SZAKDOLGOZAT

Balazs Viktoria Bernadett
2022.



NMIA\! =

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem

Elelmiszertudoményi és Technolégiai Intézet

Elelmiszerkémia és -Analitika Tanszék

Kiilonleges mintaeclokeszitesi technikak
Osszehasonlitasa vanilia 6rlemény aflatoxin

tartalmanak meghatarozasara UHPLC-MS/MS

modszerrel

Balazs Viktoria Bernadett
BUDAPEST

2022.



Magyar Agrdr- és Elettudomdnyi Egyetem
Elelmiszertudomdnyi és Technoldgiai Intézet

Szak neve: BSc Elelmiszermérnoki
Tartositoipari technologiak és mindségiigy

Szakdolgozat készités helye: Elelmiszerkémia és -Analitika Tanszék

Hallgat6: Baldzs Viktoria Bernadett

A szakdolgozat cime: Kiilonleges mintael6készitési technikik dsszehasonlitdsa vanilia
6rlemény aflatoxin tartalmanak meghatarozasara UHPLC-MS/MS madszerrel

Konzulens: dr. Uveges Marta és Nagy Katalin
Kiilsé konzulens esetén tanszéki felelds: -

Beadas datuma: 2022. 10. 28.

Va4 LA Mes2

szakdol gozat készités helyének vezetdje 3 konzulens
Dr. Abranké Laszlo Dr. Uveges Marta, Nagy Katalin

Dr. M4té Monika
Tartositoipari technologiak és mindségligy




Tartalom

L BEVEZELES .eeeiiiiiieiiee ettt 1
B <] 1 <1311/ PP P PO 3
3. Irodalmi AtEKINTES .....cc.eiieiiiiiiiieie e 4
3.1 A VANTIA ettt be b e ne e 4
3.2 AZ AFIALOXTNOK ... 6
3.3 IMINEACIOKESZIEES ...ttt ettt sttt e e bt e anbeesbe e b e 8
3.4 IMEIESTECINTKE ... e 13
34.1 AZ UHPLC MS/MS KESZUIEK ......veeiiiiiiieiiiiiee et sb s 13
3.5 VAlIAALAS . ...t naee s 15
4. Anyagok €S MOASZETEK ........coviiiiiiiiiiiiieii e 17
4.1 A mintaelOkeEszites anyagai, VEZYSZETCI.......ueruurriueeiiieireeiieesieesieesiee e sneeseesree e 17
4.2 A mintaelOkészités és mérés eszkozel, berendezEsel........oovvvvviriiiiiiiiiiiiiiininee i, 18
4.3 IMOASZETEK ...ttt ettt be e ne e 19
43.1 IMETOMOASZET ...ttt e 19
4.3.2 Mintaelokészitési MOASZETEK ....vovvevieriiiiiiiieie e 19
4.3.3 A QUEChERS (Q) MOASZET ......coviiiiiiiieiieeiee e 20
4.3.4 A MycoSpin (M) MOASZET ......cceevviiiiiiiiiiie s 22
4.3.5 A QuEChERS + MycoSpin (Q+M) mOdSZEr..........covvieieiiieie e 23
4.4 A Validalas @lOKESZITESE .....eiverivreeiieiiieiiie sttt 24
5. Eredmeények €s €rtekelEstiK..........ooimiiimiiiiiiii 26
5.1 A 90 és 3 perces MycoSpin modszerek dsszehasonlitdsa.........oocveevieeiiiieiiiiieninnnn, 26

5.2 QuEChERS, MycoSpin és QUEChERS + MycoSpin modszerek dsszehasonlitasa .. 27

5.3 A MycoSpin mOdszer ValidAIASa. ..........veiiiiiiiiiiiieiieseee e 29
5.3.1 Szelektivitds VIZSZAlat .........ccoovviiiiiiiiii e 29
5.3.2 Linearitas, MAtriXNatas .........ceeiiiiiiiie it aae e e e 31

5.3.3 LOD, LOQ, mérési tartomany KijelolEse ..........covvrvviiiiiiiiniiiiiiiiinceec 34



5.34 Visszanyerés vizsgalat €s iSmetelhetOSEg .......oovvvivviiviiiiiiiiiiiii e 35

B.  OSSZEIOIANAS .....cvoveceviceiccie ettt 37
7. Trodalmi hivatkOZASOK.........cccviiiiiiiiiiic e 38
8. KOSZONENYIIVANITAS ....eeveiiiiiiiiiiei e 44

9. NVYIHAKOZALOK ... oo et 45



1. Bevezetés

Mar az emberiség torténelmének hajnaldn felmeriilt az élelmiszerek tartositasa utani
igény. Mindennapi kényelmiinket szolgélja az, ha elkészithetjiik akar egy egész hétre elére
ételeinket és késObb a fOzésre szant idoben mas, hasznos dologra fordithatjuk a
figyelmiinket. Ehhez viszont az élelmiszert megfelel6 koriilmények kozott sziikséges tarolni,
hogy elfogyasztasa ne jelentsen egészségiigyi kockazatot. Az idok folyaman kifejlodott
tartositasi  technikakat  Osszefoglald  tartésitoipar  ebben  nyujt  segitséget.
A mindségmegdrzési technikdk egyike a vizelvondssal torténd tartositas. A mikrobdk
elszaporoddsanak egyik alapfeltétele megfeleld mennyiségli hozzaférhetd viz jelenléte,
amelyet a magas viztartalmu élelmiszerek biztosithatnak. Vizelvonassal torténd tartositas
soran altalaban a jo eltarthatosdg érdekében az élelmiszerek viztartalmat nem csak a
mikrobialis romlas hatarértéke ala allitjak be, hanem cél az enzimatikus és nem-enzimatikus
romlési folyamatok megakadalyozasa is. A fliszerek nagy tobbségét szaritassal konzervaljak,
esetleg kivonatot készitenek beldle, vagy célzott mddon, az €16 mikroorganizmusokat
pusztitjdk el. A gyakorlatban a legelterjedtebb tartdsitasi eljards a szaritds, ami
leggyakrabban a betakaritast kovetden a fliszer foldre vald kiteregetését és nap altali
szaritasat jelenti. Ez a modszer a szant6foldi penészek terjedése miatt problémakat vet fel.
Egyrészt a foldbdl parolgo nedvesség lecsapodhat a fliszer porozus feliiletén nedvesitve azt,
megfeleld életfeltételeket kindlva a penészgombdak szamdara, masrészt a fold felszine nem
steril, hanem €16 anyag, szennyezett penészgomba sporakkal. Nagy a penészesedésnek vald
kitettség akkor is, amikor a tropusi termoteriiletekrdl szallitanak fliszereket tengeri tton.
A folyamatosan magas paratartalom nagy kockéazatot jelent a szaritmanyok penészesedésére
nézve. A penészgombak terjedése, az esztétikai hiban til, onmagéaban is egészségkarosito
lehet, de fOleg a mikotoxinok képzddése miatt jelent gondot. Ezek az anyagok kis
koncentracioban is (ng/kg) human karcinogén, teratogén ¢és mutagén tulajdonsagokkal is
rendelkezhetnek. Az ¢élelmiszerekben valé jelenlétik kimutatdsa ¢és mennyiségi
meghatdrozasa tobb okbol is kihivas elé allitja az analitikusokat. A penészgombak
elszaporodasaval jard telepképzddés jellemzden foltokban valdésul meg, igy az
¢lelmiszermintdkban erdsen heterogén a penészek és az altaluk termelt mikotoxinok
eloszlasa. Ezt a jelenséget figyelembe kell venniink az analizishez sziikséges minta
mennyiségének meghatarozasakor, valamint a mintavételi stratégia kidolgozédsa soran.

Tovéabbi nehézséget jelenthet az Osszetett €lelmiszermatrix jelenléte, amely mintatisztitasi



1épések alkalmazdsat igényli, valamint a mikotoxinok mintdkban eléfordulé alacsony
koncentracioi, amely az analizishez sziikséges miiszerezettséget befolyasolja.

Munkam arra iranyult, hogy foként az Aspergillus torzs altal termelt négy féle aflatoxin
adott matrixra optimalt mintael6készitési modszert fejlesszek. Korabbi kutatasi eredmények
bizonyitjdk, hogy az eredetileg novényvéddszer-analitikdban haszndlt "QuEchERS"
mintael6készitési eljaras jol alkalmazhaté vaniliabab fiiszerminta esetén, mikotoxinok
LC-MS vizsgalata soran. (Andraskd, 2021) A Tanszéken korabban mar optimalizalt
QuEChERS mintaelokészitési mddszert hasonlitottam 0Ossze egy specialis, kifejezetten
mikotoxin vizsgalatokhoz tervezett mintaelOkészitési eszkdzzel, a MycoSpin technikaval.
A kiilonb6z6 mintaelOkészitési eljarasokat kovetden a mintdk mikotoxin tartalmat UHPLC-
ESI-MS/MS segitségével hataroztam meg. Célom volt a vanilia matrixra optimalis, hatékony
mintaelokészitési modszer kivalasztasa, majd ezt kovetden a vélasztott mintaelokészitéssel

egybekotott mikotoxin mérémodszer validalasa.



2. Célkitiizés

Kutatasom soran célul tliztem ki a hazankban is igen kedvelt fiiszer, a vanilia, aflatoxin
tartalmanak meghatarozasara egy lehetdség szerint gyors, konnyen reprodukalhato6 és pontos
mintaelokészitési eljarassal egybekotott, Europai Unids szabalyozasnak megfeleld, validalt
analitikai modszer kidolgozasat.

A vanilidhoz hasonlo fliszerek leggyakrabban az aflatoxin Bl, B2, G1 ¢és G2
modosulatokkal szennyezettek, emiatt ezeket a vegylileteket tliztem ki célvegyiiletnek.
Mikotoxinok specifikus vizsgalatdra és mennyiségi meghatarozasara legelterjedtebben az
UHPLC-ESI-MS/MS rendszerek alkalmazhatok. Ezen rendszerekben a mérendd
komponensek id6ében és térben torténd elvalasztdsa folyadék féazisban torténik, igy
alkalmazasukat szilard mintak esetén megelézi valamilyen extrakcids eljaras, amely a
célkomponensek oldatba vitelét célozza. Bonyolult élelmiszermatrixok esetén, mint amilyen
az altalam vizsgalt vanilia 6rlemény is, az extrakcié soran a célvegyiileteken kiviil szdmos
egy¢b matrixalkotd is oldatba keriil, ezzel nehezitve az analizist. Hasonld analitikai
probléma megoldasanal igy kulcsfontossagu 1épés a sajat matrixra optimalt, megfeleld
extrakcios  hatasfoki  mintaelokészitési modszer kidolgozasa. A folyadékminta
megtisztitasara eltérd elven mikodd (QUEChERS és a MycoSpin) technikakat probaltam ki
¢s hasonlitottam dssze.

Munkam soran az alabbi célokat kivantam elérni:

- A MycoSpin gyari specifikacigjadban foglalt kétféle extrahdlasi lehetOség
Osszehasonlitéasa.

- A QuEChERS, a MycoSpin, valamint a két moddszer kombindcidjanak
eredményeképpen kinyert vanilia extraktumok aflatoxin-tartalmara kapott LC-MS mérési
jelek Osszehasonlitasa, ezek alapjan a leghatékonyabbnak bizonyuld mintatisztitdsi modszer
kivélasztasa.

- Végiil célom volt az idd, anyag, és munkaigény szempontjabdl alkalmasabb MycoSpin
mintatisztitissal egybekotott LC-MS mérémodszer analitikai teljesitményjellemzdinek
validalasa vanilia 6rlemény aflatoxin tartalmédnak meghatdrozasara a hatalyos eldirasok

szerint.



