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ROVIDITESEK

ACN: acetonitril

AFB;:: aflatoxin By

AFB:: aflatoxin B>

AFG:: aflatoxin Gz

AFG: aflatoxin G2

AFM;: aflatoxin My

DON: deoxinivalenol

ESI: Electrospray lonisation, Elektroszpré ionizacio
FB1: fumonizin By

FB>: fumonizin B

GC: Gas chromatography, Gazkromatografia

HPLC: High Performance Liquid Chromatography, Nagyhatékonysaga
folyadékkromatografia

IR: Isotope Ratio, Izotop arany
ISTD: Internal Standard, Bels6 sztenderd

JECFA: Joint Expert Comitee for Food Additives, Elelmiszer Adalékanyagok Kodex

Bizottsaga

LOD: Limit of Detection, Kimutatasi hatar

MRL: Maximum Residue Limit, Maximalisan megengedett szennyezettség szint
MRM: Multiple Reaction Monitoring, Kivalasztott ionatmenet kdvetése

MS: Mass Spectrometry, Tomegspektrometria

PMTDI: Provisional Maximum Tolerable Daily Intake, Atmeneti maximalisan elviselhetd

napi bevitel

PSA: Primer Secunder Amine, Primer és Szekunder Amin



QUEChERS: Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe, Egyszerti, gyors, alacsony koltségii

hatékony, robusztus, biztonsagos

SIM: Selected lon Mode, Kivalasztott ion figyelés
SCAN: Scanning, Pasztazas

SPE: Solid Phase Extraction, Szilard Fazisa Extrakcio
T-2: T-2 toxin

UHPLC: Ultra High-Pressure/Performance Liquid Chromatography, Ultranagy

nyomasu/teljesitOképességii folyadékkromatografia

ZON: zearalenon



1.BEVEZETES

A mikotoxinok egyes fonalas gombafajok extracellularisan termelt masodlagos
anyagcseretermékei. A f6 toxintermelé gombanemzetségek az Aspergillus, a Fusarium és a
Penicillium. A gombas fertézésnek leginkabb kitett novények az élelmiszerként és
takarmanyként egyarant hasznositott gabonafélék. A kontaminacié bekdvetkezhet aratés elott,
arataskor, valamint a tarolds soran. A nem megfeleldé gabonakezelési gyakorlat a
szennyezettséget tovabb novelheti. Mez6gazdasagi szempontbdl kiemelten fontos mikotoxin
csoportok az aflatoxinok, ochratoxinok, trichotecének, zearalenon, fumonizinek, és az ergot
alkaloidok. Bizonyos koncentracio felett elfogyasztott mikotoxin mennyiség az embereknél és
allatokndl egyarant toxikus reakciot, ugynevezett mikotoxikozist valt ki. A mérgezés tiinetei
lehetnek a nemzOképesség csokkenése, sulyvesztés, és az immunrendszer gyengiilése,
stlyosabb esetben akar haladlhoz is vezethet. A mikotoxinok széleskort elterjedésiik és az
altaluk okozott mérgezés sulyossdga miatt globalis veszélyt jelentenek, visszaszoritasuk ¢€s
tovabbi kutatdsuk tehat nagyon fontos szereppel bir a tarsadalom szaméra. Kutatdsuk soran a
nehézséget az adja, hogy nagyon kis koncentracidoban vannak jelen az élelmiszerben, mely
egy bonyolult oOsszetételi hordozoé. A HPLC-MS/MS kapcsolt analitikai berendezés
megjelenésével jelentésen javultak a mikotoxinokra vonatkozo kimutatasi hatarok a HPLC-
UV mérémiiszerhez képest, azonban a matrixhatas tovabbra is problémaként 1ép fel. A
zavards csOkkentésének nagyon hatékony, am rendkiviil kdltséges modja az izotopjelzett
belsd sztenderdek hasznalata. Bonyolult Osszetételli mintdk esetén azonban tovéabbra is
fennall6 probléma, hogy a matrixhatas a belso sztenderd jelét is elnyomja, ezért mintatisztitas
oldalrol kell megndévelni az analitikai modszer szelektivitasat. Dolgozatomban a ,.dilute and
shoot”, valamint egyes 1épéseiben modositott QUEChERS mintaeldkészitési eljaras kinyerési
hatasfokat vizsgaltam 6t mikotoxinnal (DON, T-2, FB1, AFB1, és ZON) fehér csiperkegomba
(Agaricus bisporus) matrix esetén, valamint az izotophigitasos technikat és a matrix illesztett

kalibraciot hasonlitottam Ossze.



2. CELKITUZES

Az altalam vizsgalt fehér csiperkegomba (Agaricus bisporus) termesztéshez taptalajként

hasznalt komposzt allati tragya és buzaszalma keveréke, mely potencialisan mikotoxinnal

szennyezett. A toxinos komposzton termesztett csiperkegomba anyagcseréje soran felveheti

¢s metabolizalhatja a toxinokat. Ahhoz, hogy ez a felvetés tudomanyosan megalapozott

legyen mindenképpen sziikséges egy multi-mikotoxin meghatarozasra alkalmas analitikai

modszer fejlesztése. A mintaelOkészités ennek egyik kulcs 1épése. Ezért dolgozatomban az

alabbi célokat fogalmaztam meg:

Modositott QuEChERS eljaras kidolgozasa DON, T-2, FBi, AFBi, és ZON
mikotoxin esetén csiperkegomba matrixra

»Dilute and shoot” és a mddositott QUEChERS mintaeldkészitési mdodszer kinyerési
hatasfokanak Osszevetése DON, T-2, FBi1, AFBi1, és ZON mikotoxinok esetén
csiperkegomba matrixban.

A mért értékek Osszehasonlitasa az a EU 401/2006/EK ,,Az élelmiszerek mikotoxin
tartalmanak hatosagi ellendrzéséhez hasznalandd mintavételi és elemzési modszerek
megallapitasardl” sz6l6 rendeletében 1évé ajanlasokkal, valamint a Codex
Alimentarius "General standard for contaminants and toxins in food and feed" (2015)
cimi kiadvanyaban szerepld ajanlasokkal.

ISTD ¢és matrix illesztett kalibracido eredményeinek dsszehasonlitaisa DON, T2, FBy,

AFB1, és ZON mikotoxinok esetén csiperkegomba matrixra.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. Mikotoxinok jellemzése, jelentosége

A mikotoxinok a gombak masodlagos anyagcseretermékei, melyek mind az emberre,
mind pedig az allatokra és a noOvényekre rendkiviill karosan hatnak, kiilonb6zo
megbetegedéseket és gazdasagi karokat okozva ezzel. Mezdgazdasagi-gazdasagi szempontbol
a legjelent6sebb mikotoxin csoportok az aflatoxinok, ochratoxinok, trichotecének, zearalenon,
fumonizinek, és az ergot alkaloidok. Egyes penészgombak képesek tobbféle mikotoxin
termelésére és kiillonboz6 gombafajok képesek ugyanazt a mikotoxint termelni. Amennyiben
a haszonnovényt (baza, kukorica, zab stb.) megtamadja a toxintermeld penészgomba,
jellemzden tobbféle mikotoxin egyiittes eléforduldsa varhatd. Az élelmiszer és takarmany
mikotoxinnal valo szennyezettségét szamos kornyezeti tényezd befolyasolja, mint példaul a
homérséklet vagy a paratartalom. A mikroklima paramétereinek szabalyozasaval a
mikotoxinok jelenléte valamelyest kontrollalhato. Vannak azonban nem, vagy csak
kismértékben befolyasolhato tényezok, mint példaul a makroklima vagy, hogy adott esetben

mely gombafajokkal fert6z6dik meg a takarmany.

A mikotoxinok jelentés gazdasagi karokat okoznak emberi és allati €leteket kovetelve,
megnovelve a humén és allategészségiigyi ellatas koltségeit, csokkentve az allatallomany
hozamat, a fertézott €lelmiszer €s takarmany kezelését teszik sziikségessé, mely szintén
jelentds koltségeket von maga utan. Ezért kiemelkedGen fontos a mikotoxinok visszaszoritasa,
melynek érdekében szamos iranyelvet dolgoztak ki vilagszerte, azonban ezek kivitelezése

nehezen tud megvaldsulni a gyakorlatban (Hussein & Brasel, 2001).

3.1.1. Aflatoxinok

Az aflatoxinok kémiailag héstabil difuran-kumarin szarmazékok. Elsésorban Aspergillus
flavus és Aspergillus parasiticus fajok termelik meleg, nedves éghajlat mellett. Az aflatoxin
B-t termelé Aspergillus flavus a természetben széleskoriien eléforduld mikroorganizmus,
foként a novények levelein, viragain telepszik meg. A B és G aflatoxint termel6 Aspergillus
parasiticus a terméfoldeken fordul eld. Az Aspergillus nemzetség egyéb fajai is termelnek
aflatoxint, mint példaul az Aspergillus nominus, Aspergillus pseudotamarii és az Aspergillus
bombycis (Marin et al., 2013).



A mikotoxinok az aratas el6tti és utani gombas fert6zés kovetkezményeként keriilnek a
gabondba. A szennyezettség aranyat szamos tényezd befolydsolja, mint a hdémérséklet,
paratartalom, vizaktivitas, konkurens mikrobiota jelenléte, fizikai sériilés és egyéb tarolasi
koriilmények (EFSA, 2007). A legtoxikusabb forma az aflatoxin B1 (AFB1), mely a majban
aflatoxin My toxinna alakul a citokrém P450 enzim segitségével. Ha a ndstény emlésok AFB;
toxinnal fert6zott ¢lelmet fogyasztanak jelentés mennyiségli 4-hidroxilalt metabolit AFM;
valasztodik ki a tejbe (Marin et al., 2013). Az aflatoxin B; kémiai szerkezete az 1. dbran

lathato.

