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1. BEVEZETES

Elelmiszerekben el6forduld szermaradvanyok koncentraciéinak meghatirozésa az
élelmiszeranalitika egyik fontos teriilete. A nagyobb hozamok elérése érdekében még ma is
igen sokféle gyogyszert alkalmaznak az allattenyésztésben, részben egészségmegdvas, részben
gyogyitasi céllal. Az allati szervezetbe bekeriil6 testidegen anyagok farmakokinetikai
tulajdonsagaiknak megfelelden szivodnak fel, alakulnak at, majd iriilnek ki a szervezetbol.
Egyes vegyiiletek fel is halmozodhatnak a kiillonb6zd szervekben. Az allati termékek
elfogyasztasaval e testidegen anyagok az emberi szervezetbe is bekeriilhetnek, ahol toxikus,
mikrobiologiai vagy immunpatolégiai jellegli karositd hatast fejthetnek ki. Ezért fontos feladat
az élelmiszerekben a szermaradvany koncentraciok vizsgalata. E mérések soran
megallapithatok az adott vegyiilet farmakokinetikai tulajdonsagai, azaz a felszivodas modja,
titeme, a keletkezé metabolitok mindsége, mennyisége, a kiiiriilés iiteme és modja stb. Igy e
vizsgélatok azt is megmutatjak, milyen hosszi varakozasi id6t kell betartani az allati termék
feldolgozasaig, mialatt a bejutatott gyogyszer és ennek metabolitjai kitiriilnek az allati
szervezetbol.

A biologiai mintakbol torténd szermaradvany meghatarozasi feladatok megoldasara a
kilonbozd kromatografias technikdk a legalkalmasabbak, mert lehetéséget adnak fizikai,
kémiai tulajdonsagaikban nagyon kozel allo vegyiiletek elvalasztasara és szelektiv mérésére is.
A folyadékkromatografids meghatarozasokat minden esetben megelézi a mintael6készités,
mely soran meg kell szabadulnunk a meghatarozast zavaro, illetve a kolonnat irreverzibilisen
atalakitdo matrix komponensekt6l, masrészt a mintat mérheté formaba kell hozni, példaul ha
szilkséges, a meghatarozand6 vegyiiletre nézve dusitani kell az oldatot. A mintaelokészités
sokszor bonyolult, tobb Iépéses folyamat. Ennek egyik oka az, hogy a matrix 6sszetett, alkotoi
lazabb vagy szorosabb kolcsonhatasban allnak egymassal, de esetleg a meghatarozando
komponensekkel is, igy példaul a gyogyszermolekula adszorbealodhat valamely sejtalkotd
felilletén. Masrészrdl a feladatot tovabb neheziti, hogy éltalaban igen kis, ppb (ng/g) szintl
koncentracioban kell meghatarozni a keresett vegytileteket.

A megfeleléen magas visszanyeréssel é€s kis szoréassal jellemezhetd mintaeldkészitési
eljaras kidolgozasanak hosszadalmas folyamatat konnyithetik meg azok a szakértoi rendszerek,
melyek a meghatarozni kivant vegyiiletek néhany tulajdonsaganak elGrejelzésével teszik
lehet6vé a mintaeldkészitések céltudatos tervezését. Igy doktori munkamban egy részrél azt
vizsgaltam, hogy az eredetileg a forditott fazisi folyadékkromatografidss meghatarozasok
kidolgozasahoz kifejlesztett Pallas szakért6i szoftvercsomag, mennyiben alkalmazhato a
biologiai mintakbol toérténd meghatarozasok mintaelokészitéseinek kidolgozasaban. Célom a
visszanyerés novelése és a mintaelokészités ismételhetoségének javitasa volt. Ezért vizsgaltam
a mintael6készités automatizalasanak lehetOségeit is, ahol a mintanak a kromatografias
rendszerbe toérténd kozvetlen injektalasaval és igy a minta-elokészitd és az analitikai kor
on-line osszekapcsolasaval oldottam meg tej matrixbol albendazol metabolitok
meghatarozasat. A tej mintanak az on-line rendszerbe torténd kozvetlen injektélasat az an.
korlatozott hozzaférési toltetek alkalmazasa tette lehetové. Doktori munkdm masik nagy
témateriilete a visszanyerés novelését és a szoras csokkentését célzo statisztikai modszerek
alkalmazisa a mintael6készitésben. A valasztott, és az ipari minOségbiztositasi problémak
kezelésére kidolgozott Taguchi féle kisérlettervezési modszert eddig még nem alkalmaztak az
analitikai gyakorlatban. E moédszer egyik Ujdonsaga, hogy a célfliggvényre - esetiinkben a
visszanyerés nagysagara - hatd faktorokat két csoportba osztja, Un. kézbentarthato- és
zaj-faktorokra, ahol az ut6bbi csoportba tartoznak azok a paraméterek, melyeket nem tudunk,
vagy nem akarunk szabalyozni illetve befolyasolni az eljaras folyaman. A terv sajatsagaibol