3. Irodalmi attekintés

3.1 A vanilia

A vanilia novény a kosborfélék csaladjaba tartozik.(Bory at al., 2007) Az egyetlen
orchidea féle, melynek ehetd a termése. Ez a nagyjabdl tizendt centiméteres bab termés
tartalmazza az élelmiszeriparban is felhasznalt aromaanyagot. A vanilia novény trépusi,
szubtropusi teriileteken terem, szaz koriili faja koziil harmat termesztenek. A legillatosabb,
a Vanilla planifolia, aminek szarmazasi helye Mexikd. Az aztékok mar kétezer éve is
hasznaltak izesitoszerként, Europdban a 19. szdzad vége Ota termesztik nagyobb
mennyiségben. Ekkor fedezték fel, hogyan lehet a Mexikoban 6shonos, de Eurépaban nem
€16 kisméretli kolibrik és méhek segitsége nélkiil, kézzel megtermékenyiteni a virdgokat.

(1. abra)

5
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1. abra — A vanilia virdg beporzasa (Internet 1.)

A vanilia viragok beporzdsa ma is ugyanazzal a modszerrel, emberi erdvel torténik.
A viragok megtermékenyitése utan kilenc honappal, kézzel sziiretelik az érett babokat,
melyeket a leszedés utan 48 oran beliil 65°C-os vizben aztatnak 3 percig és 24 6ran keresztiil
lefedve dunsztoljak, majd két 1épésben kiszaritjak dket. A szaritas elsd 10 napjaban a vanilia
rudakat tlizd napon szaritjak, a kovetkezd, honapokon at tartd szaritasi szakasz arnyékban
valosul meg, jol szell6zd helyen. Igy alakul ki a jellegzetes aroma, az olajosan csillogo
fényes burok alatt. Atlagosan két év telik el a beporzas és a kereskedelmi forgalomba keriilés
kozott. A legerdsebb izesitd tulajdonsaggal a termés magjai birnak, melyekbdl akar tobbezer
is lehet egy-egy hiivelyben. (Internet 2.).

Az igazi vaniliabab kereskedelmi forgalomban 6rleményként és egész rudként kaphato,
melyeket a boltok polcain a fiiszerek kozott, attetszé csomagolasban taladlunk. Pont emiatt, a

vanilia elsé sorban, mint édes ételek €s italok izesitdszere juthat esziinkbe, hiszen erdsiti az
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édes és elfedi a keseri izeket. Am mindezeken tul hasznaljak dohanytermékekhez,
aromaterapiaban nyugtaté és noknél fajdalomcsokkentd hatdsa miatt, a kozmetikaiparban
parfimok, gyertyak, haztartasi légfrissitok illatositasara, gyogyszer alapanyagként a stressz
szint csOkkentésére, valamint rovarriasztd, szag elfedd szerként és a miianyag iparban is.
(Medina et al., 2009) A legtobb felhasznalasi teriileten szintetikusan eldallitott vegyiileteit
alkalmazzdk, hiszen a kézi feldolgozas, a termelési és a szallitdsi nehézségek miatt az igazi
vaniliabab ara igencsak borsos, 2022-ben 160.000 — 190.000 forintért kaphatunk egy
kilogrammot. (Internet 3.) A névény epifiton, azaz fak térzsén tamaszkodo, de nem é16skddo
¢letmddja miatt a betakaritas sem gépesithetd, tehat a beporzas mellett ezt is emberek végzik.
(Medina et al., 2009) Ezeken kiviil a szaradas soran tobbszor ellenérzik mindséget, a foldre,
vaszonra Kkiteritve valogatjadk, osztidlyozzak a terméseket. (2. abra) Ez a penészek

szempontjabol kontaminécios kockéazatot jelent.

2. dbra - Vaniliabab szaritasa (Internet 4.)

Mivel a vanilia névény a napos és nedves szubtropusi-tropusi kornyezetben terem, a
klima miatt fokozott gombafertdzési kockazatnak van kitéve mind az anya névény, mind a
termés. Tovabba a termeldteriiletekrdl hajoval szallitjak az arut, melynek soran kiilléndsen
fontos, hogy megfeleld csomagolds segitségével megovjuk a terméket a magas

paratartalomtodl, ami penészesedést vonhat maga utan.



A fonalas gombak altal, szekunder metabolitként termelt, a gerinces él6lényekre karos
hatast kifejto toxinokat mikotoxinoknak nevezziik. (Richard, 2007) A miko- elétag a gomba
eredetli szarmazasra utal, a toxin pedig méreganyagot jelent. Az etimoldgiai sz6tar szerint
mindkét szorészlet gordg eredeti. (Internet 5.) (Internet 6.) A magyar lakossagnak a
,mikotoxin” sz6 a 2004-es pirospaprika botrannyal kapcsolatban csenghet ismerdsen.
(Internet 7.), ekkor a Hungarikumnak szamit6, forgalomban 1év6 fiiszer pirospaprikaban
mutattak ki aflatoxin szennyezést. A Magyarorszagon megtermelt mindségi pirospaprikat
Dél-Amerikabol, Dél-Afrikabol és Spanyolorszagbol szarmazo, toxinnal szennyezett
paprikaval higitottdk, gyakran a valddi eredet megjel6lése nélkiil. A botrany bekeriilt a
médidba és igy koztudatba a penészes ételek fogyasztdsanak ujabb kockézati tényezdjeként
épiilt be a mikotoxin szennyezettség.

Az Elelmiszer- és takarmanybiztonsagi riasztasi rendszer, a RASFF, 2010 és 2019
kozotti adatait elemzO kutatds szerint, (Alshannaq, 2021) az ¢élelmiszerekben, és
takarmanyokban taldlhat6 leggyakoribb, legtoxikusabb és legrakkeltdbb mikotoxinok az
aflatoxinok. Az USA-bdl az EU-ba importalt termékek jelentései koziil a mikotoxin
szennyezetts€g miatti értesitések 95%-a vonatkozott élelmiszerre és 5%-a takarményra.
A takarmanyra torténd bejelentések mindegyike aflatoxin szennyezettség miatt tortént.
Ez az adat azért fontos, mert a fliszerek a takarmanyokhoz hasonloan keriilnek betakaritasra,
szaritasra és szallitdsra, emiatt a kitettségiik az aflatoxin szennyezésre hasonl6 kell, hogy
legyen.

A NEBIH szerint a gombatoxinok koziil az emberi szervezetre az aflatoxinok, az
ochratoxin-A, a patulin, a DON, a zearalenon, a fumonizinek, a T-2 és a HT-2 toxin a
legkarosabbak. Az élelmiszerekben torekedni kell a mikotoxinok minél teljesebb kizarasara.
Mivel a legtobb ¢€lelmiszer alapanyag eleve szennyezett, valamint a sporak a levegdben is
megtaldlhatok, a zéro tolerancia nem megoldas. Ezért maximalis megengedhetd mennyiség
van meghatarozva minden élelmiszer tipushoz, a legjellemzébb mikotoxinokra. (Internet 8.)

Az aflatoxinok az Aspergillus flavus gombarol kaptak neviiket, roviditésiik az ,,AF” is
innen ered. A Bl és B2, valamint G1 és G2 rovidités az angol blue és green szavakbol
szarmazik, mivel ezek az aflatoxinok ultraibolya fényben kék és zold szinnel fluoreszkalnak.
Az M rovidités az angol milk, azaz tej szora utal. Ez a forma az aflatoxin B-vel vagy G-vel
szennyezett  takarmanyt  fogyasztdé  szarvasmarhdk  tejében  fordul  eld.

(Bezerra da Rocha, 2014, De Ruyck, 2015)



Szerkezetiiket tekintve az M1 és az M2 dihidro-, a B1 a B2, a G1 és a G2 és
tetrahidrofuranofuranok. A 3. 4bran lathatd szerkezetilkknek megfeleléen, a tobb

Osszekapcsolt gyliri miatt vizben alig, szerves olddszerekben kival6an oldddnak.

3. dbra - Aflatoxinok szerkezete (Internet 9.)

El6szor az Aspergillus flavus gombabol mutattak ki jelenlétiiket. Ettdl fiiggetlentil tobb
penészgomba faj eld tudja allitani ugyanazt a mikotoxint illetve, egy-egy faj, kiilonb6z6
toxinok eldallitasara is képes lehet a kornyezeti paraméterektdl fliggden. (Varga et al., 2014)
(Internet 10.) Ahogyan Pickova és munkatarsai (2021) is megallapitottak az aflatoxinok a
legpotensebb ismert gomba eredetli toxinok.

Az International Organisation of Spice Trade Associations (IOSTA, vagyis a
Flszerkereskedelmi Szovetségek Nemzetkézi Szervezete) megalkotott egy altalanos
irdanymutatast a fiiszerek ¢és konyhai fliszernévények helyes mezdgazdasagi gyakorlatarol. A
leirés szerint, a fliszerek biztonsaga az ellatasi lanc biztonsagossagatol fligg. A kidltvanyban
az elsé helyen vannak a mikotoxinok, mint az élelmiszer biztonsagat veszélyeztetd anyagok.
(Internet 11.) Kronikus hatasként a hepatocellularis karcinoma (majrak, mely az aflatoxinok
majban térténd metabolizacidja miatt alakul ki) és az immunszupresszios hatas emelhetd ki.
(Gong et al,, 2016)

Fontos latni, hogy csak akkor lehet egy élelmiszer biztonsagos, ha az ahhoz felhasznalt
alapanyagok, beleértve a fliszereket is, ellendrzésre keriilnek a felhasznélés el6tt, valamint
ha a szabalyozasi rendszer egységes nemzeti €s nemzetkdzi szinten egyarant. Csak igy valik

eredményessé a riasztasi rendszer, a RASSF intézménye is.
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A termékek hatdsagi ellenérzése abban az esetben relevans, ha a vizsgalt komponensekre
egészségiigyi hatarérték is vonatkozik. Az 1881/2006 EK rendelet masodik, mikotoxinokrol
sz0l0 szakasza szerint a megengedett AFB1 koncentracio 5 pg/kg, és az aflatoxin B1, B2,
G1 és G2 egyiittes mennyisége 10 pg/kg lehet a fliszerekben. (Internet 12.) A rendeletben

szerepld tablazat kivonatat az 1. tdblazatban lathatjuk.

1. tablazat - Aflatoxinok hatarértéke fiiszerekben (1881/2006 EK)

Elelmiszerek Felso hatarértékek

(ng/kg)
2.1, Aflatoxinok Bl | AB1,B2,Glés | M1
G2 Osszege

2.1.9. | Az alabbi fiiszerfajtak: Capsicum spp. (annak
szaritott termései, egészben vagy Orleményként,
beleértve a chilit, a chiliport, a cayenne-t és a | 5,0 10,0 -
paprikat) Piper spp. (annak gyiimolcsei, beleértve
a fehér- és a feketeborsot) Myristica fragrans
(szerecsendid) Zingiber officinale (gyombér)
Curcuma longa (kurkuma)

A bébiételek esetében a rendelet még szigorubb, az aflatoxinokra vonatkozé egylittes
hatarérték, 0,1 ug/kg. Ezek az igen alacsony egészségiigyi hatarértékek olyan analitikai
méréstechnikak kidolgozasat igénylik, amelyek segitségével biztonsagosan meghatarozhato

az ¢lelmiszerek aflatoxin tartalma extrém alacsony koncentracidtartomanyokon is.