Az aflatoxinok nagyon stabil szerkezetli vegyliletek, ezért szamos élelmiszeripari
feldolgozasi eljarassal szemben ellenalldak, mint a porkolés, extrudalas, siités vagy fozés.
Ezen eljardsok soran nem inaktivalodnak teljes mértékben, igy komoly problémat jelentenek
feldolgozott élelmiszerek esetén is. Leggyakrabban gabonakban és gabonabdl késziilt
¢lelmiszerekben, valamint di6félékben fordulnak elé (Bullerman & Bianchini, 2007).

Toxikologiai szempontbdl az aflatoxin karcinogén és genotoxikus hatasu. Megkiilonboztetiink
akut és kronikus mérgezést. Akut mérgezés akkor fordul eld, ha az élelmiszer nagy
koncentracioban tartalmazza a toxint, ez azonban embereknél nagyon ritkan fordul eld és
leginkabb a fejlodé orszagokban éldkre jellemzd. 2004-ben Kenyaban 317 akut mérgezés
esetr6l szamoltak be, koztik 125 halalos kimenetelii volt (Lewis et al., 2005). Az akut
mérgezes tlinetei a hanyas, hasiiregi fajdalom, tiidé vagy agy 6déma és nekrozis. Tovabbi
tiinetek az anorexia, depresszio, sargasig, hasmenés és fényérzékenység. Allatok esetében
gyakoribb az akut mérgezés. A mérgezés sulyossaga kiilonbozo tényezoktdl fligg, mint a faj,
kor, nem, dozis, kitettség idétartama. A tiinetek ebben az esetben nem specifikusak, nagyban
megnehezitve ezzel a diagnoézist. Nem specifikus tlinetek példaul a stlyvesztés, kevesebb
takarmany fogyasztasa, csokkend tojas-vagy tejhozam és megndvekedett érzékenység egyes

betegségekkel szemben (Marin et al., 2013).



Altalaban a madarak érzékenyebbek az aflatoxinokra, mint az emldsok, az emldsok koziil
pedig a kérédzok a legellenallobbak. Emberek esetében az aflatoxinnal szennyezett élelmiszer
hosszi tava folyamatos fogyasztasa szamos megbetegedéshez és sulyos elvaltozasokhoz
vezet, mint a majrak, nemzoképesség csokkenése, immunrendszer gyengiilése vagy az

intersticialis tiid6fibrozis (Marin et al., 2013).

1. abra Az aflatoxin B kémiai szerkezete (Internet 1)

3.1.2. Trichotecének

A trichotecén toxinok a Fusarium gomba nemzetség altal termelt masodlagos
anyagcseretermékek. A trichotecén csaladba tobb, mint 200 toxin tartozik, melyek
szeszkviterpén alapvazzal rendelkeznek, és sok esetben tartalmaznak egy makrociklikus
észtert vagy észter-éter hidat a 4. és a 15. szénatom kozott. Toxicitasukért elsdsorban a 12,13-
epoxi gyurQi és a 9. és 10. szénatom kozotti kettds kotés felelds. A trichotecéneket attol
fliggden, hogy az alapvazukhoz milyen funkcids csoportok kapcsolodnak négy csoportba
soroljak (A, B, C és D csoport) (Escriva et al., 2015). A dolgozatomban csak az ,,A”
csoportba tartozo T-2 ¢és a ,B” csoportba sorolhatdé deoxinivalenol toxint fogom

részletesebben targyalni.



A T-2 toxin (2. abra) tobbek kozott a Fusarium sporotrichioides és a Fusarium poae faj
altal termelt toxin (Coravelli et al., 2014). Bar a tobbi trichotecénhez képest ritkabban fordul
eld, jelenléte mégis nagy figyelmet kap erds toxicitdsa miatt. Leggyakrabban a rozsban,
kukoricaban és szdjaban fordul elé. A T-2 toxin karos hatasa a DNS-, RNS- és a
fehérjeszintézis gatlasaban nyilvanul meg. A T-2 toxinnal valo fertézottség tiinetei
sokféleképpen jelentkezhetnek az allatoknal, mint példaul stlyvesztés, hanyas, hasmenés,
letargia, immungyengeség, nekrdzis, vordsvérsejt ¢és leukocita szam csokkenése, DNS

szerkezetének sériilése (Escriva et al., 2015).

CH,

2. abra A T-2 toxin kémiai szerkezete (Internet 2)

A deoxinivalenol (DON) a legjelentsebb trichotecén, mely minden gabonafélében
eléfordulhat (3. 4dbra). Habar a DON toxin nem annyira toxikus, mint a T-2 toxin, mégis
sokkal szigorubb szabalyozasok vannak érvényben a DON esetén. Ennek oka, hogy sokkal
sz¢lesebb korben és nagyobb mennyiségben fordul eld, ennek megfeleléen a deoxinivalenol
altal okozott gazdasagi karok is jelentdsebbek, valamint az emberek DON toxinnak vald
kitettsége IS nagyobb. A toxinnal szennyezett taplalék fogyasztasa bél- immun- és
idegrendszeri problémakat okoz. Akut tiinetek a hanyés, hasi fajdalom, anorexia, fejfajas és
szédilés. Az immunrendszerre gyakorolt hatdsa valtozatos tiinetekkel jar, immunszupresszio,

vagy akar immunstimulacio is felléphet (Escriva et al., 2015).

3. abra A deoxinivalenol (DON) toxin kémiai szerkezete (Internet 3)
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3.1.3. Fumonizinek

A fumonizinek tobbek kozott a Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum és
Fusarium nygamai gombafajok altal termelt nem fluoreszkald, vizoldhatd, polaros
vegylletek, melyek leginkdbb kukoricdban és kukoricat tartalmazé élelmiszerekben fordulnak
elé. A toxint 1980-ban Dél-Afrikaban fedezték fel és allapitottak meg karcinogén hatasat. A
fumonizineket négy csoportra oszthatjuk: ,,A”, ,,B”, ,,C” és ,,P” csoport, legjelentdsebb ezek
koziil a B (B, B2, B3) csoport (Ahangarkani et al., 2014). Ezek a toxinok a propan-1,2,3-
trikarboxil savak diészterei, melyek hosszu lancti amino poliol gerinccel rendelkeznek.
Legjelentdsebb koziilik a fumonizin By toxin, eléfordulasi gyakorisaga és toxicitasa miatt
(Escriva et al., 2015). A toxin alkoholos hidroxil csoportjai a szfingozin aminoalkoholos
komplexéhez hasonld tulajdonsaguak, igy képesek megzavarni a szvingozin szintézist és
leukoencephalomalaciat, maj nekrozist, és halalt okozni lovak esetén (Ahangarkani et al.,
2014). A fumonizinek toxicitasa széleskor(i, allatokra ¢és emberre nézve egyarant
neurotoxikus, citotoxikus és majkarositod hatasuk van. A tisztitott FB1 toxin képes volt maj- és
veserakot okozni ragcsalokon végzett kisérlet soran. Wang és tarsai (2015) Heidelbergben
végzett kutatasuk soran arra a megallapitasra jutottak, hogy a fumonizinek oxidativ stressz
generald hatasa jelentds szerepet jatszik a toxicitasukban. Komoly problémat jelent tovabba
az ugynevezett maszkolt forma jelenléte, mely a gabona toxin elleni védekezése soran
keletkezik. Ekkor a névény a leggyakrabban cukor molekulat kapcsol a nativ toxinra, novelve
ezzel a veszélyes anyag polaritasat. Ezen konjugatumok a gyomorban képesek lehetnek
hidrolizalni, névelve a toxikus hatast. (Ahangarkani et al., 2014). Ezzel ellentétben a
sertések vakbelében jelenlevé mikrobiota képes metabolizalni a fumonizineket (Wang et al.,
2015). A tortilla készités soran alkalmazott lugos f6zés, melyet kalcium-hidroxiddal végeznek
a kukorica maghéj puhitisara, szintén nagymértékben képes atalakitani a FBi-et HFB:
metabolitta, csokkentve ezzel a toxikus hatast. (Dombrink-Kurtzman et al., 2000). A FB:

toxin kémiai szerkezete a 4. abran lathato.
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4. abra A FB; toxin kémiai szerkezete (Internet 4)

3.1.4. Zearalenon

A zearalenon (ZON) kémiai szerkezetét tekintve rezocilsav lakton (5. abra). 1965-ben
izolaltak elséként Minnesotaban egy patkany méhébdl (Christensen et al., 1965). A
Fusarium nemzetség Sok faja termeli, koztiik a Fusarium graminearum, F. culmorum, F.
equiseti és a F. sambucinum (Kachalek et al., 2017). Szamos tanulmany Szerint a
zearalenonnal fert6zott gabondban mas toxinok is kimutathatéak, leggyakrabban a szintén
Fusarium nemzetség altal termelt fumonizinek és a DON toxin. Ezeknek feltehetden
szinergens hatdsa van egymasra. A zearalenon a DON toxin utan a leggyakrabban eléfordulo
természetes szennyezd kukorica esetében, mas gabondban azonban ritkdn talalhatdé meg
(Escriva et al., 2015). Habar a toxin Fusarium-mal fert6zott gabonaban képes felhalmozodni
aratas el6tt, szamos tapasztalat van arra vonatkozolag, hogy mennyisége a nem megfelelé
tarolas kovetkeztében is feldusulhat a kukoricaban (Zinedine et al., 2007). A ZON toxin az
Osztrogén hormonhoz vald hasonlésdga miatt antagonista moédon kotddik az Osztrogén
receptorokhoz, karosan befolyasolva ezzel a reprodukcios képességeket. (Kachalek et al.,
2017). Nagy mennyiségli toxin elfogyasztasa késleltetett fejlodést, alivarzast, a petefészek
formajanak megvaltozasat, illetve folytonos vetélést okoz. Az allatok érzékenysége
zearalenon toxinnal szemben kiilonb6zd, a leginkdbb érzékeny faj a sertés. A reprodukcios
képességek csokkentése mellett citotoxikus és genotoxikus hatasat is megallapitottak (Su et
al., 2018). Su és tarsai (2018) figyelemreméltd tanulmanyukban arrél szamolnak be, miszerint
a C-vitamin képes detoxifikdlni a zearalenont sertések esetében. A kisérletet 32 ndstény
sertésen végezték el, melynek soran megallapitottak, hogy a C-vitamin képes jelentGsen
csokkenteni a ZON toxin altal indukalt reprodukcios toxicitast és vér toxicitast, emellett