adoddan a szamitott szoras a zaj-faktorok hatasaval terhelt, igy nem csak egyszerien az
ismételhetdség vizsgalhatd, hanem a szoras megmutatja, hogy az adott kisérleti beallitas
(a kézbentarthato-faktorok adott kombinacidja) mennyire érzékeny a kiils6, nem szabalyzott
tényezOk véltozasara, azaz a modszer mennyire robosztus (4llékony). Igy mar a
modszerkidolgozas soran megtorténik a robosztussag fejlesztése is. Az esetek egy részében a
Taguchi moédszer modositott valtozatat alkalmaztuk, igy lehetévé valt viszonylag kevés
kisérlettel a fohatasok mellett a kolcsonhatasok vizsgalata is.

Doktori munkamban a fentebb emlitett modszereket alkalmazva, fumagillin
antibiotikum pisztrang izomszovetbdl és albendazol féreghajtoszer, illetve albendazol
metabolitok csirke, juh és szarvasmarha kiillonbozd szoveteibdl illetve testnedveibdl torténd
meghatarozasara dolgoztam ki mintaelokészitési és folyadékkromatografias meghatarozasi
modszereket.



2 IRODALMI OSSZEFOGLALO
2.1. A vizsgalt vegyiiletek tulajdonsagai
2.1.1. A fumagillin

A fumagillin az Aspergillus fumigatus gombafaj altal termelt antibiotikum. Erés
amoObicid hatdsa van, igy hatdsosnak bizonyult az amébas vérhast okozd Entamoeba
histolytica-val'?, és az Encephalitozoon cuniculi-val’ szemben. Huméan gyogyaszatban is
alkalmaztak, de mivel t6bb mellékhatasat is felfedezték, felhaszndlasa csak a méhészetre és a
haltenyésztésre korlatozodott. Méhek esetében a spords Nosema apis okozta hasmenéses
megbetegedés kezelésében bizonyult hatdsosnak*’. A halaknal a japan angolnat megtamadé
Pleistophora anguillarum®, az eurépai angolnat fertéz6 Myxidium giardi’, és a kozonséges
pontyot veszélyeztetd Sphaerospora renicola® okozta fert6zésekkel szemben mutattak ki
hatasat. Alkalmazasa és kutatasa 0jbdl el6térbe keriilt, amikor felfedezték, hogy alkalmas
lehet kiilonb6z6 angiogenezissel kapcsolatos betegségek kezelésében’. Fermentacids tton
készitik ™', de ismert szintetikus eldallitasa" is.

A szerkezetvizsgalatok'*'>'¢!71%1220 bizonyitottak, 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. dbra).
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1. abra
A fumagillin szerkezeti képlete

A fumagillin oldodik a legtobb szerves olddszerben, natriumbikarbonatban és mas hig
bazikus oldatokban, nem oldddik hig savakban, apoléris szénhidrogénekben és vizben. Vizes
alkoholos oldatéanak vezetdképességi titralasa szerint gyenge sav egy aktiv hidrogén atommal.
Molekulastlya 458,53. UV fényben két elnyelési maximuma van, 335 és 351 nm-nél.

