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On mé

g Zorbax HPLC

oszlopot hasznal ?

Eljott az id6, hogy LUNA-ra valtson

Phenomenex
Luna5 pm Phenyl-Hexyl

AppID 1201

Agilent Technologies
ZORBAX 5 pum SB-Phenyl

1,2 csticsok - alacsony
felbontas
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CSUCS ASZIMMETRIA

App ID 10821

Phenomenex
Luna5 pym C18(2)

Piridin
aszimmetria

A =144

ASA EGY KONKURENS 0S

Agilent Technologies *
ZORBAX5 pm SB-C18

Azonos kondiciok mindkét oszlop
esetében

Dimenziok:150 x 4.6 mm
Eluens: Acetonitril/Viz (50:50)
Aramlasi sebesség:1.0ml/perc
Detektalas: UV @ 254 nm
Minta: 1. Pyridine
2. Phenol
3. Toluene

Nem elualédo Piridin cstcs,
tejles megkotodes.
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AppID 1100
App D 15724

Agilent Technologies
ZORBAX 5pm Phenyl

4,5,6 csticsok - alacsony
felbontas

Azonos kondiciok mindkét oszlop esetében
Dimenziok: 150 x 4.6 mm
Eluens: A: 20 mM KHPQ, pH 2.5
B: Acetonitril
Gradiens: B: AcetonitrilGradiens A/B (80:20)-r61 A/B
(75:25)-re 5 perc alatt majd A/B (%:45)-re
15 perc alatt
Aramlasi sebesség: 1.0ml/perc
Detektalas:UV @ 254 nm
Hoémérséklet: 22 °C
Minta: 1. Carbadox
2.Thiamphenicol
3. Furazolidone
4. Oxolinic acid

App ID 10823

7,8 csticsok - felileti
megkotédés

5. Sulfadimethoxine
6. Sulfaquinoxaline
7. Nalidixic acid

8. Piromidic acid

Phenomenex
Luna5 pmCN

Agilent Technologies
ZORBAX 5pum SB-CN

App ID 3471

Azonos kondiciok mindkét oszlop
esetében
Dimenzi6k:150 x 4.6 mm
Eluens:A: Hexan
B: Metilén-klorid/Metanol
Aramlési sebesség:1.0 mL/min
Detektalas: UV @ 254 nm
Hémérséklet: Szobahémérséklet
Minta: 1. Di-n-octyl phthalate
. Bis (2-Ethylhexyl) phthalate

App D 15726

. Butylbenzyl phthalate
: . Di-n-butyl phthalate
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Az itt Idthatd bsszehasonlité adatok nem biztos, hogy mds alkalmazdsok esetén is reprezentativak lesznek.
Korlatozott ideji
kedvezmeény
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. Diethyl phthalate
. Dimethyl phthalate

Az Agilent Technologies és a Zorbax az Agilent Technologies Inc bejegyzett védjegyei. A Phenomenex nem hozhaté semmilyen kapcsolatba az Agilent Technologies céggel.

minden Luna HPLC oszlopra, melyet még nem hasznalt.
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Az ajanlat mas kedvezménnyel nem Gsszevonhato.
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Kedves Olvasoéink!

Legutobbi szamunk elsé hasabjain Ugy kezdtem:”...csak
az elsd bizonytalan Iépéseket tettlik meg, ezért ameny-
nyiben barmilyen otlete lenne, hogy miként tehetnénk
jobba, szinvonalasabba kiadvanyunkat kérjlk,

ossza meg velink.”

Az els6 szam megjelenése utan rengeteg megkeresést,
dtletet és biztatdst kaptunk Onéktdl, hogy folytassuk
a kiadvany megjelentetését és ezen felbatorodva en-
gedjék meg, hogy legujabb szdmunkat figyelmlkbe
ajanljam remélve, hogy a Kromatografus hasabjain
mindenki taldl szdmara érdekes, hasznos informaciot.

Terveink kozott szerepel az idei évben még egy szam
kiadasa és reményeink szerint jovére mar negyedéves
megjelenést biztosithatunk. Ezért szeretnénk tovabbra is
biztatni Ondket, hogy osszdk meg veliink munkajuk soran
nyert tapasztalataikat, problémaikat és megoldasaikat.

Itt az el6szdéban szeretném kiemelten megkdszon-
ni még egyszer kollégdim, bardtaim segitségét,
akik nélkil nem készilhetett volna el ez a szam.

Tisztelettel,

Imrik Péter

tgyvezetd

Gen-Lab Kft.
peter.imrik@gen-lab.hu
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2. rész: Gradiens elvalasztasok hatékonysaga
n | |

Fekete Jend:, Kormany Rohert?, Fekete Szaholcs:

I BME Szervetien es Analitikai Kémiai Tanszék 1111 Budapest, Szent Gellért tér 4.
2 Egis Gyogyszergyar Irt., 1106 Budapest, Keresztiiri it 30-38.
3Genfi Egyetem, Gyogyszerészeti Tudomanyok Tanszék, 1211 Geneva, Boulevard d'Yvoy 20.

A kromatografids gyakorlatban sokszor el6fordul,
hogy az elvalasztani kivant vegylletek kromatogra-
fids tulajdonsagai nagyon eltérnek egymastol, ilyen-
kor az izokratikus elvalasztdas nem praktikus, mert a
nagyobb megoszlasi hanyadossal jellemzett kompo-
nensek nagy retencidval eludlédnak, szélesednek és
szinte beleolvadnak az alapvonalba. Az eluenserfsség
novelésével viszont a kevésbé visszatartott komponen-
sek kozott romlik a felbontas, koelucio johet létre (1.

abra). Ezt nevezzik altalanos ellcios problémanak.
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1. dbra: Példa eltéré tulajdonsagu komponensek izokratikus
elvalasztasara (20 perces elvalasztas)

Erre jelenthet megoldast a gradiens ellcié alkalmazasa
(itt csak a linearis olddszer gradienst targyaljuk, mivel a
gyakorlati alkalmazasban ennek van legnagyobb jelentd-
sége). Ez azt jelenti, hogy a mozgoéfazisban az erésebb
oldészer - pl. acetonitril (AcN) vagy metanol (MeOH) -
csokken a nagyobb megoszlasi hanyadossal rendelkez6
komponensek visszatartdsa. A gyengébb olddszer viz
vagy valamilyen vizes puffer. A gradiens elucié alkal-
mazasaval jelentdsen le tudjuk csokkenteni az elemzési
idét eltér6 kromatografids tulajdonsagu komponensek
esetén és elérhet6, hogy tobbé-kevésbé azonos szé-
lességli kromatografids csucsokat kapjunk (2. abra).
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|
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2. dbra: Példa eltéré tulajdonsaglu komponensek gradiens el-

valasztasara (2 perces elvalasztas)

Gradiens ellcié sordn a minta zéna ,hatso” része gyor-
sabban halad mint az eleje mert az eluens erdsség fo-
lyamatosan né ahogy a komponens halad végig a ko-
lonnan. Ezt a jelenséget gradiens ,csUcs-fokuszald”
hatasnak hivjuk. Ez elméletileg is jol becslilhetd, annal
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jelentésebb, minél meredekebb a gradiens program.
A gradiens ellcid egy atlagos retencios tényezdvel (k,),
gradiens id8vel (t,), gradiens meredekséggel (b), kiin-
duldsi és végsd olddszer koncentracidval jellemezhet6.

logks = logk, —bttG

0

Kromatografidsan rokon vegylletek elvdlasztasanal a
gradiens ellicié nem okoz sorrendvaltozast, de a sze-
lektivitds altalaban cstkken, hiszen az alléfazis hatasa-
nak nagy részét lecsokkentjik, csak a kezdeti kotédés
mértéke a meghatarozd. Kromatografidsan nem rokon
vegylleteknél pedig retencidos sorrendvaltozas is beko-
vetkezhet, a szelektivitds cstkkenhet vagy javulhat is.
A gradiens elvdlasztas hatékonysagat altalaban a
csucskapacitassal jellemezziik. A csuUcskapacitds an-
nak a mérészama, hogy adott id6 alatt hany da-
rab csucsot tudunk egymastoél elvalasztani egy meg-
hatarozott csucsfelbontassal (altalaban R, = 1).
Szamos Osszefliggés taladlhaté az irodalomban a
csucskapacitas (n) leirdsara, a gyakorlatban altala-
ban a gradiens idg (t,) és a csucs félértékszélességek

(w) atlaganak hanyadosat vesszlk alapul:
t
1,699 -w

A csuUcskapacitas sok valtozétdl fliigg: a gradiens idejé-
tol, meredekségétdl, a térfogat aramlasi sebességtdl,
a mozgofazis hémérsékletétdél vagy a kolonna hosz-
szatdél. A kovetkez6 Osszefliggés jol szemlélteti, hogy
az elméleti cslcskapacitas (ne) a kolonna hossz négy-
zetgyOkével aranyos, illetve, hogy a cslcskapacitas
Osszefliggésben van az izokratikus modédban mért ta-
nyérmagassaggal (H) - vagy tanyérszammal (N):

n, =1+ JL A -In(b+1esm—1j
4JH b+1 b b) .

ahol

, - bA®S
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aholSagradiensellcidrajellemz6 paraméter (az un. linaris
olddszer-er6sségi egyenlet meredeksége, értéke figg a
molekula jellegétdl, méretétdl és a szerves maodosito ti-
pusatol), A® pedig a gradiens program soran a kiindulasi
és végsO mozgofazis Gsszetétel kozti valtozast fejezi ki.
A kovetkez6kben néhany példaval szemléltetjiik, hogy
milyen hatékonysag érhetd el gradiens ellciés mddban
a legkorszerlibb héjszerkezetl toltetes kolonnakkal. Az
el6z6 részben bemutattuk az 1,3, 1,7, 2,6 es 5 ym-es
Kinetex kolonnakkal, izokratikus ellciés mddban elér-
heté tanyérszamokat és elvalsztasi sebességet (t,/N),
most pedig hasonlé mddon az emlitett kolonnakkal el-
érhet6 cslUcskapacitast targyaljuk, kulon figyelmet
szentelve az 1,3 pm-es toltet sajatos viselkedésének.
A kromatografias zénaszélesedés nagymértékben fligg
az elvalasztott komponensek tulajdonsagaitdl, elso-
sorban a molekula mérett6l (tomegtdl). A kisebb mo-
lekuldk mozgékonyabbak, gyorsan athaladnak a toltet
porusain, mig a nagyobbak, ,lomhabbak” tébb idét tol-
tenek a pérusokban ezért szélesebb csuccsal eludlodnak.
Makromolekuldk esetén a hossziranyu diffuzié hatasa
elhanyagolhatdo (B tag a tanyér-egyenletekben) és el-
sGsorban a szemcsén bellli anyagatadas lesz az, ami
meghatdrozza a zdénaszélesedést (C tag alléfazis ja-
ruléka). Ezért érdemes megnézni, hogy a kolonna ho-
gyan teljesit kis- és nagymolekuldkra egyarant. Nyil-
vanvaléan mas lesz az optimalis elvalasztasi kortilmény
(térfogatdram, homérséklet...) kis- és nagymolekuldak
elvalasztasakor. A nagymolekulak elvalasztasanak felté-
tele még a megfeleld poérusatmérd. Az emlitett kolon-
nék névleges pdérusdtmérdje 100 A, ami peptidek eset-
leg kisebb fehérjék (3-5 kDa) elvalasztasara alkalmas.
A gyogyszer és bioldgiai iparagakban a gradiens ellci-
0s mod egyik gyakori alkalmazasa az un. peptid-térkép
vizsgalat. Ez egy nagyobb fehérje enzimatikus bonta-
saval kapott peptidek megfelel6 elvalasztasat jelenti
(tipikusan 0,3 - 2 kDa méretli molekulak). A peptid-
térképeket gyakran hasznaljak a kolonndk hatékonysa-
ganak a bemutatdsara is, hiszen a nagy fehérjék emész-
tésével kapott nagyszamu peptid (gyakran 50 - 150
peptid) jél szemlélteti az elvalaszthatd csucsok szamat.
A 3. abrdn egy monoklonalis antitest triptikus emész-
tésével kapott peptidek elvalasztasat lathatjuk 5 cm-
es (A) illetve 15 cm-es (B) Kinetex 1,3 pum-es kolon-
nakon. Az 5 cm-es kolonnan 500 pL/perc a 15 cm-es
kolonnan pedig 167 pL/min térfogatarammal dolgoz-
tunk (mindkét esetben a maximalisan megengedhetd
1000 bar nyomason). A mozgofazis Osszetétel valtozas
A® = 0.35 a gradiens idé pedig 10 illetve 40 perc [1].

(A) (B)

| il ]|
Uth"“’ 5 \MM'ML .

rutmntn s pras ntariion tone it

L=5cm L=15cm
t, = 10 perc t, = 40 perc
n=176 n =311

3. dbra: Monoklonélis antitest peptid-térképe 5 cm-es (A)
illetve 15 cm-es (B) Kinetex 1,3 um-es kolonnan

www.gen-labhu

A 3. abra jol mutatja, hogy a 3-szor hosszabb kolon-
nan - a gradiens id0 és térfogatdram megfelelé han-
goldsa utan - 2-szer nagyobb cslUcskapacitds érhe-
t6 el, ami jo egyeztést mutat elméleti becslésekkel
[1]. Az n = 176 csucskapacitds igen figyelemremél-
to peptidekre nézve egy 5 cm-es kolonnan 10 perces
gradiens id6 mellett. Az n > 300 csucskapacitas pe-
dig mar un. nagy-felbontasu elvalasztasnak felel meg.

A 4. dbra az elméletileg és gyakorlatilag elérhet6 legna-
gyobb csuUcskapacitast szemlélteti a gradiens id6 fligg-
vényében, 1000 bar nyomason és kilénb6z6 hosszusa-
gu kolonnakon dolgozva (peptid-térkép elvalasztashoz).
Leolvashatd, hogy ha gyors elvalasztasra van sziiksé-
gink (t, < 4 perc), akkor az 5 cm-es kolonna adja a
legnagyobb cslicskapacitast, ha 4 és 18 perc kozotti gra-
dienst futtatunk, akkor a 10 cm-es kolonna a legjobb
valasztas, illetve a hosszU gradiens mérésekhez pedig
a 15 cm-es kolonna adja a legnagyobb hatékonysagot.