egyensulyban tartja az immunoglobulin szintet és a hormonszintet.
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A C-vitaminnal kezelt takarmany és élelmiszerek esetében a toxin mennyisége jelentésen
csokkent.. Gao ¢és tarsai (2013) a toxin emberi magzat veséjébdl szarmazd sejtekre vald
hatdsat tanulményozta. A vizsgalat sordn megallapitottak, hogy a zearalenon toxinnak DNS
karositd hatidsa a lizoszOma membran stabilitasdnak megsziinésével van Osszefliggésben, a
pontos hatdsmechanizmusa azonban még nem tisztazott. A toxin emberre gyakorolt hatasat
vizsgalva megallapitottak, hogy a ZON mar nagyon Kkis koncentraciéban is noveli a
sejtburjanzast és sejtvandorlast az emberi HTC 116 karcindma sejtvonalon, amely karcinogén

hatasat igazolja (Abassi et al., 2016).

5. abra A Zearalenon kémiai szerkezete (Internet 5)

3.2. Mikotoxinok Euroépai Union beliili szabalyozasa

A mikotoxinokra vonatkozo6 MRL értéket az Eurdpai Bizottsag 1881/2006/EK rendelete
hatarozza meg kiillonb6z6 matrixok esetén. A felsd hatarértékeket olyan szigoru szinten kell
meghatdrozni, amely a helyes mezOdgazdasagi, haldszati ¢és eldallitdsi gyakorlatok
alkalmazaséaval és az ¢€lelmiszer fogyasztasdhoz kapcsolodd kockéazatok figyelembevételével
ésszertien elérhetd. Az altalam vizsgalt mikotoxinokra vonatkozé hatarértékeket az 1.
Téblazat tartalmazza. Gombak esetén még nincsen hatarérték, igy a mikotoxinokkal leginkabb
szennyezett gabonafélékre vonatkozo értékeket tiintettem fel, melyek a gombatermesztésnél
taptalajként hasznalt komposzt alapanyagai. Mivel T-2 toxin esetén nem ir el6 hatarértéket a

rendelet, igy ennél a toxinnal a JEFCA éltal eldirt PMTDI értéket tiintettem fel.
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1.Tablazat Mikotoxinok MRL értéke
*1. JEFCA Aaltal eloirt PMTDI érték

Toxin Elelmiszer MRL érték (ug/kg)
aflatoxin Bi, B 2, G1 és 4
G2 Osszesen gabonafélék
aflatoxin B1 2
T-2 *1 0.06
Deoxinivalenol kukorica 1750
egyeb gabona 1250
FumoglslszzlzseB; ¢s B2 feldolgozatlan kukorica 4000
feldolgozatlan 100
Zearalenon gabonaf¢lék
feldolgozatlan kukorica 350

3.3. Mintaelokészitési lehetéségek

A HPLC-MS/MS késziilékek érzékenységének kdszonhetden lehetéség nyilik a mintaban
kis koncentracioban jelenlévé célkomponens meghatdrozdsdra, 4m a matrixhatas
problémdjaval itt is szdmolni kell. A zavaras rendkiviil sokrétii lehet a célkomponenstdl, a
meghatarozas soran alkalmazott modszertdl és az ionforrastdl fliggben. A matrixalkotok a
célkomponenssel egylitt koeludlodva interferencidt okoznak az ionizaci6 soran, mellyel

jelentésen befolyasoljak a mért eredményeket (Fang et al., 2014).

A bonyolult dsszetételi mintamatrixban 1évo szennyezdanyagok altalaban nagyon Kis
koncentracioban vannak jelen, ezért elengedhetetlen a mérést megel6z0 mintatisztitasi €s

elézetes dusitasi 1épés (Andrade-Eiroa et al., 2015).

3.3.1. Mintatisztitast nem igénylo ,,dilute and shoot” technika

A harmas kvadrupol technikdban végzett jelentds fejlesztéseknek koszonhetéen a
késziilékek gyorsabbak és érzékenyebbek lettek. A kimutatasi hatarok nagysagrendekkel
torténd csokkentésével lehetdség nyilt mintatisztitdsi [épést nem igényld modszerek
kidolgozasara. A minta extrakcidjat, majd tovabbi higitasat (,,dilute”) kovetden a mintat

fecskendésziirdvel szirjiik és injektaljuk (shoot) az LC-MS/MS késziilékbe.
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A ,dilute and shoot” moddszerek akkor alkalmazhatok, ha magas hatarértéki
célkomponensrél van szo, vagy ha a késziilék érzékenysége miatt lehetéség van a Kis
koncentracioban jelenlevé célkomponens tovabbi higitdsara. A minta higulasa kovetkeztében
a matrixalkotok koncentracidja is csokken, redukdlva ezzel az ionforrasban I1étrejovo
matrixhatast. A matrixhatds tovabb kompenzalhatd izotophigitast vagy matrix-illesztett
kalibraciot alkalmazva, igy egy gyors €s megbizhatd modszert kapunk, dm az izotopjelolt
sztenderdek jelentdsen megnovelik a koltségeket, valamint matrix-illesztett kalibracional sok
esetben nem érhet6 el vak matrix. Az eljaras elénye a gyorsasag és a minimalis anyagigény.
Mivel nincs sziikség extrakcids tisztitasra (SPE), igy az egymastol fizikai-kémiai
tulajdonsagban (polaritdsban vagy savas-bazikus jellegben) kiillonbozé célvegyliletek is
mérheték egymas mellett az egyszeri szilard-folyadék extrakcio utan (Tolgyesi & Fekete,
2017). Hickert és tarsai (2015) 26 mikotoxin egyidejii meghatarozasat végezték kukorica
mintaban micro HPLC-MS/MS méréberendezéssel. A mintaelokészités egy acetonitriles
extrakciobol allt, melyet nem kovetett tovabbi mintatisztitasi 1épés. Az alkalmazott
modszerrel 51-120%-os kinyerési hatasfokot értek el, kivéve tentoxin esetében, ahol a 160%-
os kinyerési érték a matrix ionerdsitd hatasanak kovetkezménye volt. Franco és kutatocsapata
(2018) 9 mikotoxin (aflatoxin Bi, aflatoxin B2, aflatoxin G aflatoxin G2, fumonizin B; és B,
ochratoxin A, zearalenon és deoxinivalenol) multi-mikotoxinos analizisét végezte
kukoricaliszt, buzaliszt, rizs és bab matrixban HPLC-MS/MS késziilékkel, ,.dilute and shoot”

moddszert alkalmazva. Kutatasuk soran 93-110%-os kinyerési hatasfokot értek el.

3.3.2. QuEChERS mintatisztitds

A QuEChERS mintatisztitasi eljarast Anastassiades és tarsai publikaltak eldszor hatalmas
attorést elérve ezzel a szermaradék analitikaban. A modszer egy acetonitriles extrakciobol all,
amit egy kisozasi 1épés kovet, végiil pedig egy d-SPE tisztitasi 1épést alkalmaznak. A
diszperziv SPE PSA toltettel hatékonyan tavolitja el a polaros matrix komponenseket, igy a
szerves savakat, polaros pigmenteket, cukrokat, és egyéb ¢élelmiszeralkotokat (Anastassiades
et al., 2003). A QUEChERS-t eredetileg novények peszticid tartalmanak meghatarozasara
fejlesztették ki, azonban a modszer hatékonyan alkalmazhat6 egyéb szennyezdanyagok esetén

is, mint a mikotoxinok és a poliaromas szénhidrogének (Gonzalez-Curbelo et al., 2015).
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A mozaiksz6 a ,,quick”, ,easy”, ,cheap”, ,effective”, ,rugged”, ,safe” szavakbol all,
amely a modszer egyszerliségére, gyors kivitelezhetdségére, alacsony koltségigényére,
hatékonysagara, robusztus és biztonsagos végrehajtasara utal, mely tulajdonsagai miatt
széleskortien elterjedt és rutinanalitikai eljarasnak szamit a laboratdoriumokban (Gonzalez-

Curbelo et al., 2015).

Az MSZ EN 15662:2008 szabvany rendelkezik a novényi eredetli élelmiszerekben
el6forduld peszticid szermaradékok acetonitriles extrakciojat és diszperzids SPE tisztitasat
kovetd meghatarozasarol GC-MS és/vagy LC-MS mérOmiiszerrel. A szabvanyban leirt
QuEChERS modszer sematikus leirasa a 6. abran lathatd. A szabvanyban szerepld 1épések
paramétereit valtoztatva lehetdség nyilik a modszer alkalmazasara egyéb célkomponensek és
valtozd matrixok esetén. Mikotoxinok analizisénél a matrix foként gabona, melyeknek
viztartalma igen alacsony, igy szilikséges a tisztitdst megelézden vizet adni a mintdhoz
(Cuncha & Fernandes, 2009; Kleigrewe et al., 2011; Koesukwiwat et al., 2013).
Rasmussen ¢és tarsai (2010) 27 mikotoxin meghatarozasat végezte LC-MS/MS késziilékkel
kukoricasilobdl szarmazod mintdk esetén. A mintdkat folyékony nitrogénnel fagyasztottak,
majd keverdgéppel homogenizaltdk a modositott QUEChERS eljaras eldtt. Az els6 extrakcios
Iépésnél ecetsavval savanyitott acetonitril-viz 2:1 aranyt elegyét hasznaltdk a
célkomponensek kinyerésére. A kisozasi lépésnél natrium-acetat-trihidratot alkalmaztak, majd
1-2 perces razast kdvetden vizmentes MgSOas-t adtak a mintdhoz a fazis szétvalas érdekében.
Huszonhét mikotoxinbol tizenkilencet kvantitativan azonositottak, nyolc esetében kvalitativ
meghatarozas tortént 37-201% -ig terjedd kinyerési szdzalékokkal és 1-739 pg/kg-ig terjedd
LOD értekekkel.

