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Tartalmi ¢sszefoglald

Az Aspergillus nemzetsegbe tartoz6 fonalas gombak széleskdrben ismertek kozmopolita elterjedesiik és
az altaluk termelt masodlagos metabolitok miatt. A nemzetseg tagjai kozé tartozd szekunder metabolitok
kdzé tartoznak olyan vegyuletek is, amelyet tobb ipardg (élelmiszeripar, biotechnoldgia) felhasznal és
olyanok is, amelyeknek egészségkarosito hatasa van. A kutatasaink soran vizsgalt sterigmatocisztin (STC)
egy poliketid mikotoxin, melyet az A. creber fajok képvisel6i szintetizalnak. A munkank soran egy olyan
tisztitasi modszeregyttes kidolgozasat végeztik el, amely a folyadék-folyadék kromatogréfian alapszik. A
modszerfejlesztési vizsgalatok megkezdesehez sziikség volt nagy mennyiségben STC-t tartalmazo A.
creber fermentacios termékére. A mikotoxin és a szennyez6k nyomon kovetéséhez HPLC-UV modszert
fejlesztettiink, melyet eredményesen alkalmaztunk az extrakciok optimalizalasahoz, az oldészerrendszerek
tesztelésére, valamint a folyadék-folyadék kromatografias frakcionalas nyomon kovetéséhez. A
kidolgozott, tobblépéses tisztitasi eljaras két oldoszeres extrakcioval kezd6dik, amelyeket egy folyadék-
folyadék kromatogréfias elvalasztas kovet. A kiindulasi nyers extraktumban a vegyulet teriiletszazalékos
ardnya HPLC-UV mérések alapjan kevesebb, mint 1% volt, mig a végso tisztitott frakcioban 60% feletti
tisztasagot értiink el. A vegylilet igazolasat, a szennyezOk vizsgalatat és a fokomponens tisztasaganak
ellendrzését a tisztitasi folyamat utan HPLC-ESI-HRMS mérésekkel is elvégeztiik. A modszer elénye, hogy
a Ccélvegyulet elvéalasztasa gyorsabb ¢és a folyadék allofazis hasznalatanak koszonhetéen

koltséghatékonyabb, mint a hagyomanyos szilard fazisi megkozelitések.
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1. Roviditések jegyzéke

AFB1 — Aflatoxin B1

CPC — Centrifugalis megoszlasi kromatografia (Centrifugal Partition Chromatography)
EFSA — Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (European Food Safety Authority)
ELISA — Enzyme Linked Immuno-Absorbent Assay

GC — Gaz kromatografia (Gas Chromatography)

HACCP — Hazard Analysis and Critical Control Points

HPLC — Nagyhatékonysagu folyadékkromatogréfia (High Performance Liquid Chromatography)
LLC — Folyadék-folyadék kromatografia (Liquid-liquid Chromatography)

P — megoszlasi hanyados (partition coefficient)

PDA — Potato Dextrose Agar

Rs — felbontas (resolution)

STC — Sterigmatocisztin

Tol —toluol

tr — retencids 1do

UV — ultraibolya

a — szelektivitasi tényezo



2. lrodalmi attekintés

2.1. A termeld mikroorganizmus bemutatasa

A gombak bioldgiai és gazdasagi szempontbdl egyarént nélkilozhetetlen szerepet toltenek be. A
jelent6ségiik az altaluk termelt extracellularis enzimeknek koszonhetd. Okologiai szempontbol
kiemelked6en fontosak a szerves anyagok lebontasaban. A gombak lebontasa nélkll hihetetlen
mennyiseégben felhalmozddna a szerves hulladék mennyisége a Foldon, ami komoly kdrnyezeti
problémakhoz vezetne. Az okologiai jelentdség mellett az ember is hasznositja ezeket az enzimeket,
amelyek tobb iparag alapjat is jelenti 1. llyen fonalas gombak az Aspergillus fajok is, melyek altal termelt
enzimek az ipar szamara kiilondsen értékesek. Az ipari jelentdségli fajok mellett azonban vannak olyan
gombafajok a nemzettségben, amelyek komoly egészségligyi kockazatot jelentenek. Az altaluk okozott
megbetegedések kdzé tartoznak a szisztémas mikozisok, amelyek ritkabban fordulnak el6 a szintén gombak
okozta dermatomikézisoknal (borfert6zések), de annal sulyosabb, akar halalos kimeneteltiek is lehetnek. E

betegségeket tobbek kdzott a nemzetségbe tartozd A. fumigatus és az A. niger fajok okozzak *.

Az Aspergillus nemzetség rendszertanilag az Eukaridta (Eukaryota) doménbe, a Gombéak (Fungi)
orszagaba, a Dikarya alorszagba, a Tomldsgombdk (Ascomycota) torzsébe, a Pezizomycotina altdrzsbe, az
Eurotiomycetes osztalyba, az Eurotiomycetidae alosztalyba, az Eurotiales rendbe azon belil pedig az
Aspergillaceae csaladba tartozik °. A nemzetségrél az elsd leirasokat Pier Antonio Micheli, olasz szerzetes
és biologus tette kozzé 1729-ben . Az Aspergillus nevet olyan penészgombéak megnevezéséhez hasznalta,
amelyeknek a spdralancai sugar irdnyba erednek egy kdzponti strukturarol, ami egy kocsany csicsan
képzddik 7.

Az Aspergillus kolonidk jellemzéen gyors ndvekedésiiek. Valtozatos szinekben és arnyalatokban
jelennek meg, a fehért6l, a sargan, a sargéas-barnan és a barnas-feketén at a zoldes arnyalatokig. A

gombatelepeken a konidioférok toébbnyire egy témor réteget alkotnak.

Az Aspergillus nemzetség hat alnemzetséget (Circumdati, Nidulantes, Fumigati, Aspergillus, Cremei,
Polypaaecilum) és dsszesen 27 fajcsoportot (section) tartalmaz. Az altalunk a termeltetésre alkalmazott A.
creber a Nidulantes szekcidba, azon belll a Versicolores sorozatba tartozik. Az A. creber lineage-be az A.
creber fajon kivil még 6t masik faj is tartozik (A. cvjetkovicii, A. jensenii, A. puulaauensis, A. tennesseensis,
A. venenatus) 8. A ,creber”, egy latin eredetii sz6, melynek jelentése szamos, gyakori. Az elsd fajleirasat
Jurjevic és munkatarsai publikaltdk 2012-ben °.Makrofologiai szempontbdl valtozatos kinézettel

rendelkezik attol fliggden, hogy milyen taptalajon tenyésztjiik (kukorica, YEB (Yeast Extract Broth), CZ20
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(Czapek with 20 % Sucrose Broth) 1911), és milyen hdmérsékleten (25-37°C 1°12) és mennyi ideig (1-3 hét
1011y tartott az inkubécié. Mikromorfolégiailag megfigyelhetd, hogy az aszkokarp hianyzik. A Hiille-sejtek
egyes torzseknél megtalalhatok, kiils6leg atlatszo, nyujtott gomb alakd. A konidofor feji részén a biseriat
konidioférok sugar irdnyba, stirlin helyezkednek el. A nyél sima felszinti, atlatszé vagy halvany barna szin,
a vezikulumok pedig szintén atlatszoak és a korte alaktdl, a nyujtott gémbig valtozik az alakja. A metuldk
szintén atlatszéak és a henger-alaktol, a hordé forméaig valtozik az alakja és beboritjak a vezikulum
haromnegyedét. A fialidok ugyanlgy atlatszdak és mellette palack alakiak, mig a konidiumok alakja

gombolyiitd] nyajtott gdmbig valtozik, szemolesos felszinnel rendelkezik és szintén attetszé &

A mikotoxinok a fonalas gombak mérgezd hatasti masodlagos metabolitjai. A mikotoxinnal szennyezett
taplalék fogyasztasa altal okozott betegségeket mikotoxikozisnak nevezik. Az eltérd mikotoxinok tobbféle
hatassal vannak az él6 szerveztre, mint példaul emésztészervrendszeri-problémak (pl. austdiol), majfibrosis
(pl. sterigmatocisztin), hepatoxicitas (pl. rubratoxin), vesetoxicitas (pl. ochratoxin) vagy akar rakkeltoek is
lehetnek (pl. aflatoxin). Egy 10 éven at tartod kutatasbol az derdilt ki, hogy a 100 orszagbol gyiijtott, kozel
75 ezer kukoricabol és allati takarmanybol vett mintanak 88%-a valamilyen mikotoxint tartalmazott és a
mikotoxint tartalmazé mintadknak tobb, mint a felében (64%) ketté vagy annal tobb mikotoxin is

kimutathat6 volt 2.