350

Kinetex 1.3 ym
Prnax = 1000 bar e t,=1.74 perc
AQ =0.35 g
00 S=14.8 g
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i - 15 cm szamolt
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gradiens idé (perc)

4. abra: 5, 10 és 15 cm hosszu Kinetex
1,3 um-es kolonnakkal elérheté csucskapacitas (peptid-térkép
méréshez)

Nagyban valtozhat az optimalis kolonnahossz meg-
itélése, ha mas méretld molekuldkat akarunk elvalasz-
tani. A cslcskapacitas gorbék lefutdsa — hasonldan az
izokratikus un. H-u gorbékhez (pl. van Deemter gdrbe)
- jelent6sen fligg az elvalasztando6 vegylletek diffizios
tulajdonsagaitdl, amit elsésorban a molekula mérete ha-
taroz meg. El6z6 cikkiinkben bemutattuk, hogy az 1,3
hum-es Kinetex kolonna szinte mar ,tul hatékony”, ami
ugy nyilvanul meg, hogy kis molekulak esetén a jelenlegi
készilék teljesitmény mellett (AP__ ~ 1000 bar) nem
érjik el a kolonna maximalis hatékonysagat (pl. a van
Deemter gérbe minimumat). Ha gyorsan és ugyanakkor
hatékonyan is akarunk dolgozni, akkor érdemes nagy
nyomason (pl. a rendelkezésre all6 maximalis nyoma-
son) dolgozni. Ezen a maximalis nyomason egy révid ko-
lonnan ha 1000 bar esik, akkor egy kétszer olyan hosszu
kolonnaval csak fele akkora térfogataram mellett tudunk
dolgozni, hiszen a hosszU kolonna aramlasi ellenallasa
kétszer akkora. Viszont, ha a térfogataramot felére csok-
kentjlik, akkor sokat veszitlink az elérhetd tanyérmagas-
sagbdl (vagy csucskapacitasbdl). Olyan eset is elGallhat,
hogy a hosszabb kolonnat kisebb térfogatdramon (ize-
meltetve 6sszességében kisebb hatékonysagot érink el,
mintha a révidebb kolonnaval nagyobb térfogataramon
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dolgozunk. Ez akkor fordulhat eld, ha adott nyomason
nem érjik el a kolonna hatékonysaganak maximumat.
Tipikus példa erre a nagyon hatékony 1,3 um-es Kinetex
kolonna. Az 5. abra arra mutat példat, hogy kismoleku-
lak elvalasztaskor egy ilyen hatékony kolonnaval egy 15
cm-es kolonna nem ad nagyobb cslcskapacitast, mint
egy 5 cm-es kolonna. Az 5 cm-es kolonnan raadasul a
cslicskapacitds maximuma lényegesen révidebb gradiens
id6 mellett érhet6 el. Tehat ilyen esetekben nincs szlk-
ség hosszU kolonnakra. Megjegyezziik azonban, hogy
az optimalis kolonnahossz megitélése nagyban valtoz-
na, ha nagyobb nyomastartomany (pl. 1500 - 2000 bar)
allna rendelkezéslinkre. Ekkor feltehetéen a hosszabb
kolonna mar nagyobb cslcskapacitasra lenne képes.

(A) (B)
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5cm

10 perc s
267 n
5. dbra: 5 és 15 cm hosszu Kinetex 1,3 um-es kolonnakkal

mért csucskapacitas (ginkgo-biloba extraktum)

Végul pedig a rendelkezéslinkre allé 1,3, 1,7, 2,6 és
5 um-es Kinetex kolonnakat hasonlitjuk 6ssze gradiens
eltcios modban a kinetikus gorbék moddszerével. Gradi-
ens ellcidban a zénaszélesedést nemcsak a mozgdfazis
térfogatarama szabja meg, jelent6sen befolyasolja azt
a gradiens meredeksége - a mar emlitett ,csucsfoku-

szald” hatdson keresztiil. gy az elérhetd cstcskapacitds—
]
mﬂe&

szamos valtozoétdl és paramétertdl fligg, enfek: Tef
teire most nem térlink ki. Az izokratikus kinetikus gor-"
bék mddszeréhez hasonldéan gradiens ?fdb" is értel-
mezhetjik az adott maximalis nyomas mellett elérheté
cslcskapacitast, illetve az elvalasztas idGigényet [1-11].
A 6. abran az elvileg varhaté t/n hanyadost (ami a gra-
diens elvalasztdas sebességével aranyos) abrazoltuk a
cslcskapacitas fliggvényében egy ~ 200 g/mol tome-
gli molekulat feltételezve (jol szemlélteti a kismolekulas
gydgyszeranalitikaban el6forduld hatéanyagokat). A sza-
molasok izokratikus méréseken alapulnak a koévetkezd
valtozok/paraméterek figyelembevételével: AP = 600
bar az 5 és 2,6 pm-es toltetli kolonnakra, illetve 1000 bar
az1,7 és 1,3 um toltetekre, A® = 0,9 (5%-95% B), S = 6.

ta/n (perc)

0.1

1000

6. abra: gradiens kinetikus gérbék 1,3, 1,7, 2,6 és 5 um-es
Kinetex kolonnakra, kismolekulas elvalasztasra (M ~ 200 g/mol).

6. oldal

AP =600baraz5és 2,6 um-es téltetii kolonnakra, illetve 1000
baraz 1,7 és 1,3 um téltetekre, A® = 0,9 (5%-95% B), S = 6.

Az abra jol szemlélteti, hogy amennyiben n < 300 csucs-
kapacitas elegendd akkor az 1,3 pm-es toltet adja a leg-
gyorsabb elvalasztast. Ha 300 < n < 400 csuUcskapaci-
tasra van sziikség akkor az 1,7 pm-es kolonna a legjobb
valasztas. A nagyfelbontasu elvalasztasokhoz (n > 400)
pedig az 5 pm-es toltetet kell hasznalnunk. Ha hagyoma-
nyos HPLC késziiléken dolgozunk (AP__ = 400 bar), akkor
nagyban valtozna a kolonndk rangsorolédsa. Figyelembe
véve a kolonnak permeabilitasat és hatékonysagat, a 2,6
pMm-es kolonna adna a leggyorsabb elvélasztédsokat a gya-
korlat szdmara érdekes cslcskapacitas tartomanyban.
A gradiens ellciéos mdédnak van még egy nagy elénye,
nevezetesen hogy az emlitett ,cslcs-fokuszald” ha-
tds az oszlop el6tti térfogatokbdl (injektor és 6sszeko-
t6 vezeték) eredd karos zonaszélesedést kompenzalja.
A legkorszer(ibb UHPLC rendszerekben gradiens ellci-
0s modban gyakorlatilag a leghatékonyabb kolonnak
is hatékonysag veszteség nélkil lizemeltethetok.

Végul megint csak arra a koOvetkeztetésre juthatunk,
hogy a kolonnakat nem lehet abszolut skalan rangsorolni,
mindig az adott feladat igényeinek megfeleléen kell va-
lasztani. Tovabba érdemes megjegyezni, hogy nem min-
dig a hosszabb kolonna adja a hatékonyabb elvalasztast,
sok esetben célravezetébb egy 5 cm-es rovid kolonna.
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Bevezetés

A forditott fazisi HPLC elvalasztasokban a szelektivitas
megvaltoztatasanak hatékony modszere, ha a méren-
d6é molekula ionizaciés formajat a mozgdfazis pH-javal
kontrolladljuk. Az anyag ionizalt formaja polarisabb, mint
a semleges valtozata, ami a molekula varhatd retencio-
janak csOkkenését eredményezi. Ez annak tulajdonitha-
td, hogy kisebb a kolcsonhatads a hidroféb allofazissal,
viszont nagyobb mértékl a kétédés a mozgodfazis vizes
részéhez. Az ionizalt anyagok tovabba ionos kélcson-
hatasba lépnek az aktivalt szilanol csoportokkal, ami
hatdssal van a cslcsalakra és a reprodukalhatdsagra.
A masodlagos kolcsonhatasok visszaszoritdsanak gya-
kori mddja, hogy az eluens savasitdsaval semlegesitjliik
a szilanol csoportokat. Viszont ez nem oldja meg azt a
problémat, hogy az ionizalt molekula és a hidroféb al-
16fazis kozott gyengébb a kolcsdnhatds, féleg a magas
pKa értékkel rendelkez6 bazikus anyagok esetében.
Ezen kivil a fellleten taldlhaté szilanol csoportok-
nak nem feltétlenul egyezik a pKa értéke, azaz ugyan-
azon a pH-n nem lesz mindegyik semleges formaban.
A mozgofazis pH-ja és a molekula ionizaci-
0s formai kozotti osszefliggést szemlélteti a 1-es abra.

Mobile Phase pH - Solutep K,

1. dbra: Osszefiiggés eluens pH és az oldott anyag ionizéciés
formai k6zétt

Az abran lathatd, hogy a mozgdéfazis azon pH értékei,
ahol a savak és bazisok részlegesen disszocialt allapot-
ban vannak, a molekula pKa értékéhez képest +2 pH
egységen bellli tartomanyban vannak. Ahhoz, hogy
tulnyomorészt egyetlen ionizaciés forma legyen jelen
az oldatban, az eluens pH-jadnak legalabb két egység-
gel a mérendé molekula pKa értéke felett kell lennie.
A pH-LC technika hatékonysagat savas (naproxén), ba-
zikus (amitriptilin) és semleges (toluol) jellegli anya-
gok keverékével tanulmanyoztuk Gemini NX-C18
5 um (150x4,6 mm) oszlopon, amely azzal a céllal
lett kifejlesztve, hogy toleradlja az eluens pH valtoza-
sait a kolonna degradalodasa nélkll. A szerkezeti kép-
leteket és pKa értékeket az 1. tablazat tartalmazza.

www.gen-labhu

Kisérleti koérilmények
Rendszer

Agilent HP1100 HPLC rendszer-kvaterner pumpa
(G1311A), degasser (G1322A), autosampler (G1313A)
és DAD detektorral (G1315B). F(t6/h(it6 egység és
6-os kolonna valté (POWERSelector) az Analytical
Sales and Services-t6l. Az eredmény kiértékelése
ChemStation software-rel toértént. (Rev.A.10.02).

Anyagok

Hangyasav, 98%-0s, ACS mindség EMD (FX0440-11)
Ammonium-acetat, HPLC mindség Fluka (17836)
Kalium-dihidrogén-foszfat, ACS mindség Fluka (P285-3)
Ammaonium-bikarbonat, >99% Fluka (09832)
Amitriptilin-hidroklorid, >98% Sigma (A8404)
Naproxén, 98% Aldrich (284785)

Toluol, 99,5% Sigma (179418)

Eredmények és diszkusszio

Jelen tanulmdany a mozgofazis pH-janak hatdsait mu-
tatja be kilonb6z6 pufferek alkalmazasaval savas, ba-
zikus és semleges karakterisztikdju anyagok keverékén.

800
600
400

200

T
2 4 6 8 10 12 min

2. abra
pH 2,7
Eluens: A: 0,1% hangyasav vizben

B: 0,1% hangyasav acetonitrilben

Gradiens: t (perc) A% B%
0 95 5

10 5 95

12 5 95

Aramlasi sebesség: 1,5 ml/perc
Hémérséklet: szobahdmérséklet
Detektalds: UV@254 nm

Minta: 1.amitriptilin
2.naproxén
3.toluol
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2,7-es pH-n a bazikus amitriptilin (pKa=9,4) ionizalt al-
lapotban van, és 5,2 perces retencié jellemzi. A savas
naproxén (pKa=4,5) semleges allapotban van és 7,7 perc-
néleludlodik. Asemleges minta, atoluolmajdnem valtozat-
lan retenciét (8,7 perc) mutat az egész pH tartomanyban.

~

12 min

3. 4bra
pH 7
Eluens: A: 20mM kalium-foszfat, pH 7
B: acetonitril
t (perc) A% B%
0 95 5
10 5 95

12 5 95

Gradiens:

HEmérséklet: szobahémérséklet
Aramlasi sebesség: 1,5 ml/perc
Detektalas: UV@254 nm

Minta: 1. amitriptilin
2. naproxén
3. toluol
7-es pH-n a bazikus naproxén enyhe reten-

ci6 novekedést mutat (7,8 perc), mikézben a savas
naproxénnek, aminek tulnyomodrészt ionizadlt forma-
ja van most mar jelen, csokken a retencidja (4,8 perc).

mAU 1 2
600
400
3
200
° T
0 2 4 6 8 10 12 min
4. abra
pH 4,8
Eluens: A: 10mM Ammodnium-acetat, pH 4,8
B: acetonitril
Gradiens: t (perc) A% B%
0 95 5
10 5 95
12 5 95

Aramlasi sebesség: 1,5 ml/perc
Hémérséklet: szobahdmérséklet
Detektalds: UV@254 nm

Minta: 1. amitriptilin
2. naproxén
3. toluol

4,8-as pH értéken a bazikus amitriptilin-nek megnd a re-
tencidja (6,1 perc), amely az aktiv szilanokkal valé ionos
kolcsbnhatasnak tulajdonithatd. A savas naproxén rész-
legesen disszocialt allapotban van (ionizalt és semleges

8. olddl

formais jelen van) és cstkkend retencidt mutat (7,0 perc).
A semleges toluol retencidja valtozatlan.

mAU 1
800

600

400

w

200

2 4 6 8 10 12 min
5. abra
pH 10,5
Eluens: A: 10mM Ammdnium-bikarbonat, pH 10,5
B: acetonitril
Gradiens: t (perc) A% B%
0 95 5
10 5 95
12 5 95

Aramlasi sebesség: 1,5 ml/perc
Hémérséklet: szobah6mérséklet
Detektalds: UV@254 nm

Minta: 1. amitriptilin
2. naproxén
3. toluol

10,5-0s pH-n a bazikus amitriptilin tilnyomoéan semle-
ges formaban van, és ekkor mutatja a legnagyobb re-
tenciot (10,6 perc), ami majdnem duplaja a 2,7-es pH-n
meért retencionak. A savas naproxén retenciéja minima-
lisan cs6kken (4,3 perc), mivel f6leg ionizalt formaja
van jelen. A toluol retencidéja tovabbra sem valtozott.