Koesukwiwat és kutatocsapata (2014) altal modositott QUEChERS eljarasban az els6
extrakcios 1épésben az acetonitril-viz 1:1 aranyu elegyhez 10%-0s hangyasavat adtak a pH
stabilizalasa érdekében, majd egy oran keresztiil homogenizaltak a mintat. A kis6zasi 1épést
kovetd szilard fazisu extrakcidhoz MgSQOs4, Cig, neutralis alumina és PSA keveréket adtak a
mintahoz. Az igy elkészitett leszlirt mintit UHPLC-MS/MS mérdmiiszerrel vizsgaltdk. A

modszeriket 14 mikotoxinra validaltak rizs matrix esetén.

A QuEChERS alkalmazasa multi-mikotoxin meghatarozas esetén széleskoriien kutatott,
de tovabbi vizsgalatokat igényel annak felderitése, hogy milyen hatékonysaggal csokkenti a

matrixalkotok interferenciajat (Wang et al., 2015).
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10 g minta bemérese 30 ml-es centrifugacscbe

1
+ 10 ml acetonitrl +100 pl belsd standard hozzdadasa
1
| perces intenziv razds
1
+4 g magnézium-szulfat+1 g natrium-klorid + 1g rinatrim-citrat-dihidrat
+ 0.5 g dinatrimm-hidrogén-citrat-szeszlovihidrat hozzaadasa
1
1 perces intenziv razds, majd 5 perces centrifugalas
1
Zsir- 85 viasztariabmi élelmiszerek esetén zsir kKifagyasztisa
1
X ml felithizzd leszivasa egyszer hasznalatos PP centrifuga cadbe,
amely X*25 mg PSA-tés X*150 mg magnézium-szulfatot tartalmaz
1
30 masodperc intenziv razas (GCE esetén 2 perc)
majd 3 perc centrifugalis
1
Y ml feliihiszo leszivasa czavaros kupakos iivegesébe

savanyitds ¥ =10 pl 3%-o0s hangyaszavval
1
LC-MS analizis

6. abra Az MSZ EN 15662:2008 szabvanyban meghatarozott tisztitasi [épések QUEChERS

esetén

3.4. Kalibracios technikak

A mennyiségi meghatarozas alapja a kalibraci6. A tandem tomegspektrometrids eljaras
legtobb esetben alkalmas a célkomponens szelektiv meghatdrozasara, de kvantitativ
meghatarozas soran figyelembe kell venniink a mintdk Osszetettségét és az ebbdl adodo
matrixhatast. A matrixhatas kompenzalasara haromféle kalibracios technikat alkalmazhatunk
mikotoxinok meghatdrozdsa esetén. A sztenderd addicid sordn a tesztmintat dusitjuk a
célvegylilet meghatarozott mennyiségével és a valaszjel novekedésébdl kovetkeztetiink a
célkomponens koncentraciojara a tesztmintaban (Tolgyesi & Fekete, 2017). Dolgozatomban
a matrix illesztett kalibracios eljarast és az izotophigitasos technikat hasonlitom Ossze, ezért

ezeket a kdvetkezd pontokban részletezem.
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3.4.1. Matrixra illesztett kalibracio

A matrixhatds kompenzalasanak koltséghatékony modja a matrixra illesztett kalibracio.
Az eljards soran az extrahdlt és tisztitott vak mintdk extraktumait adalékoljuk eldre
meghatarozott kalibracids szintekre ¢és ezeket hasznaljuk a kalibraciohoz. A vak minték
matrixa mindségileg €s mennyiségileg is megegyezik a célkomponenst tartalmazo tesztminta
matrixaval. Feltételezziik, hogy a kalibraciés mintdkban 1év0 matrixhatds azonos a
tesztmintdban 1évd matrixhatdssal a megegyezd hattér miatt. Ennek kdvetkezményeként
ugyanolyan irdnyd ¢és mértékli matrixhatds 1ép fel a kalibracidos mintdkban, mint a
tesztmintakban, igy a matrixhatas kompenzalddik. Mikotoxinok esetén probléma lehet a vak
minta hidnya vagy koriilményes és koltséges beszerezhet6sége (pl. gabona esetén DON
szennyezettség mindig eléfordul). Ez nagyban megneheziti a matrixbdl felvett kalibracional
az értékelést, kiilonosen kis koncentraciok meghatarozasanal (Tolgyesi & Fekete, 2017).
Ennek ellenére szamos szakirodalmi példat lathatunk matrix-illesztett kalibracio hasznalatéra.
Frenich és tarsai (2011) 10 mikotoxin egyidejii meghatarozasat végezte tojas mintakban
UHPLC-MS/MS rendszerrel. A tojas minta Osszetettsége miatt a mintael6készités soran
QUECHhERS mintatisztitasi 1épést alkalmaztak, a mennyiségi meghatarozashoz matrix
illesztett kalibraciot hasznaltak. Modszeriik kinyerési hatasfoka 70-110% kozott volt.
Koesukwiwat és tarsai (2014) szintén matrix illesztett kalibracios technikat alkalmazott 14
mikotoxin egyideji meghatdrozdsdhoz rizs matrixban. Az alkalmazott mérdberendezés

UHPLC-MS/MS volt. A mddszerrel 70-98%-os kinyerési hatasfokot értek el.

3.4.2. Az izotophigitis

A matrixhatas legeredményesebb kompenzéladsa izotdphigitassal érhetd el. Az izotdp
gorog eredetll sz0, az izosz=egyenld €s a toposz=hely szavakbdl all. Jelentése a periddusos
rendszer azonos helyén all6 ugyanazon kémiai elem nuklidjaira utal. Olyan nuklidokra,
melyek rendszama (protonszama) megegyezik, de az atommag eltérd szdmu neutronokat
tartalmaz, ezaltal tomegiik kiilonbozik (Uveges, 2008). Az izotophigitas soran a célvegyiilet
stabil izotopjelzett valtozatat belsé sztenderdként adjuk a mintdhoz (ISTD). A belsé sztenderd
fizikai-kémiai  tulajdonsagai megegyeznek a meghatarozni  kivant komponens

tulajdonséagaival, igy optimalis esetben azonos retencios idében elualodnak.
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Ennek kovetkeztében a célkomponenst €s belsd sztenderdjét ugyanaz a matrixhatés éri az
ionforrasban, igy a célvegyiilet és az ISTD vélaszjelének (teriiletének) aranya - izotop arany
(IR) - fiiggetlen lesz a matrixhatastol. Az ISTD valaszjelének aranya nem okoz interferenciat
a célkomponens jelén, mert az izotopjelzés miatt mas m/z értéken keriil detektaldsra. A
matrixhatds ellensulyozasanak fokozott jelentdsége van kis koncentracioban jelenlevd
célkomponensek és bonyolult 6sszetételti minta esetén. A gyakorlatban alkalmazott izotopok
példaul a ?H, BC, ®N, 180. A deuteralt (?H) ISTD-k hatranya, hogy a hidrogén-deutérium
csere kovetkeztében a vegyiilet polaritdsa megvaltozik, igy a deuteralt ISTD-k retencioja
(*H>3 esetén) forditott fazisu elvalasztasnal olykor még masodperc pontossaggal sem esik
egybe a célvegyiilet retencids idejével, igy nem azonos a matrixhatas iranya és mértéke a
célvegyiiletre és annak jelzett analogjara nézve. Emiatt a deutérium jelzett ISTD-K helyett
inkabb a 13C jelzésiiek preferaltak, ezek azonban nagyon koltségesek (Tolgyesi & Fekete,
2017).

Hiubl és tarsai (2007) 13C izotopjelzett T-2 toxint hasznaltak a T-2 toxin
meghatarozasdhoz kukoricdban ¢és zabban. Moddszeriik soran mintatisztitdsi 1€épést nem
alkalmaztak, az analizist HPLC-MS/MS mérémiiszerrel végezték. Az izotopjelzett belsd
sztenderd megfeleld volt a toxin mennyiségi meghatdrozasdhoz. A matrix mindkét minta
esetén erds ionerdsitést okozott, mely til magas kinyerési szazalékokat (139% zab és 146%
kukorica esetében) eredményezett. Az ISDT hasznélataval ezt hatékonyan kompenzaltak, igy

99%-ot értek el zab esetében és 100%-ot kukoricanal.

Varga ¢és kutatocsapata (2012) 11 mikotoxin egyideji meghatarozasat végezte
kukoricdban. A mennyiségi meghatarozashoz 3C izotopjelzett belsé sztenderdeket
hasznaltak, a mérést UHPLC-MS/MS berendezéssel végezték. A latszolagos kinyerési
hatasfok 88-105% kozott volt az erdés matrixhatds miatt. A 3C izotopjelzett belsd

sztenderddel kompenzalt kinyerési hatasfokok 97-111% kozé estek.
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3.5. HLPC-ESI-MS kapcsolt analitikai rendszer bemutatasa

A folyadékkromatografids-tomegspektrometriai modszerek rutin analitikai eljards részét
képezik olyan Osszetett mintdk elemzésénél, mint példaul az élelmiszerek. A
folyadékkromatografia biztositja a célkomponensek elvalasztasat, mig a tomegspektrométer a
célvegylileteket tomeg/toltés (m/z) alapjan kiiloniti el a vele egyiitt koeludlodd matrix
alkotoktol gazfazisban (Tolgyesi & Fekete, 2017).