Az Egyesiilt Nemzetek Szervezetének Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi Szervezet (Food and
Agriculture Organization of the United Nation, FAQO) mérései alapjan a vilag élelmezési céli terményének
mintegy 25%-a szennyezddik mikotoxinnal a szant6foldon és a tarolas kdzben . A fertézott termények a
feldolgozas sorén is hordozoi a mikotoxinoknak, emiatt nem csak az alapveté élelmiszerek okoznak

kockazatot, hanem azok feldolgozott formai is *>1°,

Az Aspergillus fajok altal okozott megbetegedések jelentds részét a mikotoxinok okozzak. Ezek a
korallapotok a mikotoxinok kovetkezménye, amelyeket a gomba a késdi stacioner fazisaban termel. A
stacioner fazis idejére a gomba mar tal van a kezdeti névekedési szakaszon, melynek kdvetkeztében
megindult az olyan masodlagos metabolitok termelése, mint a mikotoxinok. A szekunder metabolitok
termelése mellett a sporak képzoédése is utal a fejlodési szakasz elindulasara 7. Az Aspergillus nemzetség
enzimtermelése €s azok széleskorli felhasznalasa mellett nagy fokt diverzitast mutatnak a mikotoxinok

termelésében is (1. tablazat).



1. tablazat Aspergillus fajok és a mikotoxinjaik

Fajnév Toxin Forras
A. creber STC 1
A. flavus Aflatoxin By, Ba, 18
ciklopiazonsav, aflatrem
A. nidulans STC 19
A. niger Ochratoxin A, fumonizin B> 20
A. parasiticus Aflatoxin B, Bz, G1, G2 18
A. ochraceus Ochratoxin A, penicilsav 18
A. versicolor STC, ciklopiazonsav 18

Az STC egy olyan mésodlagos anyagcseretermék, amit tobb, mint 50 tomlésgombafaj képes termelni.
Az elmult 50 évben szamos tanulmany beszamolt arrdl, hogy filogenetikailag és fenotipusosan is eltérd
nemzetségekben azonositottak az eléfordulasat. Ezen nemzetségek kozé tartozik az Aschersonia,
Aspergillus, Bipolaris, Botryotrichum, Chaetomium, Emericella, Eurotium, Farrowia, Fusarium,
Humicola, Moelleriella, Monocillium és Podospora (Chung és Wu, 2020; Rank és mtsai., 2011). A
szakirodalomban f6 termelének az A. versicolor faj képviseldit tartjak 22. A kulonféle torzsek izolalasi

helyei jol alatamasztjak a kozmopolita elterjedést. 22,

Az STC egy poliketid mikotoxin (C1sH120s; 1. &bra), emellett pedig az egyetlen ismert dihidrofuran
xanton szarmazék 224, Szilard halmazallapotban faké sarga szinii, tiiszerti kristalyokat ad 2. Az STC
oldédik dimetil-szulfoxidban, kloroformban, piridinben, acetonitrilben, benzolban, metanolban, etil-
acetatban és acetonban, valamint a legtdbb szerves olddszerben. Azonban oldhatatlan vizben, petrol-éterben
és erds vizes bazisokban 2>-%’. Ultraibolya (UV) fény alatt vorosesnarancs szinben fluoreszkal. A vegyiilet
324,3 g/mol molekulatémeggel rendelkezik és 246 °C-on bomlik el. Az STC egy optikailag aktiv vegylilet,
forré etanolos kalium-hidroxiddal valo kezelés hatdsara atalakul egy optikailag inaktiv molekulava,
izosterigmatocisztinné 28, A szerkezeti vizsgalatok kozben deriilt fény az STC és az aflatoxinok

kapcsolatara is (1. abra) °.

A CH,

1. &bra A) Sterigmatocisztin; B) Aflatoxin B1


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H12O6

TDK dolgozat

2.2.Mikotoxinok és a sterigmatocisztin

Az STC és az aflatoxin B1 szerkezete kdzott hasonlosagot allapitottak meg, ami arra utalt, hogy az
aflatoxin bioszintézisének kozti terméke lehet a difuroxanton *°. Az AFB1 és az STC bioszintézisét
elsédlegesen az afIR gén szabalyozza az A. flavus, A. parasiticus és A. nidulans fajokban. Az A. nidulans
tovabbi 24 gén bevonasaval szabalyozza az STC termelést. Az A. nidulans aflR gén fehérjéje interakcioba
afIR gén expressziojat, univerzalisan szabalyozza az AFB1, STC, penicillin és gliotoxin termelést a
kiilonféle gombafajokban ?’. E tanulmanyok szerint, az STC, az AFB1 szintézis utvonalban egy kés6i kozti

termék, mig szamos Aspergillus fajnal, pedig végsé termékként van jelen 3132,

Az STC megjelenésében szerepet jatszhat a kozeg hdmérséklete, nitrogén- és szénforrésa és a pH (5-5,5
tartomany 34). A szintézist szabalyzé mechanizmusok eltérnek az A. nidulans és A. parasiticus fajokban.
Amig a magasabb homérséklet és nitratokban gazdagabb kornyezet elésegiti az STC termelést az A.
nidulans fajokban, addig visszaszoritja az AF szintézist az A. parasiticus fajoknal. A kézeg pH-ja szintén

hatassal van a bioszintézisre, savas kizeg emelkedett STC és AF termelést indukal .

Tobb gombatorzs esetében sikertlt mar meghatarozni a termelt STC mennyiségét. llyen torzsek kdzé
tartozik a fentebb jelenlévd A. creber Km26, A. griseoaurantiacus SZMC 22334 és A. pepii SZMC 22332
torzs is (2. dbra) .

2. abra Harom Magyarorszagon izolalt sterigmatocisztin (STC) termel§ faj telepmorfologiaja Maltoz
Kivonatos taptalajon (Merck). A: A. creber Km26; B: A. grisecaurantiacus SZMC 22334; C: A. pepii
SZMC 22332 1

Az Eurdpai Bizottsag megbizasara az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hat6sag (European Food Safety
Authority, EFSA) atfogo kutatast végzett 2013-ban az STC hatésaival kapcsolatban. Céljuk az volt, hogy
felmérjék az STC egészségiigyi kockazatat illetéen. Vizsgaltdk az STC toxikokinetikajat, a toxicitasat
tobbféle kisérleti allatban és mas artalmas hatasait haszonallatokban, halakban és haziéllatokban. A



hitelesitett referencia anyagok hidnyaban ¢és a limitalt mennyiségli adatb6l human és allati egészégre
vonatkozoan nem sikerilt pontos kockazatelemzést késziteni. Azonban, ha a pontos egészegligyi veszélyt

nem is hataroztak meg, addig is sikeriilt kiilonféle sejtekre és szervekre vald hatasat kimutatni 36,

A difuroxanton szerkezet miatt az AFB1-hez hasonld genotoxikus és rakkelt6 hatisa van az STC-nek.
Az akut toxicitasi vizsgalatok alacsony oralis toxicitast (120-160 mg / kg testtdmeg) mutattak, de kiemelték
a majat és vesét, mint célszerveket 3. Hepatotoxikus hatast mutattak ki patkanyokban, egerekben,
majmokban és tengeri malacokban is. A dozis és a Kkitettség idejének novelésével nbtt a majsejtek
nekrozisanak és verzésének kockazata. A vesekben hialin degradacio, tubularis nekrozis és vérzes alakult
ki STC-vel kezelt patkanyokban és majmokban. Egyes kutatidsok szerint, immunmodulator hatéssal is

rendelkezik az STC, de ennek teljeskorii igazolasa még varat magara .

Az eml6s sejtek mellett a bakterialis sejtekre is mutagén hatdssal van. Kromoszomalis elvaltozast és
degradaciot indukal mind in vitro sejttenyészetekben, mind in vivo koérilmények kozott a Kisérleti

allatokban 3839,

Szamos tiid0 karosito hatds is megfigyelhetd az STC-vel Kitett Kkisérleti patkanyoknal. Sulyos
gyulladédsos reakcio és citotoxikus karosodast irtak le in vivo patkdnyok tiidészovetében. A mérgezés

kovetkeztében a légutak ontisztitd mechanizmusa karosodott, amely léguti rendellenességet okozott 0.

