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BEVEZETES

A Scopus adatbazis szerint a ,,high-speed liquid”, ,,high-pressure liquid”, ,,high-performance
liquid”, ,,HPLC” ¢és a ,,chromatgraphic”/,,chromatography” szavakat-kifejezéseket tartalmazo
¢s nem gazkromatografiai rendszerre utald kozlemények szama 1966-1973 kozott
megkozelitette a kétszazat: egész pontosan 190 talalatrél van szo, amelyekbdl egyébként
egyetlen egy sem szarmazik az akkori szocialista orszagokbol. A keresést azért zartuk le az
1973-as datummal, mert ebben az évben jelent meg a Scopus adatai szerint eldszor olyan
¢lelmiszer-analitikai kozlemény, amely HPLC miiszer hasznalatara épitett: a szerzok on-line
UV detektalassal sorbdl humulon-szarmazékokat mutattak ki ill. azonositottak.

Bar az adatbazis kozel egy évtizednyi kiilonbséget mutat ki az altalanos céli HPLC
vizsgalatok és az élelmiszermatrix, mint halmazok metszete szerint, az élelmiszer-analitika
valdjaban sosem maradt le a modern miiszeres eljarasok alkalmazasa terén. Arrél van inkabb
sz0, hogy a rutin ¢élelmiszer-analitik4t nagyobb mértékben kototte guzsba a rendelkezésre alld
szabvanyok hasznalatanak ,.édes” kényszere, mint a K+F feladattal megbizott, legtobbszor a
gyogyszeriparnak dolgoz6 kutatdkat.

2014-re természetesen teljesen mas nagysagrendek és trendek jellemzok. Evente tobb ezer,
élelmiszerrel kapcsolatos HPLC eljarast publikdlnak a Scopus kimutatisai szerint. A NAT
adatbazisa tobb szaz akkreditdlt HPLC modszert sorol fel a hazai laboratériumok
eszkOztaraban, mig a Magyar Szabvanyligyi Testiilet honlapjan 33 hatalyos HPLC alapi MSZ
szabvany érhetd el, melyek egy része mar nem csupan tdmegspektrometriai, hanem deuteralt
belsd standard hasznalatara épit. Mindez azt jelenti, hogy a HPLC — és kifejezetten a HPLC-
(ESI)-MS is — megkeriilhetetlenné valt mind a rutin élelmiszeranalitikai mérések, mind pedig

a mddszerfejlesztések teriiletén.

PhD  ¢értekezésemben  HPLC-ESI-MS  technikdra  épitett, kordbban az  adott
(élelmiszer)matrixokra ilyen eljardssal nem vizsgalt célkomponensek mennyiségi
meghatarozasat célzd6 modszereket dolgoztam ki. A célkomponensek, az etil-karbamat és a
redukalt/oxidalt ubikinon szinte minden szempontbdl kiilonboznek egymastél — ami

Osszekototte Oket, az a standard addicios kalibraciora épitett, szelektiv mérésre alkalmas, a

késébbiekben NAT altal akkreditalt szinti HPLC-ESI-MS metodika.



CELKITUZESEK

A dolgozatban bemutatott vizsgalatok alapvetéen harom {6 témakdrre oszthatok. Az egyes

témakorokben az alabbi célokat tliztem ki:

1.

Az etil-karbamat mennyiségi meghatarozasara alkalmas, szelektiv HPLC-ESI-MS
modszer kidolgozasa, amely a vonatkozé szakirodalom szerint kutatdsaim megkezdése
elétt még nem allt rendelkezésre. Ehhez kapcsolodoan a mintael6készités és a
vizsgalati moddszer optimaldsa, validalasa, valédi mintdkon torténd alkalmazasa,
valamint a kiterjesztett mérési bizonytalansdg meghatarozésa, majd a kész mérési

modszer akkreditalasanak megvaldsitasa.

Etrendkiegészité mintakbol redukalt Qo koenzim mennyiségi meghatarozasara
alkalmas, szelektiv HPLC-ESI-MS mddszer kidolgozésa, annak akkreditalasa. Ehhez
kapcsolodoan az extrakcion alapuld mintaeldkészités miatt kiilon figyelmet kell
forditani a mérés mindségbiztositasara, igy a mar elérhetd validalt AOAC moddszer
beépitésére a kinyerési hatasfok megallapitdsdhoz, a redukalt Qo koenzim in situ
eldallitasanak optimalasara, €s a kalibracids eljaras megfeleld kivalasztasara. Ennél a
feladatnal is cél a kiterjesztett mérési bizonytalansdg meghatarozasa, mivel ez a
paraméter nagyon ritkan keriil kozlésre annak ellenére, hogy ez tiikr6zi valojaban a

kifejlesztett modszerek miiveleti paramétereknek valo kitettségét.



