell néhany szazalékban (3-6%) visszajuttatni. A hidrogén-cianid hatarértéke 70 mg/l1 (EFSA 2007),
ezzel a modszerrel a varhatd mennyisége 0-5 mg/l kozott lesz, amelybdl kedvezébtlen tarolasi
koriilmények mellett, hosszl 1d6 alatt sem fogja elérni a keletkezd etil-karbamat mennyisége az 1

mg/l hatarértéket.
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3.4. ANALITIKAI MODSZEREK ETIL-KARBAMAT TARTALOM
MEGHATAROZASARA

3.4.1. Etil-karbamat tartalom meghatarozasa hagyomanyos (nem tomegspektrometriai

detektalasu) gazkromatografiaval

Mint ahogy a 1. tablazatban is lathatd, az etil-karbamat forraspontja lehetévé teszi a
szarmazékképzés nélkiili gdzkromatografids meghatarozast, ugyanakkor halogén elem hianyaban a
klasszikus GC elvalasztdsok esetén nagyon jo kimutatdsi hatarral rendelkez6 ECD detektor nem
hasznalhat6. A tobbi, viszonylag kis koltséggel iizemeltethetd detektor, mint példaul a FID, nem
mér kelld érzékenységgel, igy erre a célkomponensre is kiterjesztett tomegspektrometriai detektalas
elterjedése el6tt mas modszerekre volt sziikség.

A legelso, szakirodalomban is leirt gdzkromatografiai eljarast Walker és tarsai 1974-ben még toltott
oszlopos rendszerre dolgoztdk ki, az azota feledésbe meriilt, nitrogéntartalmu vegyiiletekre
hasznalhato CECD detektalassal. A modszerrel elérhetd LOQ érték 100 pg/l-nek adddott, ami —
figyelembe véve az EU altal javasolt 1 mg/l fels6 hatart — a mai napig is vizsgalatra alkalmas lenne,
ha nem tarsult volna hozza tul nagy vegyszer- és fogyodeszkoz-igény. A Walker-féle eljarason
érdemben csak 1986-ban tudtak javitani, amikor Dennis et al. kapillaris gaz-kromatografiaval, TEA
detektalassal 1 pg/l kimutatdsi hatart tudtak elérni, azonban a mintaeldkészités ugyancsak rendkiviil
munka- és vegyszerigényesnek bizonyult (Dennis et al. 1986). Bailey és munkatarsai szintén 1986-
ban kozO6lt tanulméanya i1s egy géazkromatografids meghatarozason alapszik. Vizsgalataikban
szarmazékképzés utan nitrogén-foszfor termoionizacids detektort alkalmaztak. Bar a modszer
szelektiv lett, de a pg/kg tartomanyban nem mutatott elég érzékenységet és LOQ értéket az etil-
karbamat meghatarozasdhoz (Bailey et al., 1986).

3.4.2. GC-MS eljaras szarmazékképzés nélkiil

Alkoholos italok etil-karbamat meghatarozasara 1986 utan a szerves oldoszeres folyadék-folyadék
extrakciot kovetd GC-MS madszerek terjedtek el leginkabb. Szerves extrahaloszerként diklormetant
(Dennis et al. 1986, Clegg et al. 1988) diklormetan-etilacetat 95:5 viv % elegyét (Giachetti et al.,
1991), ill. dietil-étert (Fauhl et al., 1992) hasznaltak.

Sen és munkatarsai (1992) a jobb extrakcios hatasfok elérése érdekében szilardfazisti oszlopon
torténd folyadék-folyadék extrakcidt alkalmaztak a bor, és egyéb nagy alkoholtartalmi mintak
elokészitésénél. Bar ezen moddszerek kivalo érzékenységgel, kimutatasi hatarral (1-5 pg/kg) ill.
megfeleld pontossaggal (visszanyerés >80%) rendelkeznek, hatranyként emlithetd a nagy oldoszer-

(kb. 200-300 ml/minta) és idéigény, valamint az olykor koriilményes mintael6készités.
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Whiton ¢és Zoeckelin (2002) olddszermentes, €s ezzel mintegy kornyezetbarat, és minimalis
mintaelOkészitést igényld szilardfazisu mikroextrakciés (SPME) GC-MS modszert dolgoztak ki az
etil-karbamat gyors meghatarozasara. Minta hémérsékletre, extrakcios idére és a headspace
mintavételi egység tlibevonatara optimaltak a paramétereket. A Carbowax/divinilbenzén mintavételi
szal 30 perces alkalmazasa reprodukalhatdo és linedris eredményeket adott a 10-80 pg/l-es
tartomanyban, mig az elérheté LOD 9,5 ng/l-nek bizonyult.

A Magyar Borkonyvi gazkromatografiass modszer (2002) 10-200 pg/l koncentracidban etil-
karbamatot tartalmazo bormintdk vizsgalatara validalt. Lényege, hogy belsé standardként ismert
mennyiségben propil-karbamatot adunk a mintdhoz, az oldatot vizzel higitjuk, ¢s 50 ml térfogata
szilard fazisu extrakcids oszlopra vissziik. Az etil-karbamatot és a propil-karbamatot diklérmetannal
eludljuk. Az eludtumot a vakuumban rotadeszt késziilékkel toményitjik be, a detektalast
tomegspektrometriasan SIM lizemmoddban végezziik. A modszer LOQ értéke 0,3 mg/l, ami abbdl a
szempontbol aggalyos, hogy az altalanos elvarasok alapjan az analitikai mdodszerek LOQ értéke
1 nagysagrenddel kell, hogy kisebb legyen az adott komponensre megengedett értéknél — mindez az
EU altal szorgalmazott 1 mg/l hatarértéknél nem teljesiil. Tovabbi nehézséget okoz, hogy a propil-
karbamat nem szerezhet6 be a nagy vegyszergyartd cégek palettajarol (Sigma-Aldrich, Acros, Alfa
Aesar).

Erdemes megemliteni, hogy ugyancsak propil-karbamatos belsé standard technikaval és SIM
detektalassal, am automatizdlt HS-SPME eljarassal a modszer LOQ értéke kozel két
nagysagrenddel javithato (LOQ=3,96 pg/1) (Liu et al., 2012).

3.4.3. GC-MS médszerek szarmazékképzéssel

Az etil-karbamat polaritasanak ¢és illékonysaganak csokkentésére Giachetti és mtsai. (1991) az etil-
karbamatnak xanthidrollal képzett xantilamid szarmazékat elemezték GC-MS modszerrel. Ezen
szarmazékképzéssel az etil-karbamat aktiv aminocsoportja 4ltal okozott cslcsszélesedés
nagymértékben csokkenthetd volt, azonban a mintamatrixban 1év0, szabad aminocsoportot
tartalmazo xantilamid szarmazékok a kromatogramban jelentds interferenciat okozhatnak. A
kisfelbontasi GC-MS akar SIM, akar teljes pasztazas (,,full scan”) lizemmoédban vald hasznélata
sordn az esetleges matrix okozta interferencidk elkeriilése miatt, kiilonosen kis koncentracid
tartomanyban sziikségessé valik egy masik, eltéré polaritdsu oszlopon torténd megerdsitd vizsgalat
elvégzése 1s. Nagyfelbontasi (HRMS), vagy tandem (MS-MS) tomegspektrometrids detektalassal
az izobdr interferencia lehetdsége csokken, ezzel a megerdsitd vizsgalatokra nincsen sziikség.

Tekintettel arra, hogy az GC-HRMS, vagy GC-MS-MS technikak hasznalata soran a matrix okozta
interferencidk akar két nagysdgrenddel is csokkenhetok, a mintaelokészitési miiveletek is

nagymeértékben leegyszerlsithetdvé valnak. Lachenmeier (2005) az etil-karbamat tdmegspektruméat
23



GC-MS-MS tandem tomegspektrometrids moddszerrel elemezve, a mintaelokészitési miiveletek
egyszertsitésével csonthéjas gyiimolcsok parlatara 10 pg/l-es kimutatdsi hatart és 100 = 10%
visszanyerést ért el.

Lehetdség van etil-karbamat bormintabol térténd meghatarozasara egy olyan kombinalt modszerrel
is, amelyben a tolt6tt oszlopos mikroextrakcids technikat kapcsoljak az egydimenziés GC-MS-hez.
Leca és munkatarsai kiilonbozo tolteteket teszteltek (SIL, C,, Cg, Cig, M1), szdmos extrakcios
oldoszert ¢és matrix hatast is vizsgaltak. A kisérleti adatok azt mutattdk, hogy a
Cs-diklormetan parositdas bizonyult a leghatékonyabbnak az etil-karbamat extrakcidjara. Jo
linearitast és nagy érzékenységet tudtak elérni, a kimutatasi hatar 1,5ug/l-nek adodott, a mérés
precizitasa pedig jobb volt, mint 7% (Leca et al., 2014).

A 2. tablazat 0sszefoglalja a szakirodalomban elérhetd, gazkromatografias modszerre épitett etil-
karbamat vizsgalatok LOD értékeit. Lathato, hogy a tomegspektrometriai detektalasu kapcsolasok
né¢hany (pl. a borkdnyvi) eljaras kivételével, mig az egyéb rendszerek szdmottevd része alkalmas a
jelenleg elvart, LOQ=100 pg/l1 biztositasahoz a 3 LOD =~ LOQ elv figyelembe vétele mellett. A GC
alapti vizsgalatok valodi sziik keresztmetszete tehdt nem a mennyiségi mérések adott
paraméterserege, hanem a HPLC-hez képest kevésbé robusztus iizemeltetés és a legtobb esetben

bonyolult és vegyszerigényes mintael0készités.

2. a. tablazat: Gazkromatografiai alapu etil-karbamat vizsgalati eredmények alkoholos

italokbol
Minta tipusa Modszer LOD (pg/) Irodalom
GC-ECD ug/kg Bailey et al. (1986)
GC-NPD 20 Baumann és Zimmerli (1986)
GC-TEA 1
GC-ECD 2-5 Dennis et al. (1986, 1988)
GC-MS 1
GC-MS (El) 100 . ,
GC-MS (PCI) 10 Bebiolka és Dunkel (1987)
GC-ECD 5-10 .
GC-MS 05 Conacher és Page (1987)
GC-MS 0,5 Lau et al. (1987)
Alkoholos italok GC-MS 10 Mildau et al. (1987)
GC-TEA 1,5 Canas et al. (1988)
GC-lon Trap-MS 5 Clegg et al. (1988)
GC-MS 2-5 Funch & Lisbjerg (1988)
GC-FID 10-25 .
GCMS G Pierce et al. (1988)
GC-TSD (2D) 1 Ma et al. (1995)
GC-MS 3 Mirzoian és Mabud (2006)
GC-MS 10 Nagato et al. (2000)
GC-MS 1 Giachetti et al. (1991)
GC-MS (LOQ: 300) Magyar Borkonyv (2002)
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2. b. tablazat: Gazkromatografiai alapu etil-karbamat vizsgalati eredmények égetett

szeszekbol és fermentalt élelmiszerekbol

Minta tipusa Médszer LOD (ng/l) Irodalom
GC-NPD 10 Adam és Postel (1987)
GC-FID 10-20 Andrey (1987)
GC-FID 50 Drexler és Schmid (1989)
GC-MS 5 MacNamara et al. (1989)
GC-MS/MS 10 Lachenmeier et al. (2005/1)
i GC-MS/MS 30 Lachenmeier et al. (2005/2)
getett szeszek
GC-MS/MS 1 Brumley et al. (1988)
g;;’:lﬂzsié(s 0,1 Jagerdeo et al. (2002)
GC-MS 9-6 Whiton és Zoeckelin (2002)
GC-MI/FTIR 10 Mossoba et al. (1988)
GC-FID 6,7 Wang és Yen (1997)
GC-MS/MS 0,6 Hamlet et al. (2005)

i GC-MS 0,5 Hasegawa et al. (1990)
Fermentalt GC-MS 11 Le-Kim et al. (2000)
élelmiszerek

GC-MS 1 Fauhl et al. (1993)
GC-MS 0,5 Matsudo et al. (1993)

3.4.4. Etil-karbamat meghatarozasa folyadékkromatografias eljarasokkal

A géazkromatografia elonye a folyadékkromatografidhoz képest az, hogy barmilyen
mintaelokészitésrdl is van szo, az egész folyamat szelektivebb elvalasztdst eredményez a
folyadékkromatografidhoz képest, mivel a GC alapu eljarasoknal kizarolag az illékony, illetve
illékonnya tehet6 komponenseket hatdrozhatunk meg. Az elmult évtizedekben azonban — féleg a
HPLC-ESI-MS rendszerek rutin vizsgalatokra vald alkalmazasanak tomeges elterjedésével —
felmeriilt az igény arra, hogy kordbban gizkromatografids modszerrel vizsgalt komponenseket
folyadékkromatografias eljarassal hatarozzunk meg.

Az etil-karbamat folyadékkromatografias vizsgalatat alapvetéen az gatolta, hogy a vegyiilet nem
rendelkezik szelektiv mérést lehetévé tévd VIS-kromofér csoporttal, mig a keto-csoport bar mutat
220 nm kornyékén abszorbanciat, ez a hullimhossz tartomédny sem szelektiv, sem pedig érzékeny
mérést nem lesz lehetdvé. Ilyen esetekben két, egymast nem kizaré gyakorlati lehetdség marad: az
egyik a szarmazékképzés alkalmazasa, a masik pedig a szelektivebb méréstechnika (fluorimetria
vagy tomegspektrometria) valasztdsa. Szarmazékképzés hianydban ugyanakkor az etil-karbamat
hidrofil jellege nem teszi lehetdévé az elterjedt és a szerves tomegspektrometrids berendezésekhez
eluens-osszetétel szempontjabdl leginkabb hasznalhato, forditott fazisti kromatografias oszlopok
alkalmazasat. Bar a molekula szerkezete nem zarja ki az ioncserés eljarasokat, hiszen pK értékébol
fakadoan vizes kozegben kationként van jelen, a kationcserés kromatografia csak korlatozottan

alkalmas tomegspektrometriai kapcsolasokra.
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Tovéabbi problémaként meriil fel, hogy az etil-karbamat kis molaris tomegébdl fakaddan kis
kiindulasi tomegl és kis fragmens tomegli MRM atmeneteket ad, ami nagyban korlatozza a jo
jel/zaj viszony elérését. Park et al. (2007) tanulmanyukban elGszor irtak le az etil-karbamat HPLC-
ESI-MS rendszerre kidolgozott méréstechnikajat, amelyben a vegyiilet fragmensben szegény
viselkedése miatt egyetlen MRM atmenettel voltak kénytelenek dolgozni (m/z 90 — m/z 62) — ez
azonban nem felel meg a legalapvetébb ESI-MS alapt eljarasok mindségbiztositasi

kovetelményeinek sem.

3.4.5. Szarmazékképzés

Az etil-karbamat derivatizacidjat 9-xanthidrollal égetett szeszekben Giachetti et al. irtak le
1991-ben, Herbert et al. pedig 2002-ben (3. abra). Az etil-karbamat amino-csoportja az egyetlen
olyan funkcios csoport, amelyiket a gyakorlatban rendelkezésre all6 szarmazékképzo vegytiletekkel
meg lehet célozni. Ez az amino-csoport szolgalt kiinduldsi pontként a GC alapi modszereknél a

Giachetti et al. (1991) altal bevezetett, xanthidrolra épitett mintael6készitések esetében is.

H-NCOOC-H- NHCOOC-H;
oOH >—>
0
0

3. abra: Etil-karbamat szarmazékolasa 9-xanthidrollal

Bar a reakcioban képz6ddé xantil-etil-karbamat kiterjedt kettds kotés rendszere mar az UV-
tartomanyban is kelléen kromofor (4. &bra), azonban a vegyiilet fluorofér tulajdonsagabol
egyenesen kovetkezik a HPLC-UV eljarasokhoz képest elvileg joval szelektivebb HPLC-FD

hasznalata.

26



1.2

0.6 -

Abszorbancia

0.4 -

220 270 320 370 420
Hulldmhossz (nm)

4. abra: Etanolban oldott, 10 mg/l koncentraciéju 9-xanthidrol UV-spektruma

Herbert et al. voltak az els6k (2002), akik borok és égetett szeszes italok etil-karbamat
dolgoztak ki. A mintdk higitasa utan savas kozegben az etil-karbamatbol 9-xanthidrollal
fluoreszkalo xantiluran szarmazékot képeztek. A kimutatasi hatar 4,7 pg/l-nek, az atlagos
visszanyerés 96%-nak, az ismételhetdség pedig 6,7%-nak adddott. A moddszer eldnye, hogy a
gazkromatografias mintaeldkészitésekkel Osszehasonlitva joval kisebb munkaigényl ill. minimalis
szerves olddszer felhasznalassal jart egyfitt.

Madrera ¢és Valles folyadékkromatografids elvalasztast kovetd fluoreszcens detektalast alkalmazva
(5. abra) mutatta ki a xantil-etil-karbamat szarmazékot égetett szeszekbdl (Madrera, Valles 2009). A
Kimutatasi hatar 1,64 pg/l-nek, mig a mennyiségi meghatarozas als6 hatara ennél a modszernél 3,56

png/l-nek adodott.
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5. abra: Xantil-etil-karbamat kimutatasa almaborbél, 38 ng/l koncentraciéban, HPLC-
FLD rendszerrel (Madrera és Valles, 2009)

Az 5. dbra ugyanakkor ravilagit a fluorimetrias modszer legfObb hatranyara is: a szdrmazékképzésre
hasznalt xanthidrol nagy feleslege €s az egyéb, aminocsoportot tartalmazo, és igy a szarmazékképzo
szerrel reakcioba 1épd alkotd miatt a mérés szelektivitasa gyenge, nagyban fiigg az alkalmazott
HPLC oszlop felbontoképességétdl — és ahogy a kozleménybdl indirekt modon kideriil — a retencids
1dén és a lathatdban nem szelektiv fluorimetrids valaszjeltdl eltekintve nem biztosit tobb,

azonositasra hasznalhatd paramétert.

3.4.6. Kalibracios eljarasok etil-karbamat meghatarozasanal

Altaldnossagban a kiilsé kalibraci6 a mérendé anyagokat ismert koncentracioban tartalmazo
standard oldat sorozatok mérésével torténik. A modszer nagy mértékben terhelt a mintael6készités
és a vizsgalatok (pl. kromatografias elvalasztas) soran létrejovo veszteségek és ,,decomposition” /a
célkomponens azon tulajdonsagénak reverzibilis vagy irreverzibilis megvaltozasa, amely alapjan a
célkomponens detektalasa zajlik/ miatti, ill. az esetleges matrixhatasbol fakadoan fellépd
érzékenység-kiilonbség okozta rendszeres hibakkal. Eldnye, hogy gyors és kis koltséggel jar.

A kiilsé kalibraciohoz képest a standard addicids modszerrel a matrxihatdsbol szédrmazo

érzékenység-kiilonbség miatt fellépd hibalehetdség zarhato ki. Az eljaras joval munkaigényesebb a
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kiils6 kalibracional, igy hasznalatat indokolni érdemes. A standard addicié ugyanakkor nem tudja
onmagaban orvosolni a mintaeldkészités és a vizsgalatok soran fellépd veszteségeket, igy igény
esetén a kovetkezd mindségi szintet jelentd ,,spiking” /adalékolds/ jelent megoldast. Ez utdbbi
esetben a mérendd komponenst a mintael6készités soran kiillonb6zo ismert mennyiségekben
adagoljuk egy adott minta sorozatdhoz, igy hozva létre a kalibracids sort. Ez a modszer pontos,
korrigélja a standard addici6 sordn elkeriilhetetlen hibakat, de kifejezetten munkaigényes.

A negyedik technika a belsé standardra épitett kalibracios eljards, amely idealis esetben egyesiti
magaban a kiilsé kalibracio egyszerli végrehajtdsanak elonyeit, a standard addicié matrixhatast
kikiiszobolo jellegét és a spiking technika mintaelokészités/vizsgalat soran kialakulod rendszeres
hibakat korrigdld hatasat. A bels6 standard alkalmazésa tulajdonképpen egy jelkorrekcios eljaras.
Lényege, hogy nem kozvetlenil a mérendd komponensre kapott valaszjelet, hanem ennek a
valaszjelnek és vagy (1) minden mintdhoz a mintael6készités soran vagy (ii) az analitikai mintdhoz
hozzaadott, vizsgaland6é vegyiilethez hasonld szerkezeti komponensre (belsé standard) kapott
valaszjelnek a hanyadosat hasznaljuk a kalibracidhoz. Az eljarés kritikus pontja a megfeleld bels6
standard kivalasztasa, mely fizikailag és kémiailag is megfelelden jellemzi a mérendd vegyiilet
csoportot. Erdemes deuteralt (vagy B3C-mal jelolt) standardokat is alkalmazni, azonban ezek
hasznélata jelentdsen megemeli az analizis anyagkoltségeit. Kereskedelmi forgalomban ugyan
kaphato példaul etil-(ds)-karbamat, azonban az ara joval meghaladja még a piaci alapi mérések
esetén tervezhetd beruhazasi kereteket is (2014. augusztusi adatok szerint a Sigma-Aldrich-nal
kaphato, ,,492590” cikkszamu termék ara egyetemek részére 748665 Ft/g).

A szakirodalomban az Gsszes felsorolt modszer szerepel az etil-karbamat mérési eljarasaiban. Kiilsé
kalibracios modszerrel végzett kisérletet példaul de Andrade-Sobrinho munkatarsaival 2002-ben,
melynek sordn 188 szeszes ital etil-karbamat tartalmat vizsgalta meg. Lei és munkatarsai (2012)
savanyusag minta esetében, GC-FID kapcsolt rendszerrel, dsszehasonlitottak a standard addicioval
¢és adalékolassal meghatarozott értékeket, és nem mutattak ki szignifikans eltérést.

Propil-karbamat belsé standard segitségével égetett szeszekb6l GC-MS technikaval Nagato és
munkatarsai 2000-ben 10 pg/l kimutatasi hatart értek el. Ugyanilyen kalibracios eljarassal
bormintakbol Whiton és Zoecklein 2002-ben 9,6 pg/l LOD értéket tudtak elérni, mig szdjaszoszbol
GC-MS modszerrel, diklor-metannal végzett extrakciot kovetdéen Fauhl és tarsai 1993-ban 1 pg/l
kimutatasi hatart kozoltek.

Funch és Lisbjerg 1988-ban deuteralt etil-karbamatot hasznaltak GC-MS mddszeriikben, amellyel
2-5 ng/l kimutatasi hatart értek el alkoholos italokbol. Hamlet és munkatarsai 2005-ben publikalt
kutatdsaik soran, szintén deuteralt belsd standard alkalmazéaséaval, kenyérbdl 0,6 pg/kg etil-karbamat

kimutatasara voltak képesek.
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3.5. A Qi ALTALANOS ISMERTETESE

A koenzimek olyan vegyiiletek, amelyek az enzimekkel egyiittmiikddve segitik a katalitikus
folyamat lejatszodasat. Az enzimkatalizalt reakcio soran a koenzimek kémiai valtozdson mennek
keresztiil, majd egy masik reakcido soran regeneralodnak, visszaalakulnak eredeti allapotukba.
Vannak azonban olyan koenzimek, amelyek erdsen kotédnek az enzimmolekulahoz, atalakulasuk
utan nem képesek disszocialni, enzimhez kotott formaban alakulnak at, ezeket prosztetikus
csoportnak nevezziik (Banyai et al., 2001).

A Qp-koenzim tipus egyéni képviseldi az egyszerii lipidek kozé tartoznak, kémiai szerkezetiik
szerint 2,3-dimetoxi-5-metil-6-helyettesitett 1,4-benzokinon szarmazékok. Az
Ot szénatomot és altalaban kettds kotést tartalmazo un. izoprén egységek szama adja meg a koenzim
szam jelzését. Az emberi szervezetben jellemzoen el6forduld Qi esetében a molekula n=10 izoprén
egységet tartalmaz. Bar az ubikinon szoros szerkezeti rokonsagban all a véralvaddsban fontos
szerepet jatszd K2 vitaminnal, azzal sem funkciojaban, sem bioszintézisében rokonsdgot nem mutat
(Kosary, 1997).

Az ubikinon redukalt formaja az ubikinol, amely antioxidans tulajdonsadgokkal rendelkezik, ezért az
utobbi években a figyelem kozéppontjaba keriilt. A biologiai membranokban és az LDL-ben
hidrofob vegyiiletként fontos szerepet jatszik a cellularis védelemben az oxidativ karosodéasokkal
szemben, ezaltal az LDL atherogén potencialjanak csokkenésében (Palomaki et al. 1998).
Szabadgyok fogd képessége mellett kozvetetten, az alfa-tokoferoxil elektrondonorjaként jon létre.
aktivitasat (Kagan et al. 1990; Pobezhimova és Voinikov, 2000).

Amellett, hogy az emberi szervezet is eldallitja, megfeleld étrenddel biztositani lehet a sziikséges
bevitelt, azonban problémat jelent a sziv- és érrendszeri megbetegedésekkel rendelkezd idésebb
egyének taplalkozasanak kiegészitése. Erre megoldast nydjthat az a szamos mar EU-ban elérhetd,
regisztralt készitmény, amellyel megel6zhetdek a kronikus sziv problémak (Molyneux et al., 2008;
Potgieter et al., 2013; Singh et al., 2007). Ez a kapcsolat idézte ¢l6 a Qg tartalmu étrend-Kiegészitok
széleskort elterjedését az Europai Unidban (Pravst €s Zmitek, 2011; Pravst et al. 2010).

Az egészségre gyakorolt pozitiv hatasarol tobb elmélet is napvildgot latott. Ezek koz¢é tartozik, hogy
a Qi kozremiikddik a szervezet energiaellatisanak szabalyozasaban, fenntartja a normal
vérnyomast, védi a DNS-t, a fehérjéket és a lipideket az oxidativ karosodastol, befolyasolja a
koleszterol koncentraciot a vérben, ndveli a teherbirasi képességet és/vagy a teljesitOképességet,
segiti a szivizom miikodésének helyreallasat infarktust kovetden stb. Azonban ezeket az allitasokat

az EFSA allaspontja szerint az étrendkiegészité-gyartok nem tudtak kelld mértékben aldtdmasztani
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(EFSA 2010/2). A helyzet megértését neheziti, hogy csak Magyarorszagon két Qo tartalmu,
engedélyezési dokumentumaik szerint ,,a szivfunkcidk javitasara és a kronikus szivelégtelenség
tiineteinek enyhitésére szolgdld” gyogyszer is van forgalomban. Az elsd ilyen készitmény a 2005-
ben engedélyezett Myoqinon (vénykoteles; Pharma Nord) 100 mg-os lagy kapszula volt, mig a
masik a hazai gyart6tol szarmazo ,,Béres Q19 30 mg” kemény kapszula (orvosi rendelvény nélkiil is

kiadhat).