2.3. Az STC elvalasztastechnikai jellemz6i

Az STC széleskdrben vald elterjedésének okan a legkulonfélébb kdrnyezetekben lehet detektalni.
Legyen akar sz6 ¢élelmiszeripari termékekbdl (kukorica, rizs, buza, arpa, kenyér, olajos magvak, szojabab,
pisztacia, zoldségek, kakadbab, sajt stb.), allati takarmanybol #! vagy akar épitési teriiletekrél 2 vett

mintakrol.

A detektalas soran a mintavételt koveté 1épes az STC Kinyerése az adott matrixbdl. A 1épés célja, hogy
a matrixbol, amely tartalmazza a termeld gombat és a tapkozeget, kioldjuk és egy olyan szerves olddszerbe
kertljon, amelyben jol oldodik. Oldodas szempontjabdl jonak szamito olddszerek a hexan, kloroform és
aceton a gravimetrias mérések alapjan (2. tablazat) “3. A szakirodalom alapjan, a legelterjedtebb extrakcios
oldoszer az acetonitril, melyet gyakran elegyitenek 4%-os kalium-klorid oldattal.
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2. tdblazat STC oldhatdsaga szerves olddszerekben 25 °C-on 4

Oldoészer mg /100 ml
Aceton 4423
Acetonitril 176,0
Etanol 27,8
Etil-acetat 330,8
Hexan 327,0
Kloroform 7138,0
Metanol 34,5
Toluol 295,0

Az extrakcidt kovetden érdemes az elsd extraktumot tovabb tisztitani a szennyezok csokkentése

érdekében. Az eltérd matrixokbol valé kitisztitashoz tobbféle modszert is kdzolnek az irodalomban 2237,

A tisztitott mintdk analitikai mennyiségi meghatarozashoz féként immunkémiai (ELISA), vagy
kromatogréafias eljarast alkalmaznak. A 2000-es évek el6tt jellemzéen a vékonyréteg kromatografiat
alkalmaztak a kimutatdshoz. Az id0 eldre haladtaval és a technolodgia fejlédésével kezdtek elterjedni a

HPLC eljarasok 2°.

2.4. A folyadék-folyadek kromatogréafia

A preparativ kromatografids elvalasztasok soran a vegyliletek minél nagyobb mennyiségben torténd
tisztitdsa a cél. Ennek egyik tipusa a folyadék-folyadék kromatografia, amely szamos természetes eredetii

anyag elvélasztasara és tisztitasara ad lehetdséget 4.

A folyadék-folyadék kromatografidban (Liquid-Liquid Chromatography, LLC) mind a két fazis, a
mozgd és allé fazis is folyadék. Ez az elvalasztastechnika az extrakciéhoz hasonld, mivel kétfazisu
folyadékrendszert alkalmaz ¢€s az elvalasztas mindsége a minta komponenseinek megoszlasanak az
eltérésén alapul a két fazis kozott. A folyadék-folyadék kromatografias tisztitas soran jelentGs szerepe van
az alkalmazasahoz valasztott olddszereknek. Az elvalasztas alapja a kétfazisu oldoszerrendszer, amely lehet
biner, terner, kvarterner vagy akar pentamer olddszerelegy is. A mddszerfejlesztés egyik f6 célja, hogy egy
olyan olddszerrendszert talaljunk, amiben az adott komponensek stabilak és a lehet6 a legjobban oldodnak.
A gyors és produktiv elvalas érdekében praktikus olyan rendszert valasztani, amiben a fazisok minél kisebb
feltisztulasi id6vel (feltisztulasi id6: a fazisok megfeleld szétvalasa, szemmel nem lathatd zavarossag es

éles fazishatar jellemzi) rendelkeznek (< 30 mp) %4,

10



A szakirodalom alapjan a folyadék-folyadék kromatografiat alkalmaztak mar kiilonb6z6 gombak altal
termelt masodlagos anyagcseretermékek és mikotoxinok Kitisztitasara, ennek egy része kutatécsoportunk
eredményeit mutatja be. Legkorabban egy 1988-as cikkben jelent meg a nivalenol és fusarenon-X tisztitasa,
egy Fusarium graminearum torzsbsl “°. Késébb szintén Fusarium torzsek masodlagos
anyagcseretermékeinek a tisztitasat végezték (deoxinivalenol; fumonizin B1, B2, B3; trichotecének)
kiilonboz6 fermentumokbol “6-5%, Egyes esetekben a fermentéciot gabonakon végezték, ilyen példaul a rizs
vagy kukorica, més esetekben burgonya kivonatot tartalmazo agart alkalmaztak. A tisztitasok tobbségében
98% vagy afeletti eredménnyel zarultak. A visszanyerések a kiilonb6zé moddszereknél eltérnek, azonban
nagyrészt 80% feletti. A Fusarium torzsek méasodlagos metabolitjainak a tisztitdsa mellett alkalmaztak ezt
az eljarast a Penicillium expansum altal termelt patulin tisztitaséara is *. A tisztitast almaborbol és almalébdl
vegeztek el és tobb, mint 98%-0s tisztasagot és 86%-0s visszanyerést értek el. A technika alkalmas a
napjainkban sokat kutatott aflatoxin tisztitaséara is. Az Aspergillus parasiticus torzsek tenyésztését folyadék
tapoldatban végezték. A tisztitashoz a fermentlevet hasznaltak fel, melybdl 95% feletti tisztasaggal és
legalabb 80%-0s visszanyeréssel lehetett a négy 6 aflatoxin (Aflatoxin B1, B2, G1, G2) kitisztitani 2. A
kutatocsoportunk egyik uj eredménye az Aspergillus albertensis altal termelt ochratoxin folyadék-folyadék

kromatografias tisztitasa °3.

Fontos azonban kiemelni, hogy a tisztitdsok soran alkalmazott old6szerelegy mindig az adott mikotoxin
megoszlasi hanyadosara optimalizalt, specifikus oldoszerdsszetétellel bir. A rendszerek kivalasztasanal
figyelembe kell venni minden olyan tényez6t, amely a célmolekulak elvalasztasat meghatarozza, valamint

a célmolekulak kémiai tulajdonsagai mellett a matrix komponensek hatasaival is szamolni kell.
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3. Célkitiizés

A tudoményos didkkori kutatdsom soran célul tliztem ki a sterigmatocisztin tisztitdsat fermentalt rizsbol,
olddszeres extrakcidval és a folyadék-folyadék kromatogréfia alkalmazésaval. Ennek megvaldsitasa

érdekében az alabbi célokat tiztem ki:

HPLC modszer adaptalasa STC vizsgalatdhoz és a matrix specifikus szennyezOk azonositasdhoz az

extraktumokban
e STC extrakcidjanak optimalizélasa rizsen nevelt A. creber fermentacios termékébol

e oldoszerrendszerek keresese az STC CPC elvélasztasahoz a megoszlasi hanyadosok és a

szelektivitasi tényezok meghatdrozasaval

e CPC modszer fejlesztése a kivalasztott oldoszerrendszer alkalmazasaval
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Vegyszerek és oldoszerek

Az extrakciohoz és olddszerrendszer probakhoz analitikai tisztasdgl olddszereket, a HPLC-UV
mérésekhez, a HPLC tisztasagu oldoszereket, valamint az olddszerrendszer teszteléseknél alkalmazott
96%-0s ecetsavat a Molar Chemicals Hungary Kft.-t61 (Magyarorszag) szereztiik be. A HPLC-UV
kalibraciohoz, valamint a tomegspektrometrias karakterizaldshoz az STC referencia vegyuletet a Merk Kift.
(Magyarorszag) biztositotta szamunkra (3. tblazat).