1. tablazat: A szerkezeti képletek és a pKa értékek listdja
alabb taldlhatd: bazikus, savas és semleges vizsgalt mintak és
a megfelel6 pKa értékek

Probe Analyte pK,
Basic Amitriptyline T e 9.5
pty! '8 :
Acidic Naproxen 45
1
Neutral Toluene Q n/a
Osszegzés

Forditott fazisban, ionizalhat6 anyagok esetén, a pH stabil
Gemini NX-C18 oszlopon az eluens pH-janak valtoztatasa-
val jelent6és mértékben tudjuk irdnyitani a szelektivitast.
A legtobb bazikus anyag esetén névelni tudjuk a retenci-
ot, ha az eluens pH-jat a pKa értékénél magasabbra allit-
juk. Ugyanezt az elényt ki tudjuk hasznalni savas jellegl
anyagoknal, ha a pH-t a pKa értékliknél kisebbre allitjuk.
A modszer rugalmassaga és a jobb szelektivitas, ami elér-
hetd ezekkel a technikakkal mind amellett szélnak, hogy
a Gemini NX-C18 oszlop idedlis Uj mddszerek fejlesztésé-
re, ahol az optimalizalt anyag-fiiggé modszer kidolgozasa
el6tt a kolonna klilonb6z6 pH kortilményeknek van kitéve.

Kromatografus 2015 jonius



Kormany Rohert
Egis Gyogyszergyar Zrt., 1106 Budapest, Keresztiiri iit 30-38.

A kisérlettervezés (Design of Experiment, DoE) célja, hogy
méréseinkbdl valamilyen informaciot nyerjlink vagy kévetkezte-
téseket vonjunk le, illetve, hogy a korlilmények megfeleld
megvalasztasaval a kisérletek lefolyasat optimalizaljuk.
Tovabbi cél, hogy az adott informacid megszerzéséhez
a lehet6 legkevesebb kisérletet kelljen elvégeznink.
A DoE-ben faktornak (fliggetlen valtozd) nevezzik az
olyan mérhet6, valtozé mennyiséget, amely adott id6-
pontban meghatarozott értéket vesz fel, és segitségével
a vizsgalt objektum miikddése befolyasolhatd. A fakto-
rok lehetnek mennyiségiek (pl. hémérséklet, mozgdéfazis
Osszetétel), illetve minGségiek (pl. alléfazis, készilék).
A DoE legjellemz6bb vonasa, hogy egyszerre tobb fak-
tor szintjét valtoztatjuk. A teljes faktoridlis kisérlet egy
olyan moddszer, amely lehet6vé teszi az egyes fakto-
rok és ezek egylttes hatasanak vizsgalatat a minGsé-
gi jellemzére vonatkozdan. Az egyfaktoros modszerrel
szemben itt egyszerre tobb faktort valtoztatunk. Ezaltal
lehetévé valik a beadllitdsokhoz kapcsolodd kozépérté-
kek és az uUn. hatdsok szamitasa. Megkullonboztetjik a
fohatdsokat, amelyek az egyes faktorok beallitasabdl
erednek, és a kolcsbnhatdsokat, amelyek tobb faktor
egyidejl valtoztatdsa eredményeképpen keletkeznek.

A faktorok kivalasztdsat kovets |épés a szintek szama-
nak és értékeinek meghatarozasa. A szintek azon faktor-
értékek, amiket kiprébalunk a kisérletek soran. Els6ként
tisztaznunk kell, hogy milyen értékhatarok kozott
valtoztathatjuk a kisérletek soran az egyes befolyasold
tényezdk értékeit. Legtobbszor két értéket jel6lliink meg
feltételezve, hogy kozottlik linedrisan viselkedik a folya-
mat. Amennyiben nem vagyunk biztosak a linearis visel-
kedésben, harom vagy tobb szint kijel6lése szlikséges [1].

Az International Conference on Harmonization (ICH)
Q8(R2) és Q11 iranyelvei a gydgyszer hatdanyagok és
készitmények fejlesztési irdnyait egyértelmien megfo-
galmazzak [2, 3]. Ez azt jelenti, hogy a gyartasnal és
a folyamatok ellen6rzésénél minden olyan paramétert,
amely az eredményeket befolyasolja, a tudomanyos is-
meretek alapjan el6re kell jelezni. Ezt a megkdzelitést
nevezik tervezett mindségnek, mas néven Quality by
Design (QbD) elvnek. Ez vonatkozik a gyartast ellen-
O0rz6 analitikai eljardsokra, igy a legtobbet alkalmazott
hagyomanyos nagy hatékonysagu folyadékkromato-
grafids (HPLC) és a korszerlbb ultranagy hatékonysa-
gu folyadékkromatografids (UHPLC) mddszerekre is.
A folyadékkromatografids gyakorlatban ez azt jelenti,
hogy olyan vizsgalati médszert kell fejleszteni, amely a
készilék tipusatol fliggetlenll barhol és barmikor rep-
rodukalhaté eredményt ad ugyanarra az analitikai fel-
adatra. A kifejlesztett és optimalizalt analitikai modszert
csak abban az esetben lehet felhasznalni nyersanyagok,
intermedierek, hatéanyagok vagy készitmények kvanti-
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tativ minGsitésére, ha a mddszer alkalmazhatdsaga el6-
zetesen bizonyitasra kertlt. A modszerek alkalmazhaté-
saganak bizonyitasat validalasnak hivjak [4]. A validalas
iranyelveit az ICH Q2(R1) guideline foglalja ¢ssze [5].

A QbD elvii folyadékkromatografias maodszerfej-
lesztés alaplépései [6]:

Pontosan definialni kell a vizsgdlati moddszer cél-
jat. A folyadékkromatografidss maodszerfejlesz-
tésben a legfontosabb cél a kritikus csUcspar
alapvonalas elvélasztdsa. A kritikus csUcspar-
ra leggyakrabban az Ry, . > 1,5 feltételt szabjuk
meg, ezt tekintjuk alapvonalas elvalasztasnak.
- Kockazatelemzés  alkalmazasa, amely soran
meghatarozzuk, melyik valtozéknak van ne-
gativ hatdsa a modszer alkalmazhatdsagara,
vagyis melyik mérési paraméter rontja a fel-
bontas értéket a kritikus cslUcsparra nézve.
- Kisérleti értékelése annak, hogy a kritikus valtozdk
hogyan tudjak befolyasolni a mddszer alkalmazha-
tésagat. Ez szisztematikus, multifaktoridlis mddon
elvégezhet6 a kisérletek tervezésével Design of
Experiments, DoE, hasznalataval. A kisérletek ered-
ményeként egy tervezési tér (Design Space, DS) ké-
szithetd, amely leirja a paraméterek tartomanyat, ahol
a modszer kezdetben megszabott céljai teljestlilnek.
- Amikor a végs6 modszer elkészllt a fent leirt 1épé-
sek alapjan, egy robusztussagi vizsgalatot is el lehet
végezni annak becslésére, hogy a mddszer céljait
(kritikus felbontas) mennyire befolyasoljak a meg-
allapitott mddszer paraméterek beallitott eltérései.
- A robusztussdg vizsgdlat eredményei segitenek,
hogy a modszerhez vagy a kritikus elvalasztas-
hoz szabalyozd stratégiat alakitsunk ki (a QbD
elvi modszerfejlesztés kovetkezd fontos Iépése).
- Mivel az alapkisérleteket mar meghataroztuk, ezért
a beallitdsok konnyen elvégezhetéek, ha megis-
mételjik a kisérleteket és megkeressik az aktu-
alis DS-t. Normal esetben kis eltérések lesznek
csak. A DS-n belll a valtozék mddositdsa a sza-
balyozé hatdsagok szerint nem mindsul ,valtozta-
tdsnak”, ezért a moddszert nem kell Gjra validalni.

1986-ban DryLab név alatt elindult egy szamitogé-
pes folyadékkromatografids modszermodellezés [7],
amely kezdetben a retenciés id6k (t,), a visszatartasi
tényezd (k) és a kritikus felbontas (Rg,.,) egy dimen-
ziés szamitasabdl indult. Kézben kromatogramokat vi-
zualizalva, negyed szazaddal kés6bb eljutott a harom
mért és nyolc szamitott dimenzidig [8]. A szakiroda-
lom ezt a harom dimenziés modellt ,Cube”-nak vagyis
kockanak nevezi. A szoftver a Horvath Csaba és mun-
katarsai altal kidolgozott szolvoféb elméleten alap-
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szik, mely a viz fontos, retenciét szabalyozd szerepét
magyarazza forditott fazisu korllmények kozott [9].

Ink=A+Beg+Cy + Dk -1)V¥% + E+In(RT /PV)

Az egyenletben A, B, C, D és E kisérletileg meghataroz-
hatdé konstansok, € az olddszer statikus dielektromos
allandédja, y a fellleti tenzid, ke az energia, ami ahhoz
szlikséges, hogy a megfelel6 lUreg kialakuljon a kot6hely
feliletén, V az oldészer térfogata, P, az atmoszférikus
nyomas. Az elmélet szerint, a viz nagy lipofdbicitasu
(dibenzantracénnel igazolva C8-as télteten k ,  ~4000,
Koonoen~1), fellleti tenzidjat lehet csdkkenteni szerves
olddszerekkel, pl. MeOH-lal, AcN-lel. Az elmélet szerint
nagy energia szlikséges, hogy az apolaris molekulak
olddédjanak a sokkal polarosabb vizben, ezért a visz-
szatartas nagymértékben a viznek koOszonhetl. Gra-
diens moddszerek esetén csokkentve a fellleti tenzidt,
egyre kisebb energia szlikséges a molekuldk oldddas-
hoz, aminek eredményeként csokken a visszatartas.
A DrylLab szoftver egy lehetséges megoldast kinal
a QbD folyadékkromatografidas alkalmazasara [10].

A DryLab kocka felépitése (1. dbra) a modell alapu kisér-
lettervezés els6 szakasza (DoE). Faktorok a hémérséklet
(T), a gradiens id8 (t.), a pH vagy a terner mozgoéfazis
Osszetétel (t.). Két tipusi kocka elkészitésére van
lehet&ség. At -T-pHkocka protonfunkciés csoportottartal-
mazé komponensek elvalasztasanal ad fontos informaciot
a komponensek pH fliggésére, mig a t_-T-t_ kockaval a ter-
ner elegy szelektivitast befolyasold hatasat vizsgalhatjuk.
AT-t és t -t elegendd két szinten vizsgalni, mert feltéte-
lezzik a linearis kapcsolatot, a pH és t_ esetében harom
szint kijeldlése sziikséges. Igy alakul ki a kockankénti
12 kisérlet. A kisérletek kromatogramjait atvisszik egy
elektronikus exportald file tipusba, ezt koveti a kro-
matografids cslcsok azonositasa (peak tracking) [11].

88588
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1. dbra: A kocka modelljének felépitése.

A Az egyes pontok az alapkromatogramokat szimbolizaljak.

B Miutan minden egyes kromatogram kiilébnb6z6 komponens
retenciot mutat, ahol a kromatografias szelektivitas kiilénb6zo,
igy a kockaval a szelektivitasi valtozasokat kitlinéen lehet ta-
nulmanyozni.

C A szinkddolasbdl kiolvashatjuk, mely tartomanyokban dol-
gozhatunk a kritikus felbontds érték megtartasaval.

Az 1.A abran lévd korok a kocka sarkain ill. élein jel-
zik a mérési pontokat. Az 1, 5, 9, 3, 7 és 11 pontok
tartoznak a rovid-, mig a 2, 6, 10, 4, 8 és 12 pon-
tok a hosszu gradiens id6héz (t,-hez). Az 1, 5, 9, 2,
6 és 10 pontok tartoznak az alacsony, mig a 3, 7, 11,
4, 8 és 12 pontok a magas hOmérséklethez (T-hez).
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A harom kulonbéz8 pH-ju vagy terner 6szzetétell (t.)
mozgdéfazishoz harom kiilénbdzd, un. t -T-sik tartozik. Az
azonos pH-hoz/t_-hez tartozd t_ -T-sikok a kdvetkezdk:
(1, 2, 3 és 4); (5,6, 7 és 8); a (9, 10, 11 és 12).
A szoftver a 3 mért t -T-sik mellé kiszamit tovabbi 97-
et, ami altal a kocka teljessé valik (1.B abra). A mo-
dellben minden ponthoz rendelheté egy kromatogram,
dimenzidénként ~100 pont képzelheté el, ami azt je-
lenti, hogy a haromdimenziés modellbél 12 kisérlet
alapjan ~10° szimuldlt kromatogramot lehet kinyer-
ni. Az 1.C abran lathatd szinkddolas segit tajékozodni
a kockaban a megfelel6 mérési pont kivalasztasahoz.
A gyakorlatban (gy hatarozhatjuk meg legegysze-

ribben a mérési paramétereket, hogy olyan in-
duld és végs6 eluens Osszetételt valasztunk, ahol
a legkevésbé visszatartott komponensnek is van

megfeleld visszatartdsa, illetve az 0Osszes kompo-
nens elualédjon t,-n belil, mind a 12 kisérletben.
Amennyiben harmadik dimenziénak a pH-t valasztot-
tuk, célszerl az alacsonyabb és magasabb pH-n is el-
végezni ugyanazokat a kisérleteket, mert a komponen-
sek ionizaltsagi viszonyai nagymértékben befolyasoljak
a retenciot. El6fordulhat, hogy egy bazikus csoportot
tartalmazé molekula magasabb pH-n még megfele-
I6 visszatartassal rendelkezik, de a pH csOkkentésével
megnovekszik az ionizaltsagi foka és csokken a retenci-
dja, vagyis mar nem teljesil a minimum visszatartasra
megszabott kévetelmény. Ugyanez mondhaté el savas
csoportot tartalmazé molekula esetén, csak itt meg kell
forditani a gondolatot, vagyis a pH novelésével novek-
szik az ionizaltsagi fok és csokken a retencié. Ugyan-
ezeket a szabdlyokat alkalmazzuk az utolséként elualédo
komponensekre is. Ezek szerint Ugy valasszuk meg a
pH-t és a gradiens Gsszetételét, hogy az 6sszes kom-
ponens elualddjon. Ha kivalasztottuk a kiinduldsi pontot
(1. dbran az 1-es pont), akkor néhany egyszer( szabaly
betartdsaval konnyen meghatarozhatjuk a tobbi kisér-
leti pontot is. Az elsd szabaly: a hosszabb t_, haromszo-
rosa legyen a révidebb t -nek, masodik szabaly: a két
hémeérséklet (T, és T,) kozétt ne legyen 30 °C-nal na-
gyobb kilonbség, harmadik szabaly: ApH < 0,6 legyen.
Hasonldéan kell eljarnunk, ha harmadik dimenziénak a
terner Osszetételt (t.) valasztjuk. Itt az elSkisérletek
soran a pH helyett a szerves mddositora kell helyez-
nink a hangsulyt. A megfeleld visszatartas feltétel tel-
jestilését AcN-t tartalmazd rendszerben célszerld el-
végezni, mivel az AcN erdsebb eluens, mint a MeOH,
vagyis a komponensek korabban elualédnak. Ugyan-
ezen ok miatt a gradiens idejét és meredekségét a
MeOH-t tartalmazdé rendszerben érdemes meghatarozni.