Az analitikai méréstechnikdk Osszetett mintdk esetén, példaul élelmiszer, kdrnyezeti
vagy bioldgiai mintdkndl, hatékony mintaelOkészitési ¢€s mintatisztitasi 1épéseket
igényelnek. A mintael0készités folyamata soran, a felhasznalt olddszerek hasznélataval,
melyben a meghatdrozni kivant mikotoxinok oldddnak, szamos madsik komponens is
extrahalodik, ami hatassal lehet a mérémiszer teljesitményére €s a mérendé komponensek
altal szolgaltatott jel intenzitasara. A fermentalt vaniliabab fiiszer egy kiilondsen Osszetett
matrixnak tekinthetd. A matrixhatds vagy zavar6 hatds az analitikai vizsgalatok soran
alkalmazott fogalom. A mintab6l a mintaoldatba keriild6 komponensek a mérés soran,
indirekt modon befolyasolhatjak a mérendd jel nagysagat. Tapasztalatok szerint a zavard
komponensek altalaban jelcsokkenést okoznak. (Zaray, 2005) Az emlitett mintamatrix
zavar6 hatdsa okozza a tiszta analitikai standard és a minta oldatok eltérd jelét. A zavard
hatasnak két tipusa ismert, az egyik a vak vagy additiv zavaras, ebben az esetben a

mintaoldat koncentraciotol fiiggetlen a hiba nagysaga. A hiba mértéke csokkenthetd, ha a



standard oldatoknal a matrixot minél tokéletesebben utanzé kozeget hasznalunk, ez a matrix
illesztés. A masik tipusi zavard hatds, a matrix vagy multiplikativ zavaras, mely a minta
koncentracioval aranyos, ezt standard addicios modszerrel tudjuk kikiiszobolni.
(Tatar és Zaray, 2012)

Az Osszetett élelmiszermintakban kis mennyiségben jelenlévé aflatoxin komponensek
meghatarozasakor is sziikség van mintatisztitasi [épésekre a mérés el6tt. Az altaldnos kémiai
mintaelOkészitési modszerek négy csoportba sorolhatok, ezek az elvalasztas, a dusitas vagy
higitas, a szarmazékképzés €s a roncsolas. Ezek koziil az aflatoxinok vizsgalatdhoz altalaban
az els6 két csoportba esd technikak haszalatosak. Az extrakcidé soran, ha sziikséges, az
elvéalasztani kivant komponensbdl szarmazékot képziink, majd a minta komponenseit
megosztjuk két egymassal érintkezd fazisban a megoszlasi egyensuly alapjan, végiil
elkiilonitjiik a fazisokat. Ezzel elvalaszthatjuk a zavard komponenseket és atvihetjiik a
mérendé mintat alkalmasabb fazisba. A legismertebb elvalasztasi moddszerek a
folyadék-folyadék extrakcio, a csapadékképzés, az ioncsere, az adszorpcio €és deszorpcio, a
desztillacio, az abszorpcio, a dializis és a szilard mintdkbol valo kioldés. (Galbacs, 2010)
A kovetkezOkben néhany olyan mintatisztitasi technikat ismeretetek, amiket napjainkban is
sz¢les korben alkalmaznak fliszerek mikotoxin tartalmanak meghatarozasa soran. Ezek a
folyadék-folyadék extrakcid, a QUEChERS, a szilard fazisu extrakcid, a MycoSpin ¢és a
“dilute and shoot” technika.

A folyadék-folyadék extrakcio (liquid-liquid extraction, LLE) "tobbkomponensii”
folyadékelegy vagy oldat célkomponenseinek elvalasztasara szolgald miivelet, melyhez egy
alkalmas, szelektiv extrahaldoszert hasznalunk. A szelektiv oldoszer kivalasztasakor
torekedni kell arra, hogy az a célkomponens kozegével ne elegyedjen, attol konnyen
elvalaszthatd legyen. Az extrakcio elvégzése utan kapott fazisok az extraktum, (a
célkomponens a szelektiv oldoszerben) és a raffindtum (az eredeti hordozoszer, minimalisan
hatramaradt mérend6 komponensel és extrahaldszerrel) lesznek. A szelektiv olddszer
kivalasztasnal szempont lehet az alacsony g6znyomds a parolgasi veszteségek
minimalizalasa érdekében, a kémiai stabilitas, az alacsony 4r, valamint az, hogy ne legyen
korroziv, toxikus vagy gyulékony. Az elvalasztds sikerességét a megoszlasi hanyados, a
szeparacios faktor €s az egyensulyi gorbe jellemzik. A megoszlasi hanyados megadja, hogy
az elvalasztas utan az értékes anyag mekkora része keriilt a szelektiv oldoszer fazisaba a
raffinatumhoz képest. A szeparacios faktor az oldat relativ dasulasat adja meg az
extrahdloszerben. Az egyensulyi gorbe az extrahalandé komponens eloszlasat mutatja meg

a raffinatum és az extraktum ko6zott haromszog diagramban. (Benkovits et al., 2018)
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A folyadék-folyadék extrakcido mellett nagy jelentdséggel bir az élelmiszeranalitikaban
a szilard-folyadék extrakci6. Ennek egy specidlis valtozata az un. QUEChERS mddszer, ami
az angol quick, easy, cheap, effective, rugged ¢€s safe (azaz gyors, konnyti, olcso, hatasos,
robosztus ¢és biztonsagos) szavakbol Osszedlld mozaiksz6. Ez egy szabvanyos
mintaelkészitési modszergylijtemény gyiimolcs és zoldség mintdk novényvéddszer-
tartalmanak meghatdrozasahoz (MSZ EN 15662:2018). Elénye a korabbi hagyomanyos
modszerekkel szemben, hogy jobb a kinyerés hatasfoka (Perestrelo et al., 2019). A modszer
egyes lépései modosithatok €s optimalhatok a szélesebb korti alkalmazhatosag novelése
érdekében. Szamos tudomanyos publikdcidban olvashatd, hogy mikotoxinok kinyerésére is
alkalmazzak a legkiilonfélébb mintatipusokbdl. Bessaira és tarsai (2019) példaul
fliszerekbdl, diofélékbodl, tejporbol, szaritott gylimolcsokbdl, gabonafélékbdl és
bébiételekbdl szarmazo mintak mikotoxin tartalmat vizsgaltak, melyhez a QuEChERS-szel
készitettek eld a mintakat.

Folyadék halmazallapoti mintak, illetve mintaextraktumok tisztitasara széles korben
alkalmazzdk a szildrd fazisu extrakciot (SPE: solid phase extraction). Melynek célja a
minta/mintaoldat tisztitdsa és a célvegyiiletek dusitdsa. Ez a tisztitdsi eljards az
oszlopkromatografiahoz hasonlit, mert az SPE toltetek kiilonboz6 tipusu vegyiiletek
megkotésére alkalmas szorbenseket tartalmaznak. Anyagi mindségiiktdl fliggden lehetnek
normal, forditott, ioncserés és kevert modu toltetek. Toltettipus valasztasunkat a mintamatrix
¢és a célkomponens tulajdonsagai hatarozzdk meg. A toltet feliilete tekinthetd allofazisnak,
amely f0lott aramlo folyadék a mozgo6tazis (eluens). A normal modu toltet a
célkomponenstdl eltérd polaritasu alkotokat koti meg és a hasonldakat engedi at, mig a
forditott modu a célkomponenst koti meg. (Tolgyesi, 2017)

Vass (2017) PhD munkéjdban az SPE toltetek csoportositasa olvashato. Ez alapjan
létezik c-SPE (c=cartridge), d-SPE, azaz deszorpcios-SPE, ekkor a szilard szorbenst a
mintaextraktumhoz adjak tisztitasi céllal, valamint az MPSD (matrix-solid phase dispersion
- matrix szilard fazisa diszperzid) mddszer, amikor a mintahoz azonos mennyiségii szorbenst
adva fizikai hatéssal roncsoljak a mintat €s segitik eld a szorpciot.

Az SPE mintatisztitdsi technika egyik specidlis képviseldje a MycoSpin, ami a
kifejezetten mikotoxin-vizsgalatokhoz lett kifejlesztve. Az eszkoz egy adszorbens keveréket
tartalmazd patron, melyben az SPE toltete a zavard matrix komponenseket koti meg, a
mikotoxinokat pedig atengedi. Ezaltal kiilonb6z6 mikotoxinok egymas melletti kimutatasat
teszi lehetdvé a zavard matrixelemek eltdvolitdsaval. Vass csoportositdsa alapjan a

MycoSpin a c-SPE, vagyis toltott oszlopos szilard fazist extrakcids toltetnek felel meg,
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hiszen egy zart mintatartoban van elhelyezve a szorbenskeverék, amin a centrifugélis erének
koszonhetden folyik 4t a tisztitandd minta. A MycoSpin elsésorban gabona mintdk
tisztitasahoz lett kifejlesztve a 35 éves mikotoxin kutatéasi tapasztalattal rendelkezé Romer
Labs altal, és 6k is forgalmazzak. A termék képe a teljes készlettel egyiitt a 4. abran lathato.
(Internet 13.)

3

4. Abra - MycoSpin patron és készlet (Internet 13.)

A MycoSpin technika Iétjogosultsdgat mutatja, hogy egyre tobb tudomanyos
publikacioban jelenik meg mintatisztitdsi modszerként. Dagnac és munkatarsai (2016)
példaul MycoSpin 400-at alkalmaztak kukorica szilazs allati takarmany mintak
vizsgalatdhoz LC-MS/MS mérés elétt. A MycoSpinnel tisztitott mintakat hasonlitottak dssze
a kezelés nélkiili mintdkkal. A matrix zavar6 hatdsa miatt matrixillesztett kalibracioval
dolgoztak. Megfigyelésiik szerint a MycoSpin TM 400 Multitoxin oszlopok, a hozza tartozo
leiras alapjan mikotoxinok kinyerésére optimalizalva vannak, &m a fumonizin, az alternariol,
az andrastin-A ¢és az enniatin(ok) elnyelddtek a toltetben. El6ny, hogy a MycoSpin tobb toxin
egylittes meghatarozasa soran az atlagos visszanyerést segitette, de a precizitas csokkent a
tisztitas nélkiili mintdkhoz képest. Egy masik tanulmanyban Wang és munkatarsai (2015)
takarmany mintakban vizsgaltak 26 kiilonbozé mikotoxin jelenlétét. A mintak tisztitdsdhoz
a MycoSpin 400 Multitoxin oszlopokat, a méréshez folyadékkromatografias-tandem
tomegspektrométert hasznaltak. A mintat a gyartoi ajanlas szerint készitették eld, majd a
MycoSpin oszloprdl elualodd anyagot, olddszercserét kovetden vizsgaltak. Az eredmények
alapjan a visszanyerés 61,90-119,5% kozott, az RSD% pedig 0,8-18,6% kozott adodott.
Egy Shanghaji kutatocsoport aflatoxinok jelenlétét vizsgalta fermentdlt tea mintakban
kiilonboz6 mintatisztitasi technikak segitségével. A MycoSpin 400-at a gyartoi leiras szerint
hasznaltdk. Az eredményeket a tobbi modszerrel 0sszehasonlitva jo hatékonysaggal, kis

szorassal kaptdk meg. (Haiyan et al., 2021)
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A matrixhatas kikiiszobolheto higitassal is, ez az tigynevezett dilute & shoot, azaz,
higitas és “belovés” (injektalas) modszere, amely a folyadékkromatografias vizsgalatoknal
gyakori. A szilard minta extrakcidja utan a Kivonatot, higitast és membransziirést kovetéen
vizsgaljuk. Ez az eljaras csak akkor alkalmazhato, ha a célkomponens magas egészségiigyi
hatarértékkel rendelkezik. Ellenkez6 esetben, alacsony koncentracidtartomanyon dolgozva
a higitasi 1épés miatt a mérémiiszer kimutatasi hataranak kozelében bizonytalanna valhat
mérésiink. A moddszer eldénye, hogy tobb mérendé komponens esetén a kiilonbozo
oldhatosagi paraméterekkel rendelkez6 komponensek is egy mintabol mérhetéek, valamint
nem tartalmaz olyan szelekcios extrakcids 1épést, amely miatt elveszitenénk komponenseket.
(Tolgyesi és Fekete, 2017)