3. tablazat Olddszerek

Név Tisztasag Forgalmazé
aceton
kloroform
Analitikai  Molar Chemicals Hungary Kft., Magyarorszag
etil-acetat
etanol
) HPLC VWR International Kft., Magyarorszag
v MilliQ
heptan

hexan  Analitikai Molar Chemicals Hungary Kft., Magyarorszéag
acetonitril
HPLC VWR International Kft., Magyarorszag
metanol
Analitikai  Molar Chemicals Hungary Kft., Magyarorszag

toluol  Analitikai Molar Chemicals Hungary Kft., Magyarorszag

4.2. Tenyeésztés

Az Aspergillus creber Km26 torzs rizsen torténé tenyésztéséhez a megfeleld inokulum mennyiséget a
torzs PDA (Potato Dextrose Agar, VWR International Kft., Magyarorszag) taptalajon térténd 7 napos, 25
szuszpenziot készitettiink, majd homogenizaltuk. A tapkdzeg eldallitasdhoz 10 kg rizshez 8 liter desztillalt
vizet adtunk, majd két egymast kdvetd napon autoklavval sterilizaltuk. Az elkésziilt szuszpenzidobol 200

ml-t adtunk a rizsfermentumhoz és 3 hétig, 25 °C-on inkubaltuk 1.
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4.3. Extrakcié

Az autoklavval elékezelt 14 kg rizs fermentumot el6szor egy 60 literes trtartalmu polietiléen horddba
mertiik at, majd ezt kovetden 30 liter laboratoriumi felhasznalasa metanolt adtunk a rizs fermentumhoz.
Elektromos kézi keverégép (Black & Decker) hasznalataval végeztilk az extrakciot. A dekantalast és
szlrOpapiron val6 atszlirést kovetden a szlirletet 2 1-es trtartalmu gomblombikba toltottiik (elso extraktum)
és rotacids vakuumbeparld (IKA R10, VWR International Kft., Magyarorszag) segitségével bepéaroltuk az
extrakciohoz hasznalt szerves oldoszert. Az els6 extraktum ezutan egy masodik, két lépéses extrakcioval
tovabbi tisztitdsara kertlt sor. A mésodik extrakcidéhoz az irodalomban elsésorban mintael6készitéshez
ismert oldoszereket és kiilonb6z6 Osszetételiiket alkalmaztuk. Ezen mérések kovetkeztében pedig kisérletes
uton is sor kerllt mas 6sszetételek kiprobalasara. Az extrakcio tesztelésének eredményei a 5.2 fejezetben
talalhatoak, amelybdl tovabbi munkankat a metanol/kloroform/viz = 20/30/50 eleggyel végeztik. A fazisok
szétvalasat kovetden a kloroformos fazist levalasztottuk és a megmaradt metanolos fazishoz az el6z6
1épéssel azonos mennyiségli vizzel és kloroformmal megismételtiik az extrakciot. Ezt kdvetden ismét
levalasztottuk a kloroformos fazist, majd az el6zovel egyiitt Gsszedntve ezt alkalmaztuk a CPC futasok

kivitelezéséhez.

4.4. Olddszerrendszerek tesztelése

Az elsé extraktumbol 1 ml-es mintakat vettlink és ND10-es fioldkba szedés utan szarazra paroltuk
centrifugalis vakuumbepérléval (IKA R10, VWR International Kft., Magyarorszag). A Kkiilonb6z6
Osszetételll oldoszerrendszerek Osszeallitasat félkémcsovekben végeztik, 5 ml végtérfogatban. Kiilon-
kiilon 750 pl térfogatokat pipettaztunk az also és felsd fazisbol a beparolt elsé extraktumot tartalmazo
fiolakba. Ezt kdvetéen a mintakat 30 masodpercig vortex segitségével kevertettiik, majd 10 percig
ultrahangos kadban kezeltiik, hogy a minta biztosan feloldddjon. Abban az esetben, ha a minta oldhatatlan
részeket tartalmazott, a fazisokat kuloén-kulon centrifugaltuk 5 percig maximalis fordulatszamon (12 700
rpm). A centrifugdlas utan a felllUszokat tiszta ND10-es fiolakba mértik a4 a HPLC-s méréshez
elokészitve. A vizsgalt oldoszerrendszerek felsd fazisa tobbségében erdsen illékony volt, ezért a pontossag
érdekében ezekbdl a fazisokbol 500 ul beparlasra keriilt enyhe nitrogén aram alatt 40 °C-on. A beparlas
utan 500 pul HPLC tisztasagu metanolban oldottuk vissza a beparolt felsé fazisokat. Az also fazis esetében,

csak 500 pl mintat mértiink at fiolaba az eredeti 6sszeallitdsbol.
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45. HPLC-UV mérések

A mintak mindségi és mennyiségi elemzését egy Shimadzu Nexara XR (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japéan) HPLC-UV rendszeren végeztilk. A rendszerhez DGU-20A5R (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan) gaztalanitét, LC-ADXR (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) biner pumpat, SIL-20AXR
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) automata mintaadagolét, SPD-10AVP (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) detektort, CTO-10ASVP (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) oszloptermosztatot
alkalmaztunk CBM-20Alite (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) rendszervezérldvel. Két kiilonb6zo

oszlopon torténd elvalasztast a 4. tablazat mutatja be.

4. tablazat Az alkalmazott kromatografias elvalasztasok paraméterei

Phenomenex Kinetex C18 Phenomenex Prodigy C18

Oszlop
150 x 4,6 mm; 2,6 pum 250 X 4,6 mm; 5 pm
A: viz A: viz

Mozgo fazis
B: metanol B: metanol

Gradiens maéd

Gradiens méd 0 perc —55% B
0 perc —60% B 9 perc - 80% B
i ) . 11 perc — 95% B 12 perc —80% B
Elacié (elvalasztas) per ’
16 perc — 95% B 15,5 perc — 95% B
17 perc — 60% B 21 perc - 95% B
22 perc — 60% B 21,5 perc — 55% B
25 perc —55% B
Futasi ido 22 min 25 min
Aramlési sebesség 0,5 ml/min 1 ml/min
Oszloptermosztat homérséklete 40 °C 40 °C
Detektor UV; A=325 nm UV; A=325 nm
Injektalasi térfogat 5ul 10 pul

4.6. Alkalmazott szamitasok

A megoszlasi hdnyados (P) értékeket és a szelektivitasi tényezo («) ertékeket a kromatografias merések
Kiértékelése soran szamitottuk ki az egyes komponensekre vonatkozéan. A komponenseket a retencios id6

alapjan definialtuk a fazisokban. A megoszlasi hanyadoshoz a felsd fazisokban (cf;s5) mert terGlet érteket
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osztottuk el az also fazisban (c,;55) mért értékkel az adott komponensre nézve (1. egyenlet). A szelektivitasi
tényezOt minden esetben az STC-hez viszonyitva szamoltuk ki. El6szor a megoszlasi hanyadosok alapjan
sorba rendeztlik a komponenseket, a kisebb (P,) értékt6l a nagyobbig (P;). Az STC megoszlasi hanyadosat

a nalanal kisebb éertékekkel osztottuk, a nagyobb értékeket pedig vele osztottuk el (2. egyenlet).

1. egyenlet

_ Crelss

P

Calso
2. egyenlet

a = P1
A mintéak tisztasagat (A%) az egyes HPLC-UV kromatogramok alapjan szamitottuk ki. A szamolas soran
az 6sszes integralt csucs terlletével (A;,:;) 0Sztottuk el az adott integrélt csucs tertltét (4;) és a szazalékos

eredmény érdekében a hanyadost szdzzal megszoroztuk (3. egyenlet).

3. egyenlet

i

A% = -100

total
A tisztitasi 1épések soran a visszanyerést (R) a bevitt anyagmennyiség (¢;) és a Kinyert anyagmennyiség

(crer) szazalékos viszonya adja meg (4. egyenlet).

4. egyenlet

o
R=—

-100%
Cref

Az eredményként kapott hozamot pedig mindig a koncentraciobol szdmoltuk vissza a térfogatok

ismeretében tomegmértékegyséegre.

4.7. CPC mérések

A preparativ elvalasztast egy laboratoriumi léptékii CPC oszlop (Armen Instrument, Vannes,
Franciaorszag) segitségével végeztik el, amelyhez egy 250 ml térfogatu rotort alkalmaztunk. A rotor
maximalis fordulatszama 3000 rpm, a rendszer legfeljebb 100 bar nyomaéssal hasznalhatd. A CPC
oszlophoz egy PLC 2250 Prep/Flash hybrid kromatograf (Gilson Inc., Saint-Ave, Franciaorszag)
kapcsolddott, amely egy kvaterner gradiens pumpéat, egy UV-VIS detektort és egy frakcidoszedot
tartalmazott. A késziilékegyuttest a Gilson Glider Prep (Gilson In., Saint-Ave, Franciaorszag) szoftverrel

vezéreltik.
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A CPC-vel torténd elvalasztas elott a megoszlasi hanyadosok alapjan, becsiilt allo és mozgotazis
térfogatokkal meghataroztuk az elticids térfogatokat ascendens és descendes modban (5. egyenlet), ami
segitett kivalasztani a célszeriibb elvalasztasi iranyt. Az aramlasi sebesség és a fordulatszam beallitasnal
tekintettel kell lenni a nyomas 100 bar alatt tartasara, illetve a rotorban a mozgofazis és allofazis aranyéra,
melynek kozelitleg 20/80-nak kell lennie. Az oszlop allofazissal valo feltdltését kovetéen a mozgodfazist a
rendszerbe pumpaltuk. A kidramlo folyadékot egy méréhengerben felfogva kovettik a fazisok
térfogataranyat. A hidrodinamikai egyensuly elérésekor, azaz mikor a nyomas alandésul és mar csak
mozg6fazis tavozik a rendszerbdl — megmérjik az allofazis térfogatat. Amennyiben ismerjuk az allo- (Vs)
és mozgofazis térfogatét (Vm) az 5. egyenlet lehetévé tette a komponensek varhato retencios térfogatanak
(V1) a kiszamitasat, illetve adott aramlasi sebesség mellett a retencios idoket (tr) is.