A fumagillin fény és hé hatasra is kénnyen bomlik**. Kiilonésen a 400 nm-nél
kisebb hullamhossztusagu fényre érzékeny.

2.1.2. Az albendazol és metabolitjai

Az albendazol /metil-(5-propiltio-1H-benzimidazol-2-il)karbamat/, szerkezete a
2. 4bran lathat6. Molekula tomege 265,33, szintelen kristalyai 208-210°C-on olvadnak.
Vizben rosszul oldédik, de a dimetil-szulfoxid, az ecetsav, és az alkoholok jol oldjak™.
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2. abra
Az albendazol szerkezeti képlete

A benzimidazolok féreglizé hatasukat az a ATP-szintézis bénitasan €s a férgek gliikdz
felvételének akadalyozasan keresztiil fejtik ki*®. Ezenkiviil a tubulin polimerizécidjanak
gatlasaval akadalyozzak a féreg peték kifejlodését”. Az albendazolt elterjedten alkalmazzak
az allatgyogyaszatban, foleg kér6dzok esetében, de human gyogyaszatban is”**°, mivel széles
hatasspektrummal rendelkezik, alkalmazhaté métely, galandféreg, fonalféreg okozta fert6zés
kezelésében is’'.

A farmakokinetikai mérések szerint az albendazol a szervezetbe keriilve gyorsan
metabolizalodik®>?*3353¢37 " ekizben 12 vizoldhaté metabolit keletkezik®®**. A f6 1épések az
alkil csoport és a kén oxidécioja, illetve a hidrolizis. A metabolizacié gyorsasagara jellemzo,
hogy szédjon at torténd adagolds esetén a vérben nem mutathaté ki, viszont albendazol-
szulfoxid metabolitja igen gyorsan, magas koncentracioban megjelenik a vérben (a maximalis
koncentraciot a beadas utan kb. 6 oraval éri el). A bendében az albendazol hosszabb ideig kis
koncentracioban megmarad. Intravénas adagoléas esetén a vérben is kimutathaté még az elsé
néhany ordban. Két legnagyobb mennyiségben keletkezd metabolitja a kén atom oxidéacioja
révén képz6dd albendazol-szulfoxid ¢és az albendazol-szulfon. Viszonylag nagyobb
mennyiségben jelenik még meg a hidrolizissel keletkezd 2-amino-albendazol-szulfon is
(3. abra). Mind az albendazolnak, mind az albendazol-szulfoxidnak terratogén hatasat
mutattak ki*.

Albendazol-szulfoxid
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3. ébra
Az albendazol fobb metabolitjai



Az albendazol esetében az EEC (European Economic Community) altal megadott
ajanlas szerint az élelmiszerekben megengedett maximalis szermaradvany koncentraciok
100 ng/g izom- és zsirszovet, illetve tej, 500 ng/g vese-, és 1000 ng/g majszdvet esetén®'.

Az utdbbi idében mind a fumagillin, mind az albendazol terapiai vizsgalatanak nagy
16kést adott, hogy az AIDS-ben szenvedd betegek mikrosporasok okozta fertdzéseinek e két
vegylilet a leggyakrabban alkalmazott gydgyszere***. Az albendazol hatdsos a kiilénbdzo
Encephalitozoon fajok okozta kiterjedt fert6zések kezelésében, de valtozo a hatékonysaga az
Enterocytozoon bieneusi fertézésekkel szemben. A fumagillin nagyon hatékony helyi
Encephalitozoon hellem vagy FEncephalitozoon intestinalis fertézések kezelésére, de
toxikussaga miatt rendszeres hasznélatra nem alkalmas.