Sok esetben a terner mozgoéfazis Osszetétel eltérd
szelektivitdst eredményez a folyadékkromatografia-
ban, mintha kilon-kilon alkalmaznank a modositdkat.
Tipikus terner mozgofazis a viz/puffer-AcN-MeOH
kulénb6z6 aranyu elegye, de sok esetben segithet kis
mennyiség(i tetrahidrofuran vagy izopropanol hozzaa-
dasa is a viz/puffer-AcN vagy viz/puffer-MeOH tartal-
mu elegyekhez, hogy megvaltoztassuk a szelektivitast.
Az els6é DryLab kocka is terner mozgoéfazis Osszetétel
optimalizalasara sziletett meg, ahol a t, és a T-ten-
gelyek mellett egy harmadik, Gn. terner koncentraci-
0s tengelyt (t.) vezetettek be, amely a szerves eluenst
varialta amennyiben AcN és MeOH kozott keverékeket
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mért, ill. abrazolt. Ez azt jelenti, hogy a puffer pH-
ja (,A” eluens) allandd marad, ugyanakkor a szerves
rész (,B” eluens) Osszetételét pedig valtoztatjuk [12].
A mérések kivitelezésénél célszer( Ugy eljarni, hogy az
els6 t,-T sikhoz (1, 2, 3 és 4) tartoz6 méréseknél AcN-
-t, @ masodik t -T sikhoz (5, 6, 7 és 8) tartozd mére-
seknél AcN/MeOH = 50/50 (v/v) aranyu elegyét, a har-
madik t,-T sikhoz (9, 10, 11 és 12) tartoz6 méréseknél
pedig MeOH-t valasztunk szerves mddosité olddszernek.

At -T-pH elnevezés egy masik fajta kockara utal, amikor a
gradiensid6 (t,) és a hémérséklet (T) mellett a pH értékek
(mint alternativak a t.-hez) optimalizalasa térténik [13].
At ill. a szerves médositd (%B) hatasa a forditott fazisu
folyadékkromatografidban hatalmas. A viz eluensben 1évo
mennyiségének van a legnagyobb befolyasa a szelektivi-
tasra, ill. az egyes anyagok retencidjara. Amennyiben a
vizsgalandé vegyililetek valamelyike rendelkezik proton-
funkcids csoporttal (savas vagy bazikus karakterrel), ak-
kor a mozgofazis pH-jat allando értéken kell tartani, hogy
a molekuldris formak egyensulya és ezdltal a retencids
id6 ne valtozzon. Ezt a pH allanddsagot tudjuk biztositani
megfeleld puffer oldatok alkalmazasaval. A szelektivitas
valtoztatdsa szempontjabdl viszont jél tudjuk hasznalni
ezt a paramétert, hiszen, ha a protonfunkcids csoporttal
rendelkez6 vizsgalandé anyag pK_ + 2 értéke koril allit-
juk be a pH-t, akkor a retencié pH-fliggl lesz. Ezaltal a
szelektivitas (a) és a felbontas (R ) szabalyozhato, a pH-
altal pontosan beallithaté lesz. Fontos megemliteni, hogy
minél nagyobb aranyban van jelen az ionvisszaszoritott
molekularis forma, anndl nagyobb retenciét varhatunk.

A robusztussdg vizsgalat a modszer validalas része,
amely arra ad valaszt, hogy a mddszer paramétereinek
kismérték(i, tudatos megvaltoztatdasa mennyiben befo-
lydsolja a mérési eredményeket, hogyan valtozik az a és
az R  értéke. Ha az eredményekre a valtoztatas nincs,
vagy csak alig van hatdssal, azt mondjuk, hogy az adott
analitikai modszer robusztus. Szignifikdns valtozasnak
tekintendd, ha egy ismert vagy ismeretlen szennyezés f6-
csucs ald kertl, vagy ha két szennyezés egyltt elualédik.
A gyodgyszeripari gyakorlatban ugy végezziik el a fo-
lyadékkromatografias maodszer robusztussaganak
vizsgalatat, hogy az Osszes szennyez6ét a rajuk vonat-
kozo limitek szintjén szpajkoljuk (addicionaljuk), vagy-
is olyan mintaoldatot készitlink, amely ismert meny-
nyiségben tartalmazza az API 0sszes szennyezdjét.
Az alkalmazott modszertdl fiigg, hogy melyik kromato-
grafids paramétert milyen mértékben valtoztassuk. Val-
toztathatd kromatografidas paraméterek lehetnek példa-
ul: pH, puffer koncentracié, oszlop hémérséklet, eluens
Osszetétel, dramlasi sebesség és gradiens modszer ese-
tén a gradiens ideje és meredeksége. Ennek a mddszer-
nek nagy hatranya, hogy idGigényes és a kilénb6z0 fak-
torok egymasra gyakorolt hatasat nem tudjuk vizsgalni.
A DrylLab szoftver legljabb verzidja (DryLab4) lehet6-
vé teszi egy tervezett mddszer robusztussag vizsgala-
tat, ahol a gradiens eltcidban leggyakrabban alkalmazott
koralmények hatdsait tudjuk modellezni. Ezek lehetnek
a t,, T, pH vagy t_ térfogat aramlasi sebesség, indu-
16 és végsO eluens Osszetétel. A szoftver robusztussag
vizsgalé modulja a 6 mérési patamétert harom szinten
vizsgdlja (-1, 0, +1) és kombindlja azokat, vagyis 3°
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Példaként egy fejlesztés alatt allé gyogyszermolekula fo-
lyadékkromatografids maddszerfejlesztésének lehetGsé-
gét szeretném bemutatni, kovetve a QbD elvet, vagyis
a fejlesztés korai szakaszatdl kovettem a fazistermékek
mennyiségét a koztitermékekben, valamint a végter-
mékben, illetve vizsgaltam a szintézis soran keletkez6
egyéb szennyezlOket is. A vizsgalt minta (API) két ismert
(Impl és Imp2) és a mobdszerfejlesztés pillanatadban
két ismeretlen (Imp3 és Imp4) szerkezetl szennyezdt
tartalmaz, a kiinduldsi anyagok (Stm1 és Stm2) és fa-
zistermékek (Intl-Int7) mellett. Itt kell megjegyezni,
hogy a DryLab szoftverrel torténd fejlesztéshez nem kell
feltétlenul ismerni a szerkezeteket, csupan a retencio-
jukat kell kovetni a kromatografids rendszerben [15].
A kisérlettervezéshez hasznalt modell az 1.A abran lat-
haté. A mérési pontokat és a hozzadjuk tartozé méré-
si paramétereket a konnyebb érthet6ség kedvéért az
1. tablazatban foglaltam 06ssze. A mérésekhez UHPLC
késziiléket és 50 x 2,1 mm, 1,7 ym C18 teljesen poro-
zus toltetd kolonnat hasznaltam. A mozgofazis 10 mM
Na-citrat puffer (eluens ,A”) és acetonitril (eluens ,B")
volt, 0,8 mL/perc térfogat aramlasi sebesség mellett.

1. tablazat: DrylLab mérési paraméterek.

Mérési

pont t, (perc) T (°C) pH
1 1,5 20 5,2
2 4,5 20 5,2
3 1,5 50 5,2
4 4,5 50 5,2
5 4,5 20 5,8
6 1,5 50 5,8
7 4,5 50 5,8
8 1,5 20 6,4
9 4,5 20 6,4
10 1,5 50 6,4
11 4,5 50 6,4
12 4,5 20 5,8

A kockabdl (2. abra) meghatarozott munkapont koordi-
natai a kévetkez6k: pH = 6,2, T = 40 °C és t, = 4,0
perc, 10 %B—> 80 %B. Az igy kapott gradiens mere-
dekség értéke 17,5 %B/perc. A 2. abran szereplé, mun-
kaponthoz tartozé kromatogramokbdl (3. a) dbra) meg-
allapithatd, hogy az elemzéshez sziikséges id6 3 perc.
Ez azt jelenti, hogy nem kell megvarni a 4 perces elem-
zési idot 80 %B-ig elég, ha 10 %B-rél indulunk és hoz-
zdadjuk a 3 perc x 17,5 %B/perc = 52,5 %B eluens
Osszetételt, igy a gradiens paraméterei a kovetkezd-
en modosithatéak: t, = 3,0 perc, 10 %B6—> 62,5 %B.

11. oldal



A szimuldlt (3. A dbra) és mért (3. B dbra) kromatogramok
nagyon joé egyezést mutatnak, a szimulalt és mért retenci-
0s id6k kozotti atlagos kiilonbség kisebb, mint 0,02 perc.

3. dbra: A szimulalt A és mért B kromatogramok.
Retenciés sorrend: Impl, Int7, Imp2, Stm1, Imp3, API, Int2,
Imp4, Intl, Int4, Int6, Stm2, Int5, Int3

A fejlesztett mddszer szimuldlt robusztussdg vizsga-
latdnak elvégzéséhez be kell allitani az elvalasztast
befolydsold paraméterek tolerancia szintjét, vagyis,
hogy mennyi eltérést engedink meg az eredeti
modszerhez képest (2. tablazat).

2. tablazat: Kromatografias paraméterek és megengedett elté-
rés értékeik.

Paraméterek Ertékek + Eltérés
t, (perc) 4,0 +0,1

T (°C) 40 + 1

pH 6,2 +£0,2
Aramldsi sebesség (mL/perc) 0,80 + 0,04
Indulé %B 10 +1
Végsé %B 80 &5 4

A beallitott robusztussag paramétereken elvégzett szi-
mulaciéo eredményeit latjuk a 4. és 5. abrakon. Mind
a 729 kisérleti paraméter teljesiti az R, >1,5 felté-
telt. Ilyen korilmények kozott az aramlasi sebesség-
nek (Flow), a hémérsékletnek (T) és a gradiens id6-
nek (t,) és ezek kombinacidinak (t ,*Flow és T*Flow)
van legnagyobb hatdsa az elvalasztasra. Azt meg kell
jegyezni, hogy a gyakorlatban nem kell minden pa-
raméterre ilyen nagy tartomanyokat megadni, hi-
szen a mai modern készilékek nagyon reprodukalha-
téan mikodnek rendeltetésszerli hasznalat kozben.
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értékeinek

4. dbra: A 729 robusztussag vizsgalo kisérlet R
eloszlasa.
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5. dbra: A kromatografias paraméterek hatasa a felbontasra.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az UHPLC technoldgia
és a DrylLab szoftver egyittes alkalmazdasa rendkivl
hatékony mddszerfejlesztést tesz lehetové. A fejlesztett
modszerek gyorsak és robusztusak, a kisérleti modell-
bdl pedig megérthetbk a vizsgalt komponensek retencios
tulajdonsagai. A mddszerkidolgozas, beleértve a kisér-
lettervezést, mintael6készitést, mérést és az adatok ér-
tékelését 1-2 munkanapot vesz igénybe. Az analizis ideje
néhany perc, igy a vizsgalati médszer a végsé mindsité-
sen kivul kitlin6en alkalmazhatd a preparativ kutaté labo-
ratoriumokban, valamint gyartaskozi ellenérzések soran.
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Separation Methods

HUusz évvel az els6 Balaton Konferencia megrendezése utan a Magyar Elvalasztastudomanyi Tarsasag (METT) ismét megszervezi
a komoly elismertségnek 6rvendd Balaton Szimpdzium nemzetkozi konferenciat. A hagyomanyok szellemében a 10th Balaton

Symposium on High-Performance Separation Methods konferenciat 2015. szeptember 2-4. koz6tt Siofokon, a Hotel Azirban
szervezzik meg.

A Balaton Szimpdziumok sorozata mara K6zép-Eurdpa egyik legjelentésebb elvalasztastudomanyi konferenciajava valt. A Balaton
Szimpdzium kétévente az egész vilagrol Siéfokra vonzza az elvalasztastudomany szakembereit. A 10th Balaton Symposium on
High-Performance Separation Methods alkalmat ad arra, hogy az elvalasztastudomany szakért6i, dontéshozoi, a felhasznalok és
kutatdk megvitassak a legfrissebbek eredményeket, a szakma ujdonsagait, illetve napjaink és a jové technikai kihivasait.

A 10th Balaton Symposiumot a 2014 oktdberében elhunyt Georges Guiochon professzor emlékének dedikaljuk. Georges
Guiochon az elvalasztastudomanyok szinte valamennyi tertiletén maradandot alkotott. Kapcsolata a magyar szakemberekkel az
1970-es évek 6ta rendkiviil szoros volt, a rendezvényeinken rendszeresen részt vett és eléadast tartott. 1999-ben a Tarsasagunk
Haldsz Medal Award kitintetésében részesiilt.

A 10th Balaton Symposium on High-Performance Separation Methods tematikaja hangsulyt fektet a kilonb6z6 analitikai,
preparativ és ipari eljaradsokra és alkalmazasokra, a gyodgyszeripari, kdrnyezeti, bioanalitikai, biotechnoldgiai, blintigyi, élettu-
domanyok és ipari elvalasztastechnikai mdodszerekre. Az Uj all6fazisok és az oszloptechnoldgia, az elvalasztasi technikak, az
elvalasztdstudomany elmélete és az alkalmazasok teriletén jelentkezo fejlesztések és Uj trendek is hangsulyosan megjelennek a
szimpo6zium tematikajaban.

Orémmel tajékoztatjuk, hogy a 10th Balaton Symposium konferencian a METT tagjai - amennyiben a 2015. évi tagdijat befi-
zették - kedvezmeényes részvételi dijjal vehetnek részt és a részvételi dijat Ft-ban fizethetik.

Tarsasagunk a METT tagokat jelent6s tdmogatasban részesiti: a teljes részvételi dijbol 150 EUR, ill. hallgatok szamara 100 EUR
engedményt biztosit. A részvételi dij a METT tagok szamara megegyezik a 2013-as, a 9th Balaton Symposium dijaival.

Részvételi dij magyar résztvevok és kedvezményes részvételi dij a METT tagjai szamara.