5. egyenlet
Vi = Vip + P 5V

4.8. HPLC-ESI-HRMS mérések

Az elvélasztast Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific) gyartmanyd HPLC-vel végeztik,
Phenomenex Gemini NX-C18 (150 x 2,1 mm; 3 um) oszlopon, 25 °C-on. Mozg¢ fazis “A” komponense
viz + 0,1 % hangyasav, a ,,B” komponense pedig metanol/acetonitril 1:1 + 0,1 % hangyasav volt. Az
elvalasztas soran gradiens eldciot alkalmaztunk az Error! Reference source not found. szerint. A mozgé
fazis aramlasi sebességét 0,2 ml/perc értékre allitottuk. A komponensek UV elnyelését 325 nm

hulldamhosszon kovettik.

5. tblazat Az alkalmazott gradiens ellcidé paraméterei

Idé (min) B koncentrcié (%)

0 5
2 5
15 95
19 95
19,5 5
22 5

A tdmegspektrometrias vizsgalatok a HPLC-hez kapcsolt QExactive plus (ThermoScientific) Hibrid
Quadrupole Orbitrap ESI ionforrassal felszerelt nagyfelbontasi tomegspektrométerrel torténtek a 6.

tablazatban feltiintetett paraméterek alkalmazasaval.
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6. tAblazat A vizsgalatokhoz alkalmazott MS paraméterei

Paraméter neve Paraméter értéke
Kapillaris fesziltseg 3500 V
Szaritd gaz hdmérséklete 300 °C
Szarit6 gaz aramlasi sebessége 10
Porlaszté gaz aramlasi sebessége 30
Kapillaris hdmérséklete 320 °C
S-lencse RF-értéke 50

A tisztasagi vizsgalatokat pozitiv és negativ ionizécidés mddban is végrehajtottuk. A mintakat pasztazo
adatfiiggd msms (fullscan-ddms2) modban vizsgaltuk. A pasztazé adatgyijtést 130-1950 m/z
tomegtartomanyban végeztiik 70 000 felbontast, 1x10° automatikus erésitésvezérlést és 100 ms izolacios
ablakot alkalmazva. Az adatfiiggd msms méréseknél 17 500 felbontast 35 tetszdleges egységli normalizalt

Utk6zési energiat és 0,4 m/z kvadrupol izolacids ablakot hasznaltunk.
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5. Eredmények és értékelésuk

5.1. HPLC modszer optimalizalasa

A HPLC modszer optimalizalasahoz az elsé metanolos extraktumot alkalmaztuk, hogy a mintaban
eléforduld lehetd legnagyobb szamu komponens viselkedését tudjuk nyomon kdvetni a mintaeldkészités €s
a folyadek-folyadék kromatografias elvalasztasok soran. Az egyes vizsgalt komponensek megnevezését a
3. dbra tartalmazza. A mddszerfejlesztés kdzben célunk az volt, hogy minél rovidebb id6 alatt, a legjobb
elvalasztast tudjuk elérni. A modszerfejlesztés két kiilonb6z6 paraméterekkel rendelkez6 HPLC oszlopon
is elvégeztlik. Az els6 oszlop egy Phenomenex Kinetex (C18, 150 x 4,6 mm, 2,6 um) oszlop, mig a masodik

egy Phenomenex Prodigy (C18, 250 x 4,6 mm, 5 um).

Az elsé oszlopon alkalmazott, kutatdcsoportunk korabbi STC kimutatasaihoz hasznélt kiindulasi
madszer (A: viz, B: metanol, B%: 0 min, 54%; 9 min, 80%, 25 min; 80%, 26 min; 54 %; 37 min, 54%) mar
lehetové tette az STC elvalasztasat az oszlopon, azonban ennek a moédszernek viszonylag hosszl (38 perc)
futési ideje volt. Annak érdekében, hogy az olddszer tesztelések a frakcionalasok soran elallé nagy szdmu
mintat hatékonyan tudjuk analizalni a futasi id6t igyekeztiink csokkenteni. Ennek érdekében hoztuk létre a
2. mbdszert (A: viz, B: metanol, B%: 0 min, 60%; 8 min, 95%, 13 min; 95%, 14 min; 60 %; 20 min, 60%),
ahol a futasi id6t 20 percre csokkentettiik, a kiindulasi B koncentraciot 54%-r6l 60%-ra modositottuk, majd
azt tapasztaltuk, hogy az Impurity C (Imp C) (tr = 8,00) és az STC (tr = 8,32) nem valtak el jol egymastol
az oszlopon. A két komponens kozotti felbontas novelése érdekében a metanol gradiens kiindulasi értékét
csokkentettiik 60%-rol 55%-ra (A: viz, B: metanol, B%: 0 min, 55%; 8 min, 95%, 13 min; 95%, 14 min;
55 %; 20 min, 55%). Ez a mAdosités jobb elvalasztast eredményezett, azonban az Imp C (tr = 10,13) és az
STC (tr = 10,40) cslcsai tovabbra is atfedtek. Ezt kovetden a gradiens felfutasanak meredekségét
csokkentettiik, ahol a két csucs kozotti felbontds nétt, a felfutds hosszat megnoveltiik el6szor 10, majd 12

percre, amely végul az Imp C (tr = 10,34) és az STC (tr = 10,69) elvalasat eredményezte.

A fejlesztett modszer ellendrzésének érdekében ugyanazt az extraktumot egy szintén CI18, de
Phenomenex Prodigy tipust oszlopon is elvalasztottuk (C18, 250 x 4,6 mm, 5 um), ahol az oszlop
paramétereinek megvalasztasaban szerepet jatszott az is, hogy a koradbbi oszlop hasznalata soran kozel
jartunk a késziilék alkalmazhat6saganak nyomaéashatarahoz. Az (j oszlopon olyan jol siker(lt elvalasztani
egymastol a korabbi két komponenst, hogy az Imp C és STC kozott megjelent egy Gjabb szennyez6 is (Imp
D). Ezutén a jobb elvalas érdekében egy platoval tortiik meg a gradiens felfutasat, abban az idésavban, ahol

az STC-t vartuk (A: viz, B: metanol, B%: 0 min, 55%; 9 min, 80%, 12 min; 80%, 15,5 min; 95 %; 21 min,
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95%; 21,5 min, 55; 25 min, 55%). A tovabbi vizsgalatainkban ezt a modszert alkalmaztuk, a modszerben

figyelembe vett komponensek adatait a 10. tablazat tartalmazza.

A kisérletek kezdetén az STC azonositasat mindkét oszlopon standard referencia vegyulet mérésével

vegeztik el. A két oszlopon a végsé modszereket 3. bra szemlélteti.

| Imp C

|
/| \
/J 4

| h
/ N N,
el i i —

B ImpA ImpC |STC Imp F Imp H
ImpB |ImpD / ImpE Imp G

3. &dbra A Kinetex (A) és a Prodigy (B) oszlopon végsé modszerekkel mért crude kromatogramja

5.2. Az extrakcios lépések optimalizalasa

A csoportunk korabbi tapasztalatai alapjan altalaban mindig érdemes a természetes forrasbdl szarmazé
mintdkat el6tisztitani a folyadék-folyadék kromatografias elvalasztas elétt. Az STC nyers extraktuma
esetében is jol latszott a kromatogramon a szennyezé komponensek nagy szama és nagy mennyisége
(csUcsterilete) az STC-hez viszonyitva (3. abra). El6szor az irodalomban megtalalhato, altalaban analitikai
mérések mintaelokészitéseihez alkalmazott oldoszereket, oldoszerdsszetételeket alkalmaztunk a metanolos
nyers kivonat particionalasahoz, mint a hexant 2°, kloroformot 2 valamint ezek vizes és 4%-os kalium-
klorid oldatos elegyeit . Az extraktumok HPLC mérési eredményei azt mutattak, hogy a kloroform/viz
hozzdadasa soran létrehozott kétfazisu (kloroform/metanol/viz terner) rendszerrel kaptuk a legtisztabb

extraktumokat, ezért ezek eredményeit mutatjuk be (7. tablazat)

