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A talaj-mikrobidta vizsgalata foszfolipidek alapjan
I1. A foszfolipidek kémiai analizise

A kémiai analitika az elvalasztdsok tudomanya. A biokémiai markerek — igy a
foszfolipidek — vizsgalata kivonds (extrakcio), elkiilonités (izolacid) és elvalasztas
(szeparalacio) 1épései révén valosulhat meg. Talajbdl a lipidek kivonasa legtobbszor a
talaj-homogenizaciot kovetd modositott (WHITE et al., 1979) egyfazisu Bligh—Dyer
modszerrel (lipidek viztartalmi mintakbol vald kinyerésére fejlesztett extrakcios elja-
ras: BLIGH & DYER, 1959) torténik. Az extrakcié azon alapul, hogy a kloroform elegye-
dik a vizzel metanol segédoldoszer megfelelé mennyisége mellett: a kloroform—foszfat-
puffer—metanol 5:4:10 aranyu elegye egy fazist alkot. Az extrakciot kovetden kloroform
¢és viz hozzaadasaval két fazisra oszl6 elegy kloroformos fazisaban koncentralodnak a
neutralis, gliko-, foszfo-, éter- (stb.) lipidek. FROSTEGARD és munkatarsai (1991) kii-
16nb6z6 extrakcids pufferek alkalmazasakor, eltérd extrakciods és feltarasi id6 mellett, a
vizsgalt talaj és a feltart lipidek mennyiségének valtoztatasaval tesztelték a modszert.
Vizsgalataik alapjan a lipidekbdl a lipid-foszfat kinyerheté mennyiségét az extrakcio
soran alkalmazott puffer milyensége nagyban meghatdrozza. A natrium-citrat-puffer
(0,15M, pH=4,0) hasznalataval nagyobb mennyiségii lipid-foszfat volt extrahalhato,
mint a natrium-acetat- (0,15M, pH=4,0), Tris- (0,15M, pH=7,5) vagy kalium-foszfat-
puffer (0,05M, pH=7,4), illetve viz esetében. Kivételt képeztek a kis szervesanyag-
tartalmi homoktalajok, ahol citrat- és foszfat-puffer alkalmazéasa ugyanazt az ered-
ményt mutatta. Ez ravilagit arra, hogy a lipid-foszfait mennyisége, fiigg ugyan a
lipidextrakcio soran hasznalt puffertél, de kevésbé meghatarozo, mint a vizsgalt talaj
szervesanyag-tartalma. NIELSEN ¢&és PETERSEN (2000) a kalium-foszfat-puffernél
(0,05M, pH=7,4) a natrium-citrat-puffert (0,15M, pH=4,0) nyolc talaj koziil kettonél
talaltak hatékonyabbnak, fiiggetleniil a talajok pH-jatol, ugyanakkor a citrat-puffer
esetében magasabb interferald humuszsav-mennyiséget tapasztaltak. A kloroform a
legtobb esetben hatékonyabb kivonodszernek bizonyult a kevésbé toxikusnak tartott
diklor-metannal. Bar a kiilonboz6 kivondsi modszerek kozott jelentds hatékonysagbeli
eltérések nem tapasztalhatok, kiilonb6zé kivondszerrel kapott eredmények dsszevetésé-
nél az eltérd hatékonysag okozta hibat figyelembe kell venni.

Az elkiilonitett fazist szlirGpapiron, kovafoldon at szlrik, majd viztelenitik. Az egy-
fazisu elegy extrakciodja razatassal, ultrahangos kezeléssel, gyorsitott oldoszeres eljaras-
sal (ASE: accelerated hot solvent extractor) segithetd eld. Utobbinal automatizalt tech-
nikéaval valtozatlan kinyerési hatékonysag mellett Iényeges id6- és munkamegtakaritas
érhetd el (MACNAUGHTON et al., 1997). Itt emlitjiik meg azt a lehet6séget, hogy az
ismertetett lipidextrakcioval egyben szerves szennyezOk (példaul poliaromas szén-
hidrogének: PAH) is extrahalhatok és elkiilonitve analizalhatok ugyanabbdl a mintabol,
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megfeleld kinyerési hatékonysag mellett (FANG & FINDLAY, 1996). A lipidextrakcio
maradék vizes-metanolos fazisdbdl lipopoliszaccharidok €s nukleinsavak nyerhetok ki
(KEHRMEYER et al., 1996). A koltség- és munkahatékonysag ndvelése mellett fontos
megemliteni, hogy igy nemcsak az atlagértékek, hanem ugyanazon mintabdl kiilonb6z6
vizsgalatokkal kapott egyedi adatok statisztikai dsszevetésére is lehetdség nyilik.