2015. junius 30-ig 2015. junius 30. utan
Teljes részvételi dij 110.000 Ft 130.000 Ft
METT tagok részére 61.000 Ft 77.000 Ft
PhD hallgatok részére 82.000 Ft 90.000 Ft
METT tag PhD hallgatok részére 50.000 Ft 63.000 Ft _“:E"" |
Kisérék részvételi dija 50.000 Ft 55.000 Ft T

A dij brutt6 6sszegben értendd, mely magaban foglalja a konferencia tudomanyos programjain és a kiallitason vald részvételt,

a konferencia kiadvanyait, a kavésziineteket és az ebédet szeptember 2-4. kdzo6tt, a Galavacsoran és a Kerti Partin, valamint a
koncerten valo részvételt. A részvételi koltség szallasdijat nem tartalmaz.

A kisérék részvételi dija az ebédet szeptember 2-4. kdzo6tt, a Galavacsoran és a Kerti Partin, valamint a Koncerten vald részvételt
tartalmazza. A részvételi kiltség szallasdijat nem tartalmaz.

Az online jelentkezés, az 6sszefoglaldk feltdltése és a szallasfoglalas a szimpdzium honlapjan (www.balaton.mett.hu) elérhet6.

A 10* Balaton Symposium szervezObizottsaga palyazati lehetéséget hirdet meg METT tagok részére a rendezvényen vald in-

gyenes részvételre. A részvételi koltség magaban foglalja a Balaton Symposium 3 napjara a szallast (2 éjszaka) kétagyas elhe-
lyezéssel és a teljes ellatast, az el6adasokon, a kiallitason, a kulturalis programokon vald részvételt és a nyomtatott anyagokat,
de az utazasi koltség a palyazot terheli. A részletes palyazati felhivas a szimpozium honlapjan (www.balaton.mett.hu) elérhetd.

Bizunk abban, hogy a 10th Balaton Symposium on High-Performance Separation Methods konferencia résztvevoi kozott koszont-
hetjik. A tudomanyos el6adas vagy poszter dsszefoglaldjat 2015. junius 30-ig varjuk.
e ———
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A piacon megjelené Yarra gélszliréses oszlopok nagyobb
hatékonysaggal birnak, mint mas tipusu gélszlréses ko-
lonnak és nagyobb ellenallast mutatnak az ionos kodlcsén-
hatasokkal szemben. A sé és puffer koncentracio jelentés
hatdssal lehet a masodlagos kélcsonhatasokra, amelyek
befolyasolhatjak az elvalasztasokat, ezért a modszer-
fejlesztést javithatjuk a mobil fazis Osszetételével. Ez
esetben mar az Ujabb generaciés Yarra oszlopokat ja-
vasoljuk, amelyekrdl a cikk tovabbi részében olvashatunk.

Bevezetés

A gélszliréses kromatografia fehérjék méret szerinti el-
valasztasan alapul (oldatban 1év6 méret szerinti el-
valasztas, amely a molekulatbmeg alapjan térténik).
A gélszliréses technika a fehérje aggregatumok mennyi-
ségi meghatarozasat teszi lehetévé, amely hatassal bir
az atiras utan kialakulo6 fehérjék oldatbeli szerkezetére.
Egy egyszerl izokratikus elvalasztasnak szamos kriti-
kus paramétere lehet egy moddszer optimalizalasanal.
A mozg6 fazis so6 és puffer koncentracidja példaul jelento-
sen befolyasolhatja a retencids id6t és az elvalasztast (ez
foként a bazikus és hidrofdb fehérjéknél figyelhetd meg).

Anyagok és modszerek

Sztenderdként eltéré tipusu fehérjéket és jelo-
I6 markereket hasznalhatunk (thyroglobin, IgA,
IgG, ovalbumin, lizozim és uridin). Minden vegy-

szer és fehérje a Sigma-Aldrichtdl szarmazik (St.
Louis, MO, USA). Ezeket az anyagokat az alléfa-
zis fellletén lejatszédd masodlagos kolcsénhatasok
elemzésére hasznaljak, vizsgalva a molekulatémeg
linearitasat. Az analizisek az Agilent altal gyartott
Agilent 1100 (Agilent Technologis, Palo Alto, CA, USA)
HPLC készuléken (UV detektorral, automata mintaada-
goloval, ChemStation szoftverrel kiegészitve) torténnek.
Az elvalasztasokat 300x7,8 mm-es Yarra SEC-2000 3 pm
és Yarra SEC-3000 3 pm dimenziéju oszlopokon végzik
(Phenomenex, Torrance, CA, USA). A mérési korilmé-
nyek kérnyezeti hémérsékleten és 1 ml/perc dramlasi se-
bességgel torténnek. A mozgd fazisok pontos puffer kon-
centracidéjat jol mutatjak az dbrak mellett 1évo szovegek.

Eredmények
A mozgd fazis Osszetétele jelentés hatassal bir a

gélszliréses szeparacidkra. A oszlopok kotott alléfazisat
ugy alakitottak ki, hogy cstkkentse a szilika fellletén
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a negativ t6ltésl szilanol csoportok és a bazikus tulaj-
donsagu fehérjék kozott kialakuld kolcsonhatasokat.
Szamos egyéb (ionos) koélcsdnhatds is megjelenhet,
amely csOkkentheté a mozgd fazis sé koncentracidja-
nak novelésével. Kitlin6 példa erre az 1. abran latha-
té lizozim (bazikus fehérje) Yarra SEC-3000 oszlopon
torténd elvalasztasa kllonbozd eluens dsszetételeknél.
Az eluens sé koncentracidjanak novelése csokkenti
a lizozim retencids idejét és javitja a csucsalakot, ez-
altal a visszanyerést is. A koncentracié egy kulcsfon-
tossagl paraméter a gélszliréses kromatografidsban.

Yarra SEC-3000; Lysozyme pH 6.8

mAU

300 mM NaCl + 50 mM Phosphate | ‘
150 J -

200 mM NaCl + 50 mM Phosphate /
100

100 mM NaCl + 50 mM Phosphate I

50 mM Phosphate
o —

0 5 10 15 min
1.abra

Yarra SEC-3000 kolonna: lizozim elvalasztas pH 6,8-as kézegben
Kolonna tipusa: Yarra SEC-3000 3 um

Kolonna dimenzidja: 300x7,8 mm

Kolonna katalégusszama: 00H-4513-K0

Mozgé fazis: 50 mM Natrium foszfat: pH 6,8 + Natrium klorid (0 mM,
100 mM, 200 mM és 300 mM koncentraciokban)

Aramldsi sebesség: 1 mi/perc

Detektalas: UV (220 nm)

Injektalt térfogat: 5 ul

Minta:

1. Lizozim (14,7 kDa)

Alizozim Yarra 3 um SEC-3000 kolonnan térténd detektalasanal kilnbo-
26 mozgd fazis bsszetételeket (NaCl koncentracio névelése) hasznalnak.
Az NaCl koncentracio névelésével a lizozim retencids ideje
cs6kken, a csucsalak és a visszanyerés is javul, valamint ionos
kélcsénhatas Iép fel az alléfazis és a vizsgalando fehérje kézott.

Gélszliréses  kromatografidhoz  kotott  allofazist
haszndlnak, a jellemzd diol funkciés csoportok mi-
att. A diol ligandumok a szilika felUletén vannak,
jelezve ezaltal a polaros funkcidt. A diol csoportokat na-
gyon gyenge hidroféb kdlcsénkatasoknal is hasznaljak:
novelve az eluens sokoncentracidjat, megjelenik
a hidroféb kolcsénhatas a kotott alléfazis és a
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hidroféb fehérje kozott. A 2.
sztenderd elegyet injektalnak  Yarra 3 um
SEC-3000 oszlopra novelve a mozgd fazis
sokoncentraciojat. Az ovalbumin (kézepesen hidro-
fob fehérje) retencids idejét hasonlitjdk Ossze egyéb
fehérjék retencios idejével, novelve a mozgd fazis
sOkoncentraciéjat. A tobbi fehérje retencios ideje alig
valtozik az ovalbuminhoz képest.

abran egy fehérje

Yarra SEC-3000 pH 6.8

mAU

300 MM NaCl +
50 mM Phosphate

P N
J\ / A I
SN N A W —
)
AV |

/\ [
I VUL

0 2 4 6 8 10 2 1@ min

100mM NaCl +
50 mM Phosphate

50 mM Phosphate
o-30mM Phosph:

2. dbra

Yarra SEC-3000 kolonna: elvalasztads pH 6,8-as kézegben
Kolonna tipusa: Yarra SEC-3000 3 um

Kolonna dimenzidja: 300x7,8 mm

Kolonna katalégusszama: 00H-4513-K0

Mozgé fazis: 50 mM Natrium foszfat: pH 6,8 + Natrium klorid (0 mM,
100 mM, 200 mM és 300 mM koncentraciokban)
Aramlési sebesség: 1 ml/perc

Detektalas: UV (280 nm)

Injektalt térfogat: 5 ul

Minta:

1. Tyroglobin (699 kDa)

2. IgA (300 kDa)

3. IgG (150 kDa)

4. Ovalbumin (44 kDa)

5. Mioglobin (17 kDa)

6. Uridin

Sztenderd fehérje elegy (tyroglobin, IgA, I1gG, ovalbumin,
mioglobin, uridin) Yarra 3 um SEC-3000 kolonnan térténé de-
tektalasanal kilénb6z6 mozgd fazis Gsszetételeket (NaCl kon-
centracioé névelése) hasznalnak. A sé koncentracid névelésével
né az ovalbumin retencids ideje, illetve a hidroféb kélcsénhatas
is n6 a kététt diol alléfazis és az eltéré tipusu fehérjék kézott.

A 3. abran a fehérje mix kalibracidés egyenesét mutat-
juk be, a molekulatémeg logaritmusat abrazolva a visz-
szatartas fliggvényében. Az abran jol lathato, hogy a
s6 koncentracid novelése nem valtoztat az elegyben
léve fehérjék retencids idején, kivéve az ovalbumint.
Optimalis mozgod fazis megvalasztdsaval minimalisra
cs6kkenthet6 az ionos és a hidroféb koélcsénhatas is.
A kisérletet megismételték kisebb pdrusméret(i
GFC kolonnan is (Yarra SEC-2000), natrium-szulfatot
hasznalva az eluensben.

1000000

R?=09851
R7=09936

# 50 mM Phosphate

100 mM NaCl + 50 mM Phosphate
© 200 mM NaCl + 50 mM Phosphate
+ 300 MM NaCl + 50 mM Phosphate

R7=09935
R#=09928

100000

Log MW

10000

Elution Volume (mL)

3. abra

Fehérje mix kalibracids egyenese Yarra SEC-3000 oszlopon
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A fehérje sztenderdek molekulatbmeg logaritmusa-
rol, illetve a kilonboz6 mozgdfazis Osszetételekrdl
a 2. abra is ad némi informaciét. A legtobb fehér-

je retenciés ideje minimalisan
juk a mozgd fazis sdkoncentracidjat,

valtozik, ha novel-
kivéve az ovalbumint.

150mMNa SO, +
50 mM Phosphate

100mMNa S0, +
50 mM Phosphate

i\ \ |
50mMNa 50, + \ A \ N\ I
50 mM Phosphate IRV, \J A I

50 mM Phosphate

4.4bra

Yarra SEC-2000 kolonna: elvalasztas pH 6,8-as kézegben
Kolonna tipusa: Yarra SEC-2000 3 um

Kolonna dimenzidja: 300x7,8 mm

Kolonna katalégusszama: 00H-4512-K0

Mozgé fazis: 50 mM Natrium foszfat: pH 6,8 + Natrium szulfat (0 mM,
50 mM, 100 mM és 150 mM koncentraciékban)

Aramlési sebesség: 1 ml/perc

Detektalas: UV (280 nm)

Injektalt térfogat: 5 ul

Minta:

1. Tyroglobin (699 kDa)

2. IgA (300 kDa)

3. IgG (150 kDa)

4. Ovalbumin (44 kDa)

5. Mioglobin (17 kDa)

6. Uridin

A 4. abran fehérje standard elegyet injektalnak
Yarra 3 um SEC-2000 oszlopra, névelve a mozg6 fazis
sékoncentraciojat (natrium-szulfat). Hasonlé retencids
idébeli eltolédast lathatunk az ovalbuminra, mint

a 2. abran, amely arra utal, hogy az eltolddas nem
s6 vagy oszlop tipus fliggé.

Konklazio

A gélszliréses kromatografia alapvetéen egy izokratikus

modszer, a fehérjék oldatban torténé, méret
szerinti elvalasztdsara. Az alléfazis és a fehérje

kozott kialakuld masodlagos koélcsonhatdsok megértése
nem egyszer( feladat. A mozgo fazis 6sszetétele jelentls
szerepet jatszik a fehérjék elvalasztdsaban, az elvalasz-
tast meghatarozza az ionos és a hidroféb kdlcsénhatas is.
A mozgd fazis pH-ja befolydsolhatja a fehérjék,
illetve a fellleten |évé szilanol csoportok toltését is.
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A mozgd fazisban lévd sék hatassal lehetnek a retencios
idére, cslcsalakra, illetve a fehérjék visszanyerésére.
A sokoncentracido novelése csokkenti az ionos, illetve
noveli a hidrofob kélcsénhatasokat. A gélszliréses elva-
lasztasokndl ez a két kolcsonhatds egyensulyban van.
A moddszeroptimalizélds kulcsszavai: a mozgdfazis

Ve
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A gyodgyszerkutatds kezdeti szakaszadban megterve-
zett és szintetizalt nagyszamu ,kis molekula” jelentds
része valamilyen tisztitasi eljarast igényel, mivel a ké-
sObbi bioldgiai tesztek torzitatlanségdhoz elengedhe-
tetlen, hogy az elGallitott vegyliletek minél kevesebb
szennyezOt tartalmazzanak. A tovabbiakban a kémi-
ai ,tér” azon szegmensébe tartozé anyagok preparativ
tisztitdsdba nyerhetlink betekintést, ahol a normal
és a forditott fazisu technikdk is cs6dét mondanak.
A vizoldhaté bazikus vagy amfoter karakter( vegyletek
preparativ tisztitdsa soran tobb akadalyba is Utkoézink:

- A legtébb normal fazissal kompatibilis oldé-
szerben oldhatatlanok, valamint erdsen ir-
reverzibilisen kotédnek az allofazishoz.

- Forditott fazist kortilmények kézott nem tudunk olyan
pH-n dolgozni, ami megfeleld visszatartast és szelek-
tivitast biztositana amellett, hogy az all6fazisunkat ne
karositanank. A HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography) technika olyan lehet6séget ad a
kezlinkbe, ami a polaris vizoldhaté vegylletek eseté-
ben atlépi a hagyomanyos normal és forditott fazisu
rendszerek korlatait. Lényege, hogy polaris alléfazi-
son, viz tartalmi mozgodfazissal dolgozunk. A minta
komponensek a polaros alléfazis fellileten kialakuld
magas viztartalmu filmréteg és vizben szegényebb
mozgofazis kozott oszlanak meg. A visszatartas a
komponensek vizoldhatésagaval (logD, logP) né, a
mozgdfazis viztartalmanak emelkedésével csokken.