Munkam soran Andraskoé ¢és munkatarsai (2021) altal korabban végzett mikotoxin-
méréshez alkalmazott mintatisztitasi kisérleteket fejlesztettem tovabb. Andraskoék
madagaszkari vanilia mintakban 5 kiilonb6zé mikotoxint vizsgaltak, mely soran a “dilute
and shoot” és a QUEChERS mintaclokészitési és mintatisztitasi modszereket hasonlitottak
Ossze. Eredményeikbdl kideriilt, hogy a “dilute and shoot” modszernél alkalmazott higitas
mértéke kevésnek bizonyult a matrixalkotokban gazdag minta analiziséhez. A nyomnyi
mennyiségben jelenlévé mikotoxinok nem voltak mérhetdek, tal nagy volt a matrixhatas.
A QUEChERS-hoz kétféle szorbenst hasznaltak a minta tisztitasahoz: a GCB-t (graphitized
carbon black) és a PSA-t (primer-szekunder amin). A PSA egy olyan szorbens, melyet
altalaban a cukrok, zsirsavak, szerves savak, lipidek és néhany pigment eltavolitasara
alkalmaznak, mig a GCB-t a klorofill és mas pigmentmolekuldk megkotésére hasznaljak.
A kutatas eredményei szerint az aflatoxin B1, B2, G1 és G2, valamint az ochratoxin-A
egymas melletti kimutatadsara a GCB a megfeleld, ekkor mind az 6t toxin mérhetd, &m ha
csak az aflatoxinok meghatdrozasa a cél, a PSA alkalmazésaval a jelszupressz6 kisebbnek
adodott, tehat nagyobb jel értékeket kaptak. Mivel célom az aflatoxin eltéré formainak
egyiittes meghatarozasa volt vanilia mintakbol, ezért a PSA-val kombinalt QUEChERS
modszerrel dolgoztam tovabb. Munkam sordn a QUEChERS ¢és a MycoSpin mintatisztitasi
eljarasok hatékonysagat vizsgaltam, Osszehasonlitdsukkal pedig célom volt az optimalis
mintaeldkészitési modszer meghatarozasa. Legjobb tudomasom szerint e dolgozat

elkésziiltéig vanilia mintara nem tortént e targyban publikacio.
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3.4 Merestechnika

2417 A= TTEHIPTY ¢ MS/AMS Iso=1:151-

Az 1960-as nagy angliai pulykavész ota a mikotoxinok kutatdsa fellendiilt. A mérési
modszerek a vékonyréteg kromatografiatol és az UV- fluoreszcencias kimutatastol eljutottak
olyan szelektivebb méréstechnikakig, amelyekkel kis koncentracidoban is kimutathatéak a
mikotoxinok. A dinamikusan fejlodo folyadékkromatografias elvalasztas és az ionizalhato
komponensek detektalasara alkalmas tomegspektrométer Gsszekapcsolasara a 90-es évek
nagy molekulatomegli anyagok mérésére. Az LC-MS technika nem olyan régen, a 2000-€s
évek Ota terjedt el szélesebb korben a mikotoxinok kis koncentracioban vald
kvantifikalasara. A folyamatosan fejlédé folyadékkromatografias technikak egyik véllfaja
az UHPLC vagyis "ultra" nagy nyomason (max. 1300 bar) miikod6 kromatografia, melyben
az analitikai kolonna kis toltetmérete szolgaltat nagyobb felbontast tobbkomponensii
elegyek vizsgélata soran. A legtobb olyan kutatds, amely ezt a mdodszert hasznalja a 2010-es
évek utan jelent meg.

Az UHPLC-ESI-MS/MS miikodése soran a mintaoldat komponensei anyagi
mindségiiktdl fiiggden eltérd modon kotddnek a kromatografias allofazishoz, igy idében és
térben elvalasztoédnak, emiatt kiilonbdz6 idépontban jutnak a detektorba. A detektor az egyes
komponenseket tomeg per toltés (m/z) alapjan detektalja. A kromatografids egységet és a

detektort egy ionforras koti 0ssze.(5. abra)

Tonok

Porlasztégéaz

U F{tott nitrogéngdz

Aeroszol \

Kapilldris nyilds

5. Abra — Az ESI ionforras felépitése (Néasz, 2008)

A leggyakrabban alkalmazott ionforras az ESI (electrospray ionization vagy eletroszpré

ionizacid), melyben a mintakomponensek eltéré idoben beporlasztodnak, beparlodnak és
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ionizalédnak. Az ionizacid "lagy", vagyis a komponensek épen, molekulaionok forméajaban
jutnak tovabb a detektorba. A gyakran alkalmazott harmas kvadrupdl, vagy QQQ rendszer,
elsé tagja analizatorként miikodik, itt torténik az anyaionok tomeg per toltés szerinti szlirése.
A masodik tag az litkdzési cella, ahol az anyaionok lednyionokra fragmentalodnak. Végiil a
harmadik kvadrupdl ezeket a fragmens ionokat detektalja tomeg per toltésiik szerint. A
komponensek egyértelmii  beazonositasahoz a komponens referencia anyaggal
Osszehasonlitott retencids idejére, valamint a detektorban mért egy anyaionra €s két hozza
tartozo leanyionra van sziikség. (Tolgyesi et al. 2017).

A késziilékek késoi elterjedésének koszonhetéen a mai napig kevés vanilia mintabol
torténd aflatoxinra vonatkoz6 publikacid latott napvilagot. Thanushree és munkatarsai
2019-ben 6sszegyljtottek a fliszerek €s a mikotoxinok témdjaban leggyakrabban alkalmazott
vizsgalati modszereket. A kutatasbol kideriil, hogy a leggyakoribb méréstechnikdk a
HPLC-FLD, a HPLC-MS/MS, az ELISA, a NIR ¢és a HIS. Ennek a cikknek a segitségével
dolgoztam fel a fiiszerek aflatoxin-tartalmara irdnyul6 kutatdsok eredményeit.

Egy olaszorszagi kutatasban az aflatoxinok és az ochratoxin-A egyiittes jelenlétét
vizsgaltak a kereskedelmi forgalomban kaphato fliszerekbdl, HPLC-FLD (fluoresszencias
detektor) valamint az altalam is hasznalt LC-ESI-MS/MS moddszerrel. A kisérleti
eredmények szerint a vizsgalt 130 fiiszerbdl 20-ban aflatoxin, 31-ben pedig ochratoxin-A
szennyezés volt kimutathatd. Hat mintdban tudtdk kimutatni a két toxintipus egyiittes
jelenlétét, harom mintaban pedig a 156/2010 EU rendeletben meghatarozott egészségiigyi
hatarértéknél magasabb OTA mennyiséget mértek. (Prelle et al., 2014)

Egy szerb kutatocsoport szintén aflatoxinok és ochratoxin-A jelenlétét vizsgalta
pirospaprika és feketebors mintdkban. A mintdkat acetonitril-viz elegyben oldottak,
fecskenddsziirdvel sziirték, végiil higitottadk. A komponenseket UHPLC-MS/MS modszerrel
analizaltak. Az altaluk vizsgalt, kereskedelmi forgalomban kaphatd fliszerek nem
tartalmaztak kimutathaté mennyiségben a mikotoxinokat. A pirospaprika mintak validalasa
soran megfeleltek az unids eldirdsoknak. A feketebors mintak zavard matrix hatdsa miatt, az
AFGI1, AFG2 ¢és az OTA komponensekre vonatkozd visszanyerési és a kimutatasi hatar
(LOD) értékek nem feleltek meg a kivanalmaknak. (Skrbi¢ et al., 2013)

Egy iraki kutatocsoport a helyi varosi piacrdl szarmazo 16 féle fiiszert és gyogynovényt
vizsgalt, melyeken 10 penészgombatdrzshoz tartozo 16 faj jelenlétét mutatta ki, ezek koziil
a mikotoxin kimutatasat diklor-rozsabengali kloramfincol agaron (DRBC) végezték ¢és a
pozitiv eredményt addé novényeket ELISA-modszerrel vizsgaltdk. A vords tea mintdban

150,5 ppb aflatoxin €s 387,3 ppb ochratoxin koncentracidt mértek. A legalacsonyabb értéket
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pedig a fokhagyma minta adta, ahol az ochratoxin nem volt kimutathat6, az aflatoxin pedig
1,4 ppb-s volt. (Toma és Abdulla, 2013)

Hernandez-Hierro és munkatarsai (2008) egy spanyol boltban talalt, mikotoxinnal
szennyezett pirospaprika mintat vizsgaltak NIR-rel (near infrared spectroscopy), azaz kozeli
infravords spektroszkopiaval, referenciaként pedig HPLC-FLD-t hasznaltak. A kapott
eredmények szerint a NIR, melyhez nem kell a vizsgalt mintat el6kezelni és manipulalni,
csak egy szaloptikai szondat kell a pirospaprika mintara helyezni, alternativat kinal a lassabb
¢és koltségesebb kromatografias modszer helyett. Valamint megéllapitottak, hogy az AFB1
egyediili vizsgalata elegendd lehet a tobbi toxin eldrejelzéseként is.

Egy torok kutatocsoport a pirospaprika aflatoxinnal valdé szennyezettsgét vizsgalta
hiperspektralis képalkotassal (HIS). Az élelmiszerekben talalhato aflatoxin kimutatdsara
halogén ¢és UV megvilagitasi forrasokat alkalmaztak, az egyes spektralis savok
energiaértékeit, valamint az egymast kovetd spektralis sdvok kiilonbségeit hasznaltak
jellemzd vektorként. Megfigyelték, hogy magasabb osztalyozasi teljesitményt értek el
kevesebb spektralis savszammal, ami lehetové teszi egyszerlibb gépi latorendszerek
tervezését. Megallapitottak, hogy a halogén gerjesztés jobb, mint az UV a chilipaprikaban
talalhat6 aflatoxin kimutatdsira. A modszer alternativ megoldasa lehet az eddig
hasznaltaknak. (Atas et al., 2011)

Az egyetemen zajlo, a vanilia mikotoxin tartalmaval foglalkozé eddigi kutatdsok soran
megtortént az UHPLC-MS/MS mérési modszer optimalasa, melyet a jelen dolgozat
elkészitéséhez felhasznaltam. (Varga, 2021, Andrasko, 2021).

A mérési modszer validalasa biztositja a kisérleti eredmények megfeleldségét €s
megismételhetdségét. Jogszabalyi alapja az Eurdpai Bizottsag 401/2006/EK (Internet 14.)
rendeletében taldlhatd, mely az élelmiszerek mikotoxin tartalméanak hatdsagi ellendrzéséhez
hasznalandé mintavételi és elemzési modszerek megallapitdsarol szol. A megfeleldséget és
a pontos paramétereket az Eurdpai Parlament és a Tandcs 882/2004/EK rendelete alapjan
ellendrizheti a hatosag. Valamint e rendelet III. mellékletben van felsorolva, milyen
paraméterek alapjan kell validalni a modszert. (Internet 15.)

A konkrét validalasi protokoll a 2002/657/EK Bizottsagi Hatdrozatban (Internet 16.)
talalhato, ahol az alkalmazandé analitikai modszerekre is kitér a szoveg.