Lipid-extraktumbol a foszfolipidek kvantitativ meghatarozasa torténhet (1. abra):

1. a foszfolipidek oszlopkromatografias elvalasztasat koveten a foszfolipid-foszfat
spektrofotometrias meghatarozasaval,

2. oszlopkromatografias elvalasztast kvetden az atészteresitett foszfolipid-zsirsavak
gazkromatografias (GC) analizisével,

3. folyadékkromatograf/electrospray ionizacio/tomegspektrométer (HPLC/ESI/MS)
segitségével.
Ezen analitikai modszereket a kovetkezokben ismertetjiik.

A foszfolipid-foszfat mérési lehetéségei

A foszfolipidekbdl feltart lipid-foszfatok (L-PO,) vizsgalata a kiilonb6z6 szerves-
anyag-tartalmt talajok mikrobidlis biomasszajanak becslésére hasznalt modszer. A
foszfolipid-frakciobol a lipid-foszfat perklorsavval (WHITE et al., 1979), vagy a na-
gyobb érzékenység érdekében kalium-perszulfattal (FINDLAY et al., 1989) szabadithat6
fel. A mennyiségi meghatarozas spektrofotometriasan torténik, melynek kimutatha-
tosagi hatara 10 nmol, illetve 0,1 nmol. WHITE és munkatarsainak (1979) az életk6z6s-
ségi szintli foszfolipid-kutatasban ttord vizsgalatai azt igazoljak, hogy a L-PO, alapjan
torténd foszfolipid-vizsgalattal becsiilt mikrobialis biomassza mennyisége jo korrelaciot
mutat mas mikrobidlis meghatarozasokkal (ATP-tartalom meghatarozasa, SIR). ZELLES
és munkatarsai (1992) ennek ellentmondd eredményeket kaptak, mikor kiilonb6z6 me-
zOgazdasagi hasznositasu talajok mikrobialis biomasszajanak becslésére SIR-, L-POy-,
valamint PLFA-meghatarozast alkalmaztak. Nem volt szoros korrelacié a L-PO4 meny-
nyiségi meghatarozasa, valamint a masik két modszer kozott. Ennek egyik oka a hattér-
foszfattartalom lehet, ami torzithatja az eredményt. A PLFA-analizis és a SIR ko6zott jo
korrelacio volt tapasztalhato.

A foszfolipid-zsirsavak vizsgalati lehetdségei

Mas biokémiai markerekhez képest a PLFA-Osszetétel kémiai analizise megfeleld
érzékenységli, megbizhatésagli, kevesebb analitikai problémaval terhelt. A lipid-
extraktumbdl a foszfolipidek oszlopkromatografiaval (SPE) polaritasuk alapjan elkiilo-
nithetok. A foszfolipidek zsirsavaibol atészteresitéssel (a zsirsavakat glicerin helyett
metanolhoz kapcsolva) zsirsav-metilészterek képezhetok, melyek géazkromatografias
analizishez mar eléggé alacsony forraspontuak. Ez az Gn. egyszerti preparalas (simple
extraction; WHITE et al., 1979), amely tovabbi frakcionalasos és derivatizacios 1épések-
kel bovithetd a precizebb mindségi meghatarozas érdekében (in meghosszabbitott pre-
paralas, extended extraction; ZELLES & BAIL, 1993).
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1. abra
A foszfolipidek analizis-lehetdségei, ZELLES & BAI, 1993 nyoman
Jelmagyardzat: DMDS: dimetil-diszulfid; E.P.: egyszerii preparalas (a mintatol E.P.-n at a GC-
ig); GC: gazkromatograf; ESI: electrospray-ionizacid; HPLC: nagyfelbontast folyadékkromato-
grafia; L-POy: lipid-foszfat; MH.P.: meghosszabbitott preparalas (a mintatol MH.P.-n 4t a GC-
ig); MUFA: egyszeresen telitetlen zsirsav(-metilészter); MS: tdmegspektrométer; PLOH:
hidroxil-szubsztitualt zsirsav(-metilészter); PUFA: tobbszordsen telitetlen zsirsav(-metilészter);
SATFA: telitett zsirsav(-metilészter); SCX: eziist-ionkromatografiara alkalmas oszlop; SFM:
spektrofotométer; SPE: szilard fazist extrakcio; TMSI: trimetil-szilil; UNSFA: nem
elszappanosithato foszfolipidek zsirsav-metilésztere; UNSOH: nem elszappanosithato
foszfolipidek hidroxil-szubsztitualt zsirsav-metilésztere
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Az egyszerii preparalas (simple extraction, WHITE et al., 1979)