- Az &lléfazis tipusa szabja meg a fellleti vizréteg
,vastagsagat” és stabilitasat, igy szerepet jatszik
a visszatartasban, a szelektivitdsra gyakorolt ha-
tdsa masodlagos. Lehet modositatlan szilikagél
ill. moédositott fazisok, pl: Diol, -NH2, -PFP, stb...

- A legfontosabb milveleti paraméterek a moz-
gofazis viztartalma és pH-ja. A mozgdfazis viz-
tartalma  alléfazistél fuggbéen 5-40%  kozott
valtozhat. Hasznalhatjuk a forditott fazisban alkal-
mazott olddszereket, pl: MeOH, EtOH, MeCN, stb...

- A pH szerepe kett6s. Ionizalt allapotban a vizold-
hatésdg megné, az eltolt egyensulyi allapot miatt
a cslcsok alakja szimmetrikusabb lesz. Az alkal-
mazott puffer vagy pH mddositd koncentraciodja il-
letve a pozitiv ellen ion minésége hatassal van a
visszatartasra és a szelektivitdsra. Preparativ kor-
nyezetben hasznaljunk illékony puffereket, illet-
ve pH mddositokat, pl: TFA, HCOOH, CH3COOH,
NH4HCOO, igy a frakcidokban visszamaradd puf-
fer felesleg h6 kozléssel konnyen eltavolithatd.

A tovabbiakban egy molekula konyvtar szinteti-

18. oldal

zalasat kovetd valds tisztitdsi probléman keresz-
til bemutatom a modszer hatékonysagat, valamint
gyakorlati alkalmazasanak el6nyeit és korlatait.
A szintézis sor befejezl |épései soran (a) anyagbdl re-
dukcidval eldallitottuk (b)-t, majd azt klilonb6z6 sav-
kloridokkal acileztiik. Mivel az (a)-bdl (b) redukcié nem
volt teljes, a derivatizdlds soran a részben redukald-
dott termék is elreagdlt az acilezd szerrel, ami ~25%
mellékterméket eredményezett a végtermékben, igy
egy Vvégso tisztitasi 1épés kozbeiktatasara volt szlikség.

a b c
R __ R Ry o
= = " =
T — O — o
1. dbra: A szintézissor utolsd két lépésének vazlata.

A nyers termékeket feldolgozas utan rutin mdédszerekkel
C18 oszlopon pH: 7,4 -en vizsgaltuk LCMS technikaval.
Az elkészllt molekuldk ~30%-nal a ChemAxon Marvin
Sketch predikcidi szerint pH: 3 kdrnyékén a logD kisebb
mint -1 és pH: 7-nél sem éri el a 0-at. Ezen vizoldhatd
poléros vegylleteket HILIC technikaval sikerlt izolalni.

2: UV Detester: 220 3.0448=1
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2. abra: Az 1-es szamu vizoldhaté termék LC/MS vizsgalata
HILIC oszlopon.

Oszlop: Kinetex HILIC 2,6 pm
Dimenzio: 100 x 4,6 mm
Eluens: A: H20+0,1% TFA

B: MeCN+0,1% TFA
Aramlas: 0-3 min, 92-80 % B,

1,3 ml/min
Injektalas: 2 ul
Detektalds: UV 220

MS APCI+
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3. dbra: Az 1-es szamu vizoldhaté termék LC/MS vizsgalatanak
kérilményei és a logD valtozasa a pH fliggvényében.

A mintak tisztitasa tomegspektrométerrel csatolt preparativ HPLC
készliléken tortént, ahol a frakcidszedés az oszloprdl eludldédo
komponensek molekulatomege alapjan torténik — Mass Trigger.

UV Detsster: 220 1.308
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4. dbra: Az 1-es szamu vizoldhaté termék preparativ elvalasz-
tasa HILIC oszlopon, mass triggered rendszeren.

Oszlop: Kromasil Si 10 um Gradiens
Dimenzid: 250 x 30 mm id6 (min) B %
Eluens: A: MeCN + 0,1 % TFA 0.00 10
B: H20+0,1 % TFA 0.50 10
Aramlas: 40 ml/min 12.00 20
Injektalds: 1500-2000 ul 13.00 20
Detektalas: uv 220 14.00 10
MS APCI+ 16.00 10

R1 NH R1 NH R N-
Xo~ T~ T

R3 NA* R N R N

1. 2. 3.

6. abra: Az 1-es szamu vizoldhato termék szilard fazisu
extrakcidos sémentesitése és pKa diagrammja.

Osszefoglalas

A HILIC technika segitségével megfelel6 mennyiségben és
mindségben sikerllt kinyerni azokat a termékeket, amik
hagyomanyos Uton nem vagy csak igen nehezen izoldl-
haték. EImondhaté, hogy az alkalmazott eluensek és pH
maddositok kompatibilisak a nagy ateresztoképesség, to-
meg szelektiv detektorokkal szerelt rendszerekkel. Mivel
a tisztitdsok soran leggyakrabban a vegyliletek ionos for-
majaval dolgozunk, szamolnunk kell vele, hogy a termék
az alkalmazott pH modositéval sét fog alkotni. Ameny-
nyiben ez a tovabbiakban gondot okozna, a so6 felszaba-
ditasa szilard fazisu extrakcids technikdkkal megoldhato.
Tovabb gondolva az el6z6 mondatot, komplex matrixok
esetén szintén elegans megoldas lehet az ezen extrakcids

technikaval térténd termékdﬂs&és:a-&'iz;&:ési Iépés elbtt.

ol e

Mintak nyers sulya 80-120 mg kozott volt, a feloldas
2000 pl MeCN:H20 9:1 elegyben tortént 10 ul TFA hoz-
zdadasaval. Az anyagok donté tobsége egy frakcidéban
(~30ml) elualdédott. Az anyagokat beparlas utdn TFA so
formajaban kapnank meg, amit felszabaditas utan vizes
rendszerb6l nem tudnank elkiloniteni a nem ill6 szer-
vetlen séktél. Ezt elkerilendd a frakciokat ~30 ml viz-
zel higitottuk, majd erds kation cserél§ fazisra vittuk fel,
amirél MeCN-es mosast kévetéen 10 mM -os pH: 7,4-es
NH4HCOO puffer rendszerrel mostuk le a termékeket. Az
igy sdmentesitett anyagok sulya a befivos beparlast kove
t6en 40 és 70 mg kozott volt, tisztasaguk pedig 95 % felet

5y

Cartridge
Kondicionalas
Eqvilibralas
Mosas
Szérités

Eludlas

5. dbra: Az 1-es szamu vizoldhaté termék preparativ elvalas

tasanak kérilményei.
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Strata-X-C, 2g/20 ml

30 ml MeCN

30 ml MeCN:H20 +0,1 % TFA
30ml MeCN

1 perc nitrogén dramban

30 ml 10 mM-os NHsCOOH
(pH 7,4)
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Nagyobhgazkromatografiasérzékenység,johb
csiicsalak és nagyohh kinetikai hatékonysag

Matthew Trass and Sky Countryman

Phenomenex Inc., 411 Madrid Ave., Torrance, CA, 90501 USA

Két egyszerli moddszer létezik, hogy teljesiteni tud-
juk a modszer kimutatdsi hatar (MDL) kovetelményét.
1. Az oldészer fékuszaldssal névelhetjik a modszer ér-
zékenységét, anélkll, hogy az elvdlasztast rontanank.
2. A megfeleld kolonna kivalasztasaval jo csucsalakot és
kis nagysagu és zaju alapvonalat kapunk.

Bevezeto

Két egyszer(i modszer all rendelkezésre, hogy a csucs-
alakot javitsuk és szélességiiket csokkentsiik. Az els6
ilyen megoldas az olddszerrel végrehajtott csucsfoku-
szalas, amikor kozvetlenll a kolonnara (on-column)
adagolunk, vagy aramlas leosztdsmentesen (splitless)
végezziik el azt. A masodik megoldas az adott feladat-
hoz a megfelel6 kolonna kivalasztasa, ahhoz, hogy az
alapvonal zaja csokkenjen és megfelel6 csucsalakot
és kinetikai hatékonysagot kapjunk. A két moddszer
egylttes alkalmazasaval jo gazkromatografidas mod-
szert kapunk, amely teljesiti a kis kimutatasi hatart.

Oldészeres fokuszalas

Az olddészeres fokuszalds célja, hogy szlikebb kro-
matografias cslcsot kapjunk, anélkul, hogy &ram-
las leosztasos (split) adagolast alkalmaznank. Az-
zal, hogy szlikebb, nagyobb kinetikai hatékonysagu
cslcsokat kapunk daramlas leosztasos (split) ada-
golas nélkll, azért fontos, mert az érzékenység noé.
A joél beadllitott gazkromatografidas paraméterekkel,
az oldoszeres fokuszaldssal szlikebb és szimetrikus
csucsokat  kapunk az elemzések tobbségében.
Az olddszeres fokuszalast két tényezbre vezetjik vissza.
Az els6 az, amikor az dramlas leosztas mentes (spitless)
adagolas utan az olddszerg6zok kondenzalddnak a hideg
kolonnan. Mivel az olddszerg6z térfogata sokkal nagyobb,
mint a folyadéké, amikor a kondenzaciéo megtérténik, ak-
kor a minta a kolonna kis részén taldlhaté. A masodik
megoldast alkalmazhatjuk mind aramlas leosztas men-
tes (split), mind kozvetlenil a kolonnara térténé (on-
column) adagolaskor és gyors, szabalyozott felflitést igé-
nyel. Az els6 mddszertdl eltéréen mind az olddszer, mind
a minta komponensei kondezalédnak az adagolas utan a
kolonnan. A kondezalddott oldoszer és minta szétterll a
kolonna belsé felliletén. A szétteriilt zonabdl az oldészer
lassan elparolog, a minta komponensei, az egyre sz(kl-
I6 olddszerben koncentrdlddnak (1. abra). Az olddszer
teljes elparolgdsa utan a minta komponensei egy na-
gyon szlik zénaban koncentraléodnak. Az oldoszer okozta
mintakomponens-koncentralds mindkét valtozataban,
vagy a mintakomponensei, vagy az oldészer és a minta
komponensei egylttesen a kolonnan kondenzalédnak.

20. oldal

Az 1. téblazatban foglaltuk 6ssze azokat a gazkromato-
grafids paraméteket, amelyek a kondenzaciot befolya-
soljak. Ezek a paraméterek a kovetkezOk: a kiindulasi
hémérseklet, egyben az adagolasi, az olddszer és a min-
ta komponensek illékonysaga, a kolonna fazisaranya.
A tovabbiakban sorba vessziik azokat a paramétereket,
amely a minta komponenseinek fékuszalasat befolyasol-
jak az elébb ismertetett oldoszeres fokuszalasnal. Szin-
tén bemutatjuk, hogy a termosztat kezdeti hémérsékle-
te az adagolasnal milyen kénnyen eredményez keskeny,
nagy kinetikai hatékonysagu kromatografias csucsokat.

Az oldoszeres fokuszalast befolyasolé GC paramé-
terek

Amikor olddészeres fokuszalasra torekszlink, a termosztat
kezdeti h6mérsékletének megvalasztasa a legfontosabb
paraméter. Célszer( az indulé hémérsékletet a legel6-
szOr elualéodd komponens forraspontjanal 50 °C -kal
alacsonyabb értékére bedllitani. Ezt a hOmérsékletet
egészen addig kell tartani, amig az 0sszes minta
az oszlopra nem kertilt.

A masodik legfontosabb paraméter a fazisarany. Ellen-
tétben a kezdeti hémérséklettel, ezen paraméter csak
kilénb6z6 GC kolonndk beszerelésével valtoztatha-
td. Minél kisebb a fazisarany (nagyobb a filmvastag-
sag), annal nagyobb mennyiségl mintat és oldoszert
tudunk az Aalléfazis felliletére juttatni. Alacsony fa-
zisarannyal dolgozva olyan fdékuszaldsi homérsék-
letek is elérhetévé valnak, melyek korabban nem.
A harmadik meghatarozé valtoz6, amely hatassal van
a oldoszeres fékuszaldsra, az maga az olddszer, bar e
téren a legtobb esetben korlatozottak a lehet&ségeink.
Ha van ra mddunk, valasszuk meg Ugy a minta oldo-
szerét, hogy a lehet6 legnagyobb legyen a kilénbség az
olddszer forraspontja és a termosztat kezdeti hOmérsék-
lete kozott. Példaul, ha a kiinduldsi hdmérséklet 30 °C,
az etil-acetatnak (forraspont: 77,1 °C) jobb fékuszald
hatdsa lesz, mint a diklor-metannak (forraspont: 39 °C).