3.5.1. Elektroszpre ionforras (ESI)

LC-MS technika esetén a komponensek eltérd halmazallapotban és kiilonb6z6 nyomason
torténik a molekuldk szeparacidja, ezért a kapcsolashoz elengedhetetlen az tgynevezett
interfészek (kapcsoloelemek) hasznalata. A legelterjedtebb atmoszférikus nyomason miik6do
kapcsoloelem az eletroszpré ionforras (ESI), sematikus felépitése a 7. abran lathaté. A
folyadékkromatografbol aramlé mozgofazist egy fém kapillarisba vezetik. A fesziiltség miatt
a kapillaris végén ugynevezett Taylor-konusz alakul ki, ahol a folyadék toltést vesz fel és
nitrogén porlasztogdz segitségével porlasztodik, ily modon toltéssel rendelkezd
folyadékcseppek jonnek létre. A parolgds hatasdra a cseppek toltéssiirlisége folyamatosan
novekszik, amig a kohézids erdket meghaladjdk a Coulomb erdk, Coulomb robbanas
kovetkeztében a folyadékesepp ionokra esik szét és gazhalmazallapotban halad az analizator

iranyaba (Tolgyesi & Fekete, 2017).
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7. abra Az ESI ionforras sematikus felépitése (Tolgyesi & Fekete, 2017)



3.5.2. Harmas kvadrupol analizdtor

A kvadrupol analizator felépitése a 8. abran lathatd. A kvadrupol tér frekvencidja ugy
valtozik, hogy csak az az ion legyen képes a térrészben athaladni, melynek sajat frekvenciaja
megegyezik a tér pillanatnyi frekvencidjaval. Az analizatort kiilonb6z6 tizemmddokban lehet
mukodtetni. SCAN (pasztazd) iizemmodd esetén csak egy bizonyos m/z tartomanyt enged at a
kvadrupol. SIM iizenmdd esetén a kvadrupol tér csak adott tomeg/toltésti (m/z) molekulat
enged at. Ez utobbit hivjuk kivalasztott ion figyelésnek. Hairmas kvadrupol detektor esetén a
két kvadrupol (Q1 és Q3) analizator kozott titkozési cella helyezkedik el (Q2), ahol a
célkomponens fragmentalodik. Lagy ionizdciot kovetden az elsé kvadrupol kiszliri a
célkomponens anyaionjat (prekurzorion), majd az iitkdzési cellaban {itk6zési energia hatasara
fragmentalodik és tovabb halad a masodik kvadrupol analizator iranyaba. Itt a keletkezett
fragmens ionok (leanyionok) elvalnak az izobar matrix fragmenseitél m/z értékiik alapjan.
MRM (multiple reaction monitoring) moédban alkalmazva a hdrmas kvadrupolt az elsd
kvadrupol a prekurzor iont sziiri SIM moédban, mig a masodik kvadrupol- szintén SIM
moédban- a kivalasztott lednyionokat engedi tovabb a fotoelektron-sokszorozo detektor felé.
Egy komponenst egy anyaionnal és két leanyionnal (ionatmenettel) jellemziink (Tolgyesi &

Fekete, 2017).

detektalas
kvadrupol rudak

1% kilépo nyilas
ionok . (detektor felé)

Instabil palyaja ion

belépd nyilds
(forras feldl)

egyen- €s
valtofesziitség

8. abra A kvadrupol felépitése (Tolgyesi & Fekete, 2017)
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

TDK dolgozatomat a Szent Istvan Egyetem Elelmiszertudomanyi Kardnak Alkalmazott
Kémia tanszékén készitettem. A tanszéken folyd mikotoxinok HPLC-ESI-MS/MS-el t6rténé
meghatarozasanak modszerfejlesztésében vettem részt, melynek soran 5 mikotoxin - DON,
ZON, AFBi1, FBi1, T-2 - egyidejii meghatdrozasdhoz kiilonb6zé mintatisztitasi modszerek
hatékonysagat vizsgaltuk eltérd matrixok esetén. Méréseim alapjat az Alkalmazott Kémia

Tanszéken kidolgozott multi-mikotoxin mérési modszer szolgalta.
4.1 Anyagok és berendezések ismertetése

4.1.1. Vizsgalt matrix

Dolgozatomban a helyi piacrol beszerzett fehér csiperkegombat (Agaricus bisporus)
vizsgaltam, melynek termesztéséhez hasznalt komposztot allati tragya és buzaszalma
keverékébdl allitjadk eld. Amennyiben a komposzt szennyezett buzabdl késziilt, az azon
termesztett gombaban is megjelenhetnek a karos anyagok. Ennek a vizsgalatnak elsd 1épése
egy hatékony méréstechnikai modszer kidolgozasa gomba matrix esetén, melynek fontos

része a mintael6készités kidolgozasa.

4.1.2. Minatelokészités soran alkalmazott eszkozok és vegyszerek

Mintael6készités soran az alabbi eszkozoket hasznaltam:

- Razogép-Table Shaker

-Falkon tipusu centrifugacsovek (15 ml; 50 ml) -VWR
-5,0 ml-es mér6lombik, 10,0 ml-es mér6élombik
-Automata pipetta -Biohit

-Centrifuga — Hermle Z206-Dialab

-Barna tivegese (1,5 ml) - VWR

-Analitikai mérleg

-Nitrogénes beparlo berendezés
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Munkam soran a kovetkez6 vegyszereket alkalmaztam:

-loncserélt viz (18MQcm)- MilliQ Merck-Millipore
-MgS04 (99%)-VWR szallitotta (Radnor, PA, USA)
-Puffersé mix (NaCl, trinatrium-citrat, dinatrium-citrat)
-Acetonitril (super gradient grade)-VWR

-Ecetsav (99-100%)-Scharlau (Barcelona, Spanyolorszag)
-Hangyasav (~ 98%, MS hasznalatra)-Sigma Aldrich
-Ammonium-acetat (>99%)-Sigma Aldrich

A HPLC eluensek 0sszetétele a kovetkezd volt:

,»A” eluens: 5 mM ammonium-acetat, 0,1% hangyasav vizben oldva

,B” eluens: 5 mM ammonium-acetat, 0,1% hangyasav metilalkoholban oldva
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4.1.3. Mérési osszeallitas

Az altalam hasznalt méréberendezés a 9. dbran lathatd. A felépitése a kdvetkezd volt:
HPLC:

A méréseim sordn hasznalt HPLC mérOmiiszer egységeit a 2. Tablazatban ismertetem.

2. Tablazat A HPLC berendezés egységei

Gaztalanito egység Agilent 1100 Series Degasser

|Pumpa Agilent 1200 Series Bin Pump SL
Mintaadagolo Agilent 1200 Series Autosampler

Flithet6 egység Agilent 1100 Series Colcom

Oszlop Agilent zorbax xdb-C18 2,1 x 50 mm, 3,5 pml

A kromatografias kondiciok:

A kromatografias paraméterek a 3. Tablazatban szerepelnek.

3. Tablazat Kromatografias kondicidok

Injektalasi térfogat 10 pl

Kolonna homérséklet (40 °C

Aramlasi sebesség 400 pl/perc

24



ESI-MS/MS:

- QTRAP LC-MS/MS 3200 Sciex System

9. dbra A HPLC-MS/MS mérémiiszer

4.2. Mintaelokészitési modszerek
4.2.1. ,,Dilute and shoot” technika sordn alkalmazott mintaeldkészités

A toxinanalitikdban nagy problémat okoz a mintdk inhomogenitasa, ezért ennek
kikiiszobolésére a gombakat eldzetesen liofilizaltam. A liofilizalt mintakat alacsony
nedvességtartalma miatt a mintael6készitést megel6z6 napon vizzel nedvesitettem. Ehhez
ismert mennyiségii toxin sztenderd keveréket adtam két koncentracios szinten: az elsé
mintahoz 180 ul sztenderd oldatot adtam, a masodik mintadhoz 650 ul-t. A mintahoz 10,0 ml
Acetonitril:MiliQ viz: hangyasav elegyét adtam 79:20:1 aranyban, majd 1 orara a razogépre
helyeztem. A razatast 5 perces centrifugalas kovetett 6000 fordulat/perc fordulatszamon. A
feliiliszobol 500 ul-t pipettaztam at barna iivegesékbe, ehhez izotophigitasos technika esetén
25 ul belsé sztenderd oldatot adtam majd nitrogén gaz alatt beparoltam. Matrix illesztett
kalibraciot alkalmazva nem adtam belsd sztenderdet a mintaimhoz. A beparolt mintat el¢szor

250 pl B eluensben oldottam fel, majd ezt kovetéen 250 ul A eluensben oldottam.

25



Az eluensek hozzdadasat kovetden elsé esetben 15 masodpercig, masodik esetben pedig 5
masodpercig kevertem a mintat a teljes oldodéas érdekében. Ezutan 0,22 pm pérus atmérdji

PTFE sziron atsztrtem a mintaimat.