A kivélasztott terner rendszerben a viz mennyiségenek a moddositasaval hangoltuk az extrakcid
hatékonysagat. A rendszer polaritasat valtoztatva harom 0Osszetételt teszteltiink, figyelve arra, hogy két

fazist adjon a rendszer (B. melléklet). Ezzel a mddszerrel sikerllt megtalalni azt az 6sszetételt
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(kloroform/metanol/viz, 20/30/50) (7. tablazat), amelynek a hasznalataval a kezdeti kevesebb, mint 1%
tisztasaggal rendelkezd extraktumbdl egy tobb, mint 7% tisztasdggal rendelkezd extraktumot sikeriilt
eléallitani. A tisztasdg névekedése mellett viszont azt tapasztaltuk, hogy csokkent a visszanyerés és ezaltal
a hozam is. Azonban ennek a rendszernek a kétszer egymast kovet6 alkalmazasaval nem csak a tisztasagon
tudtunk javitani, hanem a visszanyeresen is. Az extraktumok kromatogramjat 6sszehasonlitva (3. abra, 4.
abra) jol latszik, hogy a koran eludlodo polaros szennyezédések nagy részét sikeriilt eltavolitanunk az

extrakcioval.

7. tablazat Extrakcios probak Klo/metanol/viz terner rendszerrel

Folyamat Paraméter STC (ng)
Els6 extraktum Hozam (pg) 15,44
(fermentalt rizs > metanol) Tisztasag (%) 0,83
viz/metanol/kloroform I—_IozarT} (ke) 16,71+217
10/30/60 Tlsztasag (%) 2,54 +0,13
Visszanyerés (%) 90,20 + 11,70
viz /metanol/kloroform Hozarr} (ke) 1548+ 0,59
30/35/35 ?I'lsztasag/(%) 571+1,01
Visszanyerés (%) 71,61+2,73
viz/metanol/kloroform Hozarr} (ke) 8,97+0,40
50/30/20 Tlsztasag (%) 7,39+1,16
Visszanyerés (%) 72,60 + 3,27
2. kor Hozam (ug) 11,78 £ 0,17
viz/metanol/kloroform Tisztasag (%) 9,40+£1.02
50/30/20 Visszanyerés (%) 74,92 + 1,89

Imp C Imp F

\ Imp D Imp E

ae

aom |mp A
oo |mp B
oo
oo
e
e
oo
.
)
}
P
e

4. abra A masodik extraktum kromatogramja
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5.3. Oldészerrendszerek

Az oldoszerrendszer kivalasztasara két elfogadott mddszer létezik, az egyik az un. szisztematikus
keresés- vagy a ,,legjobb oldoszer” elvének modszere. Munkam soran mindkett6t alkalmaztam, de a jobb

eredményt a ,,legjobb olddszer” elve alapjan valasztott rendszereknél tapasztaltam.

5.3.1. Arizona rendszer

A szisztematikus kereséshez az Arizona rendszert alkalmaztam és a 8. tablazat tartalmazza azokat a
probalt 0sszetételeket, melyek esetében a HPLC mérés soran a P értékek meghatarozhatoak voltak az egyes
komponensekre nézve.

8. tablazat Arizona rendszer

Térfogati 6sszetétel P-értékek

Oldoszerrendszer szama ... etil-acetat/metanoliviz) ImpC ImpF STC

41 713/5/5 0,907 1,994 1,217
70 712,5/5,5/5 0,939 2,712 1321
79 712/6/5 0,972 3,159 1,525

Az Arizona rendszerek tesztelése kozben altalanossagban azt tapasztaltam, hogy létrej6tt a két fazis, de
az elsd extraktumokbodl készitett mintakat csak részben oldotta, mivel az egyik fazis, altalaban az also
(vizes) fazis opalos maradt. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy az STC nem oldodik jol a vizes fazisban és

ezt figyelembe is vettiik a késdbbi olddszerrendszerek valasztasa soran.

A P értékek és a értékek meghatarozasa szempontjabol alkalmasak volt a 41-es, a 70-es és a 79-es
rendszer (9. tablazat). Az STC megoszlasi hanyadosait (P érték) tekintve mind a harom rendszer alkalmas
lenne a CPC-n torténd elvalasztasra, azonban nem tul nagy tisztasagban, mivel az Imp C P értékei kozel
azonosak az STC értékeivel, ezaltal az Imp C a értéke a 1,5-es hatar alatt vagy annak kdzelében van. Amig
az Imp C szelektivitasi tényezdje nem nagyobb, mint 1,5, addig az a rendszer nem tudja biztositani az STC

és Imp C elvalasat a CPC-ben.

5.3.2. A ,legjobb olddszer” megkozelités

A tovéabbi olddszerrendszereket a ,legjobb olddszer” elve alapjan vélasztottam. Ez a modszer
alkalmasabb arra, hogy olyan rendszert talaljunk az elvalasztashoz, amelynek nagyobb a kapacitasa, mint,
amit egy Arizona rendszerrel el lehetne érni. A valasztott legjobb olddszerek a metanol, az etanol, és az
aceton volt. Az 6sszetételliket a terner diagrammok alapjan allitottam 0ssze (9. tablazat; A. melléklet; B.
melléklet; C. melléklet)
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9. tablazat ,,Legjobb olddszer” elve alapjan probalt oldoszerrendszerek

Oldoszerrendszer Térfogati 6sszetétel Prertekek

ImpC ImpF STC
38 50/35/15 0,026 0,101 0,037
40 45/45/10 0,054 0,182 0,074
57 Metanol alapd rendszer 55/40/5 0,065 0,210 0,084
71 (hexan/metanol/acetonitril) 45/40/15 0,031 0,113 0,039
72 45/30/25 0,026 0,148 0,026
73 45/35/20 0,030 0,097 0,030
48 40/30/30 0,375 1,064 0,744
66 Etanol alapd rendszer 40/40/20 0,401 1,037 0,720
68 (hexan/etanol/viz) 40/25/35 1,282 2,753 2,162
89 30/40/30 0,255 1,136 0,456
49 50/30/20 0,683 1,627 0,986
60 55/25/20 0,760 1,742 1,067
61 70/20/10 0,744 2,126 1,019
64 40/30/30 1,092 3,208 1,648
65 35/35/30 0,914 2,027 1,304
78 50/25/25 1,542 4756 2,124
93 45/30/25 1,213 2,733 1,588
94 60/25/15 0,950 1,481 1,355
95 AcﬁﬁgQéil,iggtgﬁR,?;)zer 55/30/15 1128 2,798 1,661
96 65/25/10 1,080 1,823 1,523
97 60/30/10 1,198 2,299 1,747
101 70/20/15 0,875 1,528 1,439
102 70/20/5 1,090 1,496 1,683
103 70/25/10 0,944 1503 1,449
104 70/15/10 1,066 2,496 1,819
105 65/20/10 1,045 1,547 1,649
106 75/20/10 1533 3,438 2,450
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Etanol és metanol, mint a ,,legjobb olddészer”

Az etanol hasonl6 kémiai tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a metanol. Abbdl kiindulva, hogy az els6
extraktumot is metanollal készitettik el, teszteket végeztlink az etanollal, hogy hasonlo rendszerben milyen
elvalast varhatunk. A tesztelés soran azt tapasztaltuk, hogy az els6 extraktumbdl vett mintakat viszonylag
j6l oldotta, viszont az Arizona rendszerhez hasonléan, az also fazis itt is opalos maradt. A feloldas soran
azt tapasztaltam, hogy az addigi vorosesbarna oldat felsd fazisa citromsarga szini lett. A citromsarga
szinb6l kovetkeztetni lehetett arra, hogy valamennyi STC-t méar tartalmazhat a fels6 fazis. Ez be is
bizonyosodott a mérések soran, azonban az also fazisban igy is joval tobb maradt. Valamint az Imp C és az
STC megoszlasi hanyadosa kozel esett egymashoz, ami el6revetitette, hogy a rendszerben nem lehet a két

vegylletet egymastol elvalasztani (9. tablazat).