3.6 A Q1 felfedezése és szerepe az elektrontranszport lancban

Els6ként Frederick L. Crane professzor és munkatarsai fedezték fel a Qio koenzimet 1957-ben a
Wisconsin Egyetem-Madison Enzimologiai Intézetében (Crane et al., 1957). A kémiai szerkezetét
1958-ban irtak le (Wolf et al., 1958). Az elektrontranszport lanc koncepcidjat 1961-ben Peter
Mitchel vetette fel, ezért a felfedezéséért 1978-ban Nobel dijat kapott. Az 1980-as évektdl kezdve
egyre tobb klinikai vizsgalatot végeztek, mivel mar rendelkezésre alltak a moddszerek Qi
kimutatdsara vérbdl és plazmdbodl. Antioxidans, gydkfogd szerepére Lars Ernster vildgitott rd. Azdta
szamos kutatds sziiletett a sziv- és érrendszeri, daganatos betegségekkel vald Osszefiiggéseivel
kapcsolatban.

Az ubikinon a sejtmiikddéshez és a sejtlégzéshez sziikséges mitokondridlis elektrontranszport lanc
nélkiilozhetetlen komponense, megtalalhatd a szovetekben €s a szérumban is. Az emberi plazma-
ubikinon koncentracidja atlagosan 0,75-1,00 ug/ml ko6zott helyezkedik el (Overvad et al., 1999).

crer

vese ubikinon szintje magas (Bays, 2005).

0]
MeO
MeO S
0]
Oxidalt forma (ubikinon)
MeO - .
2e 2e
MeO
OH
Q10 koenzim (CssHgoOu MeO
CAS:303-98-0
MeO R
OH
Redukalt forma (ubikinol)

6. abra: Az ubikinon és az ubikinol szerkezeti képlete (Orozco et al., 2007)
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A Qo koenzimnek harom redox 4allapota van (6. abra): teljesen oxidalt forma (ubikinon), a
szemikinon (ubiszemikinon) és a teljesen redukalt forma (ubikinol). Mivel a molekula teljesen
oxidalt ¢és teljesen redukalt forméaban is Iétezik, lehetévé teszi, hogy részt vegyen az
elektrontranszport lancban ¢és antioxidans szerepet tOltson be, valamint a mitokondriumban
kapcsolatban alljon az ATP szintézissel (Menke et al., 2000).

A bels6 mitokondrialis membranban a NADH-bol ¢és szukcinatbol szarmazo elektronok az
elektrontranszpont lancon keresztiil az oxigénhez eljutva vizzé redukaljak azt (7. abra). Az
elektronok szallitasa az elektrontranszport lancon keresztiil H+ ionokat pumpal keresztiil a
membranon, ami miatt protongradiens alakul ki a membran két oldalan; ezeket a protonokat a
(membréanon taldlhaté) ATP-szintetaz hasznélja fel az ATP termeléséhez. Ebben a folyamatban a
Q1o elektronhordozoként funkciondl, amely az enzim komplex I-rdl és I1-rdl viszi az elektronokat a
komplex Ill-ra. Ez 1étfontossagu része a folyamatnak, mert semmilyen mas molekula nem képes

ellatni ezt a funkciot. Igy a Qyo a szervezet minden egyes sejtjében részt vesz az energiatermelésben

(Koséry, 1997),
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7. abra: A mitokondrium és a Q1o koenzim miikodésének vazlata (Kosary, 1997).

A Qo antioxiddns természete az energiahordozo funkcidobol szarmazik, folyamatosan egy
oxidacios-redukcios cikluson megy at. Redukalt formdjdban a Qip molekula koénnyen leadja az

egyik vagy mindkét elektronjat és ez altal antioxidansként funkcional.

3.7 Elelmiszerek Qo tartalma

A koenzim Qg endogén modon termelddik, valamint a taplalékbol is felszivodik (Overvad et al.,
1999; Appelkvist et al., 1993). Bar a Q1o nem tekinthetd vitaminnak, kiindulasi anyaga azonban egy
eszencialis aminosav, a fenilalanin, amelyet az emberi szervezet eldallitani nem képes (Kosary,

1997). Az endogén szintézis mellett a Qqo-hez a szervezet kiilonb6zo ételekkel is hozzajut.
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Az ¢élelmiszerek koziil a belsdségek és halak Qqp tartalma a legmagasabb, kiemelendd ezek koziil a
marha-, sertés-, és csirkesziv, csirkemaj. A tejtermékekben a Q19 mennyisége joval kevesebb, mint
az allati szovetekben. A gyiimdlcsok és a bogyos novények tobbsége nem megfeleld Qi forras
(Pravst et al., 2010), mig az olajos magvak, az oliva kivételével, ebbdl a szempontbol atmeneti
értékeket képviselnek (3. tablazat).

3. tablazat: Elelmiszerek Qytartalma (Pravst et al., 2010)

Quo (Mg/kg) Quo (mg/kg)

Marha sziv 113 Foldimogyord | 27

Sertés sziv 11,8-128,2 Dio6 19
Szardinia 5-64 Pisztacia 20

Makréla 43-67 Szezammag |17

Szdja 54-280 Petrezselyem | 8-26
Sz6l6mag 64-73 Brokkoli 6-9
Napraforgd 4-15 Sz616 6-7

Oliva 4-160 Avokado 10

Tobb iparag is probalkozott Q19 koenzimmel dusitott élelmiszerek bevezetésével, de a zsiroldékony
formatum miatt sokdig a tejtermékek keriiltek eldtérbe a fejlesztések soran, mint olyan
készitmények, amelyekhez a tejzsirban toérténd feloldas utdn viszonylag kdnnyen lehet egyenletesen
adagolni ezt a komponenst. Ilyen termék példaul a Szlovéniaban évek 6ta piacon 1évé ,,EGO Slim
& Vital” joghurtital-termékcsalad, amelyet a Ljubljanai Tejipari Vallalat allit el6 L-karnitin, biotin
és Qo koenzim dusitassal. A tobbféle izben kaphatd italban a Qip mennyisége 3,0 mg/100g
(8. abra). Hazai viszonylatok kozt inkabb a tobbek kozt liposzoma technikaval vizben oldodova tett
kiszerelésti asvanyvizek piacan jelentek meg tobbé-kevésbé sikeres, Qio-zel dusitott termékek

(8. abra).

8. abra: ,,KellaQ10” asvanyviz és Slim & Vital joghurt ital

Fontos kérdés a Qqo tartalmu étrend-kiegészitdkkel kapcsolatban, hogy vajon az oxidalt, vagy a
redukalt forma rendelkezik a megfeleld biologiai hozzéaférhetdséggel és hasznosuldssal. A Qi
koenzim viszonylag kis biologiai hasznosulassal rendelkezik koszonhetéen annak, hogy

33



gyakorlatilag nem oldodik vizben, €s nagy a molekulatomege (863,34 g/mol) a 10 izoprén egység
miatt (Ondarroa et al., 1986). Hagyomanyos étkezéssel bevitt mennyisége erésen limitalt (Zhang et
al., 1995), felszivodasa az E-vitaminhoz hasonlé (Bhagavan et al. 2002). Barakat és munkatéarsai
2013-ban publikalt eredményei alapjan, Gsszehasonlitva a Qo és a QioH» felszivodasi értékeit
emberekben végzett kisérletekben, azt tapasztaltdk, hogy a QioH; sokkal jobb abszorpcids
hanyadossal rendelkezik. Hasonlo eredményt hozott a kutydkon végzett 6sszehasonlito kisérlet is, a
QioH; felszivodasa tobb mint kétszerese a folyékony formaban (jellemzden szdjaolajban oldva)
bevitt Q1o-nek (Miles et al. 2002).

Egy 2012-ben végzett kisérletben 228 olyan férfit vizsgaltak 26 héten keresztiil, akiknél ismeretlen
eredetli medddséget diagnosztizaltak. Azt az eredményt kaptak, hogy az ubikinollal kezelt csoport
értékei tobb paraméterben is jelentdsen javultak a kontroll csoporthoz képest. Ez is azt a tényt
tamasztja ald, hogy sziikség van a Qi redukalt formajanak a meghatarozasara (Safarinejad et al.,
2012).

Altalanosan elmondhatd, hogy a legtobb étrendkiegészité az oxidacids szempontbol stabil Qig
format tartalmazza, azonban szdmos esetben az eredeti Q1o forma mellett, vagy onalldan kinaljak a
gyartok QqoHy tartalmu készitményeiket. Ugyanakkor, ha E-vitaminnal gél kapszulat allitanak eld,
vagy kemény kapszulat C-vitaminnal, a gyartds és tarolas alatt az emulgealoszereknek

koszonhetden megjelenik a tablettakban a redukalt forma is (Kettawan et al., 2007).

3.8 Analitikai modszerek Q1o meghatarozasara

3.8.1. Mintaelokészités

Els6é korben érdemes leszdgezni, hogy a Q1o mennyiségi meghatarozasa alapvetden két {6 iranyba
futhat: 6sszes Qqo tartalom ill. redukalt/oxidalt Qip mennyiség mérése felé. Elelmiszerek esetében
szinte kizarolag az elsd, mig étrendkiegészitok és human szoveti mintak esetében a masodik irdny a
hangsulyozott. Az utdbbi csoportnal egyrészt magasabb piaci pozicid (=dragabb termék) tarsithatd a
redukalt Qqp tartalomhoz, masrészt a szoveti stressz €s oxidativ kornyezet jellemzésének egyik
modja a szoveti oxidalt Qqo aranyanak megadasa. Mindkét f6 iranyvonalra jellemzd, hogy mivel a
Q1o és a QioH2 is rendkiviil hidrofob komponens, extrakcidjuk szerves olddszereket igényel, a
varhat6 koncentracio fliggvényében. Ugyanakkor 6sszes Q19 meghatarozasi célzath vizsgalatoknal a
kinyert Qo koenzimeket oxidaciéval uniformizalni sziikséges, mig redukalt/oxidalt formak
szelektiv meghatarozasa esetén az egyedi formak megtartasa, a ,,decomposition” elkeriilése a cél.

Elelmiszerek esetében tehat az dsszes Q19 meghatarozas adja a vonatkozé vizsgalatok tobbségét —
bar érdemes megjegyezni, hogy a 2000-es évek elotti iddszakbol alig talalni vonatkozo

szakirodalmat, ahogy ezt Mattila ¢s Kumpulainen (2001) 6sszefoglald kozleménye részletezi is. Az

34



elsd jelentds €és pontos adatokat szolgaltatonak tekinthetd kézlemény magyar szerzoktdl szarmazik
1971-b6l, Berndorfer-Kraszner ¢és Telegdy-Kovacs miegyetemi oktatoktol, akik a hazai
¢lelmiszerekbdl, zoldségekbdl és hiisfélékbol hataroztak meg a Qjo-tartalmat (Berndorfer-Kraszner
¢és Telegdy-Kovacs, 1971). Bar a mintaclékészités leirasanak kidolgozottsiga a nem analitikai
célzatu 0jsagbol fakaddéan nem elég részletes, érdemes a 9. dbran attekinteni, mivel jellemzi
egyrészt a szerzOk gondosan felépitett kisérleti tervét, masrészt az akkor rendelkezésre &llo

modszerek (legfoképpen az azonositas) korlatait.

Tokofenilkinonok és ubikinonok (Q-koenzimek)
kivonisa, izolaliasa, meghatirozisa és azonositisa

Kivonds

Szappanosits
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Bgycb zavar6 anyagoktol |
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AL 24
Oszlopkroma- 2 Vékonyréteg-
togrifia kromatogrifia
Mennyiségi meghatirozis '
UV. abszorpeios Ertckelds
szinkép vizsgdlata denzitométerrel
Azonosilis ‘
I |
Y. Y

Elementiris ana- IR. abszorpeids
lizis szinkép vizsgdlata

9. abra: Mintaelokészitési vazlat Qo élelmiszerekbol torténé meghatarozasara

(Berndorfer-Kraszner és Telegdy-Kovacs, 1971)

Az ezt kovetd idOszakban alakult ki a kovetkezd eljaras, amelyet biologiai szovetekre el@szor
Ikenoya et al. (1981), mig élelmiszerekre els6ként Weber et al. (1997) és Mattila et al. (2000)
alkalmazott: a vizsgaland6é mintat (rizsliszt, heringfilé, bifsztek) homogenizalast kdvetéen 0,15 M
NaCl oldattal és etanollal daralnak / homogenizalnak 6ssze, majd tobb 1épéshen n-hexan és etanol
5:1 aranyu oldataval extrahdlnak. A kinyert €s egyesitett hexanos feliilluszokat Na-szulfat agyon
vizmentesitették, majd beparlast kdvetden izopropanolban oldottdk el a HPLC vizsgalatokhoz.
Ezzel a mddszerrel kb. 5 mg/kg LOQ értéket sikertilt biztositani, ami kis zsirtartalmua allati mintak

vizsgalatahoz elegenddnek bizonyult.
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extrakcio el6tt elszappanositast alkalmazott KOH-dal, hogy a mintamatrixot csokkentse ¢&s
megeldzze a nagy zsirtartalom miatt fellépd emulzio- €s zagyképzddést.

Shimada ¢és munkatarsai (2007) szarvasmarhamdj mintat eloszor K-foszfatban homogenizaltak,
majd ezt kovetden metanolt és hexant adtak a zagyhoz, kevertették €s a hexan fazist levalasztas utan
szarazra paroltak. Ezutdn FeCls tartalmt etanolban visszaoldottdk az iiledéket és az igy kapott
oldatot injektaltak a HPLC rendszerbe.

Az ¢lelmiszerekhez és a szoveti mintakhoz képest jelentds (mg/g, mg/ml értéket meghaladd) Q1o
sem Onmagaban, sem pedig extrahalé oldat (vagy HPLC eluens) keverékben metanol vagy
propanol, mivel ezen olddszerekben joval kisebb a Qi oldékonysaga. Zhao et al. kozleményiikben
(2013) a kovetkezd sorrendet allapitottdk meg szobahdmérsékleten torténd oldasi kisérletek esetén:
etil-acetat > n-hexan (t6bb mint 100 mg/ml) > 1-butanol > 1-propanol >
2-propanol > etanol (0,2-0,3 mg/ml; Cayman 2012). A vonatkoz6 kozleményekben a n-hexan
szerepel leginkabb, mint az extrakciot / oldast legkevésbé gatld oldoszer, amelyet olykor a HPLC
kompatibilitas biztositdsa miatt a Qqg-et ugyancsak jol oldo, de anndl kdltségesebb terahidrofurdnnal
valtanak / egészitenek ki.

Etrendkiegészité mintik esetén a legfontosabb szakirodalmi referencidk a késdbbi AOAC 2008.07
modszer alapjaul szolgalé Orozco et al. (2007) ill. Lunetta és Roman (2008) kozlemények, amelyek
az Osszes szoba keriild paraméterseregre (beleértve az extrahalasra hasznal mérélombikok szinét, az
étrendkiegészitdkben talalhatd gyakori vegyiiletek /B-karotin, E-vitamin/ szelektivitasra mutatott
zavarasat, stb.) validaltak a kovetkezOkben roviden bemutatasra keriilo eljarast. A modszerben a
kelld6 mértékben homogenizalt, reprezentativ mértékben feldolgozott kapszuldkat/ tablettakat
acetonitril:terahidrofuran:viz 55:40:5 Y/,% keverékkel extrahaljak, majd az iilepitett oldatot 0,1 ™/p,
% FeCl; tartalmt etanollal higitjak, hogy a mintakban esetleg jelen 1év6 redukalt Qio-t oxidalt
formaba uniformizaljak. Ezt kdvetden a mintaoldat sziirés és tovabbi, az adott HPLC vizsgalattal
kompatibilis eluens eleggyel torténd higitas utan kozvetleniil injektalhato.

Erdemes megemliteni, hogy a szakirodalomban élelmiszer vagy étrendkiegészitd mintara Qi
meghatarozas esetén alig taldlni SPE vagy Chemelute alapt eljarasokat. Az egyik ritka kivétel
Rodriguez-Actina et al. kdzleménye, amelyben a szerzOk novényi olajokbol SPE patron
segitségével, heptanos eltcioval tisztitottak ki a Qg és Q10 komponenseket (2008).

Az eddig felsorolt kdzleményektdl eltérden a redukalt/oxidalt Q10 mennyiség meghatarozasat célzé
vizsgalatokndl uniformizalas helyett az eredeti redox allapot megdrzése a cél, amelyet elvileg
legegyszerlibb modon oxidacio-gatld adalékkal lehet elérni. Ilyen kisérletek soran néhany kivételtdl

eltekintve (Kettawan 2007, Kubo 2008) nem ¢élelmiszer (étrendkiegészitd), hanem kisérleti
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allatokbol szarmazo6 vagy human eredetli vér, vérplazma vagy szérum szerepel mintaként. Menke ¢€s
munkatarsai esetében humén vérplazma keriilt vizsgélatra, amelyhez a mintael6készités soran
el6szor etanolban oldott Qg belsé standard oldatot adtak, majd ezutan 2,6-di-terc-butil-p-krezolt,
amely képes meggatolni a lipid auto-oxidaciot és egyéb oxidacios folyamatot anélkiil, hogy kézben
redukalna az ubikinont (Menke et al., 2000). A mintdhoz ezt kovetden hexant adagoltak, majd
elegyités/vortex homogenizals utan az elvalé hexant fazis evaporaltdk, argon gaz alatt szarazra
paroltak, majd a megmaradt tiledéket feloldottak etanolban és a HPLC rendszerbe injektaltak.

Az oxidaciot gatlé adalék hasznalata elkeriilhetd akkor, ha a mintaelokészités soran a felhasznalt
oldoszerek gaztalanitottak (oldott oxigén tartalmuk elhanyagolhatd) és a mintael6készités rovid,
egyszerlien kivitelezhetd. Ezt az elvet Yamasita és Yamamoto ugy kovették, hogy metanollal és
hexannal keverték Ossze a vérplazmamintat, majd centrifugalast kovetden a hexanos feliiliszot
kozvetlenil injektaltak az oldatot a HPLC-EC rendszerbe.

A korébban emlitett két élelmiszeripari példa esetén egyszer sem haszndltak a szerzOk oxidaciot
gatld adalékot az extrakcid soran. Kettawan et al. (2007) 14 kiilonb6z6 élelmiszer (a lazactdl a
petrezselyemig) és 43 étrendkiegészitd mintabol hatarozta meg a redukalt/oxidalt Qo aranyt
viszonylag egyszerii, a homogenizalas utan etanol-hexan eleggyel végrehajtott extrakcids 1épések
utan. Kubo et al. (2008) 70 ¢lelmiszerminta (husok-halak-kagylok-zoldségek-gyiimdlesok stb.)
extrakcidjat hajtotta végre izopropanol hasznalatidra optimalt extrakcié utan, ugyancsak oxidaciot

gatl6 adalék nélkiil.

3.8.2 Qqp analitikai meghatarozasa

Mivel a Q1o koenzim erdsen hidrofob karakter(i komponens, ezért meghatarozasa / matrixtol torténd
elvalasztasa forditott fazist kromatografiaval (Cg és Cig RP oszlopokkal) viszonylag egyszeriien
megoldhato. GC alapu modszerek alkalmazasara a molekula szerkezete nem nyujt lehetdséget, mig
elvalasztastechnika nélkiil még a viszonylag egyszerli matrixszal jellemezhetd étrendkiegészitok
sem vizsgalhatok a nem kielégitd szelektivitasbol fakaddan.

A HPLC elvalasztast kovet6 detektalasra természetesnek adodik az UV, mivel a molekula 275 nm-
en viszonylag szelektiv és érzékeny elnyeléssel rendelkezik, és az analitikai mintara szamitva 1-10
mg/kg koncentracio felett megfelelé teljesitményjellemzok mellett mérhet6. A HPLC-UV
modszernél azonban kiilon figyelmet kell forditani az uniformizalasra. A redukalt Qi hidrofilebb
karakteréb6l fakadoan a mintdk szdmos alkotojaval egylittes eliciét mutathat, masrészt
uniformizalés nélkiil a mintdban nem biztosithatd a két forma egymashoz viszonyitott aranyainak
allandosaga. Bar a korai szakirodalom eltekintett az élelmiszerek Qi tartalmanak akar 62%-t (1)

kitevo redukalt formarol (Kettawan et al. 2007), a késébbi kdzleményekben ezt a problémat mar
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jellemzden az ubikinonna torténd oxidacioval kezelték. Nem véletlen tehat, hogy a 2007-ben és
2008-ban kozolt AOAC tanulmanyok sok szempontbdl mérfoldkdnek szamitanak az élelmiszereink
Q10 tartalmarol szolo jelentésekben. Mindkét, részben egymasra €piild kozleményben (Orozco et
al. 2007, Lunetta és Roman, 2008) az uniformizalast kovetden 275 nm-en torténik a szelektiv
HPLC-UV meghatarozas. A feltart linearis Osszefiiggés az 50-1000 mg/g mérési tartomanyban
huzodott, az ismételhetéség pontossaga 2,15 és 5,00% kodzott mozgott, az LOQ pedig 9 pg/ml-nek
adodott.

Az uniformizalassal kizart, kordbban feltehetéen szdmottevd mértékii rendszeres hiba megsziinését
kovetden jelentek meg az Europai Unidban egyre nagyobb teret meghoditd Qip tartalmu
étrendkiegészitokrdl szolo tanulmanyok, amelyek olykor érdekes tendencidkra hivtdk fel a
figyelmet. Pravst és Zmitek 2011-ben megjelent tanulmanyaban 58, az unio teriiletén beszerezhetd
Qio tartalmu étrendkiegészitét vizsgalt meg HPLC-UV moddszerrel: eredményeik alapjan a
megvizsgalt termékek egyharmada a feltlintetett Q19 mennyiség kevesebb, mint 70%-at tartalmazta.
Folyadékkromatografias elvalasztast kovetd fluoreszcens detektalast a vegyiilet szerkezete nem
zarja ki, mivel a redukalt forma szamottevo fluoreszcenciat mutat, tehat egy masik irdnyu, redukciot
eldirdnyzo6 uniformizéldssal is mérhetévé valik a minta 0sszes Qg tartalma. Ez az eljarads azonban
nem tudott elterjedni, mivel egyrészt a korabban emlitett, hidrofilebb kromatografias viselkedés
ncheziti a szelektiv elvalasztast, masrészt az ubikinol fluoreszcencids mérési érzékenysége
rosszabb, mint az ubikinon UV spektroszkdopiai meghatarozasanal elérhetd érzékenység (Molyneux
¢és Lever 2005, Kruk és Strzalka 1993).

Az ubikinon ubikinolla torténé uniformizalasa NaBH4-del az elérheté kozlemények szerint az
elektrokémiai detektalassal felszerelt HPLC rendszerek esetén keriilt csak szoba, ugyanis ez a
detektalasi eljaras az ubikinolra nézve érzékenyebb, mint a fluorimetrids. Ugyanakkor az
elektrokémiai detektalas kivitelezése joval koltségesebb és bonyolultabb, mint az UV detektalasé,
mivel egy dupla cellas detektorra van sziikség, amely a redukalt és oxidalt forma folyamatos
atalakulasdt monitorozza. Emellett az elektrokémiai detektor nem kelléen robusztus a nagy
élettartamat. Az elektrokémiai detektalds egyetlen elénye az UV modszerekhez képest a joval (tobb
mint egy nagysagrenddel) kisebb LOQ. Yamashita és Yamamoto 1997-ben megjelent cikkében
HPLC-EC technikaval szimultdn hatarozott meg ubikinont és ubikinolt emberi vérplazmabol.
Modszeriik kimutatasi hatdra kitind reprodukalhatésag mellett 4 nM-nak adddott. Szintén
elektrokémiai detektalassal hataroztdk meg Menke és munkatarsai 2000-ben vérplazmabol,
szimultan modszerrel ubikinont, ubikinolt a- és y-tokoferolt, Qg belsd standard segitségével. Majd
ezt a vonalat kdvetve 2004-ben Galinier és munkatarsai publikéaltdk patkanyokon végzett kisérleti

eredményeiket, melyekben az ubikinon és az ubikinol kozotti Osszefiiggést vizsgaltdk. Az
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¢lelmiszerek teriiletén Kettawa et al. (2007) ¢és Kubo et al. (2008) aknaztak ki az elektrokémiai
detektor altal nytjtott jobb kimutatasi/meghatarozasi hatarokat.

Erzékenység szempontjabol az elektrokémiai detektalasnal is jobb teljesitményt nyujt elvileg
napjaink rutin eljarasa, a HPLC-MS, amely ugyanakkor nem tud automatikusan megoldast nytjtani
a Q10 meghatarozasdhoz. Ennek az a két legfobb oka, hogy a molekula tul nagy a lipofil molekulak
ionizéciojara kimondottan alkalmas APCI ionforrashoz, ami pozitiv ionizacidos modban nagyfoku
ionforras-fragmentacidoban Olt testet, masrészt a hidrofil Q1o molekula egyik formdja sem képes
proton-adduktként ionizalodni az ESI ionforrasokban.

Az egyik fajta megoldast Ruiz-Jiménez és munkatarsai altal els6ként alkalmazott ammonia-
adduktos ionizacios eljaras jelentette, amely a gyakorlatban 100% szerves olddszert tartalmazo
HPLC eluens 5 mM ammonium-formiattal torténd kiegészitésével jo hatasfokt ionizaciot biztosit
(Ruiz-Jiménez et al., 2007). Az ESI-MS alapu detektalas az ubikinon és az ubikinol eltéré tomege
miatt lehetévé teszi az egy futamban torténé szelektiv detektalasukat is. Kiemelend6 azonban, hogy
alapvonal szinten biztositani kell a kromatografias elvalasztast a két komponensre, mivel a redukalt
ubikinon A+2-es izotopoldgja kis felbontastt ESI-MS esetén nem kiilonboztetheté meg az ubikinon
monoizotopos tomegeétol.