4.2.2. Médositott QUEChERS mintaelokészités

A QUEChERS modszert az MSZ EN 15662:2009 szabvany szerint végeztem, egyes
pontjaitdl azonban eltértem. A liofilizalt mintat az el6készitést megel6z6 napon vizzel
nedvesitettem centrifuga csében. Az eljaras soran 0,5 g liofilizalt mintahoz 7,5 ml vizet
adtam. A nedvesitett mintdhoz ismert mennyiségii toxin Sztenderd keveréket adtam két
koncentracios szinten: Az elsé mintahoz 180 pl sztenderd oldatot adtam, a masodik mintahoz
650 pl-t. Az adalékolt mintat egy ¢éjszakara fagyasztoba raktam. A mintahoz 10,0 ml
acetonitrilt pipettaztam, majd kézzel erételjesen raztam 1 percen keresztiil. Ezutan tortént a 4
g vizmentes magnézium-szulfat és a sokeverék (MIX: 1g natrium-klorid, 1 g trinatrium-citrat,
0,5 g dinatrium-citrat) hozzdaddsa az oldatokhoz. Ezt kdvette a centrifugacsdovek erdteljes
razasa kézzel egy percen keresztil, majd 5 perces centrifugildas 6000 percenkénti
fordulatszamon. A feliiltiszobol 6 ml-t szivtam le, ennek megfeleléen 900 mg magnézium-
szulfatot adtam hozza, ezutan 30 masodpercig intenziven raztam és 5 percet centrifugaltam.
Az oldatokbol 500 pl-t pipettdztam at barna iivegesékbe, ehhez izotophigitasos technika
esetén 25 ul belsé sztenderd oldatot adtam majd nitrogén gaz alatt beparoltam. Matrix
illesztett kalibraciot alkalmazva nem adtam bels6 sztenderdet a mintadimhoz. A beparolt
mintdhoz 250 pl B eluenst adtam majd 15 masodpercig kevertem. Ezutan 250 pl A eluenst
adtam hozza és 5 masodpercig kevertem. 0,22 pm atmér6jic PTFE sziirén atsziirt oldatokat
hasznaltam fel a miiszeres analizishez. A 4. Tablazatban szemléltetem az eltéréseket a
szabvanyban leirt modszerhez képest. A dolgozatomban alkalmazott mintaelékészités a 10.

abran lathato.
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4. Tablazat Az alkalmazott MSZ EN 15662 szabvany médositasai

Szabvanyban
meghatarozott Quechers
belsé standard | a tisztitasi 1épés elején

Eltéré pontok Modositott Quechers

tisztitas végén 25 ul

hozzaadasa 100 pl
minta tomege 109 0,5 g (elézetes nedvesités 7,5 ml vizzel)
tisztitasi 1épés MgSO4’ ©s P SA MgSOQO4 hozziadasa
hozzéadasa
savanyitas 5%-0s hangyasavval kihagyott 1épés

10. dbra MintaelOkészités

4.3. Alkalmazott kalibracios technikak

TDK munkdm soran az izotophigitdsos technikdval, valamint a matrix illesztett

kalibracios technikdval dolgoztam.

4.3.1. Izotophigitasos technika

A méréseimhez a Romer Labs Kft. altal forgalmazott nagy tisztasdga (>99%) mikotoxin
sztenderd keveréket hasznaltam. A nem izotOpjelzett sztenderdek koncentracioit az 5.

Téablazatban, mig az izotopjelzett sztenderdek koncentracioit a 6. Tablazatban tiintetem fel.
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5. Téblazat Nem izotopjelelzett sztenderdek

toxin koncentrici6 Oldoszer | Térfogat
(mg/l)

DON 100,1

T-2 10,0

ZON 30,3 Acetonitril | 5,0 ml

AFB1 1,05

FB1 50,2

6. Tablazat Izotopjelzett (*3C) sztenderdek

toxin |Komeentracié |  oqogser | Térfogat
(mg/1)

DON 10,0

T-2 1,0

ZON 3,0 Acetonitril | 1,2 ml

AFB1 0,5

FB1 50

Az egyes toxinokbol kiilonbozo térfogatokat mértem be 5,0 ml-es mérélombikba, majd

acetonitril:viz:hangyasav 75:25:0,1 (V/V/V%) aranyu elegyével jelre toltottem (7. Tablazat).

7. Tablazat Torzsoldat

5 ml-hez kapott
toxin bemért koncentracio
térfogat (mg/l)
DON 6,0
T-2 300 ul 0,60
ZON 1,8
AFB1 180 ul 0,038
FB1 675 ul 6,8

A tdrzsoldatbol 660 pl-t pipettaztam 10,0 ml-es analitikai lombikba, majd jelre toltottem
acetonitril:viz:hangyasav 75:25:0,1 aranyu keverékével a munkaoldat elkészitéséhez (8.
Téblazat).
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8. Tablazat Munkaoldat

kapott

toxin 10,0 ml-hez koncentracio
bemeért térfogat (ng/l)
DON 396,0
T-2 39,60
ZON 660 ul sgtenderd 1201
AFB: mix 2,508
FB1 4475

A munkaoldatb6l 6t kiillonbozo térfogatot mértem be a kalibracids egyenes felvételéhez.
Az igy kapott koncentraciok a 9. Tablazatban lathatok. Az izotdpjelzett belsd sztenderd
keverékbdl mindegyik taghoz 25 ul oldatot adtam.

9. Tablazat Kalibracios pontok izotophigitasos technika esetén

Kalibracios Munkaoldat(ul) ng/ml (az analitikai mintaban)
pont DON T2 AFB1 FB1 ZON
1. 20 15,84 | 1,584 0,1003 17,90 | 4,804
2. 230 182,2 | 18,22 1,154 205,9 [ 55,25
3. 440 3485 | 34,85 2,207 393,8 | 105,7
4. 650 514,8 | 51,48 3,260 581,8 | 156,1
5. 860 681,1 | 68,11 4,314 769,7 206,6
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4.3.2.Matrixra illesztett kalibrdacio

Matrix illesztett kalibraci6 esetén fontos, hogy a kalibraciés pontok ugyanakkora
matrixhatassal legyenek terheltek, mint maga a tesztminta, ezért a tesztmintaval megegyezd
térfogatot, 500 pl-t mértem be a vak csiperkegomba extraktumabol, és erre épitettem a 4.3.1.

fejezetben leirt modon a kalibracios pontokat (10. Tablazat).

10. Tablazat Kalibracids pontok matrix illesztett kalibracio esetén

Kalibraciéo | Gomba Munkaoldat(ul) ng/ml (az analitikai mintaban)
S pont matrix DON T2 AFB1 FB:1 ZON
1. 500 pl 20 15,84 | 1584 | 0,1003 | 17,90 | 4,804
2. 500 pl 230 182,2 | 18,22 1,154 205,9 | 55,25
3. 500 ul 440 348,5 | 34,85 2,207 393,8 | 105,7
4, 500 ul 650 514,8 | 51,48 3,260 581,8 | 156,1
5. 500 pl 860 681,1 | 68,11 4,314 769,7 | 206,6
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Dolgozatomban a DON, AFBi, FBi, T-2, ZON toxin egyideji analizisét végeztem
HPLC-MS/MS méréberendezéssel. A vizsgalt toxinok kromatogramja a 11. abran lathato.

ZON

HO. . 0

A

e dumitd
20 28 zo b as  ap 48 ) o T e eo  ea oo § o8 108 s o ns

a0 Pr.3-3 8l
Tdi, pere

11. 4bra Vizsgalt mikotoxinok retencids ideje

5.1. Kinyerési hatasfokok értékelése

A mintatisztitasi lépések elkeriilhetetlen velejardja a célkomponens részleges elvesztése.
Egyes komponensek kinyerési hatasfokaval feltétleniil tisztaban kell lenniink a mérés soran,
hogy kalkuldlni tudjunk a veszteséggel. Az extrakcids hatasfok megallapitasara a vak
mintdhoz mikotoxin sztenderd keveréket adtam pontosan ismert koncentraciokban, a mért
eredményeimet ehhez hasonlitottam a kiilonb6z6 mikotoxinok esetén. Az EU 401/2006/EK
rendelete kiilonb6zd kinyerési értékeket javasol az egyes mikotoxinok esetén a koncentracid
fliggvényében. A rendelet altal ajanlott értékek figyelembevételével hasonlitottam Gssze az

altalam vizsgalt négy varianst (11. Tablazat).
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Azokat az értékeket, melyek eltértek az ajanlott kinyerési értékektdl kiugrd értéknek

vettem, a 11. Tablazatban narancssarga szinnel jeloltem. T-2 toxin esetén a rendelet nem

hataroz meg értéket, igy itt a 70-110%-ig terjedd tartomanyt tekintettem elfogadhat6 értéknek,

melyet a Codex Alimentarius "General standard for contaminants and toxins in food and feed"

(2015) cimii kiadvanyaban ajanl altalanos értékként.

Wang és tarsai (2013) 9 mikotoxin (deoxinivalenol, T-2, aflatoxin B1, fumonizin By,

zearalenon, aflatoxin Gj, aflatoxin Gy, aflatoxin B1) egyidejii meghatarozasa soran 68,3-

93,6%-o0s kinyerési aranyokat értek el kukorica matrix esetén. Pamel és kutatocsapata (2011)

26 mikotoxin egyideji meghatarozasat végezték (koztiik az altalam mért T-2, AFB1, FB1, és

ZON toxint) UHPLC-MS/MS késziilékkel kukoricasilobol szarmazé mintak esetén.

Kisérletiik soran 61-116%-os kinyerési értékeket mértek.