1. tablazat. A olddszeres fokuszalast befolyasold tényezGk.
GC paraméterek Hatésa a olddszeres fokuszalasra

Termosztat kezdeti
hémérséklete

Minél kisebb, annal nagyobb a

Fazisarany s
Minél nagyobb a forraspont,
annal nagyobb a minta konden-

A minta és az olddszer
forraspontja
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Phase 1. A:
* * e Oszlop: Phenomenex, Zebron ZB-35
Teeties Bh emealas bates Dimenzi6: 30 m x 0,53 mm x 0,50 um
Phase 2. Cikkszam: 7HK-G003-17
Adagolas: dramlas leosztas mentes( splitless) 0:1;
O ST A 250 °C; 1 pL

Vivégaz: Hélium; 5,7 mL/perc

Phase 3 Hoémérsékletprogram: 140 °C 2 percig, majd 10 °C/perc-

O : cel, 200 °C-ra, majd 15 °C/perccel 230 °C-ra
Detektalas: FID; 350 °C

1. abra. A minta viselkedése a h6mérséklet programozott ana- Minta:

lizis soran. Az 1. fazisban még alacsony hémérséklet uralkodik, . 2-Oktanon

a kévetkezb6kben pedig azt lathatjuk, hogy miként tavozik el az . Tetradecan

olddszer a folyamatos hé6mérséklet emelés hatasara. . 1-Octanol

. Methyl decanoat

. Methyl undecanoat
. 1-Decanol

. Methyldodekanoat
. 2,6-Dimethylaniline
. 2,4-Dimethylphenol

fazis: A minta kondenzalédik a hideg oszlopra

fazis: Az illékonyabb olddszer lassanként eltavozik

fazis: Amint az 6sszes olddszer elillant, a minta egy kes-
keny terileten koncentralodik

O 0O NOUT A~ WN =

Kisérleti eredmények
B:
A kromatogramokon szerepld6 mintdk mindegyikét Nagyobb csicsmagassdg, keskenyebb olddszer front, nagyobb
HP6890 gazkromatografon analizdltdk, Phenomenex felbontds = nincs koellicié = nagyobb érzékenység
Zebron ZB-35 GC 30 m x 0,53 mm x 0,50 ym oszlopot
alkalmazva. A tovabbi paraméterek a 2. abran talalhaték.  oOszlop: Phenomenex, Zebron ZB-35
Dimenzié: 30 m x 0,53 mm x 0,50 pm
o oo Cikkszam: 7HK-G003-17
0 Adagolas: aramlas leosztas mentes (splitless) 0:1; 250 °C;
1L
e X Vivégaz: Hélium; 5,7 mL/perc
. Hémérsékletprogram: 60 °C 2 percig, majd 15 °C/perccel,
M 100 °C-ra, majd 30 °C/perccel 260 °Cra
Detektalas: FID; 350 °C
Minta:
. 2-Oktanon
. Tetradecan
. 1-Octanol
. Methyl decanoat
. Methyl undecanoat
1-Decanol
. Methyldodekanoat
. 2,6-Dimethylaniline
. 2,4-Dimethylphenol

oA Higher Resolution=
4500 No Coelut

fon-
\ Bettersensitvy P>,
3

© O NOUAWNKR

kiindulasi hémérséklet valtoztatasanak hatasa

4@
>

] |

2 4 6 8 min

Az oldoszeres fokuszalast, a mar emlitett harom paramé-

2. dbra: A kiinduldsi h6mérséklet valtoztatdsanak hatdsa a ter kozul a termosztat kiindulasi hdmérsékletének meg-
mintafékuszaldsra. A tesztelegy kiilénbéz6 szénhidrogéneket valtoztatasaval tudjuk a legegyszer(ibben befolyasolni.
tartalmaz hexdnban (forréspont: 69 °C) oldva. A: Kiindulgsi A 2. abran egy hexanban oldott, kllénb6z6 szénhidro-
hémérséklet 140 °C. B: Kiinduldsi h6mérséklet 60 °C. géneket tartalmazd tesztelegy kromatogramja lathato.

A kezdeti hémérséklet 140 °C -rél (2A abra.) 60 °C-ra
(2B abra) csokkentésével minden minta cslcsszélessége
szignifikansan csokkent.

A megfelel6 GC kolonna kivalasztasa

Nagy érzékenységet és alacsony detektalasi hatarokat
megkoveteld analizisek esetében nagyon fontos, hogy
alacsony vérzésl GC kolonnat valasszunk, amely ki-
valé deaktivalasi eljarassal készilt. A kolonnavérzés
az allofazis kis molekulatémegl ionok megjelenését
jelenti a tomegspektrumban (355, 281, 207 és 73-

www.gen-lab.hu 21. oldal



as MS ionok), melyek az all6fazis magas hémeérsékle-
ten térténé bomlasabdl, de akar a kiinduldsi polimer
szennyezOdéseibdl is adddhatnak. Ezek sajnos meg-
novelt alapvonalat eredményeznek, amely kedvezoét-
len befolyassal bir a detektdlasi hatarokra, probléma-
kat okozva ily mddon az alsé kalibralasi tartomanyban.
A pontos analizist tovabb nehezitheti, ha a kolonnank
nem tokéletesen deaktivalt. Mivel a kapillaris felllete
nagyon aktiv, a gyartoknak mindenekel6tt deaktivalnia
kell azt annak érdekében, hogy elkeriljik a kedvezot-
len masodlagos koélcsénhatasokat, melyek zénaszélese-
dést, vagy adszorpciot (mintaletapadast) okozhatnak.

Ezeket a potencidlis problémakat elkerilend6, a
Phenomenex kifejlesztett egy specialis, un. ESC techno-
I6giat, melynek els6 |épése a kapillaris felszinének deak-
tivalasa. Kortltekint6en frakcionaljak a kiindulasi polimer
Osszetevoketis, eliminalva ezzel a kisebb molekulatémeg(
szennyezOdéseket, valamintjavitvaafellletiboritottsdgot.
A folyamat eredményeképpen az all6fazisban kereszt-
kotések épulnek ki, tovabba a polimer réteget egy ag-
ressziv katalitikus eljarassal kotik hozza a felllethez.
Ezek eredményeképp egy szertedgazd, jol kapcsoldédo
halézat jon létre. Ez az eljaras kifejezetten tartdssa és el-
lenalléva teszi a kolonnakat, melyek ettél fogva rendkiviil
alacsony vérzéssel fognak birni az GC-MS mérések soran.

Osszefoglalas

Két megoldas is van tehat a kezlinkben arra, hogy élesebb
csucsokat és nagyobb érzékenységet érjiink el a gazkro-
matografids analizislink sordn. Az egyik az olddszeres
fokuszalas, melyet harom paraméter tud kedvezden be-
folyasolni. A termosztat kiinduldsi h6mérséklete, a ko-
lonna fazisaranya és az olddszer forraspontja. Ezek kozul
a kezdeti hOmérséklet gondos megvalasztasaval lehet a
legegyszer(ibben jotékony valtoztatasokat eszkozolni.
A kolonna megfeleld kivalasztdsa ugyancsak fon-
tos szerepet jatszik a nagy érzékenység és ala-
csony detektalasi hatar elérésében. Csak kis vér-
zésl és kivalo deaktivalasi eljarason atesett oszlop
biztosithatja a legpontosabb és legérzékenyebb ana-
lizist. A fentieket szeme el6tt tartva biztosak lehe-
tiink benne, hogy a lehet6 legjobb eredményt érjik el.

Referencia

1. Grob, R.L. (1995). Modern practice of gas chromatography,
(3rd edition): Inlet Systems in GC (pp.496). New York: John
Wiley & Sons, Inc.

2. McNair, H.M. (1995). Basic Gas Chromatography: Capillary
Inlet Systems (pp.99). New York: John Wiley & Sons, Inc.

[ S

22. oldal

Phenovg

Uriified Refaronce Merigle

A New Standarg of Confidence

B2T0 Calibration Standard

dard
B270 Calibration Stand? R 1000 g

5001000 ugrmil ¢

Wathyiane Choeor Mathyiane Crisrce

P aLppizaz ok Pl ALg101130 o
Late cLiona G Law ol &
Soemca -1 Stsrag: -18°C
hﬂmn&fiw‘ Expimton Dw: 172015

Kromatografus 2015 jonius



" &=,

| —— | —..

+
F 1
: -
~ -
wwwmintatartouveghu
- Folyamatos raktarkészlet fenntartas - Ingyenes termékminta biztosftasa

- Gyors kiszolgalas (akar 24 6ras szallftassal) - Spedidlis tipusok/egyedi igények kiszolgalasa



y & y & - - P -

Kinczol Arpad’, Meszlényiné Sipos Marta

rrm -

Richter Gedeon Nyrt, Szintézistamogaté Lahoratérium, 1475 Budapest, Gyomroi it 30-32.

“Levelezo szerzo: a.konczol@richterhu

Az 1. abran lathatd klor-piridil szerkezeti elemet tartal-
mazd gyogyszerhatbéanyag jelolt vegyllet rutin LC-MS
vizsgdlata sordn nyert ESI+ tomegspektrumban egy,
az anyavegyllet [M+H]* molekulaionjahoz képest 6 to-
megegységgel kisebb, hozzavetdlegesen 35%-o0s relativ
intenzitadsu, izotépeloszlasa alapjan klér atomot nem tar-
talmazé (1) molekulaiont azonositottunk. Mivel a szintézis
Utja Grignard-reakcién alapult (EtMgBr reagens haszna-
lata), felmerillt, hogy a kérdéses molekulaiont a megfe-
leld etil-piridil elemet tartalmazoé szennyez6 szolgaltatja.

| ~
P>

| ~
N = N

Anyavegyilet Szennyez61 Szennyez6 2

1. abra Klor-piridil szerkezeti részletet tartalmazo gydgyszerha-
téanyag jelolt (M, monoCl) és 2 f6 szennyezdje (M-6, Cl atomot
nem tartalmazd).

Az M-6 molekulatomegli szennyez6 azonositdsa és
mennyiségének pontos meghatdrozasa érdekében &sz-
szesen Ot, kilénbdzd szelektivitast és hatékonysagu
alléfazison fejlesztettlink HPLC-DAD alapu tisztasagvizs-
galati médszert. Ahogy a 2. dbran lathatd, a monolit al-
|6fazison koellcidt tapasztaltunk savas illetve semleges
pH-n is (piros szinnel jeldlve), mig az amid (savas pH), a
Gemini NX-C18 (lugos pH) és a Kinetex PFP kolonnakon
(savas pH) mar sikerllt a szennyezdk cslcsaira nézve kis
felbontast elérnink (sarga szinnel jelélve). A kérdéses
szennyezOkre nézve alapvonal elvalasztast azonban csak
a Kinetex F5 alléfazisra fejlesztett mddszer szolgaltatott
(zold szinnel jelolve). A 248 nm-es hulldmhosszon régzi-
tett kromatogramok alapjan szamolt mennyiségi értékek
ramutattak arra is, hogy a két M-6 modltomegl szeny-
nyez6t (izomerek) - szemben az MS ionok intenzitas-
aranyaval - csak kb. 2,5 % mennyiségben tartalmazza
a minta. Megallapithatd tehat, hogy kb. egy nagysag-
rendnyi az anyavegyllet és a szennyezék fajlagos ioni-
zacios hatasfoka kozotti klilénbség. Vizsgalatsorozatunk
bizonyitotta, hogy a pentafluorofenil all6fazis aromas
szubsztituensekkel szemben mutatott szelektivitdsa magas.

24. oldal

Kisérletek:

Abszorbancia 248 nm

97,88%

Kolonna: CROMOLITH High Resolution RP-18-e,100x4,6 mm
Eluens:
A. 0,1 % TFA/viz
B. 0,1 % TFA/acetonitril
Gradiens:
id6(perc) 0 9,7 12,5
B% 0 90 90
Aramlési sebesség: 1,7 ml/perc
Hémérséklet: 40 °C

Sz 61,2
97,88% -

| P
e 0 || W AN S

2 a . s 10

Kolonna: CROMOLITH High Resolution RP-18-e,100x4,6 mm
Eluens:
A. Viz
B. Acetonitril
Gradiens:
id6(perc) 0 9,7 12,5
B% 0 90 90
Aramlési sebesség: 1,7 ml/perc

Hémérséklet: 40 °C
Szennyezé 1,2 ‘

y

97,87%

" 1 m 23 28

Kolonna: Ascentis RP-Amide 5 um, 150x4,6 mm
Eluens:

A. 0,1 % TFA/viz

B. 0,1 % TFA/acetonitril

Gradiens:
id6(perc) 0 35 40
B% 0 100 100

Aramlasi sebesség: 1 ml/perc
Hémérséklet: 26 °C
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s w0 as 20 = 2 a ; - w iz M
Kolonna: Gemini-NX C18 110A 3u, 100x4,6 mm Kolonna: Kinetex F5 100A 2,6u, 100x3,0 mm
Eluens: Eluens: o '
A. 10 mm Ammonium-hidrogénkarbonat A. 0,1 % TFA/viz
B. Ac_etomtrll B. 0,1 % TFA/acetonitril
Gradiens: Gradiens:
idé(perc) 0 24 26 idé(perc) 0 35 40
B% 0 100 100 B% 30 80 80
Aramlasi sebesseg: 1 ml/perc Aramldsi sebesség: 0,4 ml/perc
HOémérséklet: 40 °C Hémérséklet: 26 °C

g

X - . . w
Kolonna: Kinetex PFP 100A 2,6u, 100x3,0 mm
Eluens:
A. 0,1 % TFA/viz
B. 0,1 % TFA/acetonitril
Gradiens:
id6(perc) 0 35 40
B% 30 80 80
Aramldsi sebesség: 0,4 ml/perc
Hémérséklet: 26 °C

2. dbra Hat kiilénb6z6 HPLC tisztasagvizsgalati kromatogram
és az egyes modszerek leirasa.

a2 e

25. oldal

www.gen-labhu



rrmrry

Sky Countryman, GC Product Manager
Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA

Az els6 felmerlld kéréslink az lehet, hogy hogyan tud-
nank lecsokkenteni a gazkromatografids moddszere-
ink analizis idejét. Célunk eléréséhez pedig az egyik
lehetséges megoldast a kis atméréjli kolonndk hasz-
nalata jelentheti. Ez egy izgalmas megoldds, de min-
denképp érdemes néhany apré szabalyt betartani.

Injektor

Aramlas leosztasi arany (split ratio), vagy adago-
lasi térfogat:

A 0,10 mm belsé atméréjii kolonndk tomeg- és térfogat
terhelhetdsége kisebb a hagyomanyos oszlopokénal. Az
elénylik, hogy nagyobb a hatékonysaguk, és ennek ko-
vetkeztében keskenyebbek a kromatografids csucsok. A
keskenyebb cslcsok magasabbak ugyanolyan térfogatu
adagolasnal, ha azonos csucsmagassagot akarunk, kes-
kenyebb kolonnaknal kevesebb térfogatot kell adagolni.
Az Uj kovetelményekre optimalt kromatografias készlilék
megfeleld érzékenységetad ajol kidolgozott mddszerekre.

Eluens, vagy vivégaz:

Ha a bemeneti nyomasa problémassa valik, feltétlen
cseréljuk le a vivogazt hidrogénre, ugyanis az egyéb
mozgo fazisokhoz képest a hidrogén azonos aramlasi se-
bességnél kisebb nyomasesést okoz. Kiemelkedd, hogy.
a hidrogén hasznalatakor az optimalis dramlasi sebes-
ség felett dolgozva, (lasd van Demter gérbe) a tobbi
vivégazhoz képest kisebb lesz a hatékonysag vesztés.
Ezek eredményeképp noévelhetjiik az aramlasi sebes-
séget, csOkkentve ezzel az analizisidét a nélkll, hogy
kedvezé6tlenll befolydsolndank magat az elvalasztast.