401/2006/EK rendeletében megfogalmazottak szerint abban az esetben, ha az

¢lelmiszerek mikotoxin-tartalméanak meghatarozdsdhoz a kozosségi jog szintjén nincs
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konkrét modszer eldirva, a laboratériumok barmilyen mddszert valaszthatnak, feltéve, hogy

az megfelel az alabbi konkrét kritériumoknak (6. abra).

a)  Alkalmassdgi kritériumok aflatoxinokra

Kritérium Koncentricidtartomdny Ajinlott émék ngmg}nb:ml:l;;egengedett
Vakminta Mindegyik Elhanyagalhaté —
Visszanyerés — aflatoxin-M1 0,01-0,05 pg/ke 60-120 %

= 0,05 pglkg 70-110%
Visszanyerés - aflatoxin-B, - < 1,0 pgfkg 50-120 %
By, -Gy, -Gy
1-10 pgfke 70-110 %
> 10 pglkg 80-110 %
Pontossdg, RSDy Mindegyik A Horwitz egyenlethdl A Horwitz egyenlethdl
levezetve levezetent érték
2-szerese

Az RSD, pontossdg a széban forgd koncentricié mellett fenndllé RSDR pontossdg 0,6 6-szorosaként vehetd.

Megjegyzés:

— Az értickek mind a By-re, mind a By + B, + G; + G, dsszegére vonatkoznak.

—Ha az egyes By + By + Gy + G, aflatoxinok osszegét kell a jegyzdkonyvben ropziteni, akkor vagy ismerni
kell mindegyik aflatoxinnal, hogyan viselkedik az adott analitikai rendszerben, vagy az aflatoxinok viselke-
désénck azonosnak kell lennic.

6. Abra — Alkalmassagi kritériumok aflatoxinra (401/2006/EK)
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4. Anyagok és modszerek

1.1 A mintaelokeszites anyvagai, vegyszerei
A mintaként felhasznalt vanilia 6rlemény, mely a 6. abran lathato, kereskedelmi

forgalombol szarmazik, forgalmazoja egy magyarorszagi Kft.

6. Abra - Vanilia érlemény

Az adalékolédshoz a Romer Lab Holding GmbH altal gyartott BiopureTM MIX 1
(Aflatoxins) oldatot, egyszertisitve ,,afla-mix”-et hasznaltam. A mix az AFB1-re 2,03 pg/ml,

az AFGl-re nézve 2,02 ng/ml, az AFB2-re 0,503 pg/ml, az AFG2-re nézve pedig

ey

cre

negyvenszeres higitast. Ezt a tovabbiakban ,higitott afla-mix”-ként fogom hivni.
A felhasznalt acetonitril (tablazatokban ACN roviditéssel szerepel) UHPLC-MS mindségii,
a VWR International Ltd. gyartmanya. Az ionmentes vizet a Milli-Q berendezéssel
allitottam el6. A QuEChERS modszerhez hasznalt vegyszerek, amelyek az egyes alkotok
kicsapasahoz és a vizmentesitéshez sziikségesek:

- Trinatrium-citrat (Alfa Aesar)

- Dinatrium-hidrogén-citrat (Alfa Aesar)

- Natrium-klorid (VWR International Ltd.)

- Magnézium-szulfat (VWR International Ltd.)

A minta tisztitasahoz a QUEChERS moédszerben javasolt primer-szekunder amint, vagyis
PSA-t is hasznaltam, ezt a Supelco Inc. gyartja. A felhasznalt hangyasav és ecetsav VWR
gyartmanyu volt. Inert nitrogén gazzal tortént a mintak evaporalasa.

A kromatografidhoz hasznalt eluensek készitéséhez szilard ammonium-formiétot,

valamint nagy tisztasdgi metanolt hasznaltam fel. Az ammodnium-formiat és a metanol
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gyartéja egyarant a VWR cég. A mérés soran gradiens eliciot alkalmaztam, ehhez
elézetesen sziikséges volt a mérés soran dinamikusan valtoz6 aranyban jelen 1évé A és B
eluens elkészitésére. Ehhez szilard ammonium-formiatbél 100 ml-nyi, 0,01 M-o0s
torzsoldatot készitettem. Mind az ,,A” mind a ,,B” eluensekbdl 500 ml-re volt sziikség,
melyhez az ammonium-formiatos térzsoldatbdl 25 ml-t, hangyasavbol 500 pl-t hasznaltam
fel. Majd az ,,A” eluens lombikjat vizzel, a ,,B” eluensét metanollal allitottam jelre. Az igy
kapott eluens-oldatok ammoénium-formiatra nézve 5 mM-osak, hangyasavra nézve

0,1%-0sak lettek.

4.2 A mintaelokészités és meérés eszkozei, berendezései

A mintael6készités soran az OHAUS E1RRSO0 tipusu analitikai mérleget hasznaltam, a
mintak homogenizalasara és a hatéanyag kinyerés érdekében a KUTESZ 2125-szamu
razogéppel tortént a razatds. Centrifugalasra a HermLe Z 206 A tipusu, a Dialab Kft altal
gyartott centrifugat hasznaltam. A 3 perces Mycospin mddszernél az erdteljes keverést IKA
gyartmanyu Ultra-Turrax® berendezéssel valositottam meg.

A mérés UHPLC 1260 Agilent Ultivo Infinity II. tipust, ultra nagy hatékonysagu
folyadék kromatograf segitségével zajlott, amely egy ESI ionforrassal felszerelt, Agilent
gyartmanyu, harmas kvadrupol rendszeri tdmegspektrométerrel van Osszekapcsolva. Az

altalam hasznalt berendezés képe a 7. dbran lathato.

7. Abra - Az UHPLC-MS/MS késziilék
Az elvélasztast Eclipse Plus C18 tipusu eldtét kolonnaval felszerelt Eclipse Plus C18
RRHD analitikai kolonnan végeztem. Mindkét kolonna 2,1 cm atmérdjii, 5 cm hosszu és 1,8

um-es szemcseatmérdvel rendelkezik.
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A kromatografids-tomegspektrografias méromodszerhez az Andraskd és munkatérsai
(2021) altal optimalt paramétereket alkalmaztam. Ezek alapjan a fragmentor fesziiltség

minden esetben 140 V volt. A tovabbi adatokat a kovetkez0, 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat — Az alkalmazott optimalt paraméterek (Andréasko et al., 2021 nyoman)

Aflatoxin | Anyaion | 1.leanyion Utkozési 2. leanyion Utkozési
(m/z) (m/z) energiaja (V) (m/z) energiaja (V)
B1 313,1 285,0 22 240,9 42
B2 315,1 259,0 30 286,9 26
G1 329,1 200,1 46 243,0 26
G2 331,1 245,0 30 313,0 26

Az ESlionforrés optimalt paraméterei koziil a gdz hdmérséklete 340 °C-nak, az aramlési
sebessége 12 l/percnek, a porlasztd nyomdsa 25 psi-nek a kapillaris fesziiltsége pedig
2000 V-nak adodott. Minden komponens esetén a legintenzivebb MRM atmeneten kapott

eredményeket mutatom be dolgozatomban.

41 29 Mruntaol X-oc=1toc7 111 vderovrol-

A dolgozat elsé felében a kiilonb6zd mintaeldkészitési modszereket hasonlitottam dssze,
hogy a megfelel6t kivalasztva a mddszert vanilia matrixra validalhassam, a vizsgaloddsom
masodik részeként. Ennek soran a QUEChERS és a MycoSpin mddszereket alkalmaztam és
kombinaltam Ossze. Az elébbi egy szélesebb korben hasznalt, rugalmas mintatisztitasi
modszer, az utdbbi egy direkt, a mikotoxinokhoz kifejlesztett mintatisztitasi eszkoz/készlet.
A QUEChERS-szel akar tobb milliliternyi minta is kinyerhet6 az el6készités végére, mig a
MycoSpin modszernél kevesebb, mint 1 ml a tisztitas utani végtérfogat a toltet mérete miatt.
fgy ha egymés utan szeretnénk alkalmazni ezt a két tisztitasi 1épést, a MycoSpin csak a
QuEChERS mintatisztitast kovetheti. Ezek alapjan

- aQuEChERS (Q)
- a MycoSpin (M)
- ¢és a QuEChERS + MycoSpin (Q+M) modszereket hasonlitottam Gssze.

Elézetes vizsgalatot végeztem a MycoSpin gyartdi ajanlasaban szerepld 90 és 3 perces,

,,shake” azaz razatas és ,,blend” azaz vegyités, modszerek 6sszehasonlitasara. (Internet 13.)
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41 2 2 A DD ECLERCS 7)) virAdeonr

Ez a modszer magyar szabvanyként elérhet6. (MSZ EN 15662:2018) Egy rugalmas
Mintatisztitasi eljaras, mely fiiszerek, takarmanyok peszticid tartalmanak vizsgalatara lett
kifejlesztve, de aprobb moddositasokkal mas teriileteken, példaul a mikotoxinokhoz is
felhasznalhatd, ugyanis alkalmas kis mennyiségben jelen 1évé szennyezdanyagok
vizsgélatdhoz mintael6készitd eljarasként. (Internet 17.)

- Els6ként az 6r6lt vanilia mintabol mértem 50 ml-es centrifugacsébe 2 g-ot analitikali

mérlegen. Két parhuzamos ¢és egy 0sszehasonlité ,,vak” mintdval dolgoztam.

- A két parhuzamos mintat addicionaltam 160-160 pul ,afla mix”-szel.
Az aflatoxinokkal val6 munka soran elszivé fiilke alatt, valamint megfeleld
védofelszerelés hasznalataval dolgoztam.

- A vanilia mintdkat 10-10 ml vizzel nedvesitettem, ekkor egy higan folyo iszapszerii
anyagot kaptam.

- Az extrakcios eljarast acetonitril hozzaadasaval kezdtem meg, 10 ml-t tettem minden
mintahoz, majd kézi erdvel raztam 1 percig.

- Ezutan a natrium-kloridbol, trinatrium-citratbol ¢és dinatrium-hidrogén-citratbol
(1:2,5:0,5 aranyban) elokészitett keverék 2,5 g-jat adtam hozza a centrifuga csdvek
tartalméahoz. Ezeket 6sszefoglald néven ,.kis soknak” nevezi a szakzsargon.

- Majd 4-4 g vizmentes magnézium-szulfatot ontéttem hozza a mintakhoz.

- Ujabb 1 percig raztam a mintakat, melyek a magnézium-szulft vizfelvételi reakcioja
miatt melegedtek. Ezutdn 5 percig centrifugdltam a mintdkat 3000 g-S
fordulatszamon, szobahOmérsékleten.

- A feliiliszokbol 4-4 mi-t atpipettaztam 15 ml-es centrifuga csovekbe és hozzaadtam
mindegyikhez az elére kimért 100 mg PSA-t valamint 600 mg vizmentes
magnézium-szulfatot.

- Ekkor a razoéasztalra felszerelve 30 perces razatas kovetkezett, majd Gjabb 5 perc
centrifugalas 3000 g-s fordulaton.

- A feliiluszo 2,5 ml-ét 4 ml-es mintatartokba pipettaztam és hozzéadtam 25 pl 5%-0s
hangyasavas acetonitrilt.

- Nitrogéngaz befivatasdval evapordltam a mintakat a mikotoxin koncentracio

toményitése érdekében, ahogyan a 8. dbran lathato.
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8. Abra - Evaporals nitrogén gazzal

A széarazra parolt mintdkat 50:50 aranya ,,A”:”B” eluensben vettem vissza, a
végtérfogat 500 pl volt.

Mivel az extraktum, a magas olajtartalmi matrix miatt, ekkor darabos és opalos volt,
atszlirtem fecskenddsziirdvel (PTFE, 0,22 um), hogy a HPLC-s kolonnat kiméljem a
felesleges szennyezddésektol.

