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1. —BEVEZETÉS

Élelmiszerekben előforduló szermaradványok koncentrációinak meghatározása az
élelmiszeranalitika egyik fontos területe. A nagyobb hozamok elérése érdekében még ma is
igen sokféle gyógyszert alkalmaznak az állattenyésztésben, részben egészségmegóvás, részben
gyógyítási céllal. Az állati szervezetbe bekerülő testidegen anyagok farmakokinetikai
tulajdonságaiknak megfelelően szívódnak fel, alakulnak át, majd ürülnek ki a szervezetből.
Egyes vegyületek fel is halmozódhatnak a különböző szervekben. Az állati termékek
elfogyasztásával e testidegen anyagok az emberi szervezetbe is bekerülhetnek, ahol toxikus,
mikrobiológiai vagy immunpatológiai jellegű károsító hatást fejthetnek ki. Ezért fontos feladat
az élelmiszerekben a szermaradvány koncentrációk vizsgálata.. E mérések során
megállapíthatók az adott vegyület farmakokinetikai tulajdonságai, azaz a felszívódás módja,
üteme, a keletkező metabolitok minősége, mennyisége, a kiürülés üteme és módja stb. Így e
vizsgálatok azt is megmutatják, milyen hosszú várakozási időt kell betartani az állati termék
feldolgozásáig, mialatt a bejutatott gyógyszer és ennek metabolitjai kiürülnek az állati
szervezetből.

A biológiai mintákból történő szermaradvány meghatározási feladatok megoldására a
különböző kromatográfiás technikák a legalkalmasabbak, mert lehetőséget adnak fizikai,
kémiai tulajdonságaikban nagyon közel álló vegyületek elválasztására és szelektív mérésére is.
A folyadékkromatográfiás meghatározásokat minden esetben megelőzi a mintaelőkészítés,
mely során meg kell szabadulnunk a meghatározást zavaró, illetve a kolonnát irreverzibilisen
átalakító mátrix komponensektől, másrészt a mintát mérhető formába kell hozni, például ha
szükséges, a meghatározandó vegyületre nézve dúsítani kell az oldatot. A mintaelőkészítés
sokszor bonyolult, több lépéses folyamat. Ennek egyik oka az, hogy a mátrix összetett, alkotói
lazább vagy szorosabb kölcsönhatásban állnak egymással, de esetleg a meghatározandó
komponensekkel is, így például a gyógyszermolekula adszorbeálódhat valamely sejtalkotó
felületén. Másrészről a feladatot tovább nehezíti, hogy általában igen kis, ppb (ng/g) szintű
koncentrációban kell meghatározni a keresett vegyületeket.

A megfelelően magas visszanyeréssel és kis szórással jellemezhető mintaelőkészítési
eljárás kidolgozásának hosszadalmas folyamatát könnyíthetik meg azok a szakértői rendszerek,
melyek a meghatározni kívánt vegyületek néhány tulajdonságának előrejelzésével teszik
lehetővé a mintaelőkészítések céltudatos tervezését. Így doktori munkámban egy részről azt
vizsgáltam, hogy az eredetileg a fordított fázisú folyadékkromatográfiás meghatározások
kidolgozásához kifejlesztett Pallas szakértői szoftvercsomag, mennyiben alkalmazható a
biológiai mintákból történő meghatározások mintaelőkészítéseinek kidolgozásában. Célom a
visszanyerés növelése és a mintaelőkészítés ismételhetőségének javítása volt. Ezért vizsgáltam
a mintaelőkészítés automatizálásának lehetőségeit is, ahol a mintának a kromatográfiás
rendszerbe történő közvetlen injektálásával és így a minta-előkészítő és az analitikai kör
on-line - összekapcsolásával oldottam meg tej mátrixból albendazol —metabolitok
meghatározását. A tej mintának az on-line rendszerbe történő közvetlen injektálását az ún.
korlátozott hozzáférésű töltetek alkalmazása tette lehetővé. Doktori munkám másik nagy
tématerülete a visszanyerés növelését és a szórás csökkentését célzó statisztikai módszerek
alkalmazása a mintaelőkészítésben. A választott, és az ipari minőségbiztosítási problémák
kezelésére kidolgozott Taguchi féle kísérlettervezési módszert eddig még nem alkalmazták az
analitikai gyakorlatban. E módszer egyik újdonsága, hogy a célfüggvényre - esetünkben a
visszanyerés nagyságára - ható faktorokat két csoportba osztja, ún. kézbentartható- és
zaj-faktorokra, ahol az utóbbi csoportba tartoznak azok a paraméterek, melyeket nem tudunk,
vagy nem akarunk szabályozni illetve befolyásolni az eljárás folyamán. A terv sajátságaiból



adódóan a számított szórás a zaj-faktorok hatásával terhelt, így nem csak egyszerűen az
ismételhetőség vizsgálható, hanem a szórás megmutatja, hogy az adott kísérleti beállítás
(a kézbentartható-faktorok adott kombinációja) mennyire érzékeny a külső, nem szabályzott
tényezők változására, azaz a módszer mennyire robosztus (állékony). Így már a
módszerkidolgozás során megtörténik a robosztusság fejlesztése is. Az esetek egy részében a
Taguchi módszer módosított változatát alkalmaztuk, így lehetővé vált viszonylag kevés
kísérlettel a főhatások mellett a kölcsönhatások vizsgálata is.