Ezt a gyors és megbizhatd preparaldsi eljarast gyakran hasznaljdk mikrobidlis ko-
zOsségben tortént valtozasok kovetésénél (FROSTEGARD et al., 1993), fliggetleniil attol,
hogy az egyszerii preparalason alapulé PLFA-analizissel csupan az észteresithetd zsir-
savakat lehet meghatarozni. A kivont lipidek koziil a foszfolipideket oszlopkromatogra-
fiaval kiilonitik el aktivalt szilikagél-oszlopon, majd az un. lugos metanolizis (,,szappa-
nositas” metanolos KOH-oldat vagy metanolos natrium-metoxid reagenssel: CHRISTIE,
2003) eredményeként a foszfolipidekbdl felszabaduld zsirsavak metilészterei képzdd-
nek. Ezek tisztitasa és tdményitése utan kapott oldat gazkromatografiasan, FID, illetve
MS detektorral mérheto.

Itt emlitjiik meg, hogy a sejthartya foszfolipid-zsirsavainal egyszeriibb a sejtek 6ssz-
zsirsavainak vizsgalata az in. FAME-, pontosabban TSFAME-mddszerrel (fotal soil
fatty acid methyl esthers), ahol a talajbol kivont lipidextraktum SPE frakcionalasa elma-
rad, és kozvetlen atészteresités helyett altalaban két 1épésben (felszabaditds, savas
metilalas) torténik a metilészterek képzése. Igy az analizis nem korlatozodik a foszfo-
lipidekre: a mérésre elokészitett minta SPE hidnyaban a neutralis- és glikolipideket, a
kétlépéses metilészteresitésnek koszonhetéen a szabad zsirsavakat is tartalmazza. Emi-
att ezzel az eredetileg tiszta tenyészeteken végzett taxondmiai tesztnek szant modszerrel
nem végezhetd valddi foszfolipid-analizis: az igy kapott zsirsavmennyiség és -spektrum
biomasszabecslésre nem, kozosségi indikaciora pedig problematikusan alkalmazhato. A
TSFAME moddszer elénye, hogy a mikrobialis struktira gyorsan és kis mennyiségii
talajmintabol meghatarozhaté (tizedannyi minta elegendd, mint a PLFA-analizisnél).
Tobben mezdgazdasagi miivelés alatt 4llo talajok mikrobidlis strukturainak 6sszehason-
litdsara hasznaltadk (KLUG & TIEDJE, 1993; CAVIGELLI et al., 1995; IBEKWE &
KENNEDY, 1998). Koltséghatékony modszer a kiilonbozé helyszinrél szarmazo vagy
kiilonbozo kezelést kapd, eltérd szervesanyag-tartalmu talajok egyszerti 6sszehasonlita-
sara (DRENOVSKY et al., 2004). A mddszer hatranya, hogy nem korlatozodik csupan az
¢él6 sejtekre, ugyanis a talaj holt szerves frakciojaban az extracellularis glikolipidek
tartosan megmaradhatnak. A sejten kiviil instabil cellularis lipidek (foszfolipidek) a
talaj aktualis mikrobialis kozosségérdl, a degradacionak ellenallobb extracellularis
lipidek a talaj ,,torténelmér6l” szolgaltatnak informaciot (ZELLES, 1999). Ahol az €16
talajbiota fizikailag elkiilonithetd, az Ossz-zsirsavspektrum konnyebben értelmezhetd.
Példaul RUESS és munkatarsai (2002) kiilonbozé gombak és az azokkal taplalt talajlako
fonalférgek zsirsavOsszetételét Osszevetve arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a teljes
zsirsavspektrumok vizsgalata taplalék-preferenciak, taplaléklancok felderitésére is al-
kalmas lehet.

A meghosszabbitott preparalds (extended extraction, ZELLES & BAL, 1993)

A mintael6készités a lugos metanolizisig megegyezik az egyszerli extrakcional leir-
takkal. Ezutan a tisztitott termékbdl aminopropil oszlopon elvalasztjak a nem hidroxil-
szubsztitualt és hidroxil-szubsztitualt (PLOH) frakciokban a zsirsav-metilésztereket, a
nem elszappanosithato frakcidban a nem metanolizalt (nem észterkotésii) foszfo-
lipideket és szabad zsirsavakat (1. abra). Ez utobbi frakciobdl Gn. savas metilalassal
képeznek gazkromatografidsan analizalhatd zsirsav-metilésztereket, melyeket szintén
nem hidroxil-szubsztitualt (UNSFA) és hidroxil-szubsztitualt (UNOH) frakcidkra osz-
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tanak. A hidroxil-csoportokat — helyzetiik meghatarozasanak eldsegitésére — TMSI-
derivatizaciéval (PLOH, UNOH) jelolik.