Mindkét mintabol 3-3 parhuzamos mérést végeztem.(3. tablazat)

3. tablazat - A QUEChERS modszer 1épései és az elméleti koncentraciok

Koncentracio

L AFBL | AFB2 | AFGL | AFG2

2 g minta kimérése - - - -

Nedvesités 10 ml vizzel

162,4 | 161,6 40,2 40,2
ng/kg | ng/kg ng/kg ng/kg

160 pl afla-mix hozzaadasa

10 ml acetonitril hozzaadasa

1 perc razas

2,5 g sOkeverék hozzdadasa

4 g vizmentes magnézium-szulfat hozzdadasa

1 perc razas

5 perc centrifugélas 6000 rpm-en 32,5 32,3 8,0 8,0
4 ml feliiluszo levétele ng/l ng/l ng/l ng/l
100 mg PSA hozziadasa

600 mg magnézium—szulfat hozzaadasa

30 perc razatas

5 perc centrifugalds 6000 rpm-en

2,5 ml feliiluszo levétele

25 pul 5%-os hangyasavas ACN hozzdadasa

Evaporalas - - - -
Feloldas 500 pl 50:50 A:B eluensben 162,4 | 161,6 40,2 40,2
FecskendOsziirés ng/l ng/l ng/l ng/l
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43 4 A MvcoSnin (M) mods~er

Az altalam tesztelt MycoSpin 400 Multitoxin egy kb 1,5 cm hosszt, 0,5 cm atmérdja
atlatszo6 milanyag henger, amiben specialis SPE toltet talalhatd, amely a mikotoxinokat
atengedi, de az egy¢b szennyez0 anyagokat visszatartja. A készlet 25 toltetet s hozza tartozo
mintatartdt tartalmaz. Hasznalata egyszeri és gyors, de a készlet komolyabb anyagi
raforditast igényel. A toltethez adott mérésleirasban kétféle minta feltardsi technikat is
javasolnak, egy 90 perces razoasztali razatast vagy egy 3 perces, erételjes keverést.

- Elsoként az el6z6 mddszerhez hasonldan 2 g vanilia 6rleményt mértem ki analitikai
pontossaggal, majd hozzaadtam az afla-mixbol 160 pl-t és 10 ml 50:50 acetonitril:viz
elegyet.

- 90 perc razogépes razatas vagy 3 perc Ultra-Turrax®-os kevertetés utan 5 percen at
centrifugaltam 6000 fordulat per perc sebességgel, hogy a fazisokat szétvalasszam
és ki tudjak nyerni 4 ml feliluszot.

- A feliiluszohoz hozzaadtam 200 pl ecetsavat és fecskenddsziirés utan, nitrogéngaz
segitségével beparoltam az oldatot.

- Az evaporacié utdn 1 ml eredeti oldoszerben, azaz 50:50 acetonitril:viz elegyben
oldottam vissza a mintat. {gy négyszeres toményedés kovetkezett be.

- Mivel a minta ezen el6készitések utan nem volt valédi oldat, Gjabb fecskenddsziirés
utan 800 pl tisztitott mintat tudtam csak juttattni a MycoSpin-re, az eldirt 1 ml
helyett. Ez az allapot lathato a 9. abran.

9. Abra — MycoSpin-ek extraktummal toltve
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1 perc Vortexelés utan letortem a toltet aljat és belehelyeztem a hozzatartozo
centrifugacs6be. 30 masodpercig centrifugdltam 10.000 fordulat per perc
sebességgel. Ekkor keriilt a4t a folyadék a tolteten keresztiil a kis centrifugacsdbe.

A kinyert mintabol 250 pl-nyit higitottam 500 pl-re 50:50 A:B eluenssel. Az igy

kapott oldatot (4. tablazat) mértem meg a késziilékkel.

4. tablazat - A MycoSpin modszer 1épései és az elméleti aflatoxin koncentraciok

Koncentracio

Liptaas AFB1 | AFB2 | AFGl | AFG2

2 g minta kimérése

160 pul afla-mix hozzaadasa 162,4 161,6 40,2 40,2

ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg

10 ml 50:50 acetonitril:viz hozzaadasa

90 perc razatés vagy 3 perc erdteljes kevertetés

5 perc centrifugalads 6000 rpm-en 32,5 32,3 8,0 8,0
4 ml feltiluszo levétele ng/l ng/l ng/l ng/l
200 pl ecetsav hozzdadasa

Fecskendosziirés

Evaporalas - - - -

Feloldas 1 ml 50:50 ACN:viz elegyben

800 ul extraktum ratdltése a MycoSpin-re

1 perc Vortex 130,0 129,3 32,2 32,1
MycoSpin  aljanak  letorése,  beleallitas ng/l ng/l ng/l ng/l
centricsObe

30 masodperc centrifugalas 10.000 rpm-en

250 pl minta kiegészitése 500 pl-re 50:50 A:B 65,0 64,6 16,1 16,1
eluenssel ng/l ng/l ng/l ng/l

A

g A D/ ECLERPC L AMysirion Srrro0 FO)LAT) 200 AAdcr o

Ezen mintaelOkészitésnél a 4.3.3-as pontban szerepld 1épéseket ismételtem meg 1)

mintabemérésekkel, az evaporalds 1épéséig. A kiilonbség, annyi volt, hogy a toményités

megkezdése elétt 150 pl ecetsavat adtam a mintdkhoz. Ez utan tértem 4t a QuUEChERS

modszerrél a MycoSpinre. (5. tablazat)

A beparolt mintakat 1 ml 50:50 acetonitril:viz elegyben oldottam, és ratoltdttem a
MycoSpin toltetre.

1 perc Vortexelés utan letortem a MycoSpin toltetek aljat és beledllitottam Sket a
hozzatartozo centrifuga csébe. A mintakat 30 s-ig 10.000 rpm-en centrifugaltam.

A folyadék atfolyt a centrifuga cs6be, ahonnan 250 pl-t pipettaztam a mintatartokba

¢s 500 pl-re egészitettem ki a mintakat az ,,A” és ,,B” eluensekkel 1:1 aranyban.
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5. tablazat - A QUEChERS + MycoSpin modszer 1épései és az elméleti koncentraciok

Lépések Koncentracio
AFB1 | AFB2 | AFG1 | AFG2

2 g minta kimérése - - - -
Nedvesités 10 ml vizzel - - - -

. s 162,4 | 161,6 40,2 40,2
160 pl afla-mix hozzdadéasa ng/kg | ng/kg | ng/kg | nglkg
10 ml acetonitril hozzaadasa Q
1 perc razas U
2,5 g sokeverék hozzdadésa E
4 g vizmentes magnézium-szulfat hozzaadasa C
1 perc razas H
5 perc centrifugalas 6000 rpm-en E 32,5 32,3 8,0 8,0
4 ml feliluszo levétele R | ngll ng/l ng/l ng/l
100 mg PSA hozzdadasa S
600 mg magnézium—szulfat hozzaadadsa
30 perc razatés
5 perc centrifugalas 6000 rpm-en
3 ml feliiluszo levétele fecskenddsziiréssel
25 ul 5%-os hangyasavas acetonitril hozzdadasa
150 pl ecetsav hozzdadasa
Evaporalas M
Feloldas 1 ml 50:50 ACN:viz elegyben Y
Fecskenddsziirés c
800 ul extraktum ratdltése a MycoSpin-re O | 81,2 80,8 20,1 20,1
1 perc Vortex S ng/l ng/l ng/l ng/l
MycoSpin aljanak letorése, beledllitas centricsdbe P
30 masodperc centrifugalas 10.000 rpm-en I
250 pl minta kiegészitése 500 pl-re 50:50 A:B [N | 40,6 40,4 10,1 10,0
eluenssel ng/l ng/l ng/l ng/l

A validalast a MycoSpin modszerre végeztem el, a mérés menete megegyezett a 4.3.4.

pontban talalhatokkal. Eltérést csak az afla-mix hozzdadasanak idejében €s mennyiségében

volt. Amikor a visszanyerést vizsgaltam Osszesen hat SPE toltetet hasznaltam fel. Harom

koncentracid

tartomanyban mértem két-két

parhuzamosban.

mennyiségeket és koncentracidkat a 6. tdblazat tartalmazza.

Az

6. tablazat — Bemérések a visszanyerésvizsgalathoz

Osszeméréskori

Koncentracié (ug/l) I z 5“ I > T I 7’|5|
Minta bemérés (Q) 1,9990 1,9980 2,0079 1,9983 |1,9985 |2,0012
Afla-mix (ul) 6,25 12,5 18,75
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A linearitas, szelektivitas, LOQ, LOD, stabilitds vizsgalataihoz késziilt mintasorhoz
harom darab MycoSpint hasznaltam fel, mikotoxin hozziadasa nélkiil. A kapott tisztitott
mintakat 6sszedntve, és utolso 1épésként ,,afla-mix”-et adagolva a kovetkezd, 7. tablazatban

szereplo kalibracios sort készitettem el.

7. tablazat — Matrixszal terhelt kalibracids sor

Sorszam  higitott afla- afla mix | AFB1 | AFG1 AFB2 AFG2 A:Beluens matrix* végtérfogat
mix (ul) (uh) (ng/h) o (ug/h)  (ug/h)  (ug/h)  (ub) (uh  (ub)
- 0

0(vak) |0 0 0 0 0 200 400
1 4 - 05 |05 |01 ol o1 200 400
2 8 - 1 1 03 |03 |03 200 400
3 40 - 51 |51 |13 |13 |13 200 400
4 80 - 102 |10l |25 |25 |25 200 400
5 - 10 508 |505 |12,6 |126 |12,6 200 400
6 - 20 1015 | 101 | 252 |252 | 251 200 400

*MycoSpin-nel megtisztitott 6rlemény extraktum

A matrixhatas vizsgalatdhoz matrix mentes kalibracids sort is készitettem, a fentiekhez
hasonldan, kivéve, hogy a tisztitott minta helyett 50:50 A:B acetonitril-viz elegyet

hasznaltam fel, ahogyan a 8. tablazatban latszik.