A korabbi olddszerrendszerekkel végzett tesztek soran érdemesnek tartottunk egy olyan rendszert is
kiprobalni, amelynél a rendszer nem tartalmaz vizet. Igy esett a valasztasunk arra a rendszerre, amely

hexan/metanol/acetonitril elegyébdl all (9. tablazat).

Azonban mar az old6szerrendszer tesztek soran latszddott, hogy ezek a rendszerek nem oldjak fel
teljesen az els6 extraktumot és csapadék maradt. A HPLC-s méresek igazoltak, hogy a csapadék sok STC-
t zart magaba, ami veszteséget okozott. Igy, az oldhatdsag szempontjabdl a rendszernek vizet is kell

tartalmaznia.

Aceton alapu rendszerek

A legtobb tesztelést az aceton viz alapl rendszerekkel végeztiik. Az acetont, mint ,,legjobb olddszer” az
oldhatésag (2. tablazat) alapjan vélasztottuk. A vizsgalatok soran két rendszert teszteltiink a
hexan/aceton/viz és a kloroform/aceton/viz rendszert. Az utobbit a CPC-n torténd elvalasztashoz nem
talaltuk alkalmasnak, mert esetenként 30 mp-nél tovabb tartott a két fazis szétvalasa vagy 3 fazist alkotott

a kettd helyett. A legfobb indok pedig az volt, hogy nem oldodtak jol az elsd extraktumbdl vett mintak.

A legtobbet a hexan/aceton/viz olddszerrendszer képviseldit teszteltem. A rendszer gyorsan két fazist
alkotott és altaldban teljesen feloldotta az elsd extraktumbol vett mintdkat. Az elsd par tesztelt
olddszerrendszer HPLC-s mérése is ezt tamasztotta ala. Mind az STC-nél, mind az Imp C-nél 1 kortliek
voltak a megoszlasi hanyados értékei, ami az elvalasztas szempontjabol a legidealisabb. Emellett pedig az

Imp C a értéke is 1,5 koriil volt, ami sikeres elvalasztast vetitett elére a CPC készliléken (5. dbra).

Megvizsgaltuk, hogy a pH befolyasolja-e az STC megoszlasat, ezért 0,1% ecetsavat adtunk a

rendszerekhez. Mivel a megoszlasi hanyadosok értéket nem befolyasolta a sav hozzdadasa a tovabbiakban
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nem is alkalmaztuk. A HPLC mérések alapjan a CPC-n t6rténé elvalasztashoz, a 101-es szdmu, 70:20:15

hexan/aceton/viz 6sszetételii rendszert valasztottuk ki (5. abra).

BSTC-ImpC @OSTC-ImpF

o-érték

49 60 61 64 65 78 93 94 95 96 97101102 103 104 105 106
hexan/aceton/viz old6szerrendszer szama

5. abra Aceton alapu rendszerben a szelektivitasi tényezOk értéke

5.4. CPC-s elvalasztas

Az elvalasztas iranyanak kijeloléséhez (ascendens/descendens) sziikséges volt a retencios térfogat
meghatarozasa (Vr). A 101-es oldészerrendszer tesztelésénél mért megoszlasi hanyadosokkal és az idedlis
allo-/mozgofazis aranyaval (20:80) és 10 ml/perc aramlasi sebességgel szamolva az STC, az Imp C és Imp
F retenciés ideje ascendens modban 19, 28 és 18 perc, mig descendes modban 34, 22 és 36 perc (5.
egyenlet). Mivel két modban viszonylag hasonld elvélasztast kapunk, igy a kénnyebb bepérolas érdekében

a felso fazis lett a mozgo fazis és az alsé fazis az allo fazis.

A CPC-s mddszerbeallitas elején az oszlopot 500 rpm-es fordulatszam mellett feltéltjik az allo fazissal
50 ml/perc aramlasi sebesség mellett descendens modban. Ezt kdvetden a mozgodfazist 10 ml/perc aramlasi
sebességgel pumpaltuk a rendszerbe 2000 rpm-es fordulatszamon, amelyet fokozatosan csokkentettiink
annak érdekében, hogy a nyomas ne Iépje at a rendszer maximalis nyomashatarat (100 bar), és kdzben
megmaradjon az idealis all6-/mozgofazis arany a rendszerben. A rotor fordulatszamanak 700 rpm-re valo
csokkentése stabil nyomast (7 bar) és hozzavet6legesen 35 ml also fazis kiszoritast eredményezett. Ez a
térfogat 14/86 mozgofazis/allofazis aranynak felel meg. Ez az ardny nem optimalis a folyadek-folyadek
kromatogréafias gyakorlat alapjan (alacsony a mozgofazis térfogata), de a kétfazisu rendszer tulajdonsagai
miatt nem lehetett ennél magasabb aranyt elérni, igy ezt a rendszert az elvalasztasra alkalmasnak itéltik. A

CPC-vel torténé elvalasztashoz a korabbiakban emlitett paramétereket alkalmaztuk. Az injektaldshoz 10
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ml mésodik (kloroformban oldott) extraktum mintat sz&razra paroltunk enyhe nitrogén aram alatt, majd a
kétfazisa rendszer fels6 és also fazisabdl 5-5 ml hozzéadva visszaoldottuk és igy az injektalt mennyiség 50
ug STC volt. Ezt a mddszert alkalmazva elvalaszthato egymastdl az STC és Imp C, amely a legmagasabb

szdzalekban szennyezte a mintankat (6. abra).

s [P C = IMp D STC emm=|mpE eImpF
35000
30000
25000
20000

Terulet

15000
10000
5000

0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Frakciok

6. abra Az alkalmazott CPC futés 6t fontosabb komponensének fraktogramja

Az elsé elvalasztast kovetben megvizsgaltuk a rendszer stabilitasat és ismételhetéségét két ismételt CPC
futassal. Az elvalasztast ugyanazzal a modszerrel végeztiik, mint az els6 esetben, minden alkalommal friss
mintat injektalva és frissen készitett oldoszerrendszert alkalmazva az Ujra és Gjra feltoltott oszlopon (7.
abra). A harom parhuzamos futas fraktogramjan jol lathato, hogy a rendszer ismételhetdsége megfeleld.

e . injektalas 2. injektalads =3 injektalas

35000 - sTC

30000 - \ ImpC
25000 - /

© 20000 -
E
~ 15000 -
10000 -
5000 -
0 T 1 T T T T T T T T T 1 Ll 1
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Frakciok

7. abra Ismétl6 CPC futasokat 4brdzold fraktogram
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Minden futas alkalmaval 2 percenkent, 6sszesen 20 frakcidt gyiijtottiink, kozvetlenil az injektalastol
kezdve. Az egyes frakciok dsszetételet HPLC-UV mérésekkel hataroztuk meg kiilsé standarddal végzett

kalibréacio segitségével, az 8. frakcié kromatogramjat mutatja be a 8. abra.

STC

Imp D
Imp F

= Tmp € ImpE Imp G Imp H

- Imp B
Imp A

VML e

8

8. dbra A 8. frakcié HPLC-UV kromatogramja (tisztasag: 63%)

Az STC tisztitdsahoz alkalmazott 101-es sz&mu olddszerrendszer hasznalataval mar 60 % korili
tisztasagot sikeriilt elérniink a legkevesebb szennyezdt tartalmazo frakcioban (9. dbra). Amennyiben csak
ezt a frakciot nézzik a visszanyerés (33%) is joval alacsonyabb, mint idealis esetben elvarnank. 101-es
olddszerrendszer alkalmazésaval sikeres elvalasztast tudunk biztositani az STC és Imp C kdzott, azonban
az addig csak kis mennyiségben jelenlévd szennyezOk koziil volt olyan, amely a tisztitds kdzben szintén
feldusult és problémat okozott (Imp F). Az igy feldusult szennyezoktdl valo elvalasztast érdekében tovabbi
CPC futasokra van sziikség az STC tartalmu frakcio egyesitése utan, hogy mind a tisztasdgon, mind a

visszanyerésen javithassunk.
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9. abra Optimalizalt CPC futés frakcidinak dsszetétele és tisztasaga (%)

5.5. HPLC-ESI-HRMS vizsgalatok

Az STC és a szennyezddések azonositasahoz HPLC-ESI-HRMS vizsgélatokat végeztink. A

tomegspektrometrias vizsgalatokkal meg tudtuk erdsiteni, hogy az UV elnyelés és a retencids 1d6 alapjan

tisztitott vegyulet ténylegesen az STC. A késobbi tisztitasi eljarasok tervezésében nagy segitséget nyujthat,

ha a szennyez6 komponensekrél is a lehetd legtobb informaciot gytjtjiik 6ssze. Az 10. tablazat tartalmazza

a nyers extraktumban talalhat6 szennyezédések tomegspektrometrids paramétereit.