Ruiz-Jiménez és munkatarsai altal végzett kisérletben Qo és QioH, tartalmat vizsgaltak emberi
vérplazmabol HPLC-ESI-MS/MS moédszerrel, pozitiv ionizécidos modban, Qg belsd standard
segitségével. A figyelt NHy-adduktok 880.7 m/z (Qio), 882.7 m/z (QioH2), 804.7 m/z (Qo) és a
806.7 m/z (QgH>) relativ tomegiick voltak, ahogy ezt a 10. abra mutatja, ugyanakkor a legfobb
(mennyiségi) MRM atmenet Qs tdmege minden eseten egyezik fog a kinol-gyliribdl képzddo stabil
fragmens miatt. Ez alapjan a Qo és a QioH, tomegspektruma jelentésen eltér Hansen et al. altal
2004-ben publikalt eredményektdl, mely szerint nincs kiilonbség az oxidalt és a redukalt forma
tomegspektruma kozott. Ki kell azonban emelni, hogy Hansen csoportja vizsgalatai soran APCI
ionforrast alkalmazott, amely az ionforrasban torténd fragmentacié miatt igyszolvan uniformizalta
a két komponenst azaltal, hogy a [Q1oH2+H"]—[Q1o+H"] molekulaionna bomlott.

A hidrofil molekulakra elvileg jol hasznalhatdé APCI ionforrast Rodriguez-Acuna és mtsai 2008-ban
koz6lt tanulmanyukban végiil negativ ionizacids mod valasztasaval tudtdk optimalni Qg és Qi
mennyiségi meghatarozasara olajmintakbol. A Ruiz-Jiménez ill. Rodriguez-Acuna kutatoi
csoportok kozleményeit kovetden végiil megnyilt a lehetdség a leggyakrabban hozzaférheto két LC-
MS ionforras alkalmazasara élelmiszeripari mintakra is, amelyet dél-koreai (Pyo et al. 2010, Pyo et
al. 2011, Lee et al. 2014) publikaciok sora jelez. Ezek koziil dsszetettsége miatt emelendd ki a 2011.
évi kozlemény, amelyben a koreai szerzOk szdjaszoszt és szdjakrémet vizsgaltak forditott fazisu
Cis-as oszlopon, ESI ionizaciot alkalmazva pozitiv modban. A mintaelokészitéskor az extrakciot

elszappanositas eldzte meg, melynek sordn a homogenizalt mintdhoz NaOH-t, metanolt, és az
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oxidacio elkeriilésére pirogallolt adtak. A keverést és vizflirdt kovette az extrakcid n-hexannal. A
beparlast kovetden a maradékot 2-propanolban oldotték fel és szlirést kovetden injektaltadk a HPLC
rendszerbe. Méréseik soran arra az eredményre jutottak, hogy a napi 0sszes Qi bevitel ezekbdl a
koreai étkezés szempontjabdl alapvetdnek szamitd élelmiszerekbdl 11,6 mg/nap/fonek adodott,

szemben a korabban becsiilt 3-6 mg/nap/fével szemben.
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kovetoen (Ruiz-Jiménez et al., 2007)

3.8.3 Kalibraciés eljarasok Qi tartalom meghatarozasanal

A valasztott HPLC eljarasok egyértelmlien meghatarozzak a kalibracids lehetdséget. HPLC-UV
modszerek esetén (Orozco et al.,, 2007; Lunetta and Roman 2008; Pravst et al., 2011) a kiilsd
kalibracio elfogadott, annak ellenére, hogy bonyolult minta matrixoknal (pl. vérplazma), a matrix
hatas nem elhanyagolhato. Ugyancsak elfogadott a kiils6 kalibracio elektrokémiai detektalds esetén,
ahol azonban in situ gondoskodni kell a redukalt standard oldatokrdl (QgHa, Q1oH>), tehat eld kell
Oket allitani a kereskedelmi forgalomban beszerezhetdé oxidalt formakbol NaBHg-del végzett
redukcioval és ugy tarolni dket, hogy az oxidacié a lehetd legkevésbé indulhasson meg (Yamashita
etal., 1997, Galinier et al., 2004, Kubo et al., 2008, Kettawan et al., 2007).

Menke és munkatarsai 2000-ben kozolt tanulmanyukban HPLC-ECD eljarasuk soran Qg és QgH>
oldatokat belsé standardként alkalmazott a Qi és QioH, mennyiségi meghatarozasahoz, human

vérplazma mintak esetében. Mivel a Qg az emberi szervezetben nincs jelen kimutathaté mértékben,
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ez az eljaras rutinna valt a tomegspektrometriai detektalasra épitett vérplazma vizsgalatok soran is
(Ruiz-Jiménez et al., 2007). Napjainkban ugyanakkor a legpontosabb mérési eljarasnak a
kereskedelmi forgalomban nem beszerezhetd, am kis mennyiségben in situ eléallithatd deuteralt

(d6-CoQ10) Q10 bels6 standardra épitett modszer szamit (Itkonen et al., 2013, Duberley et al., 2013).

crc

3.9 A mérési bizonytalansag fogalma és meghatarozasa

A mérési bizonytalansaig a Nemzetkozi Metroldgiai Ertelmezé Szotar szerint mérés
mindségjellemzdje, olyan a mérési eredményhez tarsitott paraméter, amely a mérendd
mennyiségnek megalapozottan tulajdonithatd értékek szorodasat jellemzi). Fogalmilag é&s
tartalmilag is mas, mint a hagyomanyosan hasznalt mérési hiba, mert a hiba szamszeri megadasa
esetén is nyitva marad a kérdés, hogy az mennyire pontos.

A mérési bizonytalansag kifejezésére mar 20 éve létezik ajanléas, az ISO kiadasdban jelent meg
1993-ban az Utmutatdé a mérési bizonytalansig kifejezéséhez (Guide to the Expession of
Uncertainty in Measurement; BIPM, 1993). Ezt kovette 1995-ben és 2008-ban egy-egy javitott és
bovitett kiadds (JCGM, 2008). Ez az utmutatd kétféle moddon jellemzi a mérendd értékek
szorodasat: egyrészt a mérési eredményhez, mint valosziniiségi valtozohoz tartozo szorés értékével,
ilyenkor standard bizonytalansagrol, vagy tobb mas megfigyelt érték fliggvényeként megjelend
mérési eredmény (kdzvetett mérés) esetén eredd standard bizonytalansagrdl beszéliink. Mésrészt a
mérési bizonytalansag jellemezhetd egy intervallummal, amelynek sugara az eredd standard
bizonytalansag és egy K kiterjesztési (vagy atfedési) tényezo szorzataként adodik. Ez utobbi esetben
tulajdonképpen egy konfidencia intervallumot kapunk: a legtobbszor hasznalt k=2 esetén 95%-0st,
amely Osszesen 4 szordsnyi tartomanyban fedi a mérés varhato értékét.

A mérési bizonytalansdg mértékét kétféle modon csokkenthetjiik. Az altalaban koltségesebb, de
hatdsosabb modszer a bizonytalansdg csokkentése 1) mérési modszerek vagy mérdeszkozok
alkalmazasaval (Kosztyan és Schanda, 2009; Kosztyadn és Hegediis, 2010). Ha nincs lehetdség az
adott technologiai szinvonalon a bizonytalansadg csokkentésére, a bizonytalansag figyelembe vétele
(elfogadasa) szintén megoldas lehet (Hegediis, 2011). Ez utobbi eljaras a gyakorlatban azt jelenti,
hogy a megrendeld/vevd altal felkinalt ,,value-for-money” targyalasi pozicioét modositjuk ugy, hogy
deklaraltan gyengébb mindségii, de még mindig ,,fit-for-purpose” modszer hasznalataban egyeziink
ki.

A mérési bizonytalansdg a mérések természetes velejardja. A mérés soran végrehajtott 1épéseknek
elemi bizonytalansdga van. Ezek egyiitt adjak a mérés teljes (kiterjesztett) bizonytalansagat, amely
mindig a mért érték koriili tartomany. A mérendd paraméter valodi értéke azon belil nagy

valoszinliséggel megtalalhatd. Forrasai a mintavétel, a tarolasi koriilmény, a minta el6készités, a
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késziilék allapota, a reagensek tisztasaga, a mérés kornyezeti koriilményei, a minta effektusok, a
szamitastechnikai effektusok, az operatortél fliggd hatasok, a véletlenszeri effektusok, stb
(Szegeény, 2012).

Méréseink megbizhatosagat a mérési bizonytalansaggal igazoljuk. Ertékének becslésére harom
modszert kiilonboztetlink meg. A szigori matematikai modszer alapjan szamba vesszik a
részbizonytalansdgokat ¢€s becsiiljik az eredd bizonytalansagot. A meglévé mindségbiztositasi
adatok (gyujtott ill. kombindlt bizonytalansagok) alapjan is meghatarozhatjuk. A kombinalt
modszer pedig ennek a kettonek az egyiittes alkalmazasa.

A bizonytalansag szamszerisitésére a matematikai modszer alapjan a becsiilt szordst hasznaljuk,
amely a becslilt variancia négyzetgyoke, ezt nevezziik standard bizonytalansagnak. Az ,,A” tipusu
meghatarozasanal kiszamitjuk az elvégzett mérési sorozat varianciabecslojét ill. szorasbecslgjét és
ezt tekintjiik a standard bizonytalansag szamszeri értékének. A ,,B” tipusi meghatirozasnal a
mérési eredmény, mint valdsziniiségi valtozd eloszlasara allitunk fel hipotézist, és a feltételezett
eloszlas szorasa adja a standard bizonytalansdg szamszerti értékét (Pataki, 1993). A mérési
bizonytalansag OsszetevOinek atfogd értékelése ramutat a vizsgalati modszer esetleges kritikus
pontjaira, amelyekre nagyobb figyelmet kell forditani.

Tekintettel arra, hogy a bizonytalansdg értékét tobbféle moddon lehet becsiilni, az
EURACHEM/CITAC utmutaté egy altalanosan elfogadott referencia utmutatot tartalmaz. Ez
alapjan a bizonytalansag becslése négy lépést foglal magaba. Az elsé a mérendd komponens
meghatarozasa. Itt pontosan le kell irni, hogy mit kell mérni, beleértve a mérendd komponens és a
bevitt mennyiség kozotti kapcsolatot (pl. bemért mennyiség, allandok, kalibracios-standard
értékek). A masodik a bizonytalansagi forrasok azonositasa. Ehhez tudni a kell a mddszer 0sszes
kritikus 1épését, ezért kell pontosan meghatdrozni a mérendé komponenst. A harmadik 1épés a
bizonytalansagi Osszetevok meghatarozasa,mig a negyedik lépés a kombinalt bizonytalansag
szédmitasa (Olivares €és Lopes, 2012).

Fontos megjegyezni, hogy az altalanossdgban szamolt mérési szords és a teljes mérési
bizonytalansag, bar mértékegységiilk azonos, gyokeresen eltérd célokat szolgal, igy helyes

meghatarozasuk és értelmezésiik kulcsfontossagu az élelmiszeranalitikaban.
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4. CELKITUZESEK

1. Az etil-karbamat mennyiségi meghatarozasara alkalmas, szelektiv HPLC-ESI-MS modszer
kidolgozasa, amely a vonatkozo szakirodalom szerint kutatdsaim megkezdése el6tt még nem
allt rendelkezésre. Ehhez kapcsoldodéan a mintael6készités és a vizsgalati modszer
optimalasa, validalasa, valodi mintakon torténé alkalmazasa, valamint a kiterjesztett mérési
bizonytalansdg meghatarozasa, majd a kész mérési modszer akkreditalasanak megvalositasa.

2. FEtrendkiegészité mintakbol redukalt Qio koenzim mennyiségi meghatarozasara alkalmas,
szelektiv HPLC-ESI-MS modszer kidolgozésa, annak akkreditalasa. Ehhez kapcsoloddan az
extrakcion alapulé mintaeldkészités miatt kiilon figyelmet kell forditani a mérés
mindségbiztositasara, igy a mar elérhetd validalt AOAC modszer beépitésére a kinyerési
hatasfok megallapitasahoz, a redukalt Q9 koenzim in situ eléallitasanak optimalasara, és a
kalibracios eljaras megfeleld kivalasztasara. Ennél a feladatnal is cél a kiterjesztett mérési
bizonytalansag meghatarozasa, mivel ez a paraméter nagyon ritkan keriil kozlésre annak
ellenére, hogy ez tiikrozi valdjaban a kifejlesztett modszerek miiveleti paramétereknek valo

kitettségét.
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. Felhasznalt vegyszerek

Kisérleteim soran lehet0ség szerint analitikai tisztasagi vegylileteket alkalmaztam: az etil-
karbamatot (>99%), a butil-karbamatot (98%), a 9-xanthidrolt (>99%), az 1,4-dioxant (puriss), az
imazalilt (Pestanal® tisztasig), a hangyasavat (puriss, tdmegspektrométerhez), a Na-borohidridet
(NaBHyg, a.r. >98%), az ammonium-formiatot (a.r., >99%), a 2,6-di-terc-butil-1,4-metilfenolt (BHT;
>99%) és a Qo koenzim standardot (a.r., >99%) a Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Németorszag)
cégtdl rendeltem. A sziikséges vegyszerek koziil a metanolt, az n-hexant (98%, HPLC gradiens
tisztasag), az 1-propanolt (>99%), az acetont (puriss), és az acetonitrilt (ACN; HPLC gradiens
tisztasag) a Scharlau-tél (Barcelona, Spanyolorszag), mig az ammoniat (a.r.), a sosavat (a.r.,
37 m/m%), a jégecetet (puriss), és a tetrahidro-furant (THF; izokratikus HPLC tisztasag) a Merck-
t6l (Merck; Darmstadt, Németorszag) szereztiik be. Az EDTA (dinatrium s6 x 2H,0, a.r. >99%), az
etanol (Ph. Eur.) és a FeCls (99%) a Reanal cégtél (Budapest, Magyarorszag) szarmazott. Az
oldatkészités utan a standard vegyiileteket hiitbben taroltam +4 - +6 °C-on. A kalibracios sorhoz
sziikséges oldatot maximum 5 munkanapig hasznéltam és a mérésig hiitdben taroltam. A vizzel
torténd higitasokhoz a Milli-Q ELIX-3 + Synergy UV rendszer (Millipore; Bedford, MA, USA)
altal elGallitott ioncserélt vizet alkalmaztam (18,2 MQcm). A mintaelékészités soran a
homogenizalt minta lesziiréséhez 0,45 pm porusméretii hidrofil PTFE fecskenddszlir6t hasznaltam
(VWR International; Radnor, PA, USA). Mivel etil-karbamatra hitelesitett CRM nem all
rendelkezésre, referenciaként két FAPAS (Sand Hutton, EK) LRM brandy minta valamelyikét
hasznaltam (T1362QC, elfogadasi tartomany: 40,4-103,9 pg/l illetve T1358QC, elfogadasi
tartomany: 143-331 pg/l). A mintdk HPLC-re torténd injektalasdhoz 2 ml-es mintatartd

iivegedényeket (Agilent Technologies; Santa Clara, CA, USA) hasznéltam.

5.2. Alkalmazott miiszerek

Az alkalmazott miiszerek beallitasai és az optimalas paraméterek egyes esetekben a

modszerfejlesztés részét képezték, ezért azok az ,,Eredmények” fejezetben keriilnek részletezésre.

5.2.1. HPLC-ESI-MS-MS

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografias elvalasztas soran Agilent 1100 tipusit HPLC rendszert
alkalmaztam, amely légmentesitd egységbdl, kétcsatornds pumpabol, automata mintaadagolobol és
kolonna termosztatbdl épiilt fel. Az etil-karbamat meghatarozasara iranyuld kisérletek soran a

Zorbax XDB Cig (2,Imm x 50 mm; 3,5 um szemcseatmérd; Agilent) oszlopot hasznaltam, mig a
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Q10 koenzim vizsgalata soran az XTerra® MS Cig (2,lmm x 20 mm; 5 um szemcseatmérd; Waters)
oszlopot alkalmaztam.

A detektalashoz a HPLC rendszerhez az Applied Biosystem altal gyartott 3200-QTRAP (Applied
Biosystems/MSD Sciex, Foster City, CA, USA) harmas kvadrupol rendszerti és linearis
ioncsapdaval felszerelt tandem tomegspektrométert kapcsoltam. Ionforrasként TurbolonSpray®
tipusi pneumatikus ESI ionforrast alkalmaztam. A porlasztast nitrogéngaz (99,7% tisztasagu)
segitségével végeztem. Az adatok kiértékelése az Analyst szoftver 1.4.2-es verzigjaval tortént.

A 3200 QTRAP tipusu ESI-MS-MS késziilék vazlatos felépitését a 11. dbra mutatja be. A harmas
kvadrupol tomegspektrométer harom egymas utan kapcsolt kvadrupol (Q) analizatort tartalmaz. Az
elsé analizator (Q;) kivalasztja az adott molekulaiont (anyaion). Ezt koveti az litkozési cella (Qy),
ahol gazbevezetés (Nz; 99,9995%) hatasara bekovetkezik a fragmentacio. A keletkezett Uj

fragmensionok (product ion, daughter ion) tomeg/toltés szerint a harmadik kvadrupoélban valnak

szét (Qg).

muntabevitel,
elektroporlasztasos
10N1ZACIO
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11. abra: Az ionforras és a tandem tomegspektrométer kapcsolasa

Munkam soran kétféle modban hasznaltam az analizatort. A product ion scan (leanyion
kivalasztas) modban a Q; kvadrupdl a meghatarozott molekulaiont atengedi, Q,-ben valaszthatd
vagy automatikusan Iéptetett {itkozési energia mellett megtorténik a fragmentacio, a harmadik
kvadrupdl pedig minden keletkezett fragmenst detektdl (Qs; SCAN). A modszerfejlesztéshez a
legintenzivebb fragmensionokat itt valaszthatjuk ki. Az MRM modszerfejlesztéshez a
legintenzivebb fragmensionokat itt valaszthatjuk ki.

MRM médban szintén mind a harom kvadrup6lt hasznaljuk. A Q1 és Qs kvadrupol SIM modban
miikodik, csak a meghatarozott anyaiont (Q1) €és fragmens ionokat (Qsz) engedik at. Lehetdség van
egyszerre tobb adott molekulat figyelni, melyekbdl csak a rajuk jellemzé fragmens kertil

detektalasra.
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5.2.2. HPLC-ESI-QTOF-MS és —-MS-MS Kkisérletek

A standard mintak elemzését kiegészitettem HPLC-ESI-QTOF-MS késziilékkel torténd
meghatarozassal (12. abra), melynek soran az Agilent 6530 QTOF késziilékét hasznaltam Agilent
6220 tipusr6l szarmazo dual ESI ionforrast alkalmazva, pozitiv ionizacios moddban. A
tomegspektrométert a 4 GHz-es nagy felbontasu lizemodban hasznaltam, ahol a felbontas m/z 922
relativ tomegnél jellemzéen meghaladta a 19000-es értéket. A tovabbi beallitasi paramétereket
alkalmaztam még: kapillaris fesziiltség 4000 V; porlasztonyomas, 40 psig; szaritd gaz térfogataram,
9.0 L min™; szarito gaz homérséklet, 325 °C; skimmer fesziiltség, 65 V; octopole 1 fesziiltség,
250 V; fragmentor fesziiltség, 160 V. A késziilék tomegkalibralasat a berendezés az adott ionizacids
modtol  fliggden automata moddon, teljes letapogatdsonként (full scan), tehat jellemzden
1 masodpercenként végzi el purin (m/z 121.0509) és hexakis-(1H,1H,3H-tetrafluoropropoxi)-
foszfazin (HP-921; CigH180N3P3F24, m/z  922.0098) segitségével. A teljes letapogatast
spektrumokat m/z 50-1000 kozott rogzitettem. Az adatok rogzitésére és kiértékelésére az Agilent
Mass Hunter Data Acquisition (B.04.00) ¢és Agilent Mass Hunter Qualitative Analysis (B.04.00)
szoftvereket alkalmaztam.

A standard mintak mérésére iranyuld kisérletek soran a Zorbax XDB Cig (2,1 mm x 50 mm; 3,5
um) forditott fazisti oszlopot hasznaltam, az elvalasztds pedig gradiens modban tortént. Az ,,A”
eluens 0,1 Y/,% hangyasav tartalmi Milli Q viz, a ,,B” eluens pedig metanol volt. Az 4ramlasi
sebesség értekét 300 pL/percre allitottam be. A kovetkezd gradiens 1€pcsét hasznaltam: 0-2 perc
10% “B”, 2-12 perc felvitel 100% “B”-re, 12-15 perc 100% “B”, 15-15,1 perc “B” csokkentése
10%-ra. Az injektalasi térfogat 10 pL, az oszlop termosztat homérséklete pedig 30 °C volt. A
célkomponensek m/z értékeinél végzett fragmentacios kisérletek soran az iitkdzési energia értékét a

késziilék automatikusan allitotta be a molekulatomeg alapjan.

J_wai_m_h_mn_
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12. abra: Az Agilent 6530 Accurate Mass QTOF LC-MS rendszer sematikus abraja
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5.4. Vegyiilet szintézisek

5.4.1. Xantil-etil-karbamat szintézise és HPLC-ESI-MS/MS mérési paramétereinek

optimalasa MRM modszerrel torténé meghatarozasahoz

A tomegspektrometrids detektalas elsd 1épése minden esetben a késziilék optimaldsa az adott
detektalasi paraméterekre. Az ABI 3200 Q-TRAP késziiléke lehetévé teszi ,,syringe” (igynevezett
,mass spec only”) mddban a kelléen tiszta standard folyamatos injektalasat HPLC hasznalata
nélkiil.

Annak érdekében, hogy meg tudjuk allapitani a szarmazék tomegfragmentacios térképét, eld kellett
allitani a xantil-etil-karbamatot. A xantil-etil-karbamat standard oldatot Moskalyk és Chatten
publikacioja alapjan készitettem el (Moskalyk és Chatten, 1967). A kisérlet soran 2,0 g (0,010 mol)
9-xanthidrolt és 1,0 g (0,011 mol) etil-karbamatot 15,0 ml jégecetben oldottam fel, majd 40 °C-on
30 percig termosztaltam. A termékként kapott xantil-etil-karbamat kristalyokat szlirtem, majd
mostam 250 ml hiit6tt desztillalt vizzel. A szarmazékot 1,4-dioxan-viz-aceton (4:4:2 v/v) elegyben
ujrakristalyositottam, majd az eredményként kapott fehér kristadlyokat 25 ml hiit6tt metanollal
mostam és levegdn megszaritottam. A kihozatal 835 mg (31%) lett.

A HPLC elvélasztashoz az elucié gradiens médban tortént. Az ,,A” eluens 0,1 '/\,% hangyasav
tartalmua Milli Q viz, a ,,B” eluens pedig metanol volt. Az aramlasi sebesség értékét
300 pL/percre allitottam be. A kovetkezd gradiens 1épcsdt hasznéaltam: 0-3 perc 50% “B”, 3-15 perc
felvitel 90% “B”-re, 15-20 perc 90% “B”, 20-20,1 perc “B” csokkentése 50%-ra. Az injektalasi
térfogat 10 ul, az oszlop termosztat hdmérséklete pedig 30 °C volt. A HPLC-ESI-MS/MS csatolt
rendszer ezen HPLC paramétersereghez tartozo (,,default”) paraméterei a kovetkezonek adodtak:
ionforras fesziiltség: 5500 V; fliggdnygaz nyomasa (N,): 25 psig; porlasztogaz nyomasa: 50 psig;
,turbd” porlasztogaz nyomasa: 10 psi; ionforras hémérséklete: 300°C; iitk6zési gaz: 5.0 egység
/dimenzi6 nélkil/.

A fragmentécios paraméterek optimaldsa soran a késziilék kovetkezd bedllitasait vettem figyelembe
a maximalis érzékenység elérése érdekében:

A DP az ionforrasra vonatkozé paraméter. Minimalizalja az ionforrasban keletkezd 1n.
molekulaklaszterek szamat, melyek az olddészer és a mérendé molekula Osszekapcsolodasaval
jonnek 1étre. Minél magasabb ez az érték, annal kevesebb ilyen klaszter keletkezik, azonban annal
nagyobb mértékii fragmentacioval kell szamolnunk. Az EP a belépo fesziiltség — a keletkezett
ionokat fokuszalja és ,.tereli” a magasabb nyomasu QO régidban. A CEP az iitkozési cella belépési
fesziiltsége — az ionok mozgatasaért felelds fesziiltség. A CE at iitkozési energia — a prekurzor
ionnal kozolt energia az iitkozési celldban. Minél magasabb ez az érték, annal nagyobb foku

fragmentaciora szamithatunk. A CXP az {itkozési cella kilépési fesziiltsége — az iitk6zési cellabol
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kilép6 ionokat mozgatasaért feleld fesziiltség. A fragmentacios paraméterck automatikus optimalasa
soran a késziilék alabbi tartomanyokban dolgozik: DP: 0-400 V, EP: 0-12 V, CEP: 0-188 V, CXP:
0-58 V.

5.4.2. Xantil-butil-karbamat szintézise

A Xxantil-butil-karbamat standard oldatot a Xantil-etil-karbamat szintézisénél leirt modszerrel,
azonos molaranyok betartasaval (1,0 g helyett 1,31 g butil-karbamat bemérésével) hajtottam végre.
A kihozatal 670 mg (21%) lett. A xantil-butil-karbamat standardb6l harom 1épésben 1 mg/l

cre

honapig tarthat6 el.

5.5. Etil-karbamat mennyiségi meghatarozasa adalékolassal (spiking) HPLC-ESI-MS-MS
rendszer segitségével

A palinkaknal ill. egyéb alkoholtartalmu italoknadl a szarmazékképzést Madrera és Walles
modszerének modositasaval a kovetkezé modon hajtottam végre (Madrera és Valles, 2009). El6szor
vizsgalandd mintat homogenizaltam, majd 0,45 pm porusméretli PTFE sziirén lesziirtem. Szén-
dioxiddal dusitott termék esetén a szfirletet ultrahangos flirdoben 5 percig kezeltem. Ezt kovetden a
vizsgalanddé mintabdl ill. a minta deklaralt alkoholtartalmanak megfeleld koncentracidban etanolt
tartalmazd vak mintabol analitikai mérleg pontossaggal bemértem 7,0 ml-t egy 10,0 ml-es
mérdlombikba, majd 600 pl 9-xanthidrol oldatot és 400 ul 6 M HCI oldatot adtam a mintdhoz. Az
oldatot razassal homogenizaltam, majd 10 percig allni hagytam. Ezt kdvetéen a mérélombikot jelre
toltottem metanollal, majd 600 pul 6 M NHj; oldatot adtam a mérélombikhoz és azt razassal
homogenizaltam. Ezt az oldatot 0,45 um porusméretli PTFE sziirdn lesziirtem és kozvetleniil ezt
hasznaltam a kromatografiai mérésekhez. A mérést az oldat instabilitdsa miatt 6 6ran beliil meg kell
kezdeni. Munkdm sordn nagy hangsulyt fektettem arra, hogy a mindennapi rutin mérésekre
alkalmas modszert dolgozzak ki, ezért kiemelkedden fontos volt a stabilitds kérdése, az erre
vonatkozo eredményeket a 6.1.2.3. alfejezetben ismertetem.