8. tablazat — Matrixmentes kalibracids sor

Sorszam | higitott afla- | afla mix | AFB1 | AFG1 | AFB2 | AFG2 | A:Beluens | ACN:viz | végtérfogat
mix (ul) (uh) (gl | (ug/)) | (ug/h) | (ug/h) | (uh (uh (uh

0(vak) |0 - 0 0 0 0 200 200 400

1 4 - 0,5 0,5 0,1 0,1 196 200 400

2 8 - 1 1 0,3 0,3 192 200 400

3 40 - 51 51 1,3 1,3 160 200 400

4 80 - 10,2 10,1 |25 2,5 120 200 400

5 - 10 50,8 |505 |12,6 |[126 |190 200 400

6 - 20 101,5 | 101 252 [251 180 200 400

7 - 100 507,5 | 505 125,8 | 1255 | 100 200 400
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5. Eredmények és értékelésiik

Elséként a MycoSpin 400 gyari leirdsaban szerepld két extrakcios 1épést hasonlitottam
Ossze. A toltettipus els6 hasznalata és a moddszerek kozotti nagy idokiillonbség okozta
bizonytalansdg miatt végeztem el ezt a kisérletet. Parhuzamosan vizsgéaltam az extrakcios
lépéseket. 2-2 gramm O6rleményhez 160-160 pl ,afla-mix”-et, és megfeleld mennyiségi
olddszert adtam, az igy a kapott oldatok koncentracidja 64 pg/l lett az extraktumban.
Az egyik modszer egy 90 perces razatést irt eld, ezt razdasztal segitségével valdsitottam
meg, a masik pedig egy 3 perces erételjes kevertetést javasolt, melyet a laboratériumban
talalhato Ultra-Turrax® segitségével tudtam megvaldsitani. A mintael6készités tovabbi
1épései megegyeztek a 4.3.4 mintaleirasban szereplokkel. A vizsgélat soran megallapitottam,
hogy a MycoSpin moddszer két homogenizalasi alternativdjanak eredményei nagyon
hasonléak. Az LC-MS altal az egyes komponensekre kapott MRM atmenetek csucs alatti

terlileteit 0sszehasonlitva, az eredmények kozotti eltérés 10% alatti.(9. tablazat)

9. Tablazat - A 3 perces €s a 90 perces MycoSpin mddszerek dsszehasonlitasa

Modszerek
Vizsgalt 3 perces/ 90 perces/ Eltérés
komponens Ultra-Turrax® Razoasztal
MRM atmenet csucs alatti tertilet %
AFB1 3174 2964 7,1
AFB2 689 678 1,6
AFG1 1371 1493 -8,2
AFG2 374 347 7,8

A fenti eredmények alapjan a toxikologiailag biztonsagosabb, 90 perces modszert
valasztottam. Még ha a minta eredetileg nem is tartalmazott nagy mennyiségli toxint, az
,,afla-mix” hozzéaadasa utan jelentOs szennyez6 forrassa valik. Lemosni a toxinokat a késes
késziilékrol csak bizonytalan hatékonysaggal lehet, illetve nem szerencsés a nyitott mintakat
szabad leveg0n tartani, a kevertetés idejére sem. Ezek alapjan a 90 perces verzioval haladtam

tovabb, a kovetkez0 kisérletek mindegyikénél ezt alkalmaztam.
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A Tanszéken folyd kordbbi kutatdsi munka eredményeképpen kideriilt, hogy a
“dilute and shoot” ¢és a QUEChERS modszerek koziil, vanilia matrixra vonatkozdan a
QuEChERS mintatisztitasi technika nyujt jobb hatasfokot. Andrask6é ¢és munkatarsainak
(2021) munkaja alapjan, abban az esetben, ha kizar6lag aflatoxinok meghatarozasa a cél, a
QuEChERS PSA szorbenssel parositva tiinik a leghatékonyabbnak. Lehetoségem adodott
folytatni ezt a kutatasi témat, a mintaelokészitési feladatok tovabbi vizsgalataval.
Célkitlizésem szerint a sok 1épéses €s idoigényes mddszer helyett, egy hasonld, hatékony és
direkt mintatisztitasi modszert teszteltem és hasonlitottam Ossze, mely gabona mintak
tisztitasara lett kifejlesztve, mikotoxin méréshez. Dolgozatom elkésziiltéig, tudomasom
szerint, nem talalhaté olyan tudomanyos publikacié a szakirodalomban, melyben vanilia
fliszerben MycoSpin segitségével mikotoxin tisztitasi kisérletet végeztek volna.

Olyan kisérleti elrendezést allitottam fel, amelyben minden esetben 2 g vanilia mintara
addicionaltam ismert koncentracioban a négy aflatoxin komponenst. Harom eltér6
mintaelokészitési modszerrel két-két parhuzamos mérésben tisztitottam az igy elkészitett
tesztmintakat. Az egyik, az Andrasko és munkatarsai (2021) altal mar korabban alkalmazott
QuEChERS modszer, mely mintaeldkészitési 1épéseit a 4.3.2. fejezetben, a 3. tablazatban
olvashatjuk. A masik elrendezés szerint, a tesztmintdkat kizardlag a MycoSpin eszkoz
segitségével tisztitottam, ennek lépéseit a 4.3.4. fejezet 4. tablazataban foglaltam Ossze.
Harmadik lehetdségkeént, feltételezve, hogy a két modszer eldnyei Osszeadodnak, egyiitt
alkalmaztam 6ket, nagyobb mintatisztitasi hatasfokot varva. A mérésleirast a 4.3.5. fejezet
5. tablazata tartalmazza. A 3. 4. és 5. tablazatok 1épésrél-1épésre tartalmazzak az egyes
elokészitési modok soran elvégzett beavatkozasokat, valamint az aflatoxin komponensek
koncentracioinak valtozasat az elokészitési 1épések hatasara. A harom tablazat utolso sorait
Osszevetve lathatd, hogy a QUEChERS modszerrel eldkészitett mintakban adodtak a
legnagyobbnak az aflatoxin komponensek koncentracioi az eltérd higitasi 1épések miatt.
A MycoSpin kozel harmada a QUEChERS esetén tapasztaltnak, a legkisebb pedig a
kombinalt QUEChERS + MycoSpin mintaelékészitési modszer esetén adodott.
A mintael6készitési modszerek hatékonysagat az egyes komponensekhez tartoz6 MRM
atmenetek  4ltal  szolgaltatott  cstcs  alatti  teriiletek  alapjdn  vizsgaltam.
Az 0sszehasonlithatdsag érdekében a kiértékelésekor, minden el0készitési miivelet esetén

(Q, M, Q+M) az 6sszes komponensre (B1, B2, G1, G2), az egységnyi koncentraciéra jutd
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csucs alatti teriilet nagysagat vettem alapul. Ezt a normalizélt jelet nevezem a tovabbiakban
el”-nek. A teriilet adatokat, a hozzajuk tartozd koncentracidkat és a szamolt jel
eredményeket mind a 4 mikotoxin tekintetében, mérési eljarasonként két parhuzamos adattal

(1-gyel és 2-vel jelezve a Mddszer oszlopban), a 10. tablazat tartalmazza.

10. Tablazat - A QUEChERS, MycoSpin és QUEChERS + MycoSpin modszerek 0sszehasonlitasa

AFB1 AFB2
Modszer | Koncentracié | Terilet* | Jel** | Koncentraciéo | Teriilet* | Jel**
(ug/) (ug/
Q1 162,4 20463 126,0 40,2 4042 100,4
Q2 20142 124,0 4067 101,1
M1 65,0 6200 95,4 16,1 1239 77,0
M 2 7331 112,9 1686 104,7
Q+M 1 40,6 772 19,0 10,1 161 16,0
Q+M 2 230 5,7 52 5,2
AFG1 AFG2
Koncentracié | Teriilet* | Jel** | Koncentracié | Teriilet* | Jel**
(ug/) (ug/)
Q1 161,6 15502 95,9 40,2 2955 73,6
Q2 15651 96,9 2938 73,2
M1 64,6 5324 82,4 16,1 764 47,6
M 2 5444 84,2 916 57,0
Q+M 1 40,4 673 16,7 10,0 74 7.4
Q+M 2 322 8,0 22 2,2

*az ebben az oszlopban 1év6 adatok ,,vak’-kal korrigalt értékek
**Jel: egységnyi koncentraciora vonatkozatott cstcs alatt teriilet

A 10. tablazat ,Jel” eredményeit grafikusan é&brazolva és a parhuzamos adatokat
atlagolva a 10. abrat kapjuk. A QUEChERS alkalmazasa soran kapott Jel értékek atlagos
RSD% értéke 1,4 %-nak, a MycoSpin esetén 11,5 %-nak, a QUEChERS + MycoSpin

modszer esetén 27,1%-nak adddott.

JEL

AFG2 TAFG1l OAFB2 mAFB1

10. Abra - A QuEChERS, MycoSpin és QUEChERS + MycoSpin médszerek 6sszehasonlitasa
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A diagramban szerepld adatok alapjan szembetlind, hogy amikor a kombinalt
mintatisztitdsi miveletet elvégeztem, a mért mikotoxinok mennyisége hatarozottan
csokkent. Ennek az lehet az oka, hogy tobb tisztitasi 1€pés kovette egymast, mely soran a
komponensek elveszhettek. Mivel ez a modszer anyag-, 1d6-, koltség és munkaigényes is
egyben, ezért a kombinalt modszer tovabbi alkalmazasat elvetettem.

A 10. 4bran lathat6 QUEChERS ¢és MycoSpin mddszerekkel jol mérhetd jeleket kaptam.
Az egyes komponensekre kapott eredmények kozotti relativ atlagos eltérés kb. 12%.
A QuEChERS mintael6készités idOtartama gyakorlott személyzetnek is 4 orat vesz igénybe,
roviditésre nincs lehetdség. Mig a MycoSpin a 90 perces razatassal €s az evaporacios 1€épés
beiktatasa mellett sem éri el a 4 o6rat. A kapott eredmények alapjan vanilia drlemény
aflatoxin-tatalmanak meghatarozasakor a QUEChERS mintatisztitasi modszer kivalthato a
MycoSpin mddszerrel. Ezért dolgozatom tovabbi részében a MycoSpin mintatisztitasi

technikat alkalmaztam.

A korabbi fejezetekben optimalisnak itélt mintaeldkészités és az Andrasko (2021) altal
optimalizalt =~ LC-MS  paraméterek  alkalmazdsaval a  moddszer  analitikai
teljesitményjellemzdit szeretném leellendrizni, melynek eredményei szerepelnek a

kovetkez6 szakaszokban.

5§27 Coolol-trvrtire wimeormlrnt

Az UHPLC-MS/MS mérés soran az aflatoxin-anyaionok fragmentalodtak. Minden
aflatoxin komponenst két MRM atmenetén vizsgaltam. A legintenzivebb, Un. kvantitativ
atmenetet hasznaltam fel a kvantifikalashoz. A masodik legintenzivebb, kvalitativ atmenet
vizsgalata elvart QQQ-MS/MS technikdk alkalmazasa soran, hiszen a kvalitativ és
kvantitativ 4&tmenetek ardnya komponens specifikus, igy vizsgalatuk wjabb szelektivitasi
tényezOt jelent a komponensek beazonositasahoz a retencids id6n, valamint az anyaion m/z
értékén til. A mérést a 4.3.1. fejezetben leirt beéllitdsok mellett végeztem el. A kdvetkezd,

crer

MRM atmenetei lathatok.
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11. Abra — A vizsgalt mikotoxinok kvanitativ és kvalitativ MRM atmenetei

Az abran lathatd, hogy a retencios idok megegyeztek az atmeneteknél és a kirajzolt
tertiletek alakja is hasonlo.