Doktori munkámban a fentebb említett módszereket alkalmazva, fumagillin
antibiotikum pisztráng izomszövetből és albendazol féreghajtószer, illetve albendazol
metabolitok csirke, juh és szarvasmarha különböző szöveteiből illetve testnedveiből történő
meghatározására dolgoztam ki mintaelőkészítési és folyadékkromatográfiás meghatározási
módszereket.



2. IRODALMI ÖSSZEFOGLALÓ

2.1. A vizsgált vegyületek tulajdonságai

2.1.1. A fumagillin

A fumagillin az Aspergillus fumigatus gombafaj által termelt antibiotikum. Erős
amóőbicid hatása van, így hatásosnak bizonyult az amőbás vérhast okozó Entamoeba
histolytica-val"", és az Encephalitozoon cuniculi-val? szemben. Humán gyógyászatban is
alkalmazták, de mivel több mellékhatását is felfedezték, felhasználása csak a méhészetre és a
haltenyésztésre korlátozódott. Méhek esetében a spórás Nosema apis okozta hasmenéses
megbetegedés kezelésében bizonyult hatásosnak"". A halaknál a japán angolnát megtámadó
Pleistophora anguillarum?, az európai angolnát fertőző Myxidium giardi, és a közönséges
pontyot veszélyeztető Sphaerospora renicoldő okozta fertőzésekkel szemben mutatták ki
hatását. Alkalmazása és kutatása újból előtérbe került, amikor felfedezték, hogy alkalmas
lehet különböző angiogenezissel kapcsolatos betegségek kezelésébemM. Fermentációs úton
készítik"?"" ". de ismert szintetikus előállítása" is.

A — szerkezetvizsgálatok""!6!1819.29 bizonyították, hogy a fumagillin 2,4,6,8-
dekatetraén - dikarbonsav - mono - 4 - (1,2- epoxi - 1,5 - dimetil - 4 - hexenil) - 5 - metoxi -1 -
oxaspiro [2,5] okt - 6 - il -észter (1. ábra).
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1. ábra
A fumagillin szerkezeti képlete

A fumagillin oldódik a legtöbb szerves oldószerben, nátriumbikarbonátban és más híg
bázikus oldatokban, nem oldódik híg savakban, apoláris szénhidrogénekben és vízben. Vizes
alkoholos oldatának vezetőképességi titrálása szerint gyenge sav egy aktív hidrogén atommal.
Molekulasúlya 458,53. UV fényben két elnyelési maximuma van, 335 és 351 nm-nél.

A fumagillin fény és hő hatásra is könnyen bomlik???, Különösen a 400 nm-nél
kisebb hullámhosszúságú fényre érzékeny.

2.1.2. Az albendazol és metabolitjai

Az albendazol /metil-(5-propiltio-1H-benzimidazol-2-il)karbamát/, szerkezete a
2. ábrán látható. Molekula tömege 265,33, színtelen kristályai 208-210"C-on olvadnak.
Vízben rosszul oldódik, de a dimetil-szulfoxid, az ecetsav, és az alkoholok jól oldják".
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2. ábra
Az albendazol szerkezeti képlete

A benzimidazolok féregűző hatásukat az a ATP-szintézis bénításán és a férgek glükóz
felvételének akadályozásán keresztül fejtik ki?5. Ezenkívül a tubulin polimerizációjának
gátlásával akadályozzák a féreg peték kifejlődését". Az albendazolt elterjedten alkalmazzák
az állatgyógyászatban, főleg kérődzők esetében, de humán gyógyászatban is"?"?, mivel széles
hatásspektrummal rendelkezik, alkalmazható métely, galandféreg, fonalféreg okozta fertőzés
kezelésében is"".