2.2. A vizsgalt szermaradvanyok analitikija

2.2.1. Fumagillin

A fumagillin analitikdjar6l kevés az irodalom. Meghatarozhaté vékonyréteg
kromatografiaval®, spektrofotometrikusan és mikrobiologiai®® uton is. Brackett és
munkatérsai kidolgoztak egy folyadékkromatografidas meghatarozast, melyben C-18-as
forditott fazisi kolonnat és eluensként 500:500:1,5 v/v/v Gsszetételli acetonitril/viz/jégecet
elegyet alkalmaztak. A detektalas 351 nm-n tortént.

A fumagillin mézbdl torténd meghatarozasara Assil”* és kollégai dolgoztak ki
modszert, melyben a méz mintékat (5 g) egyszeriien vizben (25 ml) feloldottak, majd az elegy
térfogatat 50 ml-re egészitették ki acetonitril hozzaaddsaval (A kb. 1:1 térfogataranyu
acetonitril:viz elegy a fumagillint mar oldja). Sz{irés utdn a minték antibiotikum tartalmat a
Brackett €s tarsai altal kidolgozott kromatografias koriilmények kozott mértek meg.

A fumagillin hal izomszévetben torténd meghatérozéséra jelen értekezés kisérleteivel
parhuzamosan®, de att6l fiiggetleniil dolgozott ki eljarast Guyonnet és tarsai®*. 1 g
szovetmintat 2 ml acetonitril és 6 ml viz elegyével extrahaltak. Az extraktumot Bond Elut C8
oszlopon tisztitottdk, melyet 95/5 v/v metanol/viz eleggyel mostak. A fumagillint 1 ml
acetonitrillel oldottdk le a toltet feliiletérdl, majd a mintabol forditott fazisa
folyadékkromatografias rendszerbe injektaltak. 20-1000 ng/g koncentracio tartomanyban 70
% koriili visszanyerést értek el.

2.2.2. Az albendazol és metabolitjai

Az albendazol (és altaldban a benzimidazolok) kiilonb6zé matrixokban torténd
meghatdrozasat részletesen vizsgaltdk. A meghatarozasok donté tobbsége forditott fazisu
folyadékkromatografiat alkalmaz, de taldlhaté forditott fazisu ionpar kromatografias®-*>*,
szuperkritikus fluid kromatografids™ és gazkromatografids meghatarozas is. A biologiai
mintak el6készitésénél az eljaras kézéppontjaban altaldban egy vagy tobb extrakcids 1épés all.
Az esetek egy részében, foként a folyadék halmazéllapoti mintdkndl, mint példaul a
vérplazma, szérum, vizelet, vagy tej mintdk esetében kizarélagosan folyadék-folyadék
extrakcios technikéakat alkalmaznak.

Ezt a megoldast valasztotta Ludwig és Csiba® az albendazol és két f6 metabolitjanak,



az albendazol-szulfoxidnak, és az albendazol-szulfonnak plazmaban torténé meghatarozasara.
A kidolgozott modszer egyszert és gyors. Az extrakciohoz acetonitrilt hasznaltak, majd a
mintat centrifugaltak, s a feliiliszobdl kozvetleniil adagoltak az analitikai elvalaszto
kolonnara. Az elvalasztas forditott fazisu folyadékkromatografiaval tortént két eltérd eluenssel
az alapvegyliletre, illetve a metabolitokra. A mddszerrel 10 ng/ml-s kimutatési hatart értek el,
mindharom vegyiiletre.

Galtier™ és munkatarsai vér illetve vizelet mintdk (0,1-0,2 ml) extrakci6jara
etilacetatot (1 ml) alkalmaztak. Osszerdzas és centrifugalds utdn a szerves fazist nitrogén aram
alatt szarazra paroltak. A maradékot S50 pl mozgd fazisban vették fel, majd az analitikai
elvalaszté kolonnara injektaltak. Az elvalasztdas normal fazisi folyadékkromatografiaval
tortént. A detektéalasi hullimhossz 225 nm volt.