A 11. tablazatban a relativ ionarany vizsgalatdhoz sziikséges adatok szerepelnek. A
relativ intenzitas érték azt mutatja meg, hogy a mért lednyionok egymashoz viszonytott

aranya mennyire tér el a szakirodalomban szereplotol.
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11 tablazat - Relativ intenzitasaranyok 0sszehasonlitasa

Leanyionok Leanyionok Relativ
Komponensek intenzit_z’tsarénya a | intenzitasaranya | intenzitas | Maximum
referencia anyagban | a mintaimban eltérések | tiirés [%]
[%6] [%6] [%0]
AFG2 62,6 52,0 16,9 20
AFG1 81,0 76,8 5,2 20
AFB2 90,7 103,6 14,2 20
AFB1 93,4 94,7 14 20

A 96/23/EK iranyelv 1. mellékletének B. csoportjaban felsorolt anyagok megerdsito
vizsgalatahoz minimum 3 azonositasi pontszamra van sziikség, ide tartoznak a mikotoxinok
is. A 2002/657/EK rendelet szerint LC-MS/MS technika, amely soran egy prekurzor iont és
annak két lednyionjat azonositjuk komponensenként, 4 azonositasi pontot szolgaltat, ami
megfelel a mikotoxinok mérési kovetelményének. A rendelet 2.3.3.2 fejezetében szerepl? 4.
tablazat hatarozza meg, hogy a detektalt relativ intenzitdsokhoz mekkora maximum tlirések
engedélyezettek tomegspektrometrias technikak esetén. Az altalunk mért minden aflatoxin
esetén a mért lednyionok kozti intenzitds arany nagyobb, mint 50%, igy + 20% tliréshatar
engedélyezett. A négy aflatoxin modszerbe vald optimalasa soran megéllapitasra kertilt a
komponensek detektalt leAnyionjainak aranya, melyhez a mintdimban mért ionaranyokat
hasonlitottam. gy megéllapithat6, hogy a modszer a relativ ionaranyt célzod

teljesitménykritériumnak megfelel.

g2 T 702 omvvrtrme 130 rvfviveh it ork

ElsOként a linearitast vizsgaltam, melyhez a mikotoxin referencia anyagok ndovekvo
kizarolag a négyféle aflatoxin komponenst (az afla-mixet) és az olddszereket tartalmaztak.
Az igy kapott oldatokat ezutan a 4.3.1 fejezetben bemutatott mérémoddszer paraméterei
szerint mértem. Az egyes oldatokban mért komponensek cstcs alatti teriileteit a
koncentracio fiiggvényében kalibracids diagramokon abrézoltam, melyek a 12. és 13 &bran

lathatoak.
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12. Abra — Linearitas vizsgalata a matrix mentes oldatsorozat segitségével az AFBI és

AFG1 tekintetében
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13. Abra — Linearitas vizsgalata a matrix mentes oldatsorozat segitségével az AFB2 és

AFQG?2 tekintetében

A diagramokon lathatd, hogy a pontokra illeszthetd egyenes két nagysagrenden keresztiil
linedris. Minden esetben a determinécids egyiitthatd (R?) megfelel a kdvetelményeknek
vagyis R? >0,99.

Az LC-MS méréstechnika hatékonysagat befolyasoljak a mintamatrix komponensek,
ezért kovetkezd 1épésként matrix illesztett kalibraciot is készitettem.. Ebben az esetben a
kapott oldatokat LC-MS vizsgalatnak vetettem ala és az eredményeket az alabbi, 14. és
15. grafikonokon abrazolom. Az 6sszehasonlithatosag érdekében, az el6z6 12. és 13. abran
szerepld adatokat is feltiintetem ezeken az &brakon, az utolso, legtoményebb pont

kivételével. R? >0,99.
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15. Abra — Matrixhatas vizsgalata az AFB2 és AFG2 tekintetében

Az analitikai mérégorbe Osszehasonlitisa sordn azt tapasztaltam, hogy az egyes
komponensek jelét a rendszerben minden esetben matrix hatas terheli, mely a ,,Matrix-szal
terhelt” és a "Matrix mentes” egyenesek meredekségének kiilonbségébdl lathato. Dagnac és
munkatarsai (2016) is nagymértékli matrixhatasbol eredd jelszupressziot tapasztaltak
vizsgalataik soran.

A fenti eredmények alapjan a tovabbiakban matrix-illesztett kalibracioval dolgoztam

tovabb.
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5§22 TOD T D0 vrovocr taovtnmn rmny Irrolalisco

Ahogyan a 3.5 fejezetben szerepelt, a kimutatdsi €és meghatdrozasi hatarok
megallapitasahoz a vizualis modszert alkalmaztam, mely soran a ,,jel” adatokat a ,,zaj”-jal
hasonlitottam Gssze. Példaként a 16. dbran az AFB2 komponens MRM kromatogramjan

mutatom be az LOD kiértékelését.

x10 206 +MRM (315.1->259.0)25_1_1a.d25_1_1a

£ 05 AFB2
3
o 0.4

0.3

02—

0.1

2.6 2.7 2.8 2.9 3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 3.7 3.8

Acquisition Time (min)

16. Abra — Vizualis LOD kiértékelés az AFB2 komponensnél

A csucs el6tti zajt haromszor mértem fel az AFB2 2,5 pg/l addiciés koncentracid
csucsara. A tobbi komponens a fenti AFB2-hoz hasonldan lett kiértékelve, valamint az LOQ
esetén is igy jartam el, annyi kiillonbséggel, hogy a zaj tizszeresének megfeleld csticsokat

kerestem. A kiértékelés soran kapott eredményeket a 11. tablazat tartalmazza.

11. Tablazat - Az LOD és LOQ értékek komponensek szerint

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2

ugll | pg/kg | ugll | ugkg | ugl | uglkg | ugll | uglkg
LOD 0,10 0,25 0,10 0,30 0,10 0,25 0,25 0,60
LOQ 0,40 1,0 0,50 1,2 0,40 1,0 1,2 3,1

crer

a mintaoldat koncentracidja. A méréstartomany kijelolése soran a felallitott kalibrald
egyenesbdl (7. tdblazat) a LOQ alatti pontokat (1. 2. sorszamu) €s az 5%-os elhajlast mutato
legnagyobb (6.) pontot kihagytam az AFB2 és AFG2 esetén. gy a méréstartomany ebben az
esetben 2-50 pg/l a mintaoldatra nézve és 5-125 pg/kg a matrix-ra nézve. Az AFB1-re és
AFG1-re pedig csak az utolso, (6.) pontot hagytam ki igy a méréstartomany ezen anyagok
esetében 0,5-101 pg/l az oldatra, és 1,3-253 pg/kg a matrix-ra nézve.
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Mivel matrixszal rendelkezd hitelesitett referencia anyag (CRM) nem allt
rendelkezésemre, ezért pontossag vizsgalatot a 2002/657/EK Bizottsagi Hatarozat alapjan
nem tudtam végezni. Ebben az esetben a Hatarozat értelmében a visszanyerést megerdsitett
vak matrixos kisérletekkel kell elvégezni. Ez alapjan a 4.4 fejezetben leirtak szerint harom
koncentracioszinten kettd parhuzamos mintat addicionaltam. A hatdrozat eldirja, hogy a
visszanyerés vizsgalatot az egészségiigyi hatarértéken valamint alatta és felette 50-50%-kal
kell elvégezni, ami az AFBI-re nézve kb. 2,5; 5,0 és 7,5 ng/kg koncentracidkat jelent.
A visszanyerés vizsgalatra kapott adatokat az egyes komponensek esetében a 12. tdblazat

tartalmazza

12. Tablazat — Az atlagos visszanyerések és a hozzatartozo RSD%-0k (n=6)

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2***
ug/kg* R%** ug/kg* R%** ug/kg* R%** ug/kg* R%**
2,5 130 0,6 66 2,5 153 0,6 -
5,1 144 1,3 116 51 175 1,3 -
7,6 144 1,9 113 7,6 173 1,9 -

*Referencia addicios koncentracié  ** Visszanyerés% *** Meghatarozasi hatar alatt

A kapott adatok alapjan megallapithatjuk, hogy csak az AFB2 komponens felel meg a
2002/657/EK Bizottsagi Hatarozatban foglaltaknak mindharom addicids szinten.
A Hatarozat szerint 1> pg/kg koncentraci6 alatt 50-120% kozott kell lennie a
visszanyerésnek, mig 1-10 pg/kg aflatoxin koncentracio kdzotti mintak esetében 70-110%
ez az érték. A mért adatok alapjan ezzel a mintaelokészitéssel és mérdmodszerrel a tobbi
komponens visszanyerése nem elégséges a mért koncentracié tartomanyban. Mivel az
»afla-mix”-ben a komponensek nem egyenld aranyban voltak jelen, hanem a 4.1 fejezetben
irtak szerint, a B1 és G1 komponensek négyszer toményebbek, mint a B2 ¢s G2, ez a
kiértékelés soran is meglatszott. Ezeken a koncentracidszinteken a MycoSpin technikaval
nem sikeriilt az 6sszes komponensre vanilia matrixb6l megfeleld visszanyerési adatokat
kapni.

Az ismételhetOséget azonos mintan, azonos berendezéssel, azonos laboratéoriumban,
azonos személyzet altal, azonos koriilmények kozott kell meghatarozni. Az elvégzett

vizsgélat eredményeit a 13. tdblazat tartalmazza.
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13. Tablazat — Az ismételhetdség mérésének adatai (n=6)

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Addicios 1,5 |59 176 o6 [13 |19 |25 |51 |76 |06 |13 |19
szint (ug/kg)

Atlag 45 |10 |45 |93 |87 |25 |96 |105 |123 |32 |138 |117
Sais 037 |04 | 041 |0,89 | 0,88 |0,07 |058 |047 |091 |031 |099 |0239
RSD% 82 1136 |93 |95 |102 |29 |60 |45 |74 |98 |72 |33

A kapott relativ szoras eredmények az els6 addicios szinten 6,0-9,2%, a masodikon

4,5-13,6%, a harmadikon 2,9-9,3% kozott mozogtak. Az ismételhetéségi értékek nem

tekinthetdk kiugroan nagyoknak.
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6. Osszefoglalas

A fiiszerekre leselkedd legnagyobb veszElyt a penészesedéssel Osszefiiggésben allo
mikotoxin szennyezés hordozza. Bar megsziiletett a RASSF riasztasi rendszer, a lakossag
kevéssé tudatos a mikotoxinok altal okozott élelmiszerbiztonsagi veszélyeket illeten.
Emiatt kiemelkedéen fontos a vasarlok tdjékoztatdsa, jobban fel kellene arra hivni a
figyelmet, hogy penészgombak anyagcsere termékei az egész termékbe eljutnak, a penészes
lekvarrol az esztétikai hibat eltdvolitva, nem szabadulunk meg a veszélyes mikotoxinoktol
€s mutagén, karcinogén és teratogén hatdsukat az emberi szervezetben kumulalodva csak
késobb fejtik ki. A fliszernovények kiilonleges képviseldje a trépusi kdrnyezetben termd
vanilia. Termdteriilete két dolog miatt is eldsegiti a penészgombak elszaporodasat. Egyrészt
parés kornyezetben, terem ¢és a foldre kiteritve szaritjak, masrészt hajouton jut el Eurdpaba,
mely soran a nedves levegének ugyancsak ki van téve. A vaniliabab komplex dsszetételének
koszonhetden, az drleménybdl a mikotoxinokat kioldd olddszerben tobb tovabbi alkoto is
extrahalodik, sotétbarna szinli matrixot alkotva, mely megneheziti az analitikai vizsgalatot.
Munkam soran a mintatisztitdsi modszert igyekeztem tokéletesiteni, egyik célom az volt,
hogy kideritsem, tartalmaz-e a kereskedelmi forgalomban kaphat6 vanilia 6rlemény az eldirt
egészsegligyl hatarértéknél nagyobb mennyiségben mikotoxinokat. A vizsgalodas soran
meglepve tapasztaltam, hogy nem volt jelen aflatoxin kimutathaté mennyiségben. Erdekes
kutatasi teriilet lehet a jovOre nézve, hogy mi okozza ezt. A természet komplex rendszerében
elképzelheto a kép, hogy védelmi mechanizmusként a paras tropusi teriileten honos vanilia
a szaporitasért felelés magjat, a babot penészgatlo, fungicid hatasti anyaggal latja el
védelemként.

A kifejlesztett mérdmodszer vanilia Orlemény matrixra lett validalva, de tovabbi

kisérletekkel egyeb fliszerekhez és fliszerndvényekhez is lehetne alkalmazni.
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KONZULTACIOS
NYILATKOZAT

Balézs Viktoria Bernadett CTR35C konzulenseként nyilatkozom arrdl, hogy a szakdolgozatot
attekintettem, a hallgatdt az irodalmi forrasok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és
etikai szabalyairol tajékoztattam.

A szakdolgozatot a zardvizsgan torténd védésre javaslom / nem javaslom!.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?

Kelt: Budapest, 2022. oktober 28.

I
dr. Uve@es Marta
Bels6 konzulens

' A megfelels aldhuzando.
2 A megfeleld aldhizandé.