10. tablazat Az STC és a szennyez6dések retencios ideje, pontos tomege és a detektalt ionok m/z

értéke a HPLC-ESI-HRMS vizsgalat soran

Komponens Retenc_iés idé Tomeg Detektalt ion

(min) (9) [M+H]* (m/2)
Imp A 9.6 370.3212 371.3285
Imp B 11.7 398.3561 399.3634
Imp C — 11-hidroxi-O-metil-sterigmatocisztin 13.0 317.2739 318.2812
Imp D 15.1 354.076 355.0833
STC 15.3 324.0655 325.0728
Imp E 15.6 400.2381 401.2453
Imp F - Averufin 15.9 368.0913 369.0986
Imp G 16.9 514.3514 537.3408
Imp H 21.4 735.5969 736.6041
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A kromatogramon szereplé kilenc vegyiilet koziil az STC-én kiviil kettd vegyiiletet tudtunk

egyértelmiien azonositani pontos tomegiik €és az adatbazisokban szerepld fragmentacios mintazatuk alapjan

(10. &bra), a 11-hidroxi-O-metil-sterigmatocisztint és az averufint.

10.

crude_pos_130_1950_TDK (F4) #7822, RT=15.081 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 355.0833@35, +1)
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crude_pos_130_1950_TDK (F4) #7878, RT=15.181 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 325.0728@35, +1)
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abra Az 11-hidroxi-O-metil-sterigmatocisztin (A), az STC (B) és az averufin (C) fragmentécioja

és szerkezeti képlete
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Az aflatoxin és a sterigmatocisztin ugyanazon bioszintetikus Gtvonal termékei. A szintézis hexanoatbdl
indul és a végterméke az aflatoxin B1. Az &ltalunk tisztitott vegyilet és a két masik azonositott szennyez6
is ezen utvonal kozti termékei. A mintankban azonositott averufin, a hexanoat molekulakbdl poliketid
szintézissel keletkez0 norsolorin sav szdrmazéka. Az averufinbol tovabbi, ezimekkel szabalyozott
reakcidkban versicolorin-szarmazékok (versicolorin A, versicolorin B) keletkeznek. Az altalunk tisztitott
STC a versicolorin A-bdl keletkezik. Az &ltalunk a tisztitas elején Imp C-nek nevezett szennyezd, a 11-
hidroxi-O-metil-sterigmatocisztin pedig az STC-b6l keletkezé kozti termék az aflatoxin Bl szintézise
kdzben >*. Ezek alapjan az mondhat6 el a termeld mikroorganizmusrél (A. creber Km26), hogy nem csak
az STC szintéziséhez alkalmas génekkel és enzimekkel rendelkezik, hanem az STC az aflatoxin B1

iranyéba torténd tovabb alakitasara is képes, azonban aflatoxint mar nem termel.
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6. Osszegzés

A tudoméanyos diakkori munkam soran sikeresen fejlesztettink két kiilonboz6 paraméterekkel
rendelkez6 HPLC oszlopra olyan modszereket, amelyek alkalmasak arra, hogy a fermentacidos mintaban

eléforduld nagy szdmu komponenst detektalni tudjuk.

Az extrakcio optimalizalasa érdekében az analitikai mérések mintaelékészitéseihez alkalmazott
oldoszereket, olddszerdsszetételeket alkalmaztunk. Az irodalomban emlitett olddszeres extrakcios
oOsszetetelek kdzll azonban csak a viz/metanol/kloroform 50:20:30 sszetételii terner rendszer hozta meg
az altalunk elérni kivant hatast. E rendszer kezdeti alacsony visszanyerését két egymast koveto extrakcioval
javitottuk. Ezt a terner rendszert alkalmazva a kezdeti kevesebb, mint 1%-os tisztasaggal rendelkez6 STC

mintankbdl mar tobb, mint 7% tisztasagi masodik extraktumot sikeriilt eléallitanunk.

Az oldészerrendszerek tesztelése soran kozel 120 kiillonbozo Osszetételli rendszerben vizsgaltuk az STC
¢s a szennyezOk megoszlasi hanyadosait és a szelektivitasi tényezoket. A tesztelést kovetden azokat a
megallapitasokat tudtuk tenni, hogy az STC féként az apoldros fazisban fordul eld, azonban a minta
feloldasahoz és a tobbi komponenstdl valé elvalasztasdhoz sziikség van a vizre. A ,legjobb olddszer” elve
alapjan vélasztott rendszerek kozil a hexan/aceton/viz oldoszereket tartalmazok kozil taldltunk olyat,

amely lehetdvé tette az STC és Imp C elvalasztasat.

A CPC-n torténd elvalasztas elott az elvalasztas iranyat jeloltiik ki. Az ascendens mddot valasztottuk,
figyelembe véve a szamolt retencids idoket és az olddszer konnyebb beparolhatosagat. Az elvalasztashoz a
hexan/aceton/viz 70:20:15 6sszetételii rendszert alkalmaztuk. A tisztasag mértékének a valtozasat HPLC-
UV mérésekkel hataroztuk meg. A 101-es rendszert alkalmazva a legnagyobb tisztasaggal rendelkez6
frakcio is csak 63%-ban tartalmazza az STC-t, azonban az eddig legnagyobb mennyiségben
(tertiletszazalék) jelenlevd szennyez6tdl (Imp C) sikeriilt az elvalasztas. E rendszerrel torténd elvalasztas
hatdsara azonban egy addig csak kis mennyiségben (teriiletszdzalék) jelenlevd szennyezd, az Imp F
feldusult az STC-t tartalmazo frakciokban, igy a jovObeni feladat az ettdl a szennyez6tol valo elvalasztas

lesz.

Az STC a szennyezddések azonositasahoz HPLC-ESI-HRMS vizsgalatokat végeztink. A
tomegspektrometrias vizsgalatokkal meg tudtuk erdsiteni, hogy az UV elnyelés és a retencios 1d6 alapjan
tisztitott vegylilet ténylegesen az STC. Az altalunk kovetett nyolc szennyezd koziil kett6t tudtunk
azonositani pontos tomegiikk ¢és az adatbdzisokban szerepld fragmentaciés mintazatuk alapjan. A
mintankban azonositott 11-hidroxi-O-metil-sterigmatocisztint (Imp C) és averufin (Imp F) szintén az

aflatoxin bioszintézisének a kozti termékei.
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Jovobeli terveink koz¢ tartozik olyan olddszerrendszerek felkutatisa, mely lehetévé teszi az STC és Imp
F elvalasztasat is. Az egyszert tisztitds mellett célunk az optimalis rendszer terhelhetéségének a vizsgalata
is. Tovabbi terveink kozé tartozik a tobbi szennyezének a lehetséges szerkezetének a meghatarozasa,
emellett pedig a tenyésztési korlilmények optimalizalasa, annak érdekében, hogy minél tébb STC-t tudjunk

tisztitani.
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9. Mellékletek

Aceton

A. melléklet Hexan/aceton/viz és Hexan/etanol/viz terner diagramja

Hexan
Aceton
Viz

0 20 40 60 80 100
Viz

Legjobb oldészer: Aceton.

Megjegyzés: Magas aceton tartalmat tesz lehetové.

Etanol

Hexan
Etanol
Viz

Hexan
Legjobb oldészer: Etanol
Megjegyzés: Hasonl6 a viz/metanol/hexan rendszerhez;
gradiens forditott fazisban van

B. melléklet Kloroform/metanol/viz és Hexan/metanol/acetonitril rendszer >°

Metanol

100 -
90 +
80 +
Kloroform
20:F Metanol
Viz
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50 -
w0 +
30 4
20 4
10 4
o T } + t al
° 20 40 60 20 100
Kloroform

Legjobb oldészer: Metanol
Megjegyzések: Hasonld az 1.2-dikléretan/metanol
/viz rendszerhez.

Metanol

100 -
” 4
w -
Hexan
70 - Metanol
Acetonitril
60 4
S0 4+
0 4
30 4
20 4
10 4
0 } } } } Y
0 20 40 60 80 100

Hexén

Legjobb oldészer: Metanol
Megjegyzések: Vizmentes rendszer
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C. melléklet Hexan/metanol/viz rendszer terner diagramja 25 és 65 °C-on 5°

T=25°C n-Hexan (C¢H,4) T=65°C

0 100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
MeOH MeOH
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