Az elszappanosithato nem hidroxil-szubsztituadlt frakciobol SCX oszlopon elkiiloni-
tik a telitett (SATFA) és az egyszeresen (MUFA), illetve tobbszordsen (PUFA) telitet-
len zsirsav-metilésztereket. A lanckozi kettds kotések helyzetének meghatarozasat
DMDS-derivatizacio segiti (MUFA). A meghosszabbitott preparalas részletes ismerte-
tését ZELLES (1996) kozli.

Az egyszerti és a meghosszabbitott preparalds ésszehasonlitasa

A két modszer Gsszehasonlitasara ZELLES (1999) a Gram-negativ Phyllobacterium
myrsinacearum tenyészetét hasznalta modellként. Az egyszerli preparalast alkalmazva 8
zsirsav volt azonosithat6, dsszesen 2406 nmol g mennyiségben. A meghosszabbitott
preparalds soran csak az észteresithetd zsirsavakbdl is 16 félét lehetett azonositani, az
el6z6 modszernél valamivel nagyobb (2662 nmol g') mennyiségben. Ez 72%-a volt az
Osszes foszfolipid-zsirsav mennyiségének — a maradék 28% a savas metilalas soran
szabadult fel (1. tablazat). Egyes zsirsavak izomerjei is elkiilonithetok a meghosszabbi-
tott preparalas alkalmazasa soran. Az egyszeri preparalasi modszerrel, ahol a lagos

1. tablazat
A Phyllobacterium myrsinacearum zsirsavai az egyszerl €s a meghosszabbitott preparalés
alkalmazasaval
Zsirsay Egyszert pre_parélés MeghosszabbitotF preparalas

nmol-g nmol-g
12:0 4 -
14:0 18 15
16:0 215 207
16:1 57 -
16:1 o7 - 16
17:0 17 -
18:0 141 138
18:1 1762 -
18:1 14 - 150
18:1 13 - 5
18:1 ®9 - 2
18:1 o7 - 1880
cy19:0 191 182
Azonositatlan - 4
14:1 ol - 5
16:0 B-OH - 2
16:0 a-OH - 2
Azonositatlan - 17
18:1 0-OH - 26
19:0 cy a-OH - 10
Szappanosithato
PLFA &sszesen: 2405 2662
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metanolizist a GC-MS analizis kdveti, egy mintdbol maximalisan 72-féle PLFA volt
kimutathat6 (SUNDH et al., 1997; ZELLES, 1999), mig a meghosszabbitott preparalassal
egy mintabol tobbszaz-féle PLFA-t is ki lehet mutatni (ZELLES, 1999). Ennyi PLFA-
valtoz6 egyiittes kezelésére olyan tobbvaltozos statisztikai modszerek hasznalhatok,
mint a klaszteranalizis, a fokomponens-analizis (PCA), a diszkriminancia-analizis, a
korreszpondencia-elemzés (LUDVIGSEN et al., 1997), vagy a redundancia-analizis
(Bossio et al., 1998), altalaban az egyes zsirsavak molszazalékos értékeinek (n)

s

mesterséges neuronhalozatok is hasznalhatok (NOBLE et al., 2000).

A HPLC/ESI/MS alapu analizis

A szirt talaj-lipidextraktumbol a kiilonboz6 foszfolipidek az R-csoport szerint
(foszfatid, foszfatidil-kolin, foszatidil-etanolamin stb.) HPLC-vel elvalasztoédnak, majd
electrospray-ionizaciot kovetden a tomegspektrométerbe jutnak. Ez a lagy ionizacid
csak mérsékelten fragmentalja a foszfolipideket, igy a tdmegspektrum molekulaionja €s
fobb fragmentjei alapjan a gazkromatografidhoz hasonloan nagy érzékenységgel meg-
hatarozhatdé az adott foszfolipidek mennyisége, zsirsavosszetétele (FANG &
BARCELONA, 1998). Osszetett, sok foszfolipid-komponenst tartalmazé mintak esetében
a meghatarozas problematikus lehet, feltehetden emiatt ritka jelenleg e modszer alkal-
mazasa.

Osszefoglalas

A foszfolipidek kémiai analizise torténhet foszfolipid-foszfat, valamint foszfolipid-
zsirsavak (PLFA) vizsgalataval. A foszfolipid-zsirsavak analizisére altalaban gazkro-
matografot, illetve gazkromatograf-tomegspektrométert hasznalnak. Ehhez a minta-
elokészités torténhet egyszerii prepardlassal, amivel csak az észteresithetd zsirsavakat
lehet meghatarozni, és az Osszes foszfolipid vizsgalatara szolgald meghosszabbitott
prepardladssal, mely nagyobb biztonsagi mindségi meghatarozast tesz lehetoveé.

A dolgozat az OTKA (T 038280 és M 041669 szamu palyazat) tdimogatasaval késziilt.
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