Minden mintat harom parhuzamossal (beleértve a mintael6készitést is) mértem meg. A mennyiségi

azonositast négy pontos adalékolassal hajtottam végre a 4. tabldzatban ismertetett Osszeallitas

crer

T

készitettem 50-szeres higitassal.
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A standard addicios 1épések soran rogzitett kromatogramokat az ESI-MS-MS szoftvere

segitségével, cstucs alatti teriilet meghatarozasaval értékeljilk ki. Ezen addicios 1épések

tartomanyadban az HPLC-ESI-MS-MS késziilék jel/koncentracio 0Osszefliggése linearis, igy a

kiértékeléshez és az analitikai mérdgorbe kialakitdsdhoz egyenest illesztiink a cstcs alatti teriiletek

altal meghatarozott szamértékekhez.

4. tablazat: Adalékolasi lépések dsszeallitasa

Varhatoan Kkis etil-karbamat koncentracioji mintak esetén
(pl. brandy, < 100 ppb)
Etil- 9- Végtérfogat q o
Minta karbamat | xanthidrol HCI NHa jelre toltve Kflh,b racios
oldat oldat 1épés jele,
(ul) standard oldat (ul) (ul) metanollal ngfinjektalds
oldat (ul) | () ()
7000 0 600 400 600 10000 0
7000 100 600 400 600 10000 0,5
7000 200 600 400 600 10000 1
7000 500 600 400 600 10000 2,5
Varhatoan nagy etil-karbamat koncentraciojia mintak esetén
(pl. palinka, > 100 ppb)
Etil- 9- Végtérfogat q
Minta karbamat | xanthidrol l_llg:l NHs jelre toltve Kflhjbrgcms
oldat oldat 1épés jele,
(ul) standard oldat (ul) (ul) metanollal ngfinjektalds
oldat (ul) | (u) " i ()
7000 0 600 400 600 10000 0
7000 200 600 400 600 10000 1
7000 400 600 400 600 10000 2
7000 800 600 400 600 10000 4

5.6 Mintaelokészités és kalibracio osszes Qio tartalom meghatarozasahoz HPLC-UV
késziilékkel

Az altalam kidolgozott modszer alapjat a 2008.7 szamt AOAC eljaras (Orozco et al., 2007, Lunetta
¢s Roman, 2008) adta. Roviden 6sszefoglalva, 200 mg homogenizalt mintat (vagy az extrakcid utan
visszamarado feliiliszot, kinyerési hatasfok megallapitasa céljabol) 25,0 ml térfogatu
mér6lombikban 3 parhuzamos alkalmazasaval, 20 ml ACN:THF:viz (40:55:5 viv %) Gsszetételt
oldattal extrahaltam két 1épésben, el6szor razogépben 30 percen keresztiil, majd ezutan szintén 30
percig ultrahangos flirdében. Ezt kovetéen a minta térfogatat az extrakcidés oldattal
25,0 ml-re egészitem ki. Az uniformizalashoz 1,0 ml-t mértem ki ebbdl az oldatbol 10,0 ml
térfogati mérélombikba és 1,0 mg/ml FeCl; tartalmt etanol oldatot adtam hozza. Ezt az oldatot
vortex berendezéssel kevertem, szobahdmérsékleten allni hagytam 30 percig, majd HPLC eluenssel
(60:35:5 Y/,\% ACN:THF:viz) 10,0 ml-re egészitettem ki. A kapott oldatot 0,45 um porusatmérdjii

PTFE sziir6n sziirtem és 10 pl-t injektaltam a HPLC-UV rendszerbe. A HPLC elemzést az AOAC
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eljaras szerint, izokratikus elvalasztassal, 40 °C hémérsékletre temperalt oszloppal, 0,35 ml/perc
térfogataram mellett végeztem. Az Osszes Qip koncentracidt kiilsé kalibracio segitségével csucs
alatti teriiletb6l hataroztam meg. A kalibracids pontok koncentracioi a kovetkezok voltak: 25-50-75-

100 és 125 ug Q1o/ml.

5.7 Q1oH; standard oldat elokészitése kromatografias felhasznalashoz

A standard ubikinol oldat kromatografias célra torténd készitését Yamashita €s Yamamoto (1997)
modszere alapjan végeztem. A kindulasi Qo standard oldatot 25,0 ml térfogati barna
mérélombikba készitettem el oly moddon, hogy 12,5 mg-ot mértem be a por kiszerelésii Qo

standardbol, majd n-hexannal jelre toltdttem ¢és homogenizaltam. A kapott oldat 500 mg/l

Ny

crer

toltéttem jelre n-hexannal barna mér6lombikban. A reakciohoz sziikséges EDTA oldathoz 0,372 g
EDTA natriumso6t oldottam fel ioncserélt vizben, majd 100,0 ml-es mérélombikban ioncserélt
vizzel jelre toltdttem. A homogenizalt oldatbol 0,1 ml-t mértem ki egy 10,0 ml-es mér6lombikba,
majd ioncserélt vizzel jelre toltdttem. A végleges EDTA koncentraci6 igy 0,1 mM lett.

A Qo standard oldatot NaBH; segitségével redukaltam a kovetkez6 modon: a 25 pg/ml
koncentracioju Qip standard oldatbol 2,0 ml-t mértem ki egy =zarhaté, 15 ml térfogath
centrifugacsébe, 20 mg NaBH4-t és 50 ul metanolt adtam hozza, 3 percig kevertem, majd
szobahOmérsékleten, sotétbe helyeztem 5 percre. A sarga szin eltlinése jelezte a reakcid végét.
Ezutan 1,0 mL 0,1 M EDTA oldatot adtam hozza, majd felraztam és 2000 g terheléssel
centrifugaltam szobahdmérsékleten az oldatot 2 percig. Mivel a vizes metanol nem elegyedik
hexannal és a QigH2 nem a vizes-metanolos fazisba valasztodik ki, a hexan fazisban 1évé QioH,

koncentracionak meg kell egyeznie a kiindulasi Qo koncentracioval (25 pg/ml). A reakcio

hatasfokat HPLC-ESI-MS/MS vizsgélatokkal ellendriztem.

5.8 Q10H; standard oldat elokészitése adalékolasi mintaelokészitéshez

cre

Q1o standardot, 1,0 ml metanolt és 400 mg Na-borohidridet tesziink. Harom percen keresztiil
keverjiik vortex berendezéssel, majd ezt kovetden a fejlddé hidrogén elvezetése céljabol egyszer
meglazitjuk (majd visszazarjuk) a csd zarOkupakjat. Az i1d6kozben elszintelenedett oldatot
5 percig kezeljik ultrahangos vizfiirdén, majd 10,0 ml EDTA oldatot adunk hozza. Vortex
berendezéssel megkeverjiik, majd 3 percig centrifugaljuk. Szintén aluféliaba csomagolt 50,0 ml

Falcon centrifugacsébe pipettdzzuk 4t az ubikinolt tartalmazd n-hexan fazist (koncentracio:
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500 mgl/l) és ezzel végezziik el a késébbiekben az adalékolasi folyamatot. Ezt az oldatot hiitében 5
napig lehet tarolni. A két, ubikinol standard létrehozasara iranyuld eljards alapparamétereit az
5. tablazat segitségével hasonlithatjuk ossze.

5. tablazat: Redukalt Qo standard el6készitési paramétereinek o6sszehasonlitasa

Irodalmi médszer Ly .
/Y amashita és Yamamoto (1997)/ Médositott modszer
2 ml 25 pg/ml oxidalt Qg 20 ml 500 ug/ml oxidalt Q1
50 pl metanol 1000 pl metanol
20 mg NaBH4 400 mg NaBH,4
3 perc inkubalas 5 perc inkubalés, tdvozo H, gaz eltavolitasa
100 pl EDTA-oldat 10 ml EDTA-oldat

5.9 Mintael6készitési eljarasok osszehasonlitasa étrendkiegészitok redukalt Qo tartalmanak

meghatarozasahoz

cre

mintak extrakciojanak el6zetes probajat, minden esetben harom parhuzamos mérést végezve, hogy
megtaladljam az ubikinol oxidacidjat legkevésbé kivaltd, ugyanakkor jo kinyerési hatasfokot
hexanal végrehajtott higitassal nyertem, és eljarasonként 4,0 ml oldattal dolgoztam, 15 mL térfogata
centrifugacsoveket hasznalva:

(1) 4,0 ml ubikinol oldathoz 4,0 ml gaztalanitott n-hexant adtam, és az oldatot
ultrahangos szondaval 2 percig kezeltem;

(2) 4,0 ml ubikinol oldathoz 4,0 ml gaztalanitott n-hexant adtam, és az oldatot
ultrahangos fiirddben 5 percig kezeltem;

(3) 4,0 ml ubikinol oldathoz 4,0 ml gaztalanitott és 1 mg/mL koncentracioban BHT-t
tartalmaz6 n-hexant adtam, majd az oldatot 30 percig razdasztalon kevertettem;

(4) 4,0 ml ubikinol oldathoz 4,0 ml gaztalanitott és 1 mg/mL koncentracioban BHT-t
tartalmazo n-hexant adtam, majd az oldatot ultrahangos szondaval 2 percig kezeltem;

(5) 4,0 ml ubikinol oldathoz 4,0 ml gaztalanitott és 1 mg/mL koncentracidban BHT-t
tartalmaz6 n-hexant adtam, majd az oldatot ultrahangos fiirdében 5 percig kezeltem.
A kezelések utan az oldatokat 20 percig 4100 g terheléssel 8 °C hémérsékleten centrifugaltam, majd
5 mM koncentracioban ammonium-formidtot tartalmazo metanollal higitottam ugy, hogy az
ubikinol elméleti koncentraciéja 0,1 pg/ml legyen. A higitast kdvetdéen az oldatokat 0,45 um
pérusméretli PTFE fecskenddszlir6kon tisztitottam és a szlirt oldatokbol injektaltam a HPLC-ESI-

MS rendszerre.
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5.10 Kalibraciés eljarasok étrendkiegészitok redukalt Qi tartalmanak meghatirozasahoz

Az elsé eljaras az adalékolés (spiking) elvét koveti. Hexanban oldott 2,0, 4,0 és 8,0 ml térfogatu,
centrifugacsébe kimért, 50,0 mg tomegii homogenizalt mintahoz, majd ezt 8 ml-re egészitettem ki
gaztalanitott n-hexannal. A ,nullas” kalibracids ponthoz a kimért mintahoz kozvetleniil 8,0 ml n-
hexant mértem. Az extrakciot ultrahangos szondaval (UP 100; 100W, Hielscher, Teltow,
Németorszag) végeztem 2 percig szobahémérsékleten, majd 10 ml-re jelre toltéttem n-hexannal, 20
percig centrifugaltam 4100 g terheléssel, 8 °C-on. Ezutan a feliilaszokbol 25-25 ul-t oldottam fel
25,0 ml barna mérélombikokba toltott, 5 mM koncentracioban ammonium-formiatot tartalmazo
metanolban, és a lombikokat jelre toltottem. Az oldatokat 0,45 pm pérusméretic PTFE filteren
szirtem az injektalas el6tt. 10 pl injektalasa esetén a kalibracids pontoknak igy 0-1-2 és a 4 ng
QaoH2/injektalas adodik.

A mésodik modszer egy 4altalanos addicios modszerbdl all. 50,0 mg homogenizalt mintét
extrahaltam 8 ml gaztalanitott hexanban 15 ml térfogata, alufoliaval bevont centrifugacsében,
ultrahangos szondaval torténd 2 perces kezeléssel. Ezt kovetden a mintakat n-hexannal 10 ml-re
egészitettem ki, majd 20 percig centrifugaltam 4100 g terheléssel, 8 °C-on. Ezutan szlirtem az
oldatot, a feliilaszokbol 25-25 ul-t oldottam fel 25,0 ml barna mérélombikokba toltott, 5 mM
koncentracioban ammonium-formidtot tartalmazo metanolban. A lombikokhoz jelre toltés elott
toltés és szlirés utdn, 10 pl injektalasa esetén a kalibracios pontoknak 0-1-2 és 5 ng Q10 vVagy QioH>
/ injektalas adodik.

5.11 Q1o koenzim mennyiségi meghatarozasa HPLC-ESI-MS-MS kapcsolt rendszerrel

Az eljaras adaptacido Ruiz-Jiménez és munkatarsai 2007-ben megjelent cikke alapjan. A Qg és
Q10H2 azonositasat az ammonia-ionnal adduktot képezé molekulak anyaion-leanyion atmeneteinek
monitorozasa biztositja, amely a QiHxnél az m/z 882,6— m/z 1972 ¢és az
m/z 882,6— m/z 154,0 relativ tomegszamu atmeneteken, a Q1o-nél pedig az m/z 880,6— m/z 197,2
és az m/z 880,6—~ m/z 109,1 relativ tomegszami atmeneteken tortént. A QioHz mennyiségi
meghatarozasahoz az m/z 882,6— m/z 197,1 MRM atmenet jelének intenzitasat mértem, mig a

Q10-nél a az m/z 880,6— m/z 197,2 atmenetet.
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5.12 Vizsgalati mintak etil-karbamatra

crer

mintdk hézi f6zésbol, kiilonbozd termdteriiletrdl, eltérd termesztési €s fozési technoldgidval,
ugyanakkor az Eurdpai Unio szabalyainak megfelel6 (EEC No. 1576/89) palinkaf6z6 {izemekbol
szarmaznak. A hdzi  f6zésbol  szarmazo  palinkak  alapanyaga a  kovetkezd
14 gyiimolcsfajta volt: som (Cornus mas L.), birs (Cydonia oblonga Mill.), eper (Fragaria X.
Ananassa L.), alma (Malus domestica L.), faeper (Morus nigra L.), kajszibarack (Prunus armeniaca
L.), cseresznye (Prunus avium L.), meggy (Prunus cerasus L.), szilva (Prunus domestica L.),
6szibarack (Prunus persica L.), korte (Pyrus communis L.), ribizli (Ribes rubrum L.), csipkebogyd
(Rosa rubiginosa L.) és berkenye (Sorbus domestica L.). A mintak deklaralt alkohol tartalma
45-62"/,% kozott mozgott, amelyet Milli-Q vizzel 40%-ra éllitottam be. Ezt kovetéen a sajat
készitésli palinka minta is vizsgdlatra keriilt, amely vegyes gylimolcsokbdl késziilt, €s késobb

referencia anyagként vett részt a modszer akkreditalasaban.

5.13. Vizsgalati mintak Qi koenzimre

Kereskedelmi forgalomban kaphaté Qip étrendkiegészitd tablettakat és gélkapszulakat vizsgaltam
Osszesen 12 készitményt, amelyeken egyik esetben sem tiintette fel a hazai vagy kinai
gyarto/forgalmazo, hogy tartalmazna redukalt Q1o koenzimet. Minden egyes mintat kdzvetleniil a
mintael6készités elott bontottam fel, 10 kapszula/tabletta tartalmat homogenizaltam és mértem meg.

A megfelel6 homogenitas eléréséhez a tablettakat dorzsmozsarban egynemiisitettem.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1 Etil-karbamat meghatarozas

6.1.1 A xantil-etil-karbamat MS/MS fragmentaciés viselkedése ¢és ESI-MS/MS
meghatarozasanak optimalasa

Béar ez a vegyilet kozvetve rendelkezésre allt attdol a pillanattol kezdve, hogy legeldszor
végrehajtottak oldatban az etil-karbamat 9-xanthidrolos szarmazékképzését (Giachetti et al., 1991),
maganak a vegyiiletnek a kitisztitdsa legalabb optimalési szintli fokra kordbban még nem tortént
meg. EbbOl fakadoan a szarmazék ESI-MS/MS viselkedése nem volt szakirodalomban
hozzéaférheto.

viz:(metanol+0,1 /% hangyasav) oldatban elkészitett xantil-etil-karbamat standardot juttattam be
fecskend6pumpan keresztiil a tomeganalizatorba 20 uL / perc térfogatirammal. Az automatikus Q;-
optimalas a kovetkezd paramétersereget eredményezte: DP: 61 V, EP: 8 V, CEP: 16 V, CXP: 4 V.
Ezek az adatok, amelyek koziil a DP tekinthetd a legfontosabbnak, nem tiikr6znek szélsdséges
instabilitasi vagy addukt (ill. dimer)-képzd tulajdonsagot; ugyanakkor nyilvanvaléva valt, hogy a
vart, [C16H1sNO3s+H]" molekulaion helyett kizarolag [C1sH1sNOs+Na]™ adduktot tudunk kimutatni.
A Na" addukt képzddése a legtobb esetben lehetetlenné teszi az MRM eljaras végrehajtasat, ugyanis
a Na* ion leszakadasa utan keletkezd semleges molekula tdmegspektrometridssan nem kezelhetd.
Ugyanakkor, ahogy azt N-metil-karbamat peszticidek vizsgalata soran mar leirtak (Garcia et al.,
2007; Goto et al., 2003), egyes karbamat szarmazékok nem csupan jol ionizalédnak, hanem
értékelhetd fragmentacios viselkedést is mutatnak Na-adduktként.

Kisérleteink szerint (13. abra) ez torténik a xantil-etil-karbamattal is: nem a natrium ion szakad le
Oonmagaban, hanem a teljes szarmazékolt aminocsoport, igy egy xanthidrol-fragmens
(m/z 181.1, [C13H0]") és annak egy ESI-MS esetén ritkanak mondhato, paratlan elektronszami
gyokos fragmense (M/z 152.1, [CioHg]") keletkezik, mindkettd kimagaslé intenzitassal. Erdekes,
hogy ez a fragmentacié — részben az OE ion képzddése miatt — hasonlit a Giachetti és mtsai altal
leirt GC-EI fragmentéciora.

Az abrardl is leolvashaté intenzitasok alapjan az m/z 292,1— m/z 181,1 atmenet a mennyiségi, mig
az m/z 292,1— m/z 152,1 atmenet a minGségi szereppel bir. Az optimalt MRM atmenetek Q-
itkozési energiaja 23 V (m/z 292,1— m/z 181,1) és 83 V (m/z 292,1— m/z 152,1) értékeknek
adodott.
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13. abra: A xantil-etil-karbamat fragmentacios spektruma

6.1.2 Validalashoz sziikséges teljesitményjellemzok megallapitasa

6.1.2.1 Szelektivitas

Az 5.5 és 6.1.1 alfejezetekben ismertetett eljarassal a FAPAS T1358 brandy tipust minta vizsgalata

soran kapott MRM — extrahalt ion kromatogramokat a 14. abra mutatja. Bar a brandy jol

Osszetettebb matrix, mint a célmatrixnak szant palinka, nem tapasztalhatdé szdmottevd zavaras a

figyelt retencios id6 kornyékén. Ezt kovetéen mind a 14, kiilonbozé gyiimolesbdl készitett

palinkaminta mérése is sorra keriilt, de egyetlen esetben sem talaltunk zavarast (15. abra). Mindez

azt jelzi, hogy a Park et al. (2007) tanulmanyban szarmazékképzés nélkiil vizsgalt etil-karbamat

MRM atmenetek matrixhoz kothetd zavardsa a szarmazékképzéssel (feltehetéen a relativ

tomegnovelésnek /m/z 90 helyett m/z 292/ koszénhetben) jelentés mértékben csokkenthetd.

Intenzitas, cps
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14. abra: FAPAS T1358 brandy minta MRM kromatogramjai; tr(xantil-etil-
karbamat)=3,65 perc. Bal abra: mennyiségi atmenet; jobb abra: mindségi MRM

atmenet
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15. abra: Xantil-etil-karbamat MRM spektruma birs (a), kajszibarack (b) és berkenye (c)

palinkaknal
6.1.2.2 Mennyiségi teljesitményjellemzok

Az LOD és az LOQ értékeit két modon allapitottam meg. Egyrészt xantil-etil-karbamat standardot
oldottunk fel 40 “/,% etanolban, és a kromatografids csucs el6tti tartomanybol (tg=2,5-3,0 perc)
szamitassal hataroztuk meg a LOD (alapzaj + alapzaj szérdsanak haromszorosa) ¢s LOQ (alapzaj +
alapzaj szérasanak tizszerese) paramétereket (Id. 6. tdblazat). Ezen eljarasmod azonban nem tiikrozi
a mintaelOkészitéssel és a mintamatrixszal bejutd esetleges zavaré komponensek és a természetesen
megndvekvd zaj miatti jel/zaj viszony romlasat, igy a szamitast elvégeztilk egy elméletileg etil-
karbamatot nem hordoz6 valodi minta, csipkebogy6 palinka mérésével is. Az igy kapott LOD és
LOQ értékek valamivel magasabbak lettek ugyan, azonban a 2. tablazattal vald Gsszevetésben
azonos nagysagrendbe esik a legtobb GC-MS mddszer hasonld paraméterével és a joval kevésbé
szelektiv HPLC-FD modszerekkel (de Melo Abreu et al., 2005; Madrera és Valles, 2009; Park et
al., 2007).

A standard oldattal meghatarozott mérési tartomany (5,1-1000 pg/l) alapjan a kidolgozott modszer

lehetdvé teszi az EU Aaltal javasolt hatarérték (1 mg/l) ellendrzését kiilon célkomponens-dusitas
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nélkiil, kozvetlen mintabeméréssel és minimalis mintaelokészités utan. Ezt igazolja az is, hogy az
adalékolassal kapott kalibracioval torténé minta-visszamérések 97%-ot meghaladd visszanyerési
hatasfokot mutattak a vizsgalt palinkamintak esetében.

Ugyanakkor figyelembe kell venni, hogy a kalibracids egyenesek meredekségének kiilonbozosége a
kis szorasértékkel egyiitt erés matrixfiiggést mutat. Az a tény, hogy példaul a sargabarack €s korte
palinka matrixok etil-karbamat mérésre kifejtett hatasa 50%-kal eltéré érzékenységben olt testet,
legalabb matrix illesztett adalékolast iranyoz eld, ami viszont a GC-MS moddszerekhez képest

szamottevo hatranyt jelenthet egyidejiileg mérendd, kiilonbozo alapanyagbol készitett italok esetén.

6. tablazat: Mdédszervalidalasi paraméterek

Xantil-etil-
karbamat Adalékolas Adalékolas Adalékolas
standard csipkebogy6 korte sargabarack
etanol palinkaban palinkéban palinkaban
oldatban
LOD,ug/1 2,0 2,8 - -
LOQ,ug/1 51 8,0 - -
Meérési tartomany, pg/l 5,1-1000 - - -
Adalckolas >99% >97% >97% >98%
visszanyerési hatasfoka
Egyenes meredeksége | 3595191 1123 | 4561479, n=6 | 4910453 n=6 | 3263%20, n=6
+ SD, n=3
Korrelacios egyiitthatd 0,9999 0,9950 0,9960 0,9990

Bér az a jelenség, hogy egyes matrixok a célkomponensre kapott jel ndvekedését, masok pedig a
szupresszidjat okozzak, kelld alapossaggal dokumentalt a HPLC-ESI-MS/MS rendszereknél
(Kmellar et al., 2008; Niessen et al., 2006), elvileg nem zarhatjuk ki, hogy kézzelfoghatobb indok
all a hattérben. Mivel Na-adduktrol van szo, a minta és a mintaelokészitésnél felhasznalt oldatok
Na-tartalma befolyasolhatja a [M+Na]® képzddését és intenzitisat. Lachenmeier et al. (2009)
kozleménye szerint az égetett szeszes italok natrium-koncentracidja gyartmanytdl fliggden
Magyarorszagon 4,8 — 147 mg/l kozott helyezkedik el, tehat tobb mint egy nagysagrendben
valtozhat — mindenesetre még a legkisebb érték is azt jelenti, hogy az etil-karbamat molaris
mintabol is a reakcidelegybe még akkor is, ha 1 mg/l etil-karbamat koncentraciot feltételeziink.
Ebbdl az kovetkezik, hogy mivel a natrium mindig sokszoros ,,feleslegben” van jelen a mintaban,
nem ez a matrixalkot6 a felelds a kiilonb6zd palinkak mérésénél tapasztalt érzékenység-eltérésért.

A kidolgozott mérési eljards pontossagdnak meghatdrozasahoz sajnos nem all rendelkezésre etil-

karbamatra hitelesitett CRM, ezért két, kereskedelemben is hozzaférhetd FAPAS brandy
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referenciaanyagot vizsgaltunk meg. A kapott eredmények (7. tdblazat) azt igazoljak, hogy az
eljarasunk pontosnak tekinthetd.

7. tablazat: FAPAS LRM mintak etil-karbamat tartalmanak meghatarozai eredményei

Dokumentalt elfogadasi

Minta ' Mért mennyiség (ng/ml) tartomany (ng/ml)
megnevezes Etil-karbamat

T1358 211 143-331

T1362 82 40,4-103,9

6.1.2.3 Stabilitas

A szarmazékképzés soran kialakuld xantil-etil-karbamat stabilitasarol a vonatkozo kozlemények azt
emelik ki, hogy pH=2-2,5 kémhatason a szarmazék 6rakon at stabil (Herbert et al., 2002, Ajtony et
al., 2013), mig ennél savasabb pH értéken gyors bomlast mutat, amely példaul
0,75 M sosavoldat hasznalatanal meghaladja 6ranként a 17%-ot, mig 0,15 M sosav hasznalata
10 perc alatt teljessé tévO sosav szignifikans mértékben hozzajarulhatott volna hosszabb tavon a
szarmazék bomlasahoz, igy a reakcididd lefutdsat és a jelre toltést kovetden ammoniaoldat
hozzaadasaval puffereltik kevésbé savas tartomanyba a reakcidkozeget. Ugyanakkor lagos
kémhatason az észterek hidrolizise kovetkezhet be, igy meg kellett hatdrozni, hogy a
mintaelOkészitést kovetden milyen hosszi ideig lehet a kész analitikai mintaoldatot mérésre
felhasznalni. Mint ahogy a 16. abran lathatd, az ammoniaval stabilizalt, pH papirral pH=10 korili
kémhatastinak mért oldatbol még 800 perc (>12h) utdn is kell6 pontossaggal és érzékenységgel

lehetett a T1358 szami FAPAS mintaban meghatdrozni a célkomponens mennyiségét.
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16. abra: Mintabdl szarmazé xantil-etil-karbamat stabilitasvizsgalata
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A stabilitasvizsgalat soran alkalmazott FAPAS LRM mintak mérésekor az egymast kovetd négy
kalibralasi sorozat lehetévé tette a kalibracids Osszefiiggés meredekségének (érzékenység) és a
tengelymetszet szorasanak meghatarozasat. A FAPAS T1358 minta meredekségének szorasa 2,6%-
nak, mig a tengelymetszet szorasa 1,6%-nak adddott. A FAPAS T1362 minta meredekségének

szorasa 4,0% lett, a tengelymetszet szorasa pedig 2,0%.