A Hoaksey”’ és munkatérsai altal kidolgozott mddszer kisebb mintamennyiségbdl
indul ki (0,2-0,1 ml plazmaminta), de nagy hatranya, hogy tobb extrakcids lépést tartalmaz.
Az extrakcios iivegesoveket eldzoleg 5 %-os toluolban oldott diklormetilszilannal kezelték az
albendazol adszorpcidjanak csokkentésére. A bemért mintdkat desztillalt vizben oldottak,
majd 0,2-1,0 ml acetonitrilt adtak hozza, hogy kicsapjak a plazmafehérjéket. Keverés és
centrifugélés utan a mintakat 1 ml desztillalt vizzel ismét higitottak, és 10 ml diklérmetannal
extrahaltak. Ujabb centrifugalés utan a szerves fazist beparoltdk és 0,1 ml eluensben vették
fel, majd ebbdl injektaltak az analitikai elvalasztd kolonnara. Az elvalasztas ebben az esetben
is forditott fazist folyadékkromatografiaval tortént pBondapak-phenyl oszlopon. Kétféle
mozgo6fazist alkalmaztak, mindketté viz/metanol/acetonitril alapt és 4,0 illetve 3,1-es pH-ra
pufferelt. A detektalasi hullimhossz 254 nm volt. A modszerrel a modell kisérletek soran
albendazoira 97 %-os, albendazol-szulfoxidra 70 %-os visszanyerést értek el, és klinikai
kisérletben is igazolték a kidolgozott eljaras alkalmazhatosagat.

Macri munkatarsaival® nyolc benzimidazol (albendazol, fenbendazol, febantel,
mebendazol, oxibendazol, oxfendazol, parbendazol és tiabendazol) tejben torténd
meghatdrozasara alkalmas modszert dolgozott ki. A moédszer hatranya, hogy az egy
mintael6készitésben kimutatando6 t6bb benzimidazol szarmazék miatt a mintakinyerési eljaras
is bonyolult, sok extrakcids Iépést tartalmaz. Az eljaras soran liofilizalt tejmintakbol indultak
ki. A mintdkhoz tomény NaOH-t adtak, majd héromszor extrahdltdk 25 ml
etilacetat/metilénklorid 2:1 térfogatardnyu elegyével. A beparlasi maradékot 2 ml hexanban,
majd 4 ml acetonitrilben vették fel. Keverés €s centrifugdlds utdn a hexanos fazist 1 N HCI-
val extrahaltdk, hogy az erésebben hidroféb jellegli febantel €s fenbendazol visszanyerése is
megfeleld legyen. A vizes fazishoz 250 ul NaOH-t adtak, majd 3 ml metilénkloriddal
extrahaltdk. Az egyesitett acetonitriles és metilénkloridos fazist vakuum alatt bepérolték, és a
maradékot 100 pl eluensben oldottak fel. Elvalasztasra forditott fazisi ionpar kromatografiat
alkalmaztak (ellenion: dietilamin, pH 3), gradiens elucioval. A detektalds 290 nm-en tortént.
A komponensek azonositasara a retencids id6é mellett az UV spektrumokat (220-350 nm-es
tartomany) is felhasznaltdk. A visszanyerés 60 és 100 % kozott valtozott a kiilonbozo
benzimidazolokra (oxfendazolra a legkisebb, febantelre a legnagyobb). A liofilizalt tejmintak
hasznélata javitotta a visszanyerési szazalékokat, lehetdvé tette nagyobb kezdeti térfogatu tej
feldolgozasat.

Az albendazol és fenbendazol metabolitok tejbol torténé meghatarozasara Fletouris €s
tarsai’>® 4ltal kidolgozott modszerekben a tejmintdkhoz NaOH-t, majd etilacetatot adtak,
keverték, majd 2 percig centrifugaltak. A feliilisz6 5 ml-¢hez 1 ml vizet adtak, keverték, majd
ismét centrifugéltdk. Ezutdn a felsd szerves fazist 50 °C-on N, aram alatt beparoltak, majd a
maradékot 0,5 ml eluensben vették fel. A visszanyerések 60 és 100 % kozott valtoztak az
egyes benzimidazolokra.
















































































































































































































