11. Tablazat Kinyerési értékek 0sszehasonlitasa az EU 401/2006 EK rendelet altal ajanlott

értékekkel
13 s Matrix illesztett
C kalibracio Kkalibrécié
. |Addiciés szint), o raci6|  AEU "dilute “dilute
Mikotoxin (ul (ng/g) 401/2006/EK and QUEChERS| and ['QUEChERS"
munkaoldat) rendelet altal | shoot” | Kkinyerési | shoot™ Kinyerési
ajanlott kinyerési érték kinyerési érték
kinyerési érték | érték érték
0, 0 0, 0,
DON 180 1080 70-120% 72% 107% 77% 85%
650 3900 74% 51% 72% 88%
T 180 108 nincs 79% 151% 107% 145%
650 390 megadva | 103% | 141% | 85% 134%
AFBL 180 6,84 70-110% 94% 117% 126% 108%
650 24,7 80-110% 78% 48% 117% 54%
1 122 4% 9 9 0
EB1 80 0 70-110% 94% 3% 68% 3%
650 4407 7% 0% 69% 3%
1 27 % 9 % 112%
20N 80 327,6 20-120% 80% 152% 89% 0
650 1183 73% 136% 95% 99%
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A ,dilute and shoot” technika kinyerési hatasfokat izotdphigitds esetén a 12. abra
szemlélteti. A diagramokon a parhuzamos méréseim atlagértékei szerepelnek. A mérési
modszer kinyerési értékei az EU 401/2006/EK rendelet altal ajanlott kinyerési érték
tartomanyaba esnek DON, AFB1, FB1, ZON esetén, a T-2 toxin 91% kinyerési értéke pedig a
Codex Alimentarius "General standard for contaminants and toxins in food and feed" (2015)
cimi kiadvanyaba ajanlott tartomanyban van, igy ezt a modszert alkalmasnak taldlom erre a

multi-mikotoxinos meghatarozasra gomba matrix esetén.

Kinyerési hatasfokok "dilute and shoot"
technikaval és ISTD kalibraciéval
120%

100%
80%
: 4

60% [ 73% | 77%f

40%

20%

0%

DON T2 FB1 ZON

12. dbra Mikotoxinok kinyerési értékei ,,Dilute and shoot” mintael6készités esetén ISTD
technikaval

160%
140%

Kinyerési hatasfok (%)

AFB1

Mikotoxin

A QuEChERS mintatisztitas kinyerési hatasfokai izotophigitas esetén a 13. abran lathato.
DON ¢és AFB: toxin esetén megfeleld kinyerési értékeket mértem, ugyanakkor szorasértékiik
jelentésen meghaladja a ,,dilute and shoot” szorasértékeit. T-2 toxin és ZON toxin kinyerési
értékei nagyobbak voltak az ajanlott értékeknél, FB1 toxin esetén a célkomponens szinte
teljesen elveszett a mintael6készités soran. Mivel a fumonizin B1 egy kdzepesen erés sav
(pKa értéke 3,16), ezért a pH 5,5 értékre pufferelt QUEChERS soran a soval torténd razasi
1épésénél ez a célvegyiilet a vizes fazisban maradt. Ahhoz, hogy a fumonizin B is atrazhato
legyen az acetonitriles fazisba a pH értéket 2 ala kellene beallitani. Koesukwiwat és tarsai
(2013) az acetonitril-viz 1:1 aranyu elegyhez 10%-0s hangyasavat adtak, igy 66%-0S

kinyerési hatasfokot értek el fumonizin B: esetén.
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Kinyerési hatasfokok mdédositott QUEChERS

mintatisztitassal és ISTD kalibracioval
ZON

13. 4bra Mikotoxinok kinyerési értékei QUEChERS mintael6készités esetén ISTD technikéaval

160%

0,
- =
(]

100%

80% -

82%
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40%

20% .

O% S ——
DON T2

AFB1 FB1

Mikotoxin

Kinyerési hatasfok (%)

A 14. 4bran a ,dilute and shoot” technika eredményei lathatok matrix illesztett kalibracio
esetén. Mind az 6t mikotoxin kinyerési értéke az ajanlott tartomanyba esik, ezért ezeket az
értekeket megfelelonek taldlom. A matrix illesztett kalibracié szorasértékei jelentdsen

meghaladjak az izotophigitasos technika szorasértékeit, ez a technika kevésbé preciznek

mindsiil.
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Kinyerési hatasfok "dilute and shoot" shoot

technikaval matrix illesztett kalibracioval
ZON

14. dbra Mikotoxinok kinyerési értékei ,,Dilute and shoot” mintael6készités esetén matrix

140%

120%
100% 109%
80% M
0 | 75%f |
60% &
40%
20%
0%
DON T2

AFB1 FB1
Mikotoxin

Kinyerési hatasfok (%)

illesztett kalibracioval

A QuEChERS mintael6készitést és matrix illesztett kalibraciot alkalmazva a kinyerési
értékek megfelelének bizonyultak DON, T-2 és ZON toxinnal (15. abra). Matrix illesztett
kalibracié esetén a harom toxin kinyerési értéke jobb lett ezt a mintatisztitasi modot
alkalmazva, azonban AFB: és FB: toxin esetén a kinyerési értékek nem érték el az ajanlott
minimum értéket, igy ezek mérésére a modszer nem bizonyult megfeleldnek. Az 6t mikotoxin
egyidejli meghatarozasahoz a ,dilute and shoot” technika alkalmasabbnak tekinthetd a

kinyerési hatdsfokokat figyelembe véve.
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Kinyerési hatasfok modositott QUEChERS
mintatisztitassal és matrix illesztett

kalibracioval
140%
_120%
S
~ 100%
= 100% M
‘©  80% -
o
5 60%
N
“C; 40% @
£
20%
IS%!
0%
DON T2 AFB1 FB1 ZON
Mikotoxin

15. dbra Mikotoxinok kinyerési értékei modositott QUEChERS mintael6készités esetén matrix

illesztett kalibracidval

Mindkét kalibracids eljarasnal a ,,dilute and shoot” technika bizonyult megfelelébbnek az
Ot toxin egyidejli analizisére gombamatrixban. A modszer id6 és koltséghatékony, valamint
kisebb szorasértekek jellemzik. A ,dilute and shoot” technika jobb precizitasanak
magyarazata lehet példaul, hogy ennél a technikanal jelentésen kevesebbet kellett pipettazni a
mintaelokészités soran. A mérési bizonytalansagba az 6sszes véletlen hiba beletartozik, ilyen
relevans hibanak tekinthetd a pipettazas bizonytalansaga. Fontos figyelembe venni azonban,
hogy Osszetettebb mintamatrix esetén sziikség lehet a QUEChERS mintatisztitasi eljaras
alkalmazésara, hogy a nagy mennyiségben jelenlevd matrix ne nyomja el a mintaban kis
koncentracioban jelenlévé célkomponens jelét. Az izotdphigitasos technikat alacsonyabb
szorasértékek jellemzik, mint a matrix illesztett kalibraciot, igy az izotdpjelzett belsod
sztenderd alkalmazasa, bar sokkal koltségesebb, ezzel egyidejlileg precizebb, konnyebben

ismételhetd és reprodukalhatd, valamint szélesebb korben alkalmazhato az analitikdban.
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5.2. 1zotophigitasos technika és a matrix illesztett és kalibracié 6sszehasonlitisa

Dolgozatomban kétféle kalibracios technikat hasonlitottam 6ssze. Célom az volt, hogy
megvizsgaljam valdban sziikséges-e az igen koltséges ISTD hasznalata gombamatrixban a
vizsgalt 6t mikotoxin esetén a megfeleld kinyerési hatasfokok eléréséhez, vagy a joval
gazdasagosabb matrix-illesztett kalibracioval is megfeleld eredményeket kapok. A két
kalibracios technika soran az ordinata-tengelyen eredetileg kiilonb6z6 dimenziok szerepelnek.
ISDT technika esetén a belsé sztenderd jelével kompenzalt relativ teriilettel, matrix illesztett
kalibracional pedig korrekcio nélkiil, a kapott jelintenzitas integralt teriiletével szamolunk, igy
ahhoz, hogy a két technika eredményei Osszehasonlithatok legyenek sziikséges egy
normalizaciot elvégezni. A normalizalas soran a legnagyobb koncentracido esetén kapott
jelintenzitast vettem 100%-nak, a tobbi koncentracid jelintenzitasat pedig ehhez hasonlitottam

mindkét technika soran.

A mintaelOkészitéshez haszndlt matrix illesztett kalibracié ¢és az izotdphigitdsos
kalibracios technika egyeneseit a 16-20. abran k6zlom az altalam vizsgalt DON, T-2, AFBq,
FB1 és ZON toxin esetén. A determinacios egyiitthatokat (R?) a 12. Tablazatban, a kalibracios
egyenesek meredekségeit pedig a 13. Téabldzatban rendszerezem az Aaltalam vizsgalt

mikotoxinokra vonatkozoan.

DON toxin kalibracios egyenesei "dilute and shoot"
technika esetén

@ Matrix illesztett kalibraciod

91STD

120%

0 y = 0,0014x + 0,0234
= 100% R?=0,9938
S 80%
_:E 60% y = 0,0014x + 0,0036
g R?=0,9966
= 40%
20%
0% &
0 100 200 300 400 500 600 700 800

koncentracié (ng/ml)

16. abra DON toxin kalibracios egyenesei ,,dilute and shoot” technika estén
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Kalibracids egyenesek T-2 esetén

® Matrix illesztett kalibraciod @ISTD
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17. abra T-2 toxin kalibracios egyenesei ,,dilute and shoot” technika estén

AFB; toxin kalibraciés egyenesei "dilute and shoot"
technika esetén
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18. 4bra AFB: toxin kalibracids egyenesei ,,dilute and shoot” technika estén
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FB; toxin kalibracios egyenesei "dilute and shoot"
technika esetén
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19. 4bra FB1 toxin kalibracids egyenesei ,,dilute and shoot” technika estén

ZON toxin kalibracios egyenesei "dilute and shoot"
technika esetén
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20. abra ZON toxin kalibracios egyenesei ,,dilute and shoot” technika estén
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12. Tablazat ,,Dilute and shoot” technikanal alkalmazott kalibraciok determinacios

egyiitthatoi
Mikotoxin ISTD R? Matrix illesztett
kalibracié R?
DON 0,9938 0,9966
T-2 0,9949 0,9984
AFB; 0,9567 0,9803
FB, 0,9700 0,8414
ZON 0,9916 0,9986