6.1.3 Palinkamintak mérési eredményeinek bemutatasa

A 8. tablazat tartalmazza a 14 féle gyliimdcsbdl készitett palinka mintdk mérési eredményeit. Két
minta tartalmaz 1 mg/l — nél nagyobb mennyiségben ectil-karbamatot, a meggy és a szilva
(1d. piros jelolés). Ennek oka adodhat egyrészt a technologiai feldolgozasbol: akar a cefrekészités,
akar a f0zés soran eléfordulhat, hogy sériil a maghaz, amigdalin szabadul fel, amely a leparlas
végén etil-karbamatot eredményez (EUR-Lex, 2010). Erdemes megjegyezni, hogy bar a szoban
forgd két minta hazi készitésli, a nagy nevii hazai gyartok esetében sem ritka az 1 mg/l érték
tallépése (Nagygyorgy és Képataki, 2010, Horvath, 2013, Magyarosi, 2011). Nagygyorgy (2013)
ramutatott arra, hogy az altaluk vizsgalt 1884 db. magyar palinka mintabol 132 db minta etil-
karbamat tartalma meghaladta az 1 mg/l értéket, tehat a probléma messze nem tekinthetd

megoldottnak.

8. tablazat: Etil-karbamat koncentracié a kiilonbozé hazai parlatokban. U — iizemi leparlas, H

— hazi készités. Az eredmények harom parhuzamos mérés atlagat mutatjak.

Minta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Gyiimolcs alapanyag | som birs eper alma faeper sargabarack meggy
Eléallitas méodja H U H H U H H U H H

Etil-karbamat

. <LOD | 860 | 721 |<LOD| 137 | 210 |<LOD| 113 525 1390
koncentracio png/l

Minta 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

fekete- | csipke-

Gyiimolcs alapanyag | Cseresznye szilva barack kérte ribiszke | bogyo

berkenye

Eldallitas modja U H U H H 0] (bio) H H H

Etil-karbamat

L s 310 | 475 | 422 | 2609 |<LOD| 105 30 <LOD | <LOD 106
koncentracio png/l

A mért eredmények koziil a hazi készitésii eper palinka minta esetén az atlagos etil-karbamat

koncentracio 2609 pg/l-nek adodott, mig a mérések szordsa 5,4% lett. Az Gsszes tobbi minta sordn

mért eredmények szorasa ennél kisebb, ezért kiilon nem tlintettem fel. Az eredmények kozil

mindenképpen kiilon kell szot ejteni a birsalma palinkakrol, ugyanis a mag nélkiili alapanyag
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ellenére viszonylag nagy mennyiségben mutattuk ki az etil-karbamatot. Csak kozvetett
informaciokkal rendelkeziink a birsalma magjainak amigdalin koncentracidjat illetéen (Hernandez
et al., 2004), és a szabad N-karbamil-aminosavak (amelyek szintén az etil-karbamat prekurzorai)
mennyisége a magban és a gyiimdlcshusban nem jelentds (Silva et al., 2005; Silva et al., 2004). Ez
azt jelenti, hogy tovabbi adatgyiijtésre, szerves- ¢és mitragya alkalmazasbeli kiilonbségeinek
vizsgalatara van szilikség, hogy meg tudjuk mondani, mi okozza a birsalma palinka magas etil-

karbamat tartalmat.

6.1.4 Kisérlet uj belsé standard bevezetésére etil-karbamat mennyiségi meghatarozasara

A Magyar Borkonyvben (2002) alkalmazott gazkromatografias-tomegspektrometrias modszer
borokban talalhat6 etil-karbamat meghatarozasara szolgal 10-200 pg/l koncentracidban. A mérés
soran belsé standard vegyiiletként propil-karbamatot hasznalnak, amely azonban kereskedelmi
forgalomban nem beszerezhetd, elballitasa idbigényes és a vegylilet nem stabil. Ahogyan a 3.4.6.
Fejezetben bemutattam, bar az idealis bels6 standard az etil-karbamat deuteralt formaja lenne,
aktualis egységarabol fakadoan ésszerti 1épésnek tiint kivaltani kdnnyebben hozzaférhetd
vegyiilettel.

Munkam soran kisérletet tettem 0j bels6 standard vegyiiletek kivalasztasara. A csupan a méréshez
kapcsolodo jelkorrekciora a kizéarolag déligylimolcsdk postharvest kezelésére engedélyezett
fungicid, az imazalil (17. abra) megfelelonek tiint, mivel forditott fazisa HPLC oszlopon a
célkomponenshez (xantil-etil-karbamathoz) hasonl6 hidrofob tulajdonsagokkal bir, oldékonysaga,
molekulatémege, pozitiv ionizaciés modban torténd fragmentalhatosaga, a xantil-etil-karbamathoz
hasonlo6 fragmenstomegei (Mm/z 297.2 — m/z 159.0 és m/z 297.2 — m/z 201.0; Kmellar et al., 2008)
pedig alkalmassa teszi az ESI-MS-MS vizsgalatokhoz. Fontos kiemelni, hogy bar az imazalil és az
XEC retencios ideje nem egyezik (18. &bra), és igy a matrixhatds altal kivaltott érzékenység
csokkenés nem kovethetd nyomon, szamos szabvanyos eljaras elfogadja az ilyen elveket kdvetden
kivalasztott belsd standard alkalmazéasat — példaként a tobb szaz peszticid egy futamban torténd

mérésénél hasznalhat6 trifenil-foszfat emlithetd (Sanco/10684/2009).

N
L> o

0
nc?

17. abra: az imazalil fungicid szerkezeti képlete
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Az imazalil hasznalhatésaganak igazolasahoz ismételhetdségre vonatkozo kisérleteket végeztem.
Ugyanabbol a 0,01 mg/l mennyiségben etil-karbamatot tartalmazé 20,0 ml térfogata
imazalilt, majd 15 egymast koveté alkalommal injektaltam a 6.1.1. fejezetben ismertetett MRM

paraméterck beallitasaval a mintaoldatbol, amelyben igy az imazalil koncentracioja 0,05 mg/l-nek

adodott.

1,6x105

0,8

Intenzitas, cps

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
1d6, perc

18. abra: az imazalil (tg=2,98 perc) és a xantil-etil-karbamat (tr=3,46 perc)
HPLC-ESI-MS-MS vizsgalattal kapott, extrahalt MRM kromatogramjai. A két komponens

kromatografiai felbontasa 5,0.

A 19. abran jol lathatd, hogy bar a célkomponens jele egy nagysagrendbe esik az imazalil
valaszjelével és a két jel ardnya elvileg megfelelé lenne az eljarashoz, kiilondsen az elsd ot
injektalas soran az ardny nem vart ingadozast mutatott. Elméletileg ugyanis legfeljebb kismértéki
csokkenést kellett volna tapasztalni, ami az imazalil stabil és a XEC bomlo jellegébdl kovetkezett
volna, azonban a + 30-40%-os kilengés nem indokolhatd sem miiszer instabilitassal, sem pedig

injektalasi problémakkal.
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19. abra: Imazalil belsé standarddal végzett xantil-etil-karbamat meghatarozas
ismételhetdsége
Kiilonbozo statisztikai probak léteznek annak megallapitasara, hogy valamely érték kiugrd vagy
sem. Kisérleteim sordn az un. Dixon féle Q-tesztet végeztem el, hogy megallapitsam, a 19. dbran és
a 9. tablazatban ismertetett adatok kozott tekinthetd-e barmelyik kiugronak.

9. tablazat: Imazalil belsé standarddal végzett ismételhetdségi vizsgalat mérési

eredményei
Xantil-etil- Imazalil
karbamat csucs csucs alatti | Hanyadosuk
alatti teriilete,cps | teriilete, cps

824000 135000 6,1037
892000 115000 7,7565
868000 151000 5,7483
853000 141000 6,0496
794000 153000 5,1895
758000 149000 5,0872
717000 162000 4,4259
684000 158000 4,3291
664000 153000 4,3399
687000 151000 4,5497

koz

A teszt soran a Q = mennyiséget kell kiszamolni €s egy tablazatbol vett Qg értékkel

terjedelem
Osszehasonlitani. Ha a Q>Qxrit, akkor a gyants érték valoban kiugro. A terjedelem a legkisebb és
a legnagyobb mért érték kozotti tavolsag, a koz pedig a ,,gyanus” értek és a legkdzelebbi
szomszédja kozti tavolsag.

_7,7565 — 6,1037
77,7565 — 4,3291

= 0,4822
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Mivel 90%-o0s megbizhatdsagi szinten 10 adatra a Qurit=0,412, aminél a Q értéke nagyobb, ezért az
adat kiugronak szamit, tehat szignifikansan kiilonbozik a tobbi értéktdl. Ebbdl az a kovetkeztetés
vonhaté le, hogy az imazalil nem alkalmazhatdo belsd standard célokra ebben a mérési
Osszeallitasban.

A kovetkezo, altalam belso standard célokra szant vegyiilet a butil-karbamat volt, amely a Magyar
Borkdnyvben nevesitett propil-karbamattal ellentétben kereskedelmi forgalomban elérhetd, az etil-
karbamattal analog vegyiilet, kromatografias szempontbdl kozel all a célkomponenshez, valamint —
mivel a mintael6készités soran részt vesz a célkomponenssel azonos szarmazékképzési folyamatban
— hasznalata idealis lehet bels6 standard vegyiiletként. A xantil-butil-karbamat kromatografias és
fragmentacios vizsgalatat nagyfelbontasi tomegspektrométerrel (HPLC-ESI-QTOF-MS)hajtottam
végre. Ahogy a 20. abrarol lathato, a xantil-butil-karbamat — a xantil-etil-karbamathoz hasonl6an
Na-adduktént — a hosszabb alifas oldalldnc miatt késébb elualodik az RP-HPLC oszloprol, mint a
xantil-etil-karbamat. Ugyanakkor a két vegyiilet fragmentacios viselkedése teljes mértékben
egyezik (21. abra): az aminocsoportnal torténd fragmentaciot kovetéen a xanthidrol ugyanazon

fragmensei jelennek meg intenziv ionként a folyamatban.
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20. abra: Xantil-etil-karbamat (XEC, [C1sH15NO3 + Na]*, m/z 292,09441) és xantil-butil
karbamat (XBC, [C1gH19NOs + Na]*, m/z 320,12571) standardok HPLC-ESI-QTOF-MS
vizsgalata. A felso kép a teljes letapogatast (full scan), mig az also kép a két komponens

extrahalt ion kromatogramjat mutatja, a monoizotépos tomeg +/- 10 mDa

keresoparaméterekkel. Kromatografias felbontas értéke: 1,6.
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A fragmensek ismeretében kiegészitettem a 6.1.1. alfejezetben leirt, harmas kvadrupol késziilékkel
torténd mennyiségi elemzés modszerét a xantil-butil-karbamat adataival, amelyek a Q; tomegektdl

eltekintve minden paraméterben, még az iitk6z¢€si energidban is egyeztek.
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21. abra: Xantil-etil-karbamat (felsé kép) és xantil-butil karbamat (also kép) standard
vegyiileteinek HPLC-ESI-QTOF-MS-MS fragmentacids vizsgalata. A kék rombusz az

anyaion helyét jelzi a tomegspektrumban.

Abbdl a célbol, hogy kivizsgiljam, ¢€ri-e az 4j MRM atmeneteket zavaras a mintamatrixbol, a
T1362 szamu FAPAS brandy LRM mintael6készitését kibovitettem 100 pg/l koncentracidban 40:60
\% metanol-viz elegyben oldott butil-karbamat hozzaadisdval a szarmazékképzd
9-xanthidrol bemérése elott. Ahogy a 22. abran lathatd, a xantil-butil-karbamat atmeneteit sem éri

szamottevo zavaras, igy feltételezhetd volt, hogy a palinkaminték esetén is alkalmazhato lesz.
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22. abra: Xantil-etil-karbamat (tr=6,01 perc) kimutatasa FAPAS brandy-bél HPLC-
ESI-MS-MS rendszerrel, xantil-butil-karbamat (tg=6,81 perc) belsé standard adagolasaval.

Kromatografias felbontas értéke: 2,9.

Ezt kovetden a rendelkezésre allo palinkamintakat megvizsgaltam az eldbb leirtakhoz hasonld
1épések soran nem hagytam ki a korabbi kalibracios eljarashoz sziikséges etil-karbamat adalékolasi
lépéseket  sem, hogy  Osszevethetd  tegyem a  két  modszert.  Ahogyan a
23. ébran lathat6, mind az adalékolédssal, mind pedig a belsé standarddal korrigalt kalibracios
egyenes megfeleld illeszkedést mutatott, és a belsd standardra normalt kalibracid értéke
szignifikdnsan jobbnak is bizonyult — amibdl elméletileg az kovetkezik, hogy a minden mintaval
végrehajtandd adalékolasi 1épések helyett at lehetne térni a butil-karbamat, mint bels6é standard

alapu kalibraciora.
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23. abra: Adalékolassal (balra) ill. xantil-butil-karbamatra valé normalassal (jobbra)

végrehajtott etil-karbamat mennyiségi meghatarozas barackpalinka mintabol
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A kisérletek soran azonban nyilvanvaldva valt, hogy az eljaras mégsem miikodoképes: ahogy a
24. abran lathato, a xantil-etil-karbamathoz képest a xantil-butil-karbamat nem stabil hosszabb

tavon az oldatban, és mar egyetlen dra id6tartamot kovetden is jelentés mértékben bomlik.
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24. abra: A xantil-butil-karbamat intenzitasanak csokkenése az id6 fiiggvényében

A 24. abra alapjan kijelenthetd, hogy bar elméletileg a butil-karbamat megfeleld belsé standard
vegyiilet, a mérési adatok ezt nem igazoltak, igy kisérleteim nem vezettek pozitiv eredményhez.
Ebbél fakadodan feltételezhetd, hogy a borkdnyvi modszerben ismertetett, propil-karbamatra épiilé
eljarason tal, egyedi moddszer fejlesztése soran a deuterdlt etil-karbamat valasztdsa marad a
célravezetd technika. Hosszabb tavon, nagy mintamennyiség (pl. Nagygyorgy /2013/ éltal emlitett ~
deuteralt etil-karbamat oldat Gsszesen 1 pg deuterdlt standardot igényel, amely igy mintanként
(kizarolag az alapanyag-beszerzést szamolva) ~ 400 forinttal emeli meg a mérés koltségét ugy,

hogy az 1 g deuteralt standardbol elméletileg még tobb tizezer mintara elegendé mennyiség marad.

6.1.5 A kidolgozott etil-karbamat meghatarozasi modszer Kiterjesztett —mérési
bizonytalansaganak szamitasa

Az ebben a fejezetben targyalt kisérleti munkdm célja az volt, hogy ramutassak az altalam
kidolgozott modszer kritikus pontjaira, meghatdrozzam a mérések sordn végrehajtott 1épések
bizonytalansagat, valamint azt, hogy a részfolyamatok bizonytalansaga hogyan hat a végeredmény
bizonytalansagara.

A kiterjesztett mérési bizonytalansag szamitdssal torténd meghatarozasat egy olyan palinka minta
példajan keresztiil dolgoztam ki, amelynek etil-karbamat koncentracioja 321,6 ng/ml volt. Ezt az

értéket a gyakorlatban gy kaphatom meg (5.5 alfejezet), hogy ugyanazon pélinkamintabol
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négyszer 7,0 ml-t mérek szét négy mér6lombikba, amelybdl egy kontroll, harom pedig az
adalékolas céljat szolgalja. Igy egy minta meghatarozasa valdjaban négy mérést jelent, hiszen igy
kaphatom meg a szamitdshoz feltétleniil sziikséges érzékenységet (=analitikai mérégorbe
meredeksége). A képletekben és a szamitasok soran a mértékegységeket a gyakorlathoz igazitottam:
példanak okaért 10 ml szerepelhet 10000 pl-ként is, hogy jobban nyomon lehessen kovetni a
bizonytalansaggal terhelt értékek valtozasat.

A szamitasok bemutatdsa eldtt ki kell emelnem, hogy mivel a rendelkezésre allo etil-karbamat
standard (Sigma) nem hiteles anyagminta, hanem csupan nagy tisztasagu standard vegyiilet, a
gyartd nem mellékelt hozza bizonytalansagi adatot. Ebbdl fakadoan a bizonytalansagi mérlegekben
a standard tisztasagabol szdrmazd bizonytalansaggal nem szamoltam, ami — mint latni fogjuk a
késobbiekben mérleg megoszlasat — ennél a konkrét mérési eljarasnal feltételezhetéen nem
befolyasolta volna a végeredményt.

Elsé 1épésként azt a fiiggvényt kellett definidlnom, amellyel a végeredmény kozvetleniil
kiszamolhat6. A filiggvényt ugy kellett tényezOkre bontanom, hogy az 0&sszes, mérési
bizonytalansadgot okoz6 1€pés kiilon azonosithatd legyen. Az els6 képlet az adalékolasi sor elsd,

,»hullds” pontjanak meghatarozasahoz tartozik:

Czé_[vﬁvz} 1
a V; 2-V,
1. képlet

ahol ,,c” a minta etil-karbamat koncentracidja (ng/ml), ,,A” a kapott csucs alatti teriilet (cps),
,»a” a mérés érzékenysége (cps/ng etil-karbamat injektalas), ,,VV1” a mérélombik névleges térfogata
(20 mIl-10000 wl), ,,V2” a mérélombikhoz utdlag adagolt ammonia térfogata (0,6 ml-600 pl), ,,V3”
a HPLC injektalasi térfogata (10 ul), ,,V4” pedig a pipettazott minta térfogata, amelyet 2x3,5 ml-
ként mériink be (3,5 ml). A V4 jellege miatt ez a hat tényez6 valdjaban hét hozzajarulast jelent a
mérési bizonytalansag szamitasi rendjében.
Fontos megjegyezni, hogy ugyan a HPLC-ESI-MS késziilékbe az injektalaskor nem etil-karbamat,
hanem xantil-etil-karbamat jut (tehat a meredekség valodi mértékegysége cps / ng xantil-etil-
karbamat injektélas lenne), azonban magét az adalékolast etil-karbamattal végezziik, és ahogy nem
szamitjuk at az adalékolt etil-karbamatot xantil-etil-karbamatta, ugy az injektalt xantil-etil-

karbamatot sem szamoljuk vissza etil-karbamatta.
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A felsorolt tényezOkhoz az adott minta mérésénél a kovetkezd adatok tartoztak (10. tdblazat):
10. tablazat: Az etil-karbamat mennyiségi meghatarozasa soran adalékolasi eljarasra épitett
elso kalibracios ponthoz (,,nullas” ponthoz) tartozo standard bizonytalansagi tényezok

ismertetése, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

] Standard bizonytalansag
Tényezo Erték Becslés tipusa
A, cps 42300 "A" tipusu becslés, 4,15% szoras 1755 cps
a, cps/ng 19914 (els6 korben allandonak tekintett)
Vi1, ul 10000 "B" tipus, + 0,04 ml, 95% 20 pl
V2, ul 600 "A" tiﬁ);l;;;lgg;(;i\t/é;tl;;ajggréciés 0.7 ul
Va4, ml 35 "A" tipus, akkreditalt kalibracios 0,0025 ml

jegyzOkonyv alapjan

Ezekbdl az adatokbol a masodik, a mérés érzékenysége szadrmaztatott, ugyanis ezt a négy (3+1)
adalékolasi 1épésbdl kapott csucsteriiletekre illesztett egyenes képletébdl szamolhatom. Az elsé
korben tehat 7-1=6 tényezébdl tudom szdmolni a ,,nullds” pont bizonytalansagat. Ebbdl az is
kovetkezik, hogy az adalékolasi kalibracios folyamat egymasba agyazott bizonytalansaggal irhato
le: kiilon meg kell hatdroznom mind a négy injektalas bizonytalansagat allandénak tekintett
érzékenység mellett, ezt kovetden a négy pont bizonytalansagaval egyenként meg kell terhelnem a
kalibracids egyenes szamitdsat, hogy megkaphassam maganak a kalibraciés egyenesnek a
bizonytalansagat. Ezek utan ki tudom szamolni a ,,nullas” pont teljes kiterjesztett bizonytalansagat,
immar hét tényezovel.

A 9. tablazatban felsorolt tényezdk bizonytalansdganak becslése a kovetkez6 modon alakult:

»A” : mivel a késziilék szérdsa nem ismert az adott tdmegszamokon és atmeneteken, ,,A”
tipusu becslés elvégzéséhez 10 egymast kovetd injektalast hajtottunk végre 0,2 mg/l koncentracioja
xantil-etil-karbamat standard oldatbol, kiszamoltuk a mérések relativ szoérasat, amely 4,15%-nak
adodott (Melléklet 1. tablazata) — ezt az értéket tekinthettiik a tovabbiakban a csucs alatti teriilet
tényezdjénél a standard bizonytalansidgnak. Ennél a tényezOként egyébként szamértékileg az

A/a=2,12 ng injektalt etil-karbamat mennyiséget ad.
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,V17: a felhasznalt 10,0 ml névleges térfogati ,,A” pontossagu mérélombik bizonylatolt
feltoltési bizonytalansaga + 0,04 ml volt. Ezt ,,B” tipusu becslésként, 95%-0s konfidencia
intervallumként értelmezve a standard bizonytalansag 0,02 ml-nek adodik.

,»V2” a mérélombikhoz utélag adagolt ammonia oldatot 100-1000 ul térfogat kimérésére
alkalmas digitalis pipettdval mértiikk ki, amelyhez, mint az akkreditalt laboratoriumhoz tartozo
eszkozhez, kalibracids jegyzOkonyv tartozik. E dokumentumban ennél a pipettanal 0,7 pl szoérast
allapitottak meg, ezt az értéket pedig (mint ,,A” tipusu becslést) azonosnak tekintjiik a standard
bizonytalansaggal.

,»V3” a HPLC injektalasi térfogata (10 pl) a gyarté (Agilent) kézikonyve szerint + 1%
szorassal terhelt. Ezt ,,B” tipusu becslésként, 95%-0s konfidencia intervallumként értelmezve a
standard bizonytalansag 0,05 pl-nek adodik.

,»V4” a mérélombikba adagolt palinka mintat 0,5-5 ml térfogat kimérésére alkalmas digitalis
pipettaval mértiik ki, amelyhez, mint az akkreditalt laboratoriumhoz tartozé eszkdzhez, kalibracios
jegyzOkonyv tartozik. E dokumentumban ennél a pipettanal 2,5 ul szorast allapitottak meg, ezt az
értéket pedig (mint ,,A” tipusu becslést) azonosnak tekintjiik a standard bizonytalansaggal.

A kovetkezd, 11. tablazatban a bizonytalansagi értékek szamitdsat részletezem, amelynek alapja az
egyes tényezOk parcialis derivaldsa. Ez a gyakorlatban ugy zajlik, hogy az egyes tényezdk
sz€lsoértékeit véve kiszamoljuk az analitikai fliggvény valtozasat, majd négyzetre emeljiik az
eldjelekbdl fakadd eltérések megsziintetése érdekében. Az igy rendezett értékek Oszesitését
gyokvonas koveti a mérés standard bizonytalansaganak (=1 szoéras) megallapitasaért, majd a k=2
kiterjesztési tényezdvel hatdrozzuk meg a kiterjesztett bizonytalansagot.

11. tablazat: Az etil-karbamat mennyiségi meghatarozasa soran adalékolasi eljarasra épitett
elsé6 kalibracios ponthoz (,,nullas” ponthoz) tartozé Kkiterjesztett mérési bizonytalansag

meghatarozasa, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

Eredeti Szélsdértékiel Eltérés a 2 e s
. . s . s terhelt L .. A Hozzajarulas,
Tényez6 | Szélséérték | koncentracio, . .. | koncentracioban 2 o
ng/ml koncentracio, /AL, ng/ml (ng/ml) Yo
ng/mi '
Vi 10000-20= 321,65 321,05 0,606895 3,68E-01 0,2
9980 pl
V2 600-0,7= 321,65 321,63 0,021241 4,51E-04 0,0
599,3 ul
V3 10-0,05= 321,65 323,27 -1,61635 2,61E+00 15
9,95 pl
3,5-0,0025=
V4 3.4975 ml 321,65 321,88 -0,22992 5,29E-02 0,0
3,5-0,0025=
V4 3.4975 ml 321,65 321,88 -0,22992 5,29E-02 0,0
42300-1755=
A 40544,55 cps 321,65 308,53 13,12829 1,72E+02 98,2
Szérasnégyzet /szumma, (ng/ml)?/ 175,439 100
Szoras /gyokvonas, ng/ml/ 13,245
k=2 kiterjesztés, ng/ml 26,49
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A kapott érték (26,49 ng/ml) azt jelenti, hogy a meredekség bizonytalansaga nélkiil a végeredmény
95%-0s konfidencia-intervallummal megadva 321,65 + 26,49 ng/ml. A 25. abrar6l leolvashato,
hogy a bizonytalansagért ennél a szamitasi szintnél legnagyobb mértékben az analitikai valaszjel

felelds.

B Egy¢b tényezdk

B HPLC injektédlasi térfogat
bizony talansdga
Analitikai vélaszjel
bizony talansdga

25. abra: Az etil-karbamat mérési bizonytalansaganak alakulasa allandonak tekintett

érzékenység mellett

A tovabbi hirom, adalékolt pont mérési bizonytalansdganak kiszamitasdhoz az 1. képlet nem
hasznalhat6, mivel nem hordozza magéaban tényezOként az adalékolashoz sziikséges 1épéseket.

A 2. képlet ugy lett kialakitva, hogy az egyenlet bal oldalan az adalékolt koncentracio nélkiili (tehat
elvileg az eredeti) eredmény alakulhasson ki. Ehhez azt kellett tenni, hogy az egyenlet jobb oldalan
az (A/a) szakasszal megkapott ng etil-karbamat értéket csokkentettiik az adalékolas injektalasra juto
értékével — ez az elsd adalékolasi pontnal 1,89 ng, amelyet ugy kapunk, hogy az elméletileg bemért
etil-karbamat standard tomegét a tényleges bemérés faktoraval korrigaltunk, igy lett 2 ng helyett
1,89 ng.