ANYAG ES MODSZER

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografids elvalasztds soran Agilent 1100 tipusa HPLC
rendszert alkalmaztam, amely légmentesité egységbdl, kétcsatornas pumpabol, automata
mintaadagolobol és kolonna termosztatbol épiilt fel. Az etil-karbamat meghatirozasara
iranyulo kisérletek sordn a Zorbax XDB Cjg (2,Imm x 50 mm; 3,5 um szemcseatméro;
Agilent) oszlopot hasznaltam, mig a Qo koenzim vizsgalata soran az XTerra® MS Ci5 (2,Imm
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 rendszer(i és
linearis ioncsapdaval felszerelt tandem tomegspektrométert kapcsoltam. Ionforrasként
TurboIonSpray® tipustt pneumatikus ESI ionforrast alkalmaztam. A porlasztdst nitrogéngaz
(99,7% tisztasagl) segitségével végeztem. Az adatok kiértékelése az Analyst szoftver 1.4.2-es
verzidjaval tortént.

A standard mintdk elemzését kiegészitettem HPLC-ESI-QTOF-MS késziilékkel torténd
meghatarozassal, melynek soran az Agilent 6530 QTOF késziilékét hasznaltam Agilent 6220
tipusrdl szarmazd dual ESI ionforrdst alkalmazva, pozitiv ionizaciés modban. A
tomegspektrométert a 4 GHz-es nagy felbontasu tizemodban hasznaltam, ahol a felbontas m/z
922 relativ tomegnél jellemzéen meghaladta a 19000-es értéket.

Vizsgalati mintak etil-karbamatra

A mintdk hazi {6z€ésbol, kiilonb6zo termoteriiletrdl, eltérd termesztési és fozési
technologiaval, ugyanakkor az Eurdopai Uni6 szabalyainak megfeleld (EEC No. 1576/89)
palinkaf6zd ilizemekbdl szarmaznak. A hazi {6zésbdl szarmazd palinkdk alapanyaga a
kovetkezd 14 gylimolcsfajta 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.), csipkebogy6 (Rosa rubiginosa L.) és berkenye (Sorbus domestica L.). A
mintak deklaralt alkohol tartalma 45-62'/,% kozott mozgott, amelyet Milli-Q vizzel 40%-ra
allitottam be. Ezt kdvetden a sajat készitésti palinka minta is vizsgalatra kertilt, amely vegyes

gylimdlesokbdl késziilt, és késdbb referencia anyagként vett részt a modszer akkreditalasaban.



Vizsgalati mintak Q¢ koenzimre

Kereskedelmi forgalomban kaphaté Q;¢ étrendkiegészité tablettdkat ¢és gélkapszulakat
vizsgaltam Osszesen 12 készitményt, amelyeken egyik esetben sem tiintette fel a hazai vagy
kinai gyartd/forgalmazo, hogy tartalmazna redukalt Q;o koenzimet. Minden egyes mintat
kozvetleniil a mintaelokészités elott bontottam fel, 10 kapszula/tabletta tartalmat
homogenizaltam ¢és mértem meg. A megfeleld homogenitds eléréséhez a tablettakat

dorzsmozsarban egynemdusitettem.

EREDMENYEK

Etil-karbamat meghatarozas

A xanthidrollal torténd szarmazékképzéssel kombinalt HPLC-ESI-MS/MS detektalas olyan
modszer kidolgozéasat tette lehetdvé, amely révén nagy érzékenységgel, alacsony etil-
karbamat koncentracidt lehet kimutatni, bonyolult mintaeldkészitési — elOtisztitasi igény
nélkiil. A moddszer teljesitményjellemzdéinek validalasat — Dbeleértve a pontossag
meghatarozasat is — kovetden a moddszer alkalmassd valt akkreditalt laboratoriumi
alkalmazasra, amelyet 2010 oOta az orszagban els6ként NAT akkreditacid is igazolt. A
modszer értékét a hatalyos borkdnyvi eljarashoz képest nem csokkenti, hogy nem épiil belsé
standard hasznélatara, mivel az adalékolasi eljaras pontossag szempontjabol a deuteralt belsd
standardot hasznalé modszerek utan kovetkezik.