A farmakokinetikai mérések szerint az albendazol a szervezetbe kerülve gyorsan
metabolizálódik???82435263? eközben 12 vízoldható metabolit keletkezikő". A fő lépések az
alkil csoport és a kén oxidációja, illetve a hidrolízis. A metabolizáció gyorsaságára jellemző,
hogy szájon át történő adagolás esetén a vérben nem mutatható ki, viszont albendazol-
szulfoxid metabolitja igen gyorsan, magas koncentrációban megjelenik a vérben (a maximális
koncentrációt a beadás után kb. 6 órával éri el). A bendőben az albendazol hosszabb ideig kis
koncentrációban megmarad. Intravénás adagolás esetén a vérben is kimutatható még az első
néhány órában. Két legnagyobb mennyiségben keletkező metabolitja a kén atom oxidációja
révén képződő albendazol-szulfoxid és az albendazol-szulfon. Viszonylag nagyobb
mennyiségben jelenik még meg a hidrolízissel keletkező 2-amino-albendazol-szulfon is
(3. ábra). Mind az albendazolnak, mind az albendazol-szulfoxidnak terratogén hatását
mutatták ki".

Albendazol-szulfoxid
e)
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Albendazol-szulfon
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2-amino-albendazol-szulfon
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3. ábra

Az albendazol főbb metabolitjai



Az albendazol esetében az EEC (European Economic Community) által megadott
ajánlás szerint az élelmiszerekben megengedett maximális szermaradvány koncentrációk
100 ng/g izom- és zsírszövet, illetve tej, 500 ng/g vese-, és 1000 ng/g májszövet esetén"".

Az utóbbi időben mind a fumagillin, rnind az albendazol terápiai vizsgálatának nagy
lökést adott, hogy az AIDS-ben szenvedő betegek mikrospórások okozta fertőzéseinek e két
vegyület a leggyakrabban alkalmazott gyógyszere??, Az albendazol hatásos a különböző
Encephalitozoon fajok okozta kiterjedt fertőzések kezelésében, de változó a hatékonysága az
Enterocytozoon bieneusi fertőzésekkel szemben. A fumagillin nagyon hatékony helyi
Encephalitozoon hellem vagy Encephalitozoon intestinalis fertőzések kezelésére, de
toxikussága miatt rendszeres használatra nem alkalmas.

2.2. A vizsgált szermaradványok analitikája

2.2.1. Fumagillin

A fumagillin analitikájáról kevés az irodalom. Meghatározható vékonyréteg
kromatográfiával"?, spektrofotometrikusan és mikrobiológiai1? úton is. Brackett" és
munkatársai kidolgoztak egy folyadékkromatográfiás meghatározást, melyben C-18-as
fordított fázisú kolonnát és eluensként 500:500:1,5 v/v/v összetételű acetonitril/víz/jégecet
elegyet alkalmaztak. A detektálás 351 nm-n történt.

A fumagillin mézből történő meghatározására Assil?""? és kollégái dolgoztak ki
módszert, melyben a méz mintákat (5 g) egyszerűen vízben (25 ml) feloldották, majd az elegy
térfogatát 50 ml-re egészítették ki acetonitril hozzáadásával (A kb. 1:1 térfogatarányú
acetonitril:víz elegy a fumagillint már oldja). Szűrés után a minták antibiotikum tartalmát a
Brackett és társai által kidolgozott kromatográfiás körülmények között mérték meg.

A fumagillin hal izomszövetben történő meghatározására jelen értekezés kísérleteivel
párhuzamosan", de attól függetlenül dolgozott ki eljárást Guyonnet és társai". 1 §
szövetmintát 2 ml acetonitril és 6 ml víz elegyével extraháltak. Az extraktumot Bond Elut C$S
oszlopon tisztították, melyet 95/5 v/v metanol/víz eleggyel mostak. A fumagillint 1 ml
acetonitrillel oldották le a töltet felületéről, majd a mintából fordított fázisú
folyadékkromatográfiás rendszerbe injektáltak. 20-1000 ng/g koncentráció tartományban 70
90 körüli visszanyerést értek el.

2.2.2. Az albendazol és metabolitjai

Az albendazol (és általában a benzimidazolok) különböző mátrixokban történő
meghatározását részletesen vizsgálták. A meghatározások döntő többsége fordított fázisú
folyadékkromatográfiát alkalmaz, de található fordított fázisú ionpár kromatográfiás"""",
szuperkritikus fluid kromatográfiás" és gázkromatográfiás meghatározás is. A biológiai
minták előkészítésénél az eljárás középpontjában általában egy vagy több extrakciós lépés áll.
Az esetek egy részében, főként a folyadék halmazállapotú mintáknál, mint például a
vérplazma, szérum, vizelet, vagy tej minták esetében kizárólagosan folyadék-folyadék
extrakciós technikákat alkalmaznak.