A m V6 V8 3 V1+V2 1
= 6.8 v,0%. :
a Vs V; Vj+V, YARRCRVA
2. képlet

A 2. képletben 1) tényezok is szerepet jatszanak: ,m” az etil-karbamat torzsoldat készitésénél
bemért tomeg (mg), ,,V5” az etil-karbamat torzsoldat térfogata (ml), ,,V6” és ,,V7” a torzsoldat
higitasanal alkalmazott térfogatok (ml), mig ,,V8” az adott adalékolasi 1épésnél a mérélombikba a
higitott etil-karbamatbol bemért térfogat (ul). A ,10% érték korrekeiot jelent a ml és a pl kézott.

A felsorolt tényezokhoz az elsé adalékoldsi minta mérésénél a kovetkezd adatok tartoztak (12.

tablazat):
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12. tablazat: Az etil-karbamat mennyiségi meghatarozasa soran adalékolasi eljarasra
épitett masodik kalibraciés ponthoz (elsé adalékolasi ponthoz) tartozo standard

bizonytalansagi tényezok ismertetése, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

Tényezo Erték Becslés tipusa Standard bizonytalansag
A, cps 29900 "A" tipust b’ec’slés, 4,15% 3316 cps
sz0Oras

a, cps/ng 19914 (els6 korben allandonak tekintett)
V1, ul 10000 "B" tipus, = 0,04 ml, 95% 20 pl
"A" tipus, akkreditalt
V2, ul 600 kalibracios jegyzokonyv 0,7 ul
alapjan
+ 1% szoras, B tipus, gyari
V3, ul 10 kéziké’)nyvgen ® 0,05 ul
"A" tipus, akkreditalt
V4, ml 3,5 kalibracios jegyz6konyv 0,0025 ml
alapjan
m, mg 12,5 "B" tipus, négyzetes eloszlas 0,028868 mg
V5, mi 25 "B" tipus, + 0,04 ml, 95% 0,02 mi
"A" tipus, akkreditalt
V6, ml 0,2 kalibracios jegyz6konyv 0,0007 ml
alapjan
V7, ml 10 "B" tipus, £ 0,04 ml, 95% 0,02 mi
"A" tipus, akkreditalt
V8, ul 200 kalibracios jegyz6konyv 0,7 ul
alapjan

A 12. tablazatban felsorolt, kordbban nem ismertetett tényezok bizonytalansdganak becslése a
kovetkez6 modon alakult:

»m”: a digitalis analitikai mérleggel végzett tomegmérés ,,B” tipust, négyzetes eloszlasu
becslések korébe tartozik, amely esetben az adott digitdlis mérleg legkisebb, még leolvashaté
értékének felét (jelen esetben 0,05 mg-nak) V3-mal kell osztani a standard bizonytalansag
meghatarozasahoz. 12,5 mg etil-karbamat standardot mértiink be, amelyhez igy 0,028868 mg
standard bizonytalansag tarsult.

,V5”: a felhasznalt 25,0 ml névleges térfogati ,,A” pontossagi mérélombik bizonylatolt
feltoltési bizonytalansaga + 0,04 ml volt. Ezt ,,B” tipusu becslésként, 95%-0s konfidencia
intervallumként értelmezve a standard bizonytalansag 0,02 ml-nek adodik.

,V6” és V77 a ,,V5” térfogatu torzsoldatbol 0,2 ml-t (,,V6) mériink at egy 100-1000 ul
térfogat kimérésére alkalmas digitalis pipettaval a ,,V7” térfogati (10,0 ml) mérélombikba. A
pipetta és szorasa megegyezik a ,,V2” tényezd értékeivel, mig a ,,V7” mérélombik paraméterei a
,,V1” méroélombikéval azonosak.

»V87: a V77 mérélombikban elkészitett higitott etil-karbamat torzsoldatbol az

adalékolashoz ebbdl a pontndl bemért 200 ul térfogat, amelyet a ,,V2” tényezOnél ismertetett
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pipettaval végeztiink el, €s itt annak paramétereivel szamolhatunk.
A kovetkezd, 13. tdblazatban az els6 adalékolasi ponthoz tartozd bizonytalansagi értékek szamitasat
részletezem. A 11. tablazathoz  képest eltér az eredeti  koncentracid6  értéke
(321,65 ng/ml helyett 321,86 ng/ml), amely az aktualis mérési adatokbol lett szamolva, tehat terhelt
a rendszer bizonytalansagaval.
13. tablazat: Az etil-karbamat mennyiségi meghatirozasa soran adalékolasi eljarasra
épitett masodik kalibraciés ponthoz (els6 adalékolasi ponthoz) tartozo kiterjesztett mérési

bizonytalansag meghatarozasa, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

. Szélséértékkel -
Eredeti Eltérés a 2 ceco1s
. ,, K g s terhelt oz A’ Hozzajarulas,
Tényez6 Szélséérték koncentracio, L ., koncentracioban 2
na/ml koncentracio, IAL na/ml (ng/ml) %
9 ng/ml N9
V1 10000-20= 321,86 320,71 1,146358 1,31E+00 02
9980 pl
V2 600-0,7= 321,86 321,82 0,040123 1,61E-03 0,0
599,3 ul
V3 10-0,05= 321,86 324,91 -3,05311 9,32E+00 1,4
9,95 ul
3,5-0,0025=
\vZ! 3.4975 ml 321,86 322,09 -0,23006 5,29E-02 0,0
3,5-0,0025=
\vZ! 3.4975 ml 321,86 322,09 -0,23006 5,29E-02 0,0
79900-3316=
A 76584,15 cps 321,86 296,64 25,21414 6,36E+02 97,9
m | 12500288682 | 351 g 322,52 10,65983 4,35E-01 0.1
12,47 ul
V5 25-0,02= 321,86 321,63 0,228754 5,23E-02 0,0
24,98 ml
0,2-0,0007=
V6 0,1993 m 321,86 322,86 -1 1,00E+00 0,2
V7 10-0,02= 321,86 321,28 0,572574 3,28E-01 0,1
9,98 ml
200-0,7=
V8 199.3 i 321,86 322,86 -1 1,00E+00 0,2
Szérasnégyzet /szumma, (ng/ml)?/ 649,312 100
Szoras /gyokvonas, ng/ml/ 25,482
k=2 Kkiterjesztés, ng/ml 50,96

Erdemes megfigyelni, hogy bar az elsd adalékolasi pont bizonytalansagi mérlege majdnem kétszer
annyi (6 helyett 11) tényez6bdl all (eltekintve az allandonak vett érzékenységtdl), a kozel kétszer
rosszabb Kkiterjesztett bizonytalansag mogott a késziilék tobb mint 4%-os szorasa all, ami ennél a
szamitasnal a szamértékileg nagyobb jel miatt joval nagyobb mértékii bizonytalansagot okoz. Mivel
a modszer LOQ értéke joval a késziilék szorasanak megallapitasara szolgalo 0,2 mg/1 etil-karbamat
koncentraci6 alatt van, és a ,,nullds” pont ill. az els¢ adalékolasi pont injektalt etil-karbamat
mennyisége kozott /2,12 ng vs. (2,12 ng + 1,89 ng)/ nagysdgrendnyi kiilonbség nem all fenn, nem
érdemes feltételezni, hogy a késziilék szordsa szamottevéen javulna a nagyobb koncentracid
injektalasanal — mas szdval félrevezetd lenne 4,15%-nal kisebb szoras ,.feltételezésével” javitani a

bizonytalansagi mérleget.
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A masodik ¢és harmadik adalékolasi pont az els6 adalékolasi ponttal hasonl6 moédon szamolando, a
12. tablazathoz képest csak abban térnek el, hogy az ,,A” és a ,, V8 értékei természetesen
nagyobbak, ahogy noveljik az adalékolds soran bevitt etil-karbamat mennyiségét.
A vonatkoz6 szamitasok az értekezés Mellékletének 2. és 3. tablazataban talalhatok.

A négy (,,nullas” + 3 adalékolasi) pont kiterjesztett mérési bizonytalansaganak megallapitasa utan
lehetdség nyilik arra, hogy az egyes pontok bizonytalansagaval terhelt ,,A” értékekkel egyenként
ujra szamoljuk a kialakulo kalibracios egyenes bizonytalansagat. Konkrét példaval ez azt jelentette,
hogy a ,,nullas” pontnal kapott cstcs alatti teriilet értékét (42300 cps) a kiszamolt relativ szorassal
terhelve (42300 cps*(100*(13,464 ng/ml /321,65 ng/ml)=44072,37 cps) helyettesitettem be a

kalibraciés egyenes szamitasahoz (14. tablazat).

14. tablazat: Az egyes kalibracios pontokhoz tartozo eredeti és szélséértékkel korrigalt csics

alatti teriiletekkel kiszamolt ij meredekség értékek

Adalékolasi o SD Szorassal Eredeti Korrigalt
pontok, ng etil- ” / ’I n /rr’1l RSD, % »A”, cps terhelt ,,A”, | meredekség, | meredekség,
karbamat / inj. ng/m 9 cps cps/ng cps/ng

0 321,65 13,245 4,12 42300 44042,76 19914 19729
1,89 321,86 25,482 7,92 79900 86228,08 19914 19626
3,77 363,88 39,246 10,79 123000 136271,7 19914 20115
7,55 317,14 61,345 19,34 192000 229132,8 19914 24974

Atlag, cps/ng 21111
Szoras, cps/ng 2584
RSD, % 12,2

A négy pontbdl a legkisebb négyzetek elvével szdmolt kalibracids egyenes bizonytalansaga az
egyes pontok bizonytalansdgaval terhelt. Mivel a nagyobb adalékoldsi pontoknal a szamértékileg
nagyobb cstcs alatti teriilet a késziilék szorasa miatt nagyobb bizonytalansaggal terhelt, a
kalibracidés egyenes pontjainak bizonytalansdga a koncentracié emelkedésével novekedik. Ez
okozza, hogy a meredekség relativ szorasa eléri a 12%-ot. Bar ez az érték nagynak tlinik, érdemes
megjegyezni, hogy a gyakorlatban, ha egy adott mérési eljarasnal a kiilsé kalibracios és a standard
addicids kalibracios egyenesek meredekségének eltérése 10%-nal kisebb, ugy nem kell standard
addiciot alkalmazni — ez azt jelenti, hogy a 12% Osszemérhetd azzal a hatarral, amelyen beliil a
kalibracios egyenesek természetes szorast mutatnak altalanos esetben.

A 12,2%-os relativ szorés figyelembe vételével most mar lehetdség nyilik a legelsd, ,,nullas™ (tehat
az adalékolds nélkiilli minta) kiterjesztett mérési bizonytalansagdnak megallapitasara
(15. tablazat). A tablazat ,,a”-ra vonatkozd soraban a meredekséget ,,A” tipusu becslésként a 12,2

00-0s szorassal terheltem.
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15. tablazat: Az etil-karbamat mennyiségi meghatarozasa soran adalékolasi eljarasra
épitett elso kalibracios ponthoz (,,nullas” ponthoz) tartozo teljes Kiterjesztett méreési

bizonytalansag meghatarozasa

. Szélsoértékkel s
Eredeti Eltérés az 2 e,
. " s . . x terhelt . A°, Hozzajarulas,
Tényezo | Széls6érték | koncentracio, . .. | koncentracioban 2 o
ng/ml koncentracio, /A, ng/m (ng/ml) Y%
ng/ml '
V1 10000-20= 321,65 321,05 0,606895 3,68E-01 0,0
9980 ul
V2 600-0,7= 321,65 321,63 0,021241 4,51E-04 0,0
599.3 ul
V3 10-0,05= 321,65 323,27 -1,61635 2,61E+00 0,1
9,95 ul
3,5-0,0025=
V4 3,4975 ml 321,65 321,88 -0,22992 5,29E-02 0,0
3,5-0,0025=
V4 3,4975 ml 321,65 321,88 -0,22992 5,29E-02 0,0
42300-1755=
A 40544,55 cps 321,65 308,53 13,12829 1,72E+02 7,9
19914-2430=
a 17484 cpsing 321,65 366.35 -44.6946 2.00E+03 91,9
Szérasnégyzet /szumma, (ng/ml)?/ 2173,046
Széras /gyokvonas, ng/ml/ 46,616 100
k=2 kiterjesztés, ng/ml 93,23

A tablazatbol (és a 26. abran) lathaté, hogy a bizonytalansagi mérleg legfobb Osszetevdje a
meredekség lett, onmagaban a bizonytalansag tobb mint 90%-ért felelés — ami pedig a korabban
leirtak szerint a miiszer szorasabol fakad. A 321,65 + 93,23 ng/ml végeredmény (amelyet a
bizonytalansdg miatt érdemes inkabb 0,32 + 0,09 mg/ml dimenzidban ko6zdlni) kézel 30%-0s
kiterjesztett mérési bizonytalansdga tehat érdemben ugy csokkenthetd, ha a miszer
reprodukélhatdsagat javitani tudjuk. Mivel ,,az ESI-MS bizonytalansadga” jellemzden az ionizacid
instabilitdsdra utal, nem zéarhaté ki, hogy mechanikai beavatkozassal (porlasztdé kapillaris

ellendrzése — cseréje, az ionforras teljes korti karbantartasa) szignifikans javulas érhetd el.

mMinden egyéb
bizonytalansag
Analitikai vélaszjel
bizonytalansdga

mMérés érzékenységének
bizonytalansdga

26. abra: Az etil-karbamat mérési bizonytalansaganak alakulasa a mérés érzékenységének

bizonytalansagat is figyelembe véve
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6.2 Redukalt Q19 koenzimmeghatarozasanak eredményei

6.2.1 Atvett médszerek verifikalasa

A redukalt Qip koenzim mennyiségi meghatarozasat célzod vizsgalataim soran atvett modszerként
kezeltem az AOAC 2008.07 eljarast, amely az étrendkiegészitOk Osszes Qi tartalmanak
uniformizalast koveté, HPLC-UV alapu mérésén alapul, ill. a Ruiz-Jiménez et al. (2007)
kozleményben eldszor leirt, Q1o és QioH, ammonia-adduktok révén torténd szelektiv HPLC-ESI-
MS-MS meghatarozast. Az atvett modszereket ugyanakkor verifikdlni sziikséges, hogy igazolni
lehessen az eljarasokra valo hivatkozas jogosultsagat.

UV kromatogramjat. Az atvétel megfelel6ségét mutatja, hogy az Orozco et al. (2007)
kozleményhez képest (tr=3,98 perc) a Qi retencios ideje (tr=4,20 perc) nem tér el szamottevo
mértékben, ugyanakkor a ,.k” retencids tényezd az altalunk hasznalt HPLC rendszerben jobb (k=6,5

VS . korOCZOZB y 0) .

60 1
50 1
40 1
30 4
20 4
10 1

Abszorbancia, mAU

1do, perc

27. abra: Qo standard oldat HPLC-UV kromatogramja

A Ruiz-Jiménez et al. (2007) kézleményben ismertetett modszer verifikalasa soran kiilon figyelmet
kellett forditani arra, hogy bar a monoizotopos tomegek a két célkomponens esetén eltérnek
egymastol, igy elvileg nem lenne sziikség alapvonali elvéalasztasra, az ubikinol A+2 izotopoldgja
(amely a molekula nagy szénatom szama miatt szamottevd intenzitas) azonban a kis felbontasu
tomegspektrométeren nem kiilonboztethetd meg az ubikinon monoizotopos tomegétdl, tehat az
alapvonali elvalasztas kulcsfontossadgu. A 28. dbran lathat6, hogy a két célkomponens szoban forgd
MRM atmenetei nem zavartak egymast, a kromatografias felbontas megfeleld mértéki (tg req= 2,86

perc; tr ox= 4,75 perc; R=2,22).
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28. abra: QqoH; és Qo standardokat tartalmazo mintaoldat HPLC-ESI-MS-MS

kromatogramja. Felbontas: 2,36

6.2.2 Q10H> standard oldat készitésének kidolgozasa

Az ubikinol standard forméban instabilitdsa miatt nem érhetd el kereskedelmi forgalomban, igy
minden esetben az analizist végrehajtd személyzetnek kell elkészitenie a szilard kiszerelésu
ubikinonbdl, NaBH, segitségével. Mivel a mérvadonak szamité Yamashita és Yamamoto (1997)
kozleményben leirt modszert hivatkozza a témdaval foglalkozd legtobb tanulmany, elsé korben az ott
leirt modszert reprodukaltuk.

Vizsgalati eredményeink szerint azonban az ilyen modon elkészitett ubikinol oldat jelentds
mértékben (6%) tartalmaz oxidalt format (29. abra), ami arra utal, hogy bar valdsziniileg a 8800-
szoros molfeleslegben alkalmazott NaBH, teljes redukcidt idéz eld, a kialakuld kis tdrzsoldat-
koncentracidé (25 mg/l) nem kedvez az ubikinol stabilitasanak és gaztalanitas ellenére a 1égkori

oxigén bejutdsa 6sszemérhetd oxidacios veszteséget eredményez.
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29. abra: A kis (25 mg/l) koncentracioban elkészitett ubikinol oldat HPLC-ESI-MS-MS

kromatogramjan jol lathato az oxidalt Q1o megjelenése.
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Altalanos tapasztalat, hogy a toményebb torzsoldatok a bomlast eldsegité szennyezések ill.
barmilyen egyéb agens jelenlétének kevésbé vannak kitéve, mivel az esetleg mégis kialakuld
bomlasi folyamat ardnyaiban kevesebb veszteséget okoz. Ezért volt sziikkség a modszer
oxidacié mértéke. Az 5.8 szakaszban leirtak szerint elkészitett, husszor toményebbre tervezett
ubikinol oldat HPLC-ESI-MS-MS vizsgalata feltarta, hogy a lényegesen nagyobb (500 mg/l)
koncentracidban elkészitett QioH, oldatban az ubikinon koncentracioja 1% alatti (30. abra), igy

addicios célra is felhasznalhato.
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30. abra: A nagy (500 mg/l) koncentraciéban elkészitett ubikinol oldat
HPLC-ESI-MS-MS kromatogramjan az oxidalt Q;p mértéke nem éri el az 1%-ot.

6.2.3 Az extrakcios modszer hatasa a Q,oH, stabilitasara

Az igy mar rendelkezésre allo és stabil QioH; adalékolasra hasznalhatdé oldattal meg kellett
vizsgalnom, hogy az étrendkiegészitOkre alkalmazott — példaul a az AOAC mddszerben 30 perces —
extrakcio milyen mértékben valtja ki a mintdban 1évo ubikinol oxidaciojat. Figyelembe kell ugyanis
venni, hogy az AOAC modszer oxidalt Q1o mérésére validalt eljaras, igy fejlesztésekor a redukalt
forma megtartdsa kifejezetten kéaros lett volna, és a vas (Ill)-klorid oldattal végrehajtott
uniformizalés is az ubikinol oxidacidjat szolgalta.

Els6 Iépésként még minta nélkiil, csupan az elkészitett ubikinol tdrzsoldatot haszndlva modell

oldatként (5.9. fejezet) azt kellett meghatdroznom, milyen extrakcié csokkenti legkevésbé az
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ubikinol koncentraciét. Mint ahogy a 16. tablazat ismerteti, az id6 novelésével az ubikinol
visszanyerése jelentds mértékben romlik. Az ultrahangos szonda hasznalata sokkal eredményesebb,
mint az ultrahangos fiird6¢, ami az atvitt hasznos teljesitmény szempontjabodl teljes mértékben
indokolt (Abid et al., 2014). Ki kell emelni, hogy az ultrahangos feltaras altalaban fokozza az
oxidaciot, kiilonosen magas hémérsékleten és hosszu idon keresztiil (Luque de Castro és Priego-
Capote, 2007). Ebbdl fakaddan azt vartuk, hogy a BHT, mint lipofil antioxidans adagolasa
csokkenti az ubikinol oxidaciojat — erre utalnak azon kdzlemények is, amelyekben vérplazma
redukalt Qo tartalmanak meghatarozasaval foglalkoznak (pl. Lang et al., 1986, Menke et al., 2000,
Franke et al., 2013).

16. tablazat: Extrakcios kezelések hatdsa redukalt Qi visszanyerésére

. ,, Visszanyerési hatasfok,

Oldat Kezelés 1dé +1SD

1 n-hexan ultrahangos szonda 2 perc 91 +£2 %

2 n-hexan ultrahangos fiirdd 5 perc 671 %
n-hexan + . )

3 1 mg mI™ BHT razdasztal 30 perc 42+£2%
n-hexan + L o

4 1 mg mI™ BHT ultrahangos fiird6 5 perc 59+2%
n-hexan + o

5 1 mg mI BHT ultrahangos szonda 2 perc 81+4%

A varakozassal és a kozleményekben leirtakkal ellentétben a BHT adagoldsa szignifikans
mértékben rontotta az ubikinol visszanyerését. Erre a folyamatra adhat magyardzatot az a
megfigyelés, hogy bizonyos esetekben ¢és koncentraciok mellett a BHT pro-oxidansként is
viselkedhet (Smirnova et al., 2002).

A tapasztalatok alapjan végiil a két perces, ultrahangos szondaval végzett extrakciot alkalmaztuk az
étrendkiegészitd mintdk vizsgalatara. A 17. szam® tablazat szemlélteti a 12 vizsgalt
étrendkiegészitd Osszes Qi tartalmat és a visszamaradt Q;o mennyiséget, amely adatokat az AOAC
modszer alapjan HPLC-UV modszerrel hatdroztam meg. Az extrakcid minden esetben elérte a
legalabb 99,6%-o0s hatasfokot, amely azt jelzi, hogy a valasztott extrakcids mddszer (bar nem
egyezik az AOAC 30 perces kezelésével) valodi mintdk mennyiségi meghatarozasara is tokéletesen
alkalmas. Erdemes megjegyezni, hogy bar a mintak kozott szerepelt gélkapszula (az elsé harom) és

hagyomanyos tabletta is, az extrakcids modszer mindkét fajtara alkalmasnak bizonyult.
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17. tablazat: étrendkiegészité mintak dsszes Q10 tartalma és az elért kinyerési

hatasfok értékek
. - Névleges Qo Qo tartalom az Extrakcios
I\:Izlglt:- Ossrz‘:ags /(g)litf rstglom tartalom, iiledékben hatékonysag,
? mg/g mg/g %
1 88,1 +£2,2 100,0 0,1 99,9
2 31,5+0,9 30,0 0,1 99,7
3 104,5+2,4 103,4 0,1 99,9
4 90,7 +4,0 103,4 0,1 99,9
5 85,1 £2,5 85,2 0,1 99,9
6 76,5 +2,6 85,2 0,1 99,9
7 81,3+2,2 88,7 0,2 99,8
8 78,8 +2,2 88,7 0,1 99,9
9 448 +1,5 56,1 0,1 99,8
10 48,8 + 1,7 56,1 0,1 99,8
11 444+ 1,3 56,1 0,1 99,8
12 489+1,3 56,1 0,1 99,8

Az a jelenség, hogy a készitmények tilnyomé része a névlegeshez képest legalabb 10%-kal
kevesebb Qip-et tartalmazott, sajnos jol ismert jelenség az étrendkiegészitok teriiletén, és
egyértelmiien az étrendkiegészitok laza szabdlyozésara és gyenge fogyasztovédelemre utal (Pravst

és Zmitek, 2011).

6.2.4. QqoH; tartalom mennyiségi meghatarozas: kalibracios eljarasok ésszehasonlitasa
HPLC-ESI-MS/MS kapcsolt rendszerrel

Eltekintve az étrendkiegészitdk mérésére sok szempontbol (koltség, ,.fontossag”, rutin analitikai
laboratoriumok standard vegyliletek szintézisére valo felkésziiltsége, stb.) nem alkalmazhatd
deuterdlt Qo standardtol, tomegspektrometriai detektalds esetén standard addicio, ennek
koltséghatékonyabb forméja (matrix illesztett kalibracid) és az adalékolas johet szamitasba. Az els
és az utolsd kozott szamottevd eltérés mutatkozik mind a felhaszniland6 standard vegyiilet
mennyiségében, mind pedig a folyamat munkaigényében az utobbi hatranyéra, igy meg kell
vizsgalni, analitikailag indokolt-e a bonyolultabb adalékolast valasztani.

A 31. abran egy oxidalt és redukalt format is tartalmazo étrendkiegészité minta standard addicioval
végrehajtott kalibracios eredményei lathatoéak. A standard addicios sor elkészitéséhez a QqoH, m/z
882,6— m/z 197,2 mennyiségi atmenetét hasznaltam fel (31 a. abra). Ahogy a 31 b. abran lathato, a
Q10 m/z 880,6—~ m/z 197,2 MRM atmenete szintén ndvekedd csucs alatti teriiletet eredményez a
standard addici6 soran.
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31 a. és b. abra: Standard addiciés kisérlet kalibraciés eredményei. A 31 a. abran a
redukalt Qo kvantitativ atmeneténe (m/z 882,6— m/z 197,2), mig a b. abran az oxidalt Qo
kvantitativ atmenetének (m/z 880,6— m/z 197,2) extrahalt ion kromatogramja lathato. Az

utobbi novekedés a csucs alatti teriiletek integralasat kovetden nem mutat linearis

osszefiiggést.
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A mintaban jelen van a Q1o mindkét formdja, azonban az oxidalt forma intenzitasanak novekedése
nem volt linearis Osszefliggésben a standard addicid6 soran hozzaadott QioH, standard
mennyiségével. Ebbdl az kovetkezik, hogy nem tudjuk nyomon kovetni, mekkora rész alakul 4t a
standard addicios eljaras soran a Q9H> standardbol oxidalt Qqo-z€. fgy az egyszerre QioHa-t és Q1o-
etis tartalmazé mintakban standard addicids eljarassal a Q1oH» koncentracioja nem hatdrozhaté meg
kell6 pontossaggal.