Bar ez a vegylilet kozvetve rendelkezésre allt attol a pillanattdl kezdve, hogy legeldszor
végrehajtottdk oldatban az etil-karbamat 9-xanthidrolos szarmazékképzését, maganak a
vegylletnek a kitisztitasa legalabb optimalasi szintli fokra korabban még nem tortént meg.
Ebbdl fakaddan a szarmazék ESI-MS/MS viselkedése nem volt szakirodalomban
hozzéaférhetd. Kisérleteink szerint a xantil-etil-karbamétndl nem a natrium-ion szakad le
onmagaban, hanem a teljes szarmazékolt aminocsoport, igy egy xanthidrol-fragmens
(m/z 181.1, [C13HoO]") és annak egy ESI-MS esetén ritkanak mondhato, paratlan
elektronszamu gyokos fragmense (m/z 152.1, [CoHg]") keletkezik, mindkettd kimagaslo
intenzitassal. Az LOD és az LOQ értékeit két modon allapitottam meg. Egyrészt xantil-etil-
karbamat standardot oldottunk fel 40 Y/,% etanolban, és a kromatografids cstcs el6tti
tartomanybol (tg=2,5-3,0 perc) szamitassal hataroztuk meg a LOD (alapzaj + alapzaj
szorasanak haromszorosa) és LOQ (alapzaj + alapzaj szérdsénak tizszerese) paramétereket.
Ezen eljarasmod azonban nem tiikrézi a mintaeldkészitéssel és a mintamatrixszal bejutd

esetleges zavar6 komponensek €s a természetesen megnovekvd zaj miatti jel/zaj viszony



romlasat, igy a szamitast elvégeztiik egy elméletileg etil-karbamatot nem hordozé valdédi
minta, csipkebogyo palinka mérésével is. Az igy kapott LOD és LOQ értékek valamivel
magasabbak lettek ugyan, azonban azonos nagysagrendbe esik a legtobb GC-MS modszer
hasonl6é paraméterével és a joval kevésbé szelektiv HPLC-FD modszerekkel.

A mérés Kkiterjesztett bizonytalansaganak Osszetétele megmutatta, hogy a bizonytalansag
kiemelkedd ¢és egyetlen szamottevd oka a HPLC-ESI-MS berendezés altal szolgaltatott jel
szorasa, amely mellett az Osszes jarulékos 1épés bizonytalansdga elhanyagolhatd. Mivel a
szakirodalomban tudomasunk szerint eddig nem kozolték egyetlen hasonld (etil-karbamatra
vonatkozd) mérési eljaras kiterjesztett mérési bizonytalansagat, igy az altalunk kapott érték
,JOsagat” megitélni csak annak fényében tudjuk, hogy a Magyar Borkonyv borok etil-
karbamat tartalmanak meghatarozasanal a palinkdkra jellemz6 etil-karbamat koncentracié (~
0,16 mg/l) és 14% feletti alkoholtartalmti mintak esetén 6,84%-o0s reprodukalhatosagot jelez,
¢s kiilon kiemeli a nagyobb alkoholkoncentracid esetén romld reprodukalhatéosagot. Ebbol
fakaddan az altalunk kifejlesztett eljaras — koltséghatékonysag szempontjabol évente max.
szazas nagysagrendben érkezd minta esetén — minden szempontbol versenyképesnek
tekinthetd.