Ezt a megoldást választotta Ludwig és Csiba" az albendazol és két fő metabolitjának,



az albendazol-szulfoxidnak, és az albendazol-szulfonnak plazmában történő meghatározására.
A kidolgozott módszer egyszerű és gyors. Az extrakcióhoz acetonitrilt használtak, majd a
mintát centrifugálták, s a felülúszóból közvetlenül adagoltak az analitikai elválasztó
kolonnára. Az elválasztás fordított fázisú folyadékkromatográfiával történt két eltérő eluenssel
az alapvegyületre, illetve a metabolitokra. A módszerrel 10 ng/ml-s kimutatási határt értek el,
mindhárom vegyületre.

Galtier" és munkatársai vér illetve vizelet minták (0,1-0,2 ml) extrakciójára
etilacetátot (1 ml) alkalmaztak. Összerázás és centrifugálás után a szerves fázist nitrogén áram
alatt szárazra párolták. A maradékot 50 ul mozgó fázisban vették fel, majd az analitikai
elválasztó kolonnára injektáltak. Az elválasztás normál fázisú folyadékkromatográfiával
történt. A detektálási hullámhossz 225 nm volt.

A Hoaksey" és munkatársai által kidolgozott módszer kisebb mintamennyiségből
indul ki (0,2-0,1 ml plazmaminta), de nagy hátránya, hogy több extrakciós lépést tartalmaz.
Az extrakciós üvegcsöveket előzőleg 5 94-os toluolban oldott diklórmetilszilánnal kezelték az
albendazol adszorpciójának csökkentésére. A bemért mintákat desztillált vízben oldották,
majd 0,2-1,0 l acetonitrilt adtak hozzá, hogy kicsapják a plazmafehérjéket. Keverés és
centrifugálás után a mintákat 1 ml desztillált vízzel ismét hígították, és 10 ml diklórmetánnal
extrahálták. Újabb centrifugálás után a szerves fázist bepárolták és 0,1 ml eluensben vették
fel, majd ebből injektáltak az analitikai elválasztó kolonnára. Az elválasztás ebben az esetben
is fordított fázisú folyadékkromatográfiával történt uBondapak-phenyl oszlopon. Kétféle
mozgófázist alkalmaztak, mindkettő víz/metanol/acetonitril alapú és 4,0 illetve 3,1-es pH-ra
pufferelt. A detektálási hullámhossz 254 nm volt. A módszerrel a modell kísérletek során
albendazoira 97 94-os, albendazol-szulfoxidra 70946-os visszanyerést értek el, és klinikai
kísérletben is igazolták a kidolgozott eljárás alkalmazhatóságát.

Macri munkatársaival?? nyolc benzimidazol (albendazol, fenbendazol, febantel,
mebendazol, oxibendazol, oxfendazol, parbendazol és tiabendazol) tejben történő
meghatározására alkalmas módszert dolgozott ki. A módszer hátránya, hogy az egy
mintaelőkészítésben kimutatandó több benzimidazol származék miatt a mintakinyerési eljárás
is bonyolult, sok extrakciós lépést tartalmaz. Az eljárás során liofilizált tejmintákból indultak
ki. A - mintákhoz tömény NaOH-t adtak, majd háromszor extrahálták 25 ml
etilacetát/metilénklorid 2:1 térfogatarányú elegyével. A bepárlási maradékot 2 ml hexánban,
majd 4 ml acetonitrilben vették fel. Keverés és centrifugálás után a hexános fázist 1 N HCI-
val extrahálták, hogy az erősebben hidrofób jellegű febantel és fenbendazol visszanyerése is
megfelelő legyen. A vizes fázishoz 250 ul NaOH-t adtak, majd 3 ml metilénkloriddal
extrahálták. Az egyesített acetonitriles és metilénkloridos fázist vákuum alatt bepárolták, és a
maradékot 100 4ul eluensben oldották fel. Elválasztásra fordított fázisú ionpár kromatográfiát
alkalmaztak (ellenion: dietilamin, pH 3), gradiens elúcióval. A detektálás 290 nm-en történt.
A komponensek azonosítására a retenciós idő mellett az UV spektrumokat (220-350 nm-es
tartomány) is felhasználták. A visszanyerés 60 és 10096 között változott a különböző
benzimidazolokra (oxfendazolra a legkisebb, febantelre a legnagyobb). A liofilizált tejminták
használata javította a visszanyerési százalékokat, lehetővé tette nagyobb kezdeti térfogatú tej
feldolgozását.

Az albendazol és fenbendazol metabolitok tejből történő meghatározására Fletouris és
társai"""" által kidolgozott módszerekben a tejmintákhoz NaOH-t, majd etilacetátot adtak,
keverték, majd 2 percig centrifugálták. A felülúszó 5 ml-éhez 1 ml vizet adtak, keverték, majd
ismét centrifugálták. Ezután a felső szerves fázist 50 "C-on N, áram alatt bepárolták, majd a
maradékot 0,5 ml eluensben vették fel. A visszanyerések 60 és 100 X4 között változtak az
egyes benzimidazolokra.
































































































































