Ezzel szemben az adalékolt mintak vizsgalata soran a hozzaadott QioH, ugyanugy viselkedik és
oxidalodik, mint a mintaban eredetileg jelen 1év6 QqoH2, igy az eredmény a pontos QoH; tartalmat
tikrozi. Ebbol a Q19 mennyisége a total Qi és a QioH2 kiilonbsége. A kisérleteim soran végiil a sajat
fejlesztésii adalékolési kalibracidra €s extrakcios eljarasra épitett, AOAC (HPLC-UV) modszerrel
mindségbiztositott, szelektivitds oldalarél pedig a Riz-Jimenez et al. (2007) kozleményben
ismertetett HPLC-ESI-MS-MS technikara alapozott mérési Osszeallitassal hataroztam meg 12
étrendkiegészité Osszes ¢és redukalt Qo tartalmat (18. tablazat). A mintak fele tartalmazott
kimutathat6 szinten redukalt Qo koenzimet is, amelynek mennyisége az 6sszes Qo 5-16%-at tette
ki. A készitmények csomagolasan 1év6 gyartdéi kozlemények szerint mind a hat, redukalt Qi
tartalmu étrendkiegészité antioxidans hatasi komponenseket is hordozott (pl. C-és E-vitamint ill.
szelenitet), amelyekrél korabban igazoltak, hogy a gyartastechnologiatol fiiggden szerepet

jatszhatnak az ubikinon jarulékos redukcidjaban (Kettawan et al., 2007).

18. tablazat: Etrendkiegészitt’i mintak redukalt Qo tartalma és aranya az osszes Q1o

tartalomhoz képest.

Minta- Osszes Qo tartalom, QqoH, tartalom, QuoH tartalom,
szam mg/g mglg, £1Sp | 22 0sszes Qyotartalom
szazalékaban Kkifejezve

1 88,1 <0,05 -

2 31,5 <0,05

3 104,5 5,7+0,15 5

4 90,7 10,2+0,18 11

5 85,1 < 0,05 -

6 76,5 < 0,05 -

7 81,3 < 0,05 -

8 78,8 < 0,05 -

9 448 7,0+0,15 16

10 48,8 6,1 £0,09 12

11 44 4 5,7+0,11 13

12 48,9 4,6 +£0,09 9
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6.2.5. Az ubikinon és az ubikinol HPLC-ESI-MS/MS meghatarozasanak robusztussaga

A kisérletek sordn a 6.2.1. alfejezetben ismertetett okokbol fakadoan a két célkomponens alapvonal-
szintli elvalasztasat kell biztositani. Mivel az alkalmazott kromatografids eljaras izokratikus,
mindenképpen érdemes megvizsgalni, hogy a kidolgozott moddszer robusztusnak tekinthetd-e,
masképpen kifejezve, a két komponensre szamitott felbontoképesség (R) szignfikans mértékben
romolhat-e annak kovetkezményeképpen, ha valamelyik kromatografias paraméter megvaltozik.
Ebbdl a szempontbdl tehdt a robusztussag-vizsgalat fliggd paramétere az R, mig fiiggetlen
paraméterként az elvalasztas hdmérséklete, a kromatografias eluens pufferkoncentracidja (mint két
kvantitativ paraméter) ill. kvalitativ paraméterként az RP-HPLC oszlop tipusa johet szamitdsba. A
harom felsorolt fliggetlen véltoz6 R értékére gyakorolt hatasat 2% tipust, teljes faktorialis
elrendezésti kisérletterv révén érdemes megvizsgalni, ez ugyanis viszonylag koltséghatékonyan,
csupan nyolc mérési Osszeallitassal képes statisztikailag igazolni vagy elvetni az adott fiiggetlen
valtozo R-re gyakorolt szignifikdns hatasanak meglétét.

A Melléklet 4. tdblazata ismerteti a harom fiiggetlen valtozd értékeit, kisérleti kiosztasat és a
kisérletileg kapott R értékeket. A verifiklt eljarashoz képest (6.2.1. alfejezet: 40 °C oszlopfiitési
hémérséklet, 5 mM ammoénium-formiat puffer a metanol eluensben, 20 mm hossziu XTerra HPLC
oszlop) a hémérsékletet + 5 °C, a pufferkoncentraciot + 3 mM értékkel valtoztattuk, mig a masik (a
tablazatban A-val jelolt) oszlopként az etil-karbamat vizsgalatanal alkalmazott, 50 mm hossz,
azonos bels6é atmér6jit XDB-Cig 0szlopot hasznaltuk fel. A Melléklet 5-7. tablazatai a Statistica
11.0 szoftverrel (Statsoft; Tulsa, OK, USA) késziilt feldolgozasi eredményeket mutatjak, mig a
becsiilt R értékeket a Melléklet 1. abraja ismerteti.

A modszer robusztussagat, tehat a kivalasztott fliggetlen véltozoknak valo kitettségét a 32. dbra
mutatja be. Egyértelmii, hogy a 20 mm hosszii XTerra oszlophoz képest az 50 mm hosszusagu
XDB oszlopon szignifikansan eltéré R volt mérhetd, tehat a modszer a valasztott HPLC oszlop
oldalaro6l nézve nem robusztus — ugyanakkor az, hogy az R joval nagyobb értékli az XDB oszlopon,
természetesen nem tekinthetd hatranyos valtozdsnak. Ettdl eltér6en, a hémérséklet hatdsanak
megitélése mar nem pozitiv, mivel a kimutatott szignifikans hatas azt jelenti, hogy a modszer nem
robusztus a hémérséklet valtozasaval szemben: + 5 °C eltérés esetén az R értéke szignifikansan
romlik. A modell azt is jelzi, hogy nem elhanyagolhat6 az oszlop és a hdmérséklet egyiittes hatasa
sem az R értékére, azonban ezt a hatdst nagy mértékben a jelentésen kiillonbozé HPLC oszlop
okozza. A 3. fiiggetlen valtozd, a pufferkoncentraci6é valtozasdra az R nem mutatott szignifikéns

eltérést, tehat erre a valtozora nézve a modszer robusztusnak tekintheto.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: R
2**(3-0) design; MS Residual=.0015464

DV:R

(3)Temperature [ -26.4461

1by3 -19.3006

1by2 125481

(2)Ammonium formiate (mM) [ 6(195422

2by3

N

99183

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

32. abra: A harom valasztott fiiggetlen valtozo (1: HPLC oszlop; 2: pufferkoncentracio;
3: oszlop termosztalasi hémérséklet) egyenkénti és egyiittes hatasa az ubikinon és az ubikinol
kromatografias felbontasara.

6.2.6 A kidolgozott redukalt Qi tartalom meghatiarozasi moédszer Kiterjesztett mérési

bizonytalansaganak szamitasa

Az 6.1.5 fejezethez hasonloan a redukalt Qi tartalom meghatarozasi eljaras kiterjesztett mérési
bizonytalansagat is érdemes meghatirozni, mivel ez nagy mértékben segiti a modszer elméleti
megitélését. Bar a szamitdsi eljards hasonlit az etil-karbamatnal, mint adalékolasi modszerrel
meghatarozott komponensnél alkalmazott megkozelitésre, a folyamat soran tobb tényezot kell
figyelembe venni. Ugyan az etil-karbamathoz hasonléan a Qg standard sem hiteles anyagmintaként
allt rendelkezésre, tehat a standard vegyiilet bizonytalansagat nem vehettik figyelembe a
szamitasnal, azonban az adalékolashoz felhasznalt redukalt forma bizonytalansagat sziikséges volt
beépiteni a tényezok kozé. Ebbol fakaddan a szamitasi 1épések 0Osszetettebb fliggvényeket
igényeltek.

A kiterjesztett mérési bizonytalansag szamitassal torténé meghatarozasat egy olyan étrendkiegészitd

minta  példajan  keresztil  dolgoztam ki, amelynek redukalt Qi koncentracioja
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6,81 mg / g volt. Ennél a szamitasnal is azt az elvet kovetjik, hogy az egymasba agyazott
bizonytalansadg miatt eldszor allandonak tekintjiik a mérés érzékenységét, majd utodlag egészitjiik ki
a ,,nullds” minta mérési bizonytalansdganak mérlegét az érzékenység bizonytalansagaval.

Az elso fiiggvény a kovetkezO mddon hordozta a mintaeldkészités €s a mérés soran felmeriild,

bizonytalansagot okoz6 tényezoket:

3. képlet

ahol ,,c” a minta redukalt Q1o koncentracidja (mg / g), ,,A” a kapott cstcs alatti teriilet (cps),
»a  a mérés érzékenysége (cps/ng redukalt Qip injektalas), ,,V1” az extrakcids térfogat (10 ml-es
beosztasaig hasznalt centrifugacsd), ,,V2” az extrakcios oldatbol digitalis pipettaval kimért,
higitashoz hasznalt térfogat (25 pl), ,,V3” a higitasi 1épés végtérfogata (25,0 ml mérélombik), ,,V4”
a HPLC-ESI-MS-MS rendszerbe injektalt térfogat (10 ul), ,m;” az extrakcidhoz bemért
mintamennyiség (mg). A 10°° szorzé a ng — mg atvaltashoz sziikséges.
A felsorolt tényezOkhdz az adott minta mérésénél a kovetkez6 adatok tartoztak

(19. tablazat):

19. tablazat: A redukalt Qqo tartalom mennyiségi meghatirozasa soran adalékolasi eljarasra
épitett elsé kalibracios ponthoz (,,nullas” ponthoz) tartozo standard bizonytalansagi tényezok

ismertetése, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

Tényezé | Erték Becslés tipusa Standard bizonytalansag
,»A” tipust becslés,
A, cps 12352 1,06% szords 136 cps
a, cps/ng 36247 (els6 korben allandonak tekintett)
,»B” pontossagu centrifugacso,
Vi1, ul 10000 ,»A” tipust becslés, 55 ul
0,55% szoras
"A" tipus, akkreditalt
V2, ul 25 kalibracios jegyzokonyv 0,06 pl
alapjan
V3, ul 25000 "B" tipus, £ 0,04 ml, 95% 20 pl
+1% szoras, ,,B” tipus, gyari
v, ul 10 kézikonyvben 0,05 ul
my, ¢ 0,05 "B" tipus, négyzetes eloszlas 0,000028868 g

A 19. tablazatban felsorolt tényezok bizonytalansaganak becslése a kovetkezé modon alakult:

»A”: mivel a késziilék szordsa nem ismert az adott tdmegszamokon és atmeneteken, ,,A”

crer
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redukalt Qi standard oldatbdl, kiszamoltuk a mérések relativ szorasat, amely 1,06%-nak adddott
(Melléklet 4. tablazata) — ezt az értéket tekinthettilk a tovabbiakban a cstcs alatti teriilet
tényezdjénél a standard bizonytalansadgnak.

,»V17: a felhasznalt centrifugacsé beosztasa a gyartd (TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Svijc) adatai szerint ,,B” pontossagi mérélombikkal egyeznek meg, tehat
feltételezhetéen az adott gyartasi sarzson beliil a centrifugacsdvek azonos bizonytalansaggal
jellemzheték. A centrifugacsovek feltoltési bizonytalansdgat gy hatdroztuk meg ,,A” tipusu
becsléssel, hogy 6t csovet ioncserélt vizzel 10 ml-re toltottiik, majd digitalis analitikai mérlegen
meghataroztuk a feltoltés szorasat (Melléklet 5. tablazata). A kapott szorasértéket a tovabbiakban a
tényez0 standard bizonytalansagként kezeltiik.

,V2”: a higitashoz torténé oldatkimérést 10-100 pl térfogat kimérésére alkalmas digitalis
pipettaval mértiik ki, amelyhez, mint az akkreditalt laboratériumhoz tartozéd eszk6zhoz, kalibracios
jegyzOkonyv tartozik. E dokumentumban ennél a pipettanal 0,06 pl szorast allapitottak meg, ezt az
értéket pedig (mint ,,A” tipust becslést) azonosnak tekintjiik a standard bizonytalansaggal.

,»V3” a felhasznalt 25,0 ml névleges térfogatii ,,A” pontossagi mérélombik bizonylatolt
feltoltési bizonytalansaga + 0,04 ml volt. Ezt ,,B” tipusi becslésként, 95%-0s konfidencia
intervallumként értelmezve a standard bizonytalansag 0,02 ml-nek adodik.

,V4” a HPLC injektalasi térfogata (10 pl) a gyartd (Agilent) kézikonyve szerint = 1%
szorassal terhelt. Ezt ,,B” tipusi becslésként, 95%-o0s konfidencia intervallumként értelmezve a
standard bizonytalansag 0,05 pl-nek adodik.

»m1”: a digitalis analitikai mérleggel végzett tomegmérés ,,B” tipusl, négyzetes eloszlast
becslések korébe tartozik, amely esetben az adott digitdlis mérleg legkisebb, még leolvashato
értékének felét (jelen esetben 0,05 mg-nak) V3-mal kell osztani a standard bizonytalansig
meghatarozasahoz. 50,0 mg por kiszerelésii Qo standardot mértiink be, amelyhez igy 0,028868 mg
standard bizonytalansag tarsult.

A kovetkezd 20. tablazatban a bizonytalansagi értékek szamitasat mutatom be.

85



20. tablazat: A redukalt Q;0 mennyiségi meghatarozasa soran adalékolasi eljarasra
épitett els6 kalibracios ponthoz (,,nullas” ponthoz) tartozé Kiterjesztett mérési bizonytalansag

meghatarozasa, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

. Szélséértékkel .
o o Eredeti terhelt Eltérés a A2 Hozzéjérulds,
Tényez6 Szélséérték koncentracio, L oex koncentracioban 2 o
mg/g koncentracio, IA, mglg (mg/g) %
mg/g '
0,05-

my 0,000028868= 6,815 6,819 -0,00394 1,55E-05 0,2
0,04997 g

V1 10000-55= 6,815 6778 0,037485 141E-03 165

9945

25-0,06=

V2 24,94 pl 6,815 6,832 -0,0164 2,69E-04 3,2
25000-20=

V3 24980 yl 6,815 6,810 0,005452 2,97E-05 0,3

V4 10-0,05=9,95 pl 6,815 6,850 -0,03425 1,17E-03 13,8

12352-
A 13612216 cps 6,815 6,740 0,075041 5,63E-03 66,1
Szorasnégyzet /szumma, (mg / g)% 0,009 100
Szoras /gyokvonas, mg/ g/ 0,092
k=2 kiterjesztés, mg / g 0,18

A kapott érték azt jelenti, hogy a meredekség bizonytalansdga nélkiil a végeredmény 95%-0S
konfidencia-intervallummal megadva 6,815 + 0,18 mg/g, tehat RSD értékben Osszehasonlitva
egyértelmiien jobb a mérés bizonytalansdga eddig a szdmitasi 1épcsdig az etil-karbamat
meghatarozashoz képest, a sokkal kisebb ESI-MS-hez tarsithatd szoras miatt. A bizonytalansagi
forrasok eloszlasa részben eltér az etil-karbamat méréshez képest, ugyanis a kisebb analitikai
vélaszjel-bizonytalansdg miatt a térfogatmérések altal jelentett bizonytalansag (pl. injektalas,

jelretoltések) még szdmottevonek vehetd (33. dbra).

B Tomegmérés
bizonytalansaga

Centrifugacsd
bizonytalansaga

Pipetta bizonytalansaga

B Mérélombik
bizonytalansaga

®m HPLC injektalasi térfogat
bizonytalansaga

Analitikai valaszjel
bizonytalansaga

33. abra: Az ubikinol meghatirozas mérési bizonytalansaganak alakulasa allandonak

tekintett érzékenység mellett
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A 4. képlet, amellyel az elsé adalékolasi pont bizonytalansagat szamoltam, az etil-karbamatnal
bevezetett atrendezéssel késziil, tehat az egyenlet bal oldalan megmarad az elvileg a ,nullas”
ponthoz tartozé koncentracid, mivel az egyenlet jobb oldalarol kivonom az adalékoldssal bejuttatott

redukalt Qqo standard mennyiségét.

C:é_ﬂ.lgg’.R.o,gg.ﬁ.ﬁ.vﬂr.ﬁ.ﬁ.i.i
a Vg Vv, Vs V, V, 10 m,
4. képlet

A 4. képletben négy 0j tényez6 is megjelenik: ,,m,” a redukalt Qq eldallitasahoz bemért szilard Q1o
standard mennyisége (g), ,,V5” a redukalt Q1o ennél a pontnal alkalmazott adalékolasi térfogata (ul),
,V6” a szilard Qi standard végtérfogata (ul), mig ,,R” a redukalt Qqo standard el6allitasi hatasfoka,
amely dimenzi6 nélkiili érték. A ,,10% érték korrekeiot jelent a ng és a g, mig ,10%” érték korrekeiot
jelent a ng és a mg kozott.
A felsorolt tényezokhoz az elsd adalékolasi minta mérésénél a kovetkezé adatok tartoztak (21.
tablazat):
21. tablazat: A redukalt Q;o mennyiségi meghatarozasa soran adalékolasi eljarasra épitett
masodik kalibracios ponthoz (elsé adalékolasi ponthoz) tartozo6 standard bizonytalansagi

tényezok ismertetése, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

Tényezé | Erték Becslés tipusa Standard bizonytalansag
,»A” tipust becslés,
A, cps 45105 1,06% sz6rés 496,2 cps
a, cps/ng 36247 (els6 korben allandonak tekintett)
,»B” pontossagu centrifugacso,
Vi1, ul 10000 ,»A” tipust becslés, 55 ul
0,55% szoras
"A" tipus, akkreditalt
V2, ul 25 kalibracios jegyzokonyv 0,06 pl
alapjan
V3, ul 25000 "B" tipus, £ 0,04 ml, 95% 20 pl
+ 1% szobras, ,,B” tipus, gyari
V4, ul 10 kézikdnyvben 0,05 ul
my, ¢ 0,05 "B" tipus, négyzetes eloszlas 0,000028868 g
my, g 0,0125 "B" tipus, négyzetes eloszlas 0,000028868 g
"A" tipus, akkreditalt
V5, ul 2000 kalibracios jegyzokonyv 2,5 ul
alapjan

V6, ul 25000 "B" tipus, £ 0,04 ml, 95% 20 pl

R 0,99 "B" tipus, £ 0,01 szoras, 95% 0,005

A 21. tablazatban felsorolt, kordbban nem ismertetett tényezok bizonytalansaganak becslése a

kovetkez6 modon alakult:
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,»My”’: az ,,m;”-gyel megegyezd modon szamolando érték, mivel ugyanazon mérlegen tortént
a 0,0125 g Qo standard bemérése.

,»V5”: a korabban mar ismertetett, 0,5-5 ml térfogat kimérésére alkalmas digitalis pipetta
keriilt itt alkalmazasra (,,A” tipusu becslés, 2,5 pul szoras).

V67 a, V3’-mal egyezd mérélombik.

»R”7: HPLC-ESI-MS méréssel megallapitott, > 99% tisztasdgra vonatkoz6 becslés, 95%-0s
konfidencia intervallumra meghatarozva.
A 22. tibladzatban az elsd adalékolasi ponthoz tartozd bizonytalansagi értékek szamitasat
részletezem. A 20. tablazathoz képest jelentdsen eltér a szamolt ,.eredeti koncentracid” értéke
(6,815 mg/g helyett 5,286 mg/g), amely elére jelzi, hogy a mérés bizonytalansaga a célkomponens

koncentraciojaval feltehetdleg egylitt no.

22. tablazat: A redukalt Q;o mennyiségi meghatarozasa soran adalékolasi eljarasra épitett
masodik kalibraciés ponthoz (elsé adalékolasi ponthoz) tartozo Kiterjesztett mérési

bizonytalansag meghatarozasa, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

Eredeti Szélsbértékkel Eltérés a
o I . terhelt gy A? Hozzajarulas,
Tényez6 Szélséérték koncentracio, [ ., koncentracioban 2 o
mglg koncentracio, IAI, mglg (mg/g) )
ma/g '
0,05-
mil 0,000028868= 5,286 5,342 -0,05614 3,15E-03 2,4
0,04997 g
0,0125-
m2 0,000028868= 5,286 5,331 -0,04527 2,05E-03 1,6
0,01247 g
V1 10000-55= 5,286 5,149 0,136882 1,87E-02 14,5
9945 pl
25-0,06=
V2 24.94 4l 5,286 5,345 -0,05987 3,58E-03 2,8
25000-20=
V3 24980 pl 5,286 5,266 0,01991 3,96E-04 0,3
V4 10-0,05=9,95 pl 5,286 5,411 -0,12506 1,56E-02 12,1
12352-
V5 136=12216 cps 5,286 5,310 -0,0245 6,00E-04 0,5
2000-2,5=
V6 19975 ul 5,286 5,270 0,015694 2,46E-04 0,2
0,99-0,005=
R 0,985 5,286 5,385 -0,099 9,80E-03 7,6
45105-496,2=
A 44608,8 cps 5,286 5,012 0,273763 7,49E-02 58,0
Szoérasnégyzet /szumma, (mg/g) %/ 0,129 100
Szoras /gyokvonas, mg/g / 0,359
k=2 kiterjesztés, mg/g 0,72

Ahogyan a 22. tablazatbol kiolvashatd, az elsé adalékolasi 1épésnél kb. a négyszeresére nétt a

szoras a ,,nullas” mintahoz képest, amihez bar legnagyobb mértékben még mindig a késziilék
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szorasajarul hozza, de nem hanyagolhat6 el a ,,B” tipust centrifugacsé hasznalata, ill. a HPLC
injektoranak hozzajarulasa sem.

A masodik és harmadik adalékolasi pont az elsé adalékolasi ponttal hasonlé modon szamolando, a
22. tablazathoz képest csak abban térnek el, hogy az ,,A” és a ,,V6” ¢értékei természetesen
nagyobbak, ahogy noveljlik az adalékolas soran bevitt redukalt Q1o mennyiségét, masrészt az utolséd
adalékolasi pontnal a ,V6” kétszer szerepel, mivel a 80 ml kimérése kétszer
4,0 ml-ként tortént meg. A vonatkozé tablazatok az értekezés Mellékletében (10. és 11. tablazat)
talalhatok.

A négy (,,nullas” + 3 adalékolasi) pont kiterjesztett mérési bizonytalansaganak megallapitasa utan
az etil-karbamatnal ismertetett eljarassal kiszamoltuk a kalibracios egyenes bizonytalansagat. (23.

tablazat).

23. tablazat: Az egyes kalibracios pontokhoz tartozo eredeti és szélséértékkel korrigalt csics

alatti teriiletekkel kiszamolt uj meredekség értékek

?)g?]ltzlf(mr?;l o SD Szorassal Eredeti Korrigalt

redukal t’ Q! r;g /é mg /,g RSD, % »A”, cps terhelt ,A”, | meredekség, | meredekség,
inj. cps cps/ng cps/ng
0 6,815 0,092 1,35 12352 12518,75 36247 36213
0,9801 5,286 0,359 6,8 45105 48172,14 36247 35979
1,9602 8,606 0,683 7,94 86649 93528,93 36247 36448
3,9204 6,107 1,225 20,07 153170 183911,2 36247 44312
Atlag, cps/ng 38238
Szérés, cps/ng 4054
RSD, % 112

Hasonldan az etil-karbamatnal megfigyelt jelenséghez, az érzékenység (az analitikai mérdgorbe
meredeksége) bizonytalansdga meghaladta a 10%-ot, amelyben még mindig az ESI-MS
bizonytalansaga jatsza a legfObb szerepet annak ellenére, hogy ezen komponens vizsgalata esetén
joval (kb. 80%-kal) kisebb szoras jellemzi a mérés ezen tényezd6jét. A kovetkezd (24.) tablazatban
mar ennek az értéknek a figyelembevételével allitottuk Ossze a redukalt Q10 bizonytalansagi

mérlegét.
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24. tablazat: A redukalt Q;p mennyiségi meghatarozasa soran adalékolasi eljarasra épitett

elso kalibracios ponthoz (,,nullas” ponthoz) tartozé teljes Kiterjesztett mérési bizonytalansag

meghatarozasa
. Szélsdértékkel -
o e Eredeti terhelt Eltérés a A2, Hozzjérulas,
Tényez6 Szélséérték koncentracio, L oex koncentracioban 2 o
mg/g koncentricio, IA, mglg (mgl/qg) %o
mg/g '
0,05-
my 0,000028868= 6,815 6,819 -0,00394 1,55E-05 0,0
0,04997 g
V1 10000-55= 6,815 6,778 0,037485 141E-03 02
9945
25-0,06=
V2 24,94 pl 6,815 6,832 -0,0164 2,69E-04 0,0
25000-20=
V3 24980 ul 6,815 6,810 0,005452 2,97E-05 0,0
V4 10-0,05=9,95 ul 6,815 6,850 -0,03425 1,17E-03 0,2
12352-
A 13612216 cps 6,815 6,740 0,075041 5,63E-03 0,8
36247-4060=
a 32187 ng / cps 6,815 7,675 -0,85961 7,39E-01 98,9
Szérasnégyzet /szumma, (mg/g)?/ 0,747 100
Széras /gyokvonas, mg/g / 0,865
k=2 kiterjesztés, mg/g 1,73

A kapott érték azt jelenti, hogy a vizsgalt étrendkiegészité redukalt Qo tartalma 95%-0s
konfidencia intervallum mellett 6,815 + 1,73 mg/g (célszeriien 6,8 + 1,7 mg/g kozlésmoddal).

Centrifugacsé
bizonytalansaga

® HPLC injektalasi
térfogat
bizonytalansaga

Analitikai valaszjel
bizonytalansaga

B Mérés érzékenységének
bizonytalansaga

34. abra: Az ubikinol mérési bizonytalansaganak alakulasa a mérés érzékenységének

bizonytalansagat is figyelembe véve

Bar az egyes 1épések soran még szamottevd mértékben jarult hozza a bizonytalansaghoz a HPLC
injektora és a centrifugacsOben torténd jelretoltés, a kiterjesztett bizonytalansdg meghatarozasa
sordn ezek elhanyagolhatd mértékiivé csokkentek, és minden esetben a késziilék szorasabol fakado

bizonytalansag uralja a mérleget (34. abra). Ebbol fakad, hogy a késziilék megfeleld allapotanak
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biztositasa és a miszerrel végrehajthatd, lehetd legjobb ismételhetOségli mérés a kulcs a Kis
bizonytalansagi eredmény eléréséhez. Mindez ugyanakkor azt is megkérddjelezi, hogy van-e
értelme minden hataron tal hangstlyozni a mintaeldkészités robusztussagat, beleértve az ,,A” jelii
mérélombikok hasznalatat, a lehetd legkevesebb térfogati kimérés iranti torekvést, stb., hiszen a
mindosszesen 1% koriili szorassal rendelkezd mérdmiiszer befolyasolja legnagyobb mértékben a
bizonytalansagot.