13. Tablazat ,,Dilute and shoot” technikanal alkalmazott kalibracios egyenesek meredekségel

ISTD Matrix ill.
Mikotoxin , kalibracié | Matrix hatas
meredekség ,
meredekség
AFB; 0,1504 0,2251 50%
T-2 0,0144 0,0144 0%
ZON 0,0094 0,0096 2%
DON 0,0014 0,0014 0%
FB, 0,0006 0,0006 0%

Determinacios egyiitthatdk vizsgalata:

A kalibricios egyeneseket a determindcios egyiitthatoval (R?) jellemezhetjik. A
determinécids egyiitthatd azt mutatja meg, hogy az egyenes mennyire szorosan illeszkedik a
pontokhoz. Minél kozelebb van R? értéke 1-hez anndl szorosabb az illeszkedés. A HPLC-
MS/MS mérés soran tobb atmeneten mériink. Altalanossagban elmondhaté, hogy azt az
atmenetet valasztjuk a kvantitativ méréshez, amelyik intenzivebb ionitmenetet ad, azaz a
kalibracios egyenes meredeksége nagyobb. Azonban, hasonld intenzitasi atmeneteknél a
vélasztas alapja az egyenes determinécios egyiitthatojanak nagysaga is lehet. DON, T2, AFB:
¢s ZON esetében mindkét kalibracios technikanal megfeleld determindcios értékeket kaptam,
igy mindkét technikat alkalmasnak itélem a felsorolt négy toxin mennyis€gi meghatarozasara.
Ezért amennyiben rendelkezésre all vak matrix, a matrix illesztett kalibracios technika

hasznalatat javaslom alacsonyabb koltségigénye miatt.
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A 12. Téblazatban sarga szinnel jelolt FBi toxin determinacids egyiitthatdja matrix
illesztett kalibraci6 esetén nem volt megfeleld. Ennek oka lehet, hogy mivel ennél a
technikanal a matrixra épitjik rd a kalibracids sort, a kalibracidos pontok matrixhatassal
terheltek, igy feltételezhetd, hogy a matrix volt zavard hatassal az értékekre. Az ok pontos

meghatarozasa tovabbi kutatést igényel.

Vizsgdlt mddszerek érzékenysége:

A kalibrécios egyenes meredekségébdl a modszer érzékenységére kovetkeztethetiink. A
mobdszer érzékenysége analit fliggd. A 13. Tablazatban a mddszer érzékenysége alapjan
csokkend sorba rendszereztem a toxinokat. Minél érzékenyebb a modszer adott mikotoxinra,
anndl alacsonyabb lesz a célkomponens kimutatasi és meghatarozasi hatara. Mindkét
technika az AFB: toxinra a legérzékenyebb, ennek a toxinnak a legalacsonyabb a kimutatasi

¢s meghatarozasi hatara.

Matrixhatas vizsgalata:

A matrix illesztett kalibracié matrixhatassal terhelt, mig izotophigitasos technika soran
nem rakjuk a matrixot a kalibracidé sor moge, igy a két egyenes meredekségének
Osszehasonlitasaval lehetdség nyilik a matrixhatas irdnyanak és mértékének vizsgalatara adott

analitra vonatkozoan. A matrixhatas vizsgalatdhoz az alabbi képletet alkalmaztam:
a
Agaed e (0 = [(Z) —
Matrix hatas (%) [(b) 1] * 100

a: vak matrix-szal terhelt kalibraciés egyenes meredeksége

b: szerves oldoszerre épitett kalibracios egyenes meredeksége
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A matrixhatds ionelnyomast és ionerdsitést is okozhat adott célkomponensnél. A
matrixhatas a 13. Téblazatban sarga szinnel kiemelt AFB; toxin esetén volt a legjelentdsebb,
ahol 50%-os jelnovekedést eredményezett. A matrix egyaltalan nem befolyasolta az egyenes
meredekségét DON, T-2 és FBi toxin esetében. ZON toxin esetében 2%-0S jelndovekedést
okozott.

Meéréseim alapjan mindkét kalibracios eljarast megfelelonek taldlom a vizsgalt ot
mikotoxin egyideji analizisére gombamatrix esetén. Elérhetd vak matrix esetén a matrix
illesztett kalibracids technika alkalmazésa célszeriibb alacsonyabb koltségigénye miatt. Vak

matrix hianyaban az izotdpjelzett belsd sztenderd technika hasznalata sziikségszert.
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6. OSSZEFOGLALAS

A mikotoxinok széleskori elterjedésiik és az altaluk okozott betegségek sulyossaga miatt
globalis veszElyt jelentenek, visszaszoritasuk és kutatasuk tehat nagyon fontos a tarsadalom
szamara. A toxin vizsgalatok soran problémaként meriil fel, hogy jellemzbéen kis
koncentracioban vannak jelen bonyolult sszetételii mintakban, tovabba a legtobb esetben a
taplalék egyidejiileg tobb mikotoxinnal IS szennyezett, ezért nagy jelentdségiik van a multi-
mikotoxinos modszerek kidolgozasanak. A HPLC-MS/MS technika megjelenésével a
kimutatdsi és meghatdrozasi hatarok jelentdsen csdkkentek a miiszer érzékenységének
koszonhetden, azonban a matrixhatas tovabbra is problémaként 1ép fel Osszetett mintak
esetén. Dolgozatomban a ,dilute and shoot” ¢és a QuEChERS mintatisztitas kinyerési
hatasfokait vizsgaltam DON, T-2, AFB1, FB1 és ZON toxinnal gomba matrix esetén. TDK
dolgozatom tovabbi célja az izotophigitdsos technika és a matrix illesztett kalibracio

Osszehasonlitdsa volt. A kovetkez6 eredményekre jutottam:

e Kinyerési értékek vizsgalata:

Dolgozatomban csiperkegomba matrix esetén vizsgaltam DON, T-2, AFBi, FB1, ZON
toxin kinyerési értékeit. A mért értékeket a EU 401/2006/EK ,,Az élelmiszerek mikotoxin
tartalmdnak hatdsagi ellendrzéséhez hasznalandd mintavételi és elemzési moddszerek
megallapitasarol” szold rendeletében 1évé ajanlasokkal, valamint a Codex Alimentarius
"General standard for contaminants and toxins in food and feed" (2015) cimii kiadvanyaban

szerepld ajanlasokkal hasonlitottam Gssze.

e Kinverési értékek ..dilute and shoot” mddszer esetén:

,Dilute and shoot” technika esetén 73-91%-o0s kinyerési értékeket mértem izotopjelzett
belsé sztenderdet alkalmazva, matrix illesztett kalibracional pedig 74-109%-os értékek kozott
mozgott a kinyerési hatasfok. Ezt a technikat alkalmasnak taldlom a fent emlitett 6t mikotoxin

egyidejli meghatarozasahoz gomba matrix esetén.

e Kinverési értékek modositott QUEChERS mintaelékészités esetén:

Modositott QUEChERS mintaelokészitést és ISTD technikat alkalmazva DON és AFB1
toxin esetén az ajanlott kinyerési értékeknek megfeleld értéket mértem. T-2 toxin és ZON
toxin esetén a kinyerési értékek meghaladtak az ajanlott hatdsfokokat. FB1 toxin esetén a
célkomponens szinte teljesen elveszett a mintael6készités soran, igy erre a toxinokra nem volt

alkalmas a mérési modszer.
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Modositott QUEChERS mintaeldkészitést és matrix illesztett kalibracidt alkalmazva a
kinyerési értékek az ajanlottnak megfeleloek lettek DON, T-2 és ZON toxin esetén. AFB; és
FB1 toxinok kinyerési értékei nem érték el az ajanlottat. A mddositott QUEChERS technika
kinyerési hatasfoka alulmaradt a ,,dilute and shoot” moddszerhez képest, valamint kevésbé
preciznek bizonyult gomba matrix esetén. A ,dilute and shoot” technika id6- ¢és
eszkoztakarékos eljaras és gombamatrix esetén megfelelének bizonyult, azonban az altalam
vizsgalt matrixnal bonyolultabb 6sszetételii minta esetén -mint példaul a gombatermesztésnél
taptalajként hasznalat buzaszalma ¢és allati tragya keverékébdl 0Osszeallitott komposzt-
mindenképpen megfontolandod a modositott QUEChERS technika alkalmazasa a nagymértéki

matrixhatas csokkentésére.

e Az izotOphigitasos technika és a matrix illesztett kalibracid 0sszehasonlitisa:

Méréseim alapjan mindkét kalibracios technika megfelel a vizsgalt 6t mikotoxin multi-
mikotoxinos meghatarozasahoz. A matrix illesztett kalibracio koltséghatékonyabb megoldas,
amennyiben van elérhetd vak matrix a kalibraciohoz. Fehér csiperkegomba vizsgalatanal vak
matrix beszerzése nem okoz gondot, ezért ezen élelmiszer esetén mindenképpen a
koltséghatékonyabb matrix-illesztett kalibracio alkalmazasat javaslom. Sok esetben a vak
matrixok nem beszerezhetdk, igy az izotophigitasos technika szélesebb korben alkalmazhatod
mikotoxinok meghatarozasa esetén, tovabba a belsd sztenderdnek koszonhetéen

kikiiszobolhetd a mérémiiszer érzékenységének valtozasabol adodo bizonytalansag is.
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Haélasan koszonom Varga Emese tanszéki mérndknek a kitartd és nélkiilozhetetlen

munkajat, tiirelmét és segitségét, ami nélkiil ez a TDK dolgozat nem johetett volna létre.

Kiilon koszondm Marczika Andrasné dr. Sords Csilla a segitségét és irdnymutatasait,

valamint a szakmai tanacsait, melyekkel ellatott a dolgozatom irasa soran.

Szeretnék koszonetet mondani Edesanyamnak, aki id6t és energiat nem sajnalva

hatalmas precizitassal és lelkesedéssel segitette dolgozatom tokéletesitését.