Q10 koenzim meghatarozasanak eredményei

Az ¢étrendkiegészitOk redukalt Q;o tartalmanak meghatarozésara kidolgozott, ugyancsak
adalékolasra épitett kalibraciés folyamatot igényld, HPLC-ESI-MS/MS mddszer
hidnypoétlonak szamit ebben a matrixcsoportban, mivel napjaink rutin élelmiszeranalitikai
miiszerét vonta be ebbe a piaci szempontbol fontos szegmensbe. A mintaeldkészités és a
csatolt kromatografiai-tomegspektrometriai vizsgalat mindségbiztositdsa szempontjabol
hasznosnak bizonyult, hogy egy fiiggetlen AOAC modszerrel sikeriilt igazolni az optimalt
eljaras megfeleldségét a mennyiségi meghatarozas szempontjabol fontos kinyerési hatasfok
oldalar6l. A modszerrel valddi étrendkiegészitd mintdk redukélt Q;o tartalmanak mérése
tortént meg, amelyhez az étrendkiegészitok nagy Q¢ koncentracidja miatt a szakirodalomtol
eltérd, optimalt modon kellett redukalt standardot eldallitani. A vizsgalt 12 étrendkiegészitd
minta fele tartalmazott redukalt Q;o koenzimet annak ellenére, hogy a gyartd errél nem
szamolt be a csomagolason — feltételezhetéen a gyartas/kiszerelés kozben létrejovo, a
kiindulasi oxidalt Q;o-bdl redukcidval kialakulé mennyiségrél van sz6. A teljes eljaras — az
etil-karbamatra kidolgozott mddszerhez hasonléan — NAT-akkreditaciot kapott 2012-ben,
elsoként és mai napig egyediiliként Magyarorszagon.

A mérés kiterjesztett bizonytalansaganak Osszetétele megmutatta, hogy a bizonytalansag

kiemelkedd és egyetlen szamottevd oka az etil-karbamat vizsgalathoz hasonléan — a HPLC-



ESI-MS berendezés altal szolgaltatott jel szorasa, annak ellenére, hogy mértéke kozelitdleg az
otode az etil-karbamat vizsgélatnal tapasztaltnak. Ez azt jelenti, hogy az adalékolas, bar
bonyolult és munkaigényes eljaras, tehat sok, elvileg bizonytalansidgot jelentésen nodveld
1épésbal all, a mérés bizonytalansagahoz gyakorlatilag nem jarul hozza, igy alkalmazéasaval az
altalunk elérhet6 moddozatok szempontjabol a legpontosabb mérést teszi lehetové
elhanyagolhat6 bizonytalansagi tétel mellett.

Ellentétben az etil-karbamatra kidolgozott, adott piaci keretek kozott is versenyképes
eljarassal, a redukalt Q;, tartalom meghatarozas a jelenlegi vegyszerarak (Qpo, THF) és
fogyasztovédelmi gyakorlat tiikkrében Magyarorszagon nem rentabilis, és alkalmazasa ipari K

+ F tevékenységre korlatozodik.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Elsoként dolgoztam Ki szarmazékképzésen alapulo HPLC-ESI-MS-MS modszert

szeszesitalok (palinka, brandy) etil-karbamat tartalmanak meghatarozasara. A

modszerfejlesztés soran:

tomegspektrometriai oldalrol els6ként jellemeztem a xantil-etil-karbamat €s xantil-
butil-karbamat vegyiiletek viselkedését, megallapitva, hogy Na-adduktként
ionizalédnak és fragmentaciojuk stabil, MRM atmenetek kialakitasara alkalmas
xanthidrol-fragmenseket eredményez.

megallapitottam, hogy a modszer a fObb mennyiségi teljesitményjellemzdket
(LOD, LOQ, lineritds, pontossdg) tekintve legalabb egyenértékli, de szamos
ponton jobb, mint a hatdlyos Magyar Borkonyvben szerepld, vonatkozé GC-MS
modszer.

megallapitottam, hogy a mddszer kiterjesztett mérési bizonytalansagat legnagyobb
mértékben nem a mintael0készités, hanem az ESI-MS berendezés ismételhetdsége
(szorésa) hatdrozza meg.

megallapitottam, hogy belsd standard vegyiilet céljaira sem a butil-karbamat, sem
pedig az imazalil nem alkalmas, igy az adalékolds megfeleld és koltséghatékony

kalibracids eljarast jelent.

2. Uj mintael6készitési elveken nyugvé, HPLC-ESI-MS-MS alapti médszert dolgoztam

ki étrendkiegészité mintak redukalt Qo tartalmanak meghatarozasara. A

modszerfejlesztés soran:

uj adalékolasi eljarast dolgoztam ki, amelyben validaltam az ubikinon-redukcio6
megfeleloségét.

a vonatkoz6 (AOAC 2008.07) extrakciés eljarashoz képest gyorsabb
mintaelOkészitési modszert dolgoztam ki, amely egyuttal nagymértékben csokkenti
a mintaban talalhat6 ubikinol oxidéciojat.

megallapitottam, hogy a mddszer kiterjesztett mérési bizonytalansagat legnagyobb
mértékben nem a mintaeldkészités, hanem az ESI-MS berendezés ismételhetdsége

(sz6résa) hatdrozza meg.
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