Mindenképpen érdemes megjegyezni, hogy az altalunk megfigyelt mérleg tiikr6zédik az EU-IRMM
hitelesitési folyamataiban részt vevd laboratoriumok kivalasztdsanal abban, hogy a sikeres
jelentkezés legfobb paramétere a felhasznalt miiszeregyiittes mérési ismételhetdsége (szérasa), nem
pedig a teljes folyamat kiterjesztett mérési bizonytalansaga — annak ellenére, hogy az ,,emberi
tényez6” a hanyagsagtol (felhasznaldéi szinti miszerkarbantartas) eltekintve az eldbbi

teljesitményjellemzdben nem is szerepel.
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7. KOVETKEZTETESEK

A xanthidrollal torténd szarmazékképzéssel kombinalt HPLC-ESI-MS/MS detektalas olyan
modszer kidolgozasat tette lehetové, amely révén nagy érzékenységgel, alacsony etil-karbamat
koncentraciot lehet kimutatni, bonyolult mintaelokészitési — eldtisztitasi igény nélkiil. A modszer
teljesitményjellemzdinek validalasat — beleértve a pontossdg meghatarozasat is — kdvetden a
modszer alkalmassa valt akkreditalt laboratoriumi alkalmazasra, amelyet 2010 6ta az orszagban
elsoként NAT akkreditacio is igazolt. A moddszer értékét a hatdlyos borkonyvi eljarashoz képest
nem csokkenti, hogy nem ¢épiil belsd standard hasznalatara, mivel az adalékolasi eljaras pontossag
szempontjabol a deuteralt bels6 standardot hasznalé mddszerek utan kovetkezik.

A mérés Kkiterjesztett bizonytalansagdnak Osszetétele megmutatta, hogy a bizonytalansag
kiemelkedd és egyetlen szamottevé oka a HPLC-ESI-MS berendezés altal szolgaltatott jel szorasa,
amely mellett az 6sszes jarulékos 1épés bizonytalansaga elhanyagolhato. Mivel a szakirodalomban
tudomasunk szerint eddig nem kozo61ték egyetlen hasonld (etil-karbamatra vonatkozo) mérési eljaras
kiterjesztett mérési bizonytalansagat, igy az altalunk kapott érték ,,josdgat” megitélni csak annak
fényében tudjuk, hogy a Magyar Borkdnyv borok etil-karbamét tartalmanak meghatarozasanal a
palinkakra jellemz6 etil-karbamat koncentracio (~ 0,16 mg/l) és 14% feletti alkoholtartalmi mintak
esetén 6,84%-o0s reprodukalhatosagot jelez, és kiilon kiemeli a nagyobb alkoholkoncentracio esetén
romld reprodukalhatosagot. Ebbdl fakaddan az altalunk kifejlesztett eljaras — koltséghatékonysag
szempontjabol évente max. szdzas nagysagrendben érkez0 minta esetén — minden szempontbol
versenyképesnek tekinthetd.

Az étrendkiegészitok redukalt Qo tartalmanak meghatarozasara kidolgozott, ugyancsak
adalékolasra épitett kalibracios folyamatot igényld, HPLC-ESI-MS/MS modszer hianypotlonak
szamit ebben a matrixcsoportban, mivel napjaink rutin élelmiszeranalitikai miiszerét vonta be ebbe
a piaci szempontbol fontos szegmensbe. A mintaelokészités és a csatolt kromatografiai-
tomegspektrometriai vizsgalat mindségbiztositasa szempontjabol hasznosnak bizonyult, hogy egy
fiiggetlen AOAC modszerrel sikeriilt igazolni az optimalt eljards megfeleldségét a mennyiségi
meghatdrozds szempontjabol fontos kinyerési hatasfok oldalarol. A moddszerrel valodi
étrendkiegészité mintak redukalt Qo tartalmanak mérése tortént meg, amelyhez az
étrendkiegészitok nagy Qip koncentracioja miatt a szakirodalomtol eltérd, optimalt modon kellett
redukalt standardot eldallitani. A teljes eljaras — az etil-karbamatra kidolgozott moddszerhez
hasonléan — NAT-akkreditaciot kapott 2012-ben, els6ként ¢és mai napig egyediiliként
Magyarorszagon.

A mérés Kkiterjesztett bizonytalansaganak Osszetétele megmutatta, hogy a bizonytalansag

kiemelkedo és egyetlen szamottevé oka az etil-karbamat vizsgalathoz hasonldéan — a HPLC-ESI-MS
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berendezés altal szolgaltatott jel szordsa, annak ellenére, hogy mértéke kozelitdleg az 6tdde az etil-
karbamat vizsgalatnal tapasztaltnak. Ez azt jelenti, hogy az adalékolds, bar bonyolult és
munkaigényes eljarés, tehat sok, elvileg bizonytalansagot jelentésen noveld 1€pésbol all, a mérés
bizonytalansagdhoz gyakorlatilag nem jarul hozza, igy alkalmazisaval az altalunk elérheto
modozatok szempontjabol a legpontosabb mérést teszi lehetové elhanyagolhatd bizonytalansagi
tétel mellett.

Ellentétben az etil-karbamatra kidolgozott, adott piaci keretek kozott is versenyképes eljarassal, a
redukélt Qi tartalom meghatirozas a jelenlegi vegyszerarak (Qio, THF) és fogyasztovédelmi
gyakorlat tiikrében Magyarorszagon nem rentabilis, és alkalmazéasa ipari K + F tevékenységre

korlatozodik.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Elséként dolgoztam ki szarmazékképzésen alapulo HPLC-ESI-MS-MS modszert
szeszesitalok (palinka, brandy) etil-karbamat tartalmanak meghatarozasara. A

modszerfejlesztés soran:

e tomegspektrometriai oldalrél elséként jellemeztem a xantil-etil-karbamat és xantil-butil-
karbamat vegyiiletek viselkedését, megallapitva, hogy Na-adduktként ionizalodnak és
fragmentaciojuk stabil, MRM atmenetek kialakitasara alkalmas xanthidrol-fragmenseket
eredményez.

e megallapitottam, hogy a mddszer a fobb mennyiségi teljesitményjellemzdket (LOD,
LOQ, lineritas, pontossag) tekintve legaldbb egyenértékii, de szamos ponton jobb, mint a
hatalyos Magyar Borkdnyvben szerepld, vonatkozé GC-MS moddszer.

e megallapitottam, hogy a modszer kiterjesztett mérési bizonytalansdgat legnagyobb
mértékben nem a mintaelokészités, hanem az ESI-MS berendezés ismételhetosége
(szorésa) hatarozza meg.

e megallapitottam, hogy belsé standard vegyiilet céljaira sem a butil-karbamat, sem pedig
az imazalil nem alkalmas, igy az adalékolas megfeleld és koltséghatékony kalibracios

eljarast jelent.

2. Uj mintaelékészitési elveken nyugvé, HPLC-ESI-MS-MS alapii médszert dolgoztam ki
étrendkiegészité6 mintak redukalt Qo tartalmanak meghatarozasara. A modszerfejlesztés

soran:

e 1) adalékolasi eljarast dolgoztam ki, amelyben validdltam az ubikinon-redukcio
megfeleldségét.

e a vonatkoz6 (AOAC 2008.07) extrakcios eljarashoz képest gyorsabb mintael6készitési
modszert dolgoztam ki, amely egyuttal nagymértékben csokkenti a mintdban talalhatod
ubikinol oxidacidjat.

e megallapitottam, hogy a modszer kiterjesztett mérési bizonytalansagat legnagyobb
mértékben nem a mintael6készités, hanem az ESI-MS berendezés ismételhetosége

(szorasa) hatarozza meg.
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9. OSSZEFOGLALAS

A hazai palinkaf6zés felfutasdhoz és az EU altal propagalt, etil-karbamat bevitelt csokkenteni
szandékozo rendeletekhez igazodva a hatalyos borkonyvi modszernél szamos paraméterében jobb
teljesitményjellemzdkkel leirhatd, napjaink rutin élelmiszeranalitikai laboratoriumaiban fontos
szerepet jatszO HPLC-ESI-MS-MS o6sszedllitasra dolgoztam ki az etil-karbamat mérési eljarasat. A
folyamatban kulcsfontossagt volt az etil-karbamat szelektiv és érzékeny mérést lehetové tévo, 9-
xanthidrollal torténé szarmazékolas soran 1étrejovo xantil-etil-karbamat ESI-MS ionizacios és
fragmentacios viselkedésének leirdsa. A kidolgozott, NAT akkreditaciés szintet elérd eljaras
adalékolason alapulod kalibraciés modszere LRM mintakkal igazoltan pontos eredményeket
biztositott annak ellenére, hogy belsd standard bevezetésére irdnyuld kisérleteim (imazalil, butil-
karbamat) nem jartak sikerrel.

A mintak redukalt Qo tartalma az étrendkiegésziték és az ¢lelmiszerek oldalarél sokaig csupan
mint zavard tényez0 szerepelt, amely miatt uniformizéaldsra van sziikség a mintael6készités soran.
Ugyanakkor — részben piaci pozicionalas, részben kutatasi eredményekhez torténé igazodas
kovetkeztében — egyre nagyobb igény jelentkezik e koenzim redukalt/oxidalt ardnyéanak
meghatarozasara, amelyhez a korabbi ¢élettani vizsgéalatokhoz kapcsolddd klinikai analitikai
eljarasok kozvetleniil nem {iltethetok at. Dolgozatomban az élettani mintadkhoz képest a Qi
koenzimet 3-5 nagysagrenddel nagyobb koncentracioban tartalmazo étrendkiegészitok redukalt Qi
tartalmanak mintaeldkészitéséhez sziikséges ubikinol standard eldallitdsdnak optimalasat és
validalasat, az alkalmazando extrakcio oxidativ hatasdnak megallapitasat, az ubikinol jo hatasfoku
kinyerésére hasznalhatdo extrakciés modszer fiiggetlen (AOAC modszerre alapozott) eljarassal
torténd validalasat és a pontos mennyiségi mérést lehetdveé tévd adalékolas kidolgozasat hajtottam
végre. A vizsgalt 12 étrendkiegészitd minta fele tartalmazott redukalt Qi koenzimet annak ellenére,
hogy a gyart6 err6l nem szdmolt be a csomagolason — feltételezhetden a gyartas/kiszerelés kozben
1étrejovo, a kiindulasi oxidalt Q10-bdl redukcioval kialakuld mennyiségrdl van szo.

A mérési eljaras kiterjesztett bizonytalansagahoz tartozé mérleg felallitasaval megallapitottam,
hogy a folyamat bizonytalansadg szempontjabol ,,gyenge lancszeme” az ESI-MS késziilék szorasa,
amely annak ellenére vezetett + 25%-ot meghaladd bizonytalansaghoz, hogy 6nmagaban csupan

1%-ot tett ki.
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10. SUMMARY

The recent promotion of Hungarian ,,palinka” brewing and the regulative issues of the EU on the
decreasing of ethyl carbamate intake were the leading forces in my study to establish a novel
analytical method for the quantification of ethyl carbamate. The approach was based on LC-ESI-
MS, the plartform routinely used in food analytical laboratories, that could provide a method with a
set of analytical parameters exceeding those of the operative official method described in the
,,Hungarian Book of Wines” for almost all of the attributes. One of the important new features of
my method was the ESI-MS characterization of xantil-ethyl-carbamate, the derivative that could
make the whole procedure selective and sensitive enough. The final method achieved the
accreditation level and it could provide accurate results for LRM samples. The quality of the
method was not diminished by the unsuccessful introduction of internal standardization with
imazalil and buthyl carbamate as the applied spiking procedure could ompensate for analytical
losses and drifts.

The ubiquinol content of foods and food supplements has usually been considered as an analytical
interference that calls for uniformization during sample preparation. On the other hand, market
positioning and involving some recent reports ont he physioplogical attributes of ubiquinol, there
has been a growing interest in the quantification of this reduced form of coenyzme Q1o — however,
analytical methods developed in the human clinical area cannot be directly applied. In my study, the
analysis of food supplements containing Qi in a concentration range exceeding human
physiological samples with 3-5 orders of magnitude was targeted for ubiquinol quantification. The
method development process included (i) the preparation and validation of ubiquinol standard
solution, (ii) the assessment of oxidative properties of extraction methodologies, (iii) the AOAC-
method based validation of the extraction efficiency and the decomposition free character of the
sample preparation, and (iv) the establishment of a novel spikig method to provide accurate results.
Finally, half of the analysed food supplement samples contained ubiquinol. As no indication about
thsi compound was given on any labels of the products tested, the formation of ubiquinol may have
originated from unintentional reduction of the oxidised form of Qi during either the production or
the packaging processes.

The extended uncertainty budget of the procedure concluded that the step responsible for the
highest contribution was the standard deviation of the ESI-MS instrument. Indeed, 1% of standard

deviation of the ESI-MS resulted in +/- 25% uncertainty of the final analytical result.
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13. MELLEKLET

1. tablazat: A HPLC-ESI-MS Kkésziilék xantil-etil-karbamat mérések bizonytalansaganak

meghatarozasahoz felhasznalt, ismételt injektalasokbol szarmazo adatsora.

Csics alatti teriilet
Injektalas a xantil-etil-karbamat
sorszama kvantitativ MRM atmenetén,
cps

1 3,12E+05

2 3,24E+05

3 3,35E+05

4 3,23E+05

5 3,49E+05

6 3,38E+05

7 3,59E+05

8 3,48E+05

9 3,38E+05

10 3,33E+05
Atlag, cps 3,36E+05
Szoras, cps 13939,95

RSD, % 4,15%

2. tablazat: Az etil-karbamat mennyiségi meghatirozasa soran adalékolasi eljarasra épitett
harmadik kalibraciés ponthoz (masodik adalékolasi ponthoz) tartozé kiterjesztett mérési

bizonytalansag meghatarozasa, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

Eredeti Szélséértékkel Eltérés a
A o aa . terhelt L A? Hozzajarulas,
Tényez6 Szélsoérték koncentracio, L .. koncentracioban 2 o
ng/ml koncentracio, I/, ng/ml (ng/ml) %
ng/ml '
Vil 10000-20= 363,88 362,11 1,764731 3,11E+00 0,2
9980 wl
V2 600-0,7= 363,88 363,82 0,061766 3,81E-03 0,0
599,3 pl
V3 18'905'051: 363,88 368,58 -4,70004 2.21E+01 14
3,5-0,0025=
V4 24975 I 363,88 364,14 -0,2601 6,77E-02 0,0
3,5-0,0025=
V4 24975 ml 363,88 364,14 -0,2601 6,77E-02 0,0
123000-5105=
A 117895.5 cps 363,88 325,06 38,81526 1,51E+03 97,8
m 12,5-0,028868= 363,88 365,20 -1,31966 1,74E+00 0,1
12,47 ul
V5 25-0,02= 363,88 363,42 0,457509 2,09E-01 0,0
24,98 ml
0,2-0,0007=
V6 61993 ml 363,88 365,88 2 4,00E+00 0,3
V7 10-0,02= 363,88 362,73 1,145147 1,31E+00 0,1
9,98 ml
400-0,7=
V8 399.3 41 363,88 364,88 -1 1,00E+00 0,1
Szérasnégyzet /szumma, (ng/ml)% 1540,231 100
Széras /gyokvonas, ng/ml/ 39,246
k=2 kiterjesztés, ng/ml 78,49
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3. tablazat: Az etil-karbamat mennyiségi meghatarozasa soran adalékolasi eljarasra épitett
negyedik kalibracios ponthoz (harmadik adalékolasi ponthoz) tartozo kiterjesztett mérési

bizonytalansag meghatarozasa, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

Eredeti | Scisértéldel Eltérés a
L, o s . terhelt 5 A? HozzAjarulas,
Tényez6 Szélséérték koncentracio, L g koncentracioban 2 o
ng/ml koncentracio, /A, ng/ml (ng/ml) )
ng/ml '
Vi 10000-20= 317,14 314,38 2,754702 7,59E+00 0,2
9980 pl
V2 600-0,7= 317,14 317,04 0,096415 9,30E-03 0,0
5993 ul
V3 10-0,05= 317,14 324,47 7,33664 5,38E+01 14
9,95 ul
3,5-0,0025=
V4 3,4975 ml 317,14 317,36 -0,22669 5,14E-02 0,0
3,5-0,0025=
V4 3.4975 ml 317,14 317,36 -0,22669 5,14E-02 0,0
192000-7968=
A 184032 cps 317,14 256,55 60,58968 3,67E+03 97,6
m | 1250028868=1 57, 319,88 -2,74286 7,52E+400 0.2
12,47 ul
25-0,02=
V5 24.98 ml 317,14 316,22 0,915018 8,37E-01 0,0
0,2-0,0007= )
V6 0,1993 ml 317,14 321,14 4 1,60E+01 0,4
V7 10-0,02= 317,14 314,84 2,290295 5,25E+400 0.1
9,98 ml
800-0,7=
V8 7993 ul 317,14 318,14 -1 1,00E+00 0,0
Szérasnégyzet /szumma, (ng/ml)% 3763,242 100
Szoras /gyokvonas, ng/ml/ 61,345
k=2 kiterjesztés, ng/ml 122,69

4. tablazat: Az ubikinon és ubikinol kromatografias elvalasztasanak robusztussag-

vizsgalatahoz alkalmazott 2° teljes faktorialis kisérlettervezés adatai.

Ammonium- HPLC oszlop Oszlop
Mérés HPLC formiat puffer fiitési véltozd Puffer valtozo Hémérséklet- | Felbontas,
oszlop koncentracio, hémérséklete, (X2) valtozo (X3) R
o (X1)
mM C
1 A 2 35 1 -1 -1 12,2
2 A 2 45 1 -1 1 11,0
3 A 8 35 1 1 -1 12,7
4 A 8 45 1 1 1 11,4
5 B 2 35 -1 -1 -1 3,2
6 B 2 45 -1 -1 1 3,0
7 B 8 35 -1 1 -1 3,1
8 B 8 45 -1 1 1 2,9
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5. tablazat: Az ubikinon és ubikinol kromatografias elvalasztasanak robusztussag-

vizsgalatahoz alkalmazott 2° teljes faktorialis kisérlettervezés hatasai

Effect Estimates, Var.:R; R-sqr=.99999; Adj:.99993 (FullFactorial)

2**(3-0) design; MS Residual=.0015464

DV: R

Effect | Std.Err. t(1) p -95.% +95.% Coeff. | Std.H

Factor Cnf.Limt| Cnf.Limt Coel
Mean/Interc. 7.43919' 0.01390: 535.063: 0.001191, 7.2625. 7.61585f 7.43919'0.013
(1)Column 8.76577! 0.02780" 315.238. 0.00201! 8.4124! 9.11908f 4.38288/0.013
(2 Ammonium formiate (mM)| 0.17227! 0.02780° 6.195¢ 0.10187: -0.1810 0.52559{ 0.08613" 0.013
(3)Temperature -0.73538 | 0.02780| -26.446:/ 0.02406 | -1.0887( -0.38206f -0.36769 | 0.013
1by?2 0.253751 0.02780| 9.125f 0.06948/ -0.0995" 0.60706f 0.12687: 0.013
1by3 -0.53668'| 0.02780| -19.300(/ 0.03295! -0.8900: -0.18336/ -0.26834: 0.013
2 by 3 -0.055381 0.02780 -1.991¢ 0.296211 -0.4087: 0.29793] -0.02769: 0.013

6. tablazat: Az ubikinon és ubikinol kromatografias elvalasztasanak robusztussag-

vizsgalatahoz alkalmazott 2° teljes faktorialis kisérlettervezés ANOVA tablazata

ANOVA,; Var.:R; R-sqr=.99999; Adj:.99993 (FullFacto
2**(3-0) design; MS Residual=.0015464
DV: R
Factor SS |df| MS | F | p
(1)Column 153.677% 1/153.677%99375.27/0.00201¢
(2 Ammonium formiate (mM)| 0.059¢ 1| 0.059¢ 38.3£0.10187¢
(3)Temperature 1.081€¢ 1, 1.081€ 699.4(/0.02406:
1by2 0.128¢ 1/ 0.128¢ 83.270.06948¢
1by3 0.5761] 1| 0.5761 372.510.03295¢
2 by 3 0.0061 1 0.0061 3.97 0.29621(
Error 0.001% 1 0.001t
Total SS 155.530¢ 7

7. tablazat: Az ubikinon és ubikinol kromatografias elvalasztasanak robusztussag-

vizsgalatahoz alkalmazott 23 teljes faktorialis kisérlettervezés regresszios koefficiensei

Regr. Coefficients; Var.:R; R-sqr=.99999; Adj:.99993 (FullFact«

2*%(3-0) design; MS Residual=.0015464

DV: R

Regressn | Std.Err. t(1) p -95.% +95.%
Factor Coeff. Cnf.Limt | Cnf.Limt
Mean/Interc. 7.43919¢0.01390{535.06340.00119(, 7.26253¢ 7.61585¢
(1)Column 4.382880.013907/315.238¢0.00201¢| 4.20622¢ 4.55954¢
(2 Ammonium formiate (mM)| 0.086137 0.01390: 6.195£0.10187¢ -0.09052% 0.26279"
(3)Temperature ##t#H####10.013907) -26.44610.02406:| -0.54435( -0.191031
1by?2 0.12687%0.01390¢ 9.125£0.06948¢ -0.04978¢« 0.30353¢
1by3 ###H###10.013907) -19.300€ 0.03295¢| -0.445007 -0.09168¢
2 by 3 #H#####1 0.013907  -1.991€0.29621( -0.20435% 0.14896¢
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Predicted Means for Variable: R
2**(3-0) design; MS Residual=.0015464
Modelincludes: Main effects, 2-way inter.

(95.% confidence intervals are shown in parentheses)

11.371 (10.9,11.84)

23,13.17)

O yosaasL

11/75,12.68)
3

1. abra: Az ubikinon és ubikinol kromatografias elvalasztasanak robusztussag-
vizsgalatahoz alkalmazott 2° teljes faktorialis kisérlet soran kapott, becsiilt R értékek
atlaga a mért pontokon
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8. tablazat: A HPLC-ESI-MS késziillék redukalt Qg

meghatarozasahoz felhasznalt, ismételt injektalasokbol szarmazé adatsora.

mérések bizonytalansagianak

Injektalas
sorszama

a redukalt Qqy kvantitativ MRM

Csucs alatti teriilet

atmenetén, cps

8,89E+05

8,70E+05

8,91E+05

8,92E+05

8,79E+05

8,67E+05

8,73E+05

8,78E+05

OO N|ojO|Dh|WIN|F

8,74E+05

10

8,70E+05

Atlag, cps

8,78E+05

Szorés, cps

9286,19

RSD, %

1,06%

9. tablazat: A redukalt Qy tartalom meghatarozasnal felhasznalt centrifugacsévek 10 mL-re torténé

feltoltésének bizonytalansaganak meghatarozasahoz felhasznalt mérési adatsor

Centr.i.fugacsﬁ iires Centrifugacsfi 10 mL-re Kiilonbség, g
tomege, g feltoltott tomege, g

5,4097 15,4217 10,0120

5,4104 15,4380 10,0276

5,5012 15,4682 9,9670

5,4297 15,5262 10,0965

5,4143 15,5054 10,0911
Atlag, cps 10,03884
Szorés, cps 0,055

RSD, % 0,55
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10. tablazat: A redukalt Q;o mennyiségi meghatarozasa soran adalékolasi eljarasra épitett
harmadik kalibracios ponthoz (masodik adalékolasi ponthoz) tartozo Kiterjesztett mérési

bizonytalansag meghatarozasa, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

Eredeti Szélsbértékkel Eltérés a
L, o _ terhelt 5 A, HozzAjarulas,
Tényezo Szélséérték koncentracio, Koncentréicié koncentracioban (mg /g)2 %
mg/g ma/g /Al, mg/g
0,05-
ml 0,000028868= 8,606 8,611 -0,00497 2,47E-05 0,0
0,04997 g
0,0125-
m2 0,000028868= 8,606 8,697 -0,09054 8,20E-03 1,8
0,01247 g
V1 10000-55= 8,606 8,343 0,262957 6,91E-02 148
9945 ul
25-0,06=
V2 24,94 1 8,606 8,721 -0,11502 1,32E-02 2,8
25000-20=
V3 24980 yl 8,606 8,568 0,038248 1,46E-03 0,3
V4 10-0,05=9,95 ul 8,606 8,847 -0,24025 5,77E-02 12,4
12352-
V5 136=12216 cps 8,606 8,631 -0,0245 6,00E-04 0,1
4000-2,5=
V6 39975 yl 8,606 8,575 0,031388 9,85E-04 0,2
0,99-0,005=
R 0,985 8,606 8,804 -0,198 3,92E-02 8,4
86649-953,1=
A 85695,9 cps 8,606 8,080 0,525913 2,77E-01 59,2
Szérasnégyzet /szumma, (mg/g) %/ 0,467 100
Szoras /gyokvonas, mg/g / 0,683
k=2 kiterjesztés, mg/g 1,37
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11. tablazat: A redukalt Qo mennyiségi meghatarozasa soran adalékolasi eljarasra épitett
negyedik kalibracios ponthoz (harmadik adalékolasi ponthoz) tartozé Kiterjesztett mérési

bizonytalansag meghatarozasa, allandonak tekintett érzékenységi paraméter mellett

. Szélsdértékkel -
Eredeti Eltérés a 2 ceco1s
. ,, e nx s terhelt L A°, Hozzajarulas,
Tényez6 Szélséérték koncentracio, Cer koncentracioban 2 o
malg koncentricio, /A1, mglg (mg/g) %o
ma/g '
0,05-
ml 0,000028868= 6,107 6,110 -0,00353 1,24E-05 0,0
0,04997 g
0,0125-
m2 0,000028868= 6,107 6,288 -0,18108 3,28E-02 2,2
0,01247 g
V1 10000-55= 6,107 5,642 046483 2,16E-01 14,4
9945 ul
25-0,06=
V2 24,94 pl 6,107 6,310 -0,20332 4,13E-02 2,8
25000-20=
V3 24980 ul 6,107 6,039 0,067612 4,57E-03 0,3
V4 10-0,05=9,95 pl 6,107 6,531 -0,4247 1,80E-01 12,0
12352-
V5 136=12216 cps 6,107 6,131 -0,0245 6,00E-04 0,0
4000-2,5=
V6/1 39975 ul 6,107 6,131 -0,0245 6,00E-04 0,0
4000-2,5=
V6/2 39975 yl 6,107 6,044 0,062777 3,94E-03 0,3
R 019?)-8180505: 6,107 6,503 -0,396 1,57E-01 10,4
153170-1684,9=
A 151485 1 cps 6,107 5,177 0,92966 8,64E-01 57,6
Sz6rasnégyzet /szumma, (mg/g) %/ 1,501 100
Szoras /gyokvonas, mg/g / 1,225
k=2 kiterjesztés, mg/g 2,45
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