A kolonna bemeneti nyomasa:

Mint emlitettlik, a kolonna bemeneti nyomasa akkor
kerlilhet elétérbe a moddszer fejlesztésénél, amikor a
rendszeriink aramlas-szabalyozott. A maddszerfejlesz-
tésnél, a homérséklet program kezdetén a kolonna be-
meneti nyomas értéke 5 bar (75 psi) kortli. A homer-
séklet noOvelésekor az aramlasi sebesség szabalyozo
noveli a nyomast, hogy fenntartsa az allandé aramilasi
sebességet. Ennek oka, hogy a hémérséklet novelése-
kor a gaz viszkozitasa is n6é. Nem ritka;, hogy ilyenkor
a kolonna bemeneti nyomasa meghaladja a 7 bar(100
psi) értéket. Erdemes ilyenkor felvehni-a kapcsolatot :
a készllék gyartdjaval, hogy ezt a térhelést elbirja-e.

Adagol6 betét (liner):

A szokvanyos 4 mm atmérgjli betétek helyett ajénlott a
2 mm bels6 atmérdjl betétek alkalmazasa. Ezeknek sza-
mos eldnye lehet, tobbek kozétt csbkken a betét aktiv
helyeinek szama, ami minta veszteséget okoz, gyorsabb

26. oldal

(0,10mm) GC kolonnak

lesz a minta atvitele a kolonnara. Van, amit mindenképpen
figyelembe kell venni az 6sszes elemzéskar, ez az adago-
|6 okozta diszkriminacié. Nevezetesen, hogy a kolonna-
ra jutd minta Osszetétele eltér a mér(jlq,mbikba levoto.

Kolonna bekotése:

Sokan szemmérték alapjan allipitjak “meg, hogy mi-
lyen mélyen nylljon be a kapillaris koIonna vege az
adagléba, mekkora az anyacsavar feletti®irész hossza.
Amennyiben 0,1 mm_bels6 atmeérdjd Kapillaris kolon-
naval szeretnénk dolgbzm a be si hosszat pontos
méréssel kell megallapltanl B eleld benyulasi mély-

ség bedllitdsa dramais shatassalflehet a mérési eredmé/
nyekre. Eppen ezért a ri Kiviil koriltekintd kolonn
bekotés javasolt kis atmérdji kolonna hasznélaténa’!‘/

Kemence

H6émérséklet program:

A legtébb gazkromatograf legfeljebb

35-40 °C/perc fltési sebességre képes.

Ahhoz, hogy a 0,10 mm belsé atméro-

jl kolonna vart hatékonysagat elérhes-

/' siik, jéval nagyobb fiitési sebességre van
/ szlikség. Ehhez egy kisegité flitegység be-
| szerzésére lehet sziikség, illetve ha Uj készii-
| 1ék beszerzésén gondolkodik, gy8z8djén meg
réla, hogy a készllék képes a gyors felflitésre.

91l y

Detektor

Mintavételi sebesség:
A gyors GC élesebb, keskenyebb csutcsokat is je-
lent, néhanyuk minddssze par masodperc ,széles”.
Ebben az esetben a detektor gyors mintavételi
sebességére van sziikség. A langionizacids detek-
torok tébbsége elég gyors ehhez, nehany re- 00/, [/
gebbi tipusu tomegspektrométer-mintavételi

i sebessége azonban mindodssze 1-4 Hz. Az

alabbiakban 6sszegyjtottiik néhany Uj

detektor tipus mintavételi sebességét. s

———

i

\ /

\ Léng Ionizéciés Detektor (FID): ~200Hz //'

| Elektron Befogasos Detektor (ECD): ~50Hz /
Nitrogén Foszfor Detektor (NPD)' ~200Hz /

»

e
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Kaleta Zoltan

P i0 Mérniki Iroda Kit

rogresszio Mernoxi iroua Kit.

Szabad az at

A jovedéki adordl és a jovedéki termékek forgalmazasa-
nak kilénos szabalyairdl szél6 2003. évi CXXVII. térvény
(tovabbiakban: J6t.) 2010. szeptember 27-i kezdettel le-
hetévé teszi minden 18. életévét betoltott természetes
személy szdmara, hogy lakohelyén, vagy gyumolcsose
helyén sajat tulajdonu berendezésével palinkat, azaz par-
latot allitson el6 sajat termelésil vagy akar vasarolt gyl-
molcsébdl. A jogszabaly azon kiviil, hogy megteremtette
a lehet6ségét a palinka ,otthoni” eldallitdsanak, konkrét
el6irdsokat is tartalmaz a tevékenység folytatasaval kap-
csolatban, melyek betartasat a vamhatosag ellenérzi.

Néhany fontos fogalom a jogszabalyhoz

Parlat: a bérfézés és maganfdzés keretében el6allitott
220820 19, 2208 2099, 2208 90 33, 2208 90 39, 2208 90
51,2208 90 71 vamtarifaszam ala tartozoé alkoholtermék.
Maganfézés: ,A parlatnak a maganfé6zé lakdhe-
lyén vagy gylimdlcsése helyén hasznalhatd, leg-
feljebb 100 liter drtartalmu, parlat-el6allitdas célja-
ra kialakitott desztilldléberendezésen a maganfézé
altal végzett elGallitdsa évente legfeljebb 50 liter 86
térfogatszadzalékos mennyiségig.” Maganf6z6: ,Az a
18. életévét betoltott gylimolcstermeszté személy,
aki sajat tulajdonl gyumolccsel, gyimolcsbdl szarma-
z6 alapanyaggal és parlat készitésére alkalmas, sa-
jat  tulajdonl desztilldloberendezéssel rendelkezik.”

palinkafézés folyama-
|épéseiben az erje-
artalmas komponensek
alkohol) eltavolitdsa szikséges.

Megjegyezend6, hogy a

tdban a leparlas kilonbozé
dés folyaman keletkezé
(etil-acetat, metil

A torvény adta lehet6ségeket kihasznalva a hazi/ma-
gan f6zések alkalmaval kivancsiak voltunk, hogy a
megfeleld technoldgia lépéseket betartva késziilnek-e
ezek a hazi fézetek, vagy inkabb a mennyiséget szem
el6tt tartva a mindség karara fézzik a palinkainkat.

Annak ellenére, hogy a jogszabaly elGirja a pa-
linka készitésekor az elkészilt termék egészség-
re artalmas anyagok vizsgalatat, viszont nem ter-
jed ki a hazi fézésben sajat magunk (ne legylnk
naivak, ...és barataink) részére f0zott palinkara.

A kévetkez6keben nézziik meg
a kislisti palinkafézés folyamatat.

www.gen-labhu

A leparlas folyamata

A leparlas két alapfolyamatbdl all: a cefre (viz+alkohol
folyadékelegye) elgbzologtetése és a g6zOk cseppfo-
lydsitasa (kondenzacio). Mindezt kétszer kell elvégez-
ni, ugyanis a kislisti mddszer lényege az elsé f6zés
soran - melynek célja a cefrébdl (viz+alkohol folya-
dékelegybdl) az ill6 és nem ill6 anyagok ktlon valasz-
tdsa — az Osszes alkohol kinyerése elg6zologtetéssel,
majd a kondenzacidé révén az Ujra cseppfolydsitas.
A leparlast addig kell folytatni, amig a kifolyo alszesz
alkoholtartalma 10-15°. A parlasi id6 az Ustmé-
rettél flggbéen 2-4 ora is lehet. A lejott alszeszt
20 °C-on megfokoljuk, és ha er6sebb 25°-nal, akkor
25°-ra higitjuk. Csak hitelesitett mérbeszkozt érde-
mes hasznalni, mely mez6gazdasagi szakboltokban,
gyogyaszati orvosi ml(iszerboltokban szerezhet6 be.

A finomitds célja az alkoholkoncentracié novelése, a
parlatrészek szétvdlasztasa, hogy kivant zamatu és
min6ségli palinkat kapjunk. Mivel az alszesz nem hab-
zik, ezért az Ust névleges térfogatdnak 80-90 %-aig
tolthetd. A fltést - mint a cefre f6zésénél - intenzi-
ven kezdjlik, majd a paracs6 h(ité feldli melegedése-
kor visszavesszik és a lehetd leglassabban inditjuk a
leparlast az alkotérészek tokéletes szétvalasztdsa vé-
gett. Ezutan is ,lassu Gizemmenettel” folytatjuk a lepar-
last. A leparlas tartama Ustmérettdl fuggléen 4-6 Ora.

Rézeleje

Ez a parlatrész tartalmazza a legtobb el6parlati szeny-
nyezédést, kozte sok rézvegylletet, amirél a ne-
vét is kapta. Gyakran kékeszold szinli, a h(itd bel-
s6 fellletér6l leoldott ,griinspan” miatt. Nagy
szennyezettsége miatt ez semmire se hasznalhato,
ki kell dobni. Mennyisége az alszesz 0,3-0,5 %-a lehet.

El6parlat

A rézeleje utan lejové el6parlat mennyisége az alszesz
0,5-1,5 %-a. Leggyakrabban szurdsszagu, acetalde-
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hidet és sodsborszeszre emlékeztet6 etil-acetatot (va-
lamint ecetsavat, kozmaolajat) tartalmaz. A tul sok,
illetve tul kevés elGparlat elvétele egyforman hiba!

Kozépparlat (palinka)

Mihelyt a kellemetlen szag megszlinik, azonnal valtsunk
at kozépparlatra, mert az el6parlat utan kellemes aroma-
ju anyagok parolédnak at. A k6zépparlatot kiilon edénybe
gyUlijtsuk. A kozépparlat az alszesz 30-35 %-a, szeszfo-
ka 50-60° (borparlat esetén 65-75°), ize, illata hibatlan.

Utoparlat

Akkor valtsunk at, amikor megjelenik a jellegzetes fott,
fazék-, Ust iz. Az utdparlat savanyu szagul. Az utdpar-
lat az alszesz térfogatanak 25 %-a, szeszfoka 15-25°.

Kivancsiak voltunk, hogy a haztartasokban fellelhet6
,hagypapa” és ,unokatesd” szenzacios keritésszaggatoi
esetében milyen mennyiségl metanol és etilacetat ta-
lalhatd, ami jo informacioként szolgalhat a ,mesterem-
berek” palinkaf6zési szokasarodl, illetve, hogy mennyire
tartjak be a technoldgiai |épéseket a karos anyagok elta-
volitdsdnak érdekében vagy esetleg érvényesiil a,Ontsed
bele aztat is nehogyma’ kiontsed a jo kis szeszt” felfogas.
Kollégainkatésbaratainkatmegkértiik, hogy azotthonipa-
linkakészletb6l hozzanak mintakat, melyeket vizsgaltunk.

Modszerleiras
[GC-2010]

Oszlop: ZB-WaxPlus 20 mx0,18 mmx0,18 pm
Injektor hdmérséklet : 160 °C
Injektalas: folyadék
Injektalt térfogat: 0,1 pl
Viv6gaz dramlds: Linearis
Nyomas: 124,1 kPa
Aramlasi sebesség: 93,2 cm/s
Split arany: 50:1
Viv6égaz: Hidrogén
Hémérsékletprogram:

40 °C 3 percig, majd 25 °C/perccel 180 °C-ig.

1. dbra

qr\\;\w

1.0

o

2. abra
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Az 1. abran a megfeleléen levalasztott eldparlat
kromatogramjanak egy részletén jol latszik az
(Rt = 0,774 perc) etilacetdt komponens mely szin-
te Osszemérhet6 az etanol tartalommal. A 2. a&b-
ran egy kész palinka kromatogramja lathato.
1. tablazat
Minta neve Etil acetat (mg/ml) Metil alkohol (mg/ml)
el6parlat 23,405 9,438
alma 0,270 3,972
kajszi 0,292 5,494
meggy 0,469 2,618
szilva 0,488 1,819
vilmoskorte 1,132 4,944
szilva_002 3,896 9,352
agyaskorte 2,711 5,096
malna 0,043 0,00
datolya 0,133 0,494
ismeretlen_001 0,535 2,379
ismeretlen_002 2,365 3,829
ismeretlen_003 0,00 2,094
ismeretlen_004 0,01 2,104
ismeretlen_005 1,609 3,885
ismeretlen_006 1,648 4,059
ismeretlen_007 0,555 2,139
ismeretlen_008 1,637 3,798
ismeretlen_009 3,733 0,572
ismeretlen_010 0,232 3,025
ismeretlen_011 0,386 1,452
ismeretlen_012 0,82 2,16
ismeretlen_013 0,429 1,722
ismeretlen_014 0,878 1,769

Eredmeények

A kalibraciot és koncentracid meghatarozast kévetden a
megvizsgalt 23 darabszamu mintaban az 1. tablazat-
ban szerepl6 értékeket kaptuk. A jogszabaly a metanol
koncentraciora vonatkozd hatarértéket minden esetben
az etanol koncentracidora adja meg. A gyUmolcscefré-
bél fézott palinka megengedett metanoltartalma tiszta-
szesz-tartalomra szamitva kisebb, mint literenként 10 g.
Ez 40 fokos palinkanal literenként 4 g metanolt jelent.

A kapott eredményekbdl jol
tdk tobbségénél nem volt a hatarérték felett
a metanol koncentraciéja, de sajnos a min-
tdk kozott taldlkoztunk olyan hazi készitésl pa-
linkaval ahol a metanol mennyisége jéval maga-
sabb volt a jogszabalyban megengedett értéknél.
Jol latszik, hogy ebben az esetben nem tartottdk be a
megfeleld technoldgiai |épéseket, igy az el6parlat nem
lett levalasztva vagy nem lett kétszer lef6zve a termék.

latszik, hogy a min-

Meglep6 eredményeket kaptunk két minta eseté-
ben ugyanis hidnyzott vagy nagyon kis koncent-
raciéban volt jelen a metanol és az etil acetat,
gyanuval élve, hogy a két agyas ,palinka” inkadbb fi-
nomszesz, aroma és Vviz keverékébol készllhetett.

Kromatografus 2015 jonius



Gazkromatografia - Hogyan csokkentheto

Matthew Trass
Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA

Bevezetés

A minta Osszetételének megvaltozasa, azaz a diszkrimi-
nacié - a kapillaris kolonnaba juté és a mérdélombikban
lévd minta Osszetételi valtozdsat adja meg - kritikus
pont lehet, kllonosen azoknal a gazkromatografias
elemzéseknél, ahol dramlds leosztdsos (split) adago-
lassal dolgozunk. Ez annyit jelent, hogy a kevésbé il-
lékony komponensek kisebb csucsintenzitast adnak,
ahogy a retencids id6ék nének. Ennek oka lehet a min-
ta &sszetétele, vagy az adagolasi modszer. Osszetett,
tobb komponensl mintdk adagoldsakor egy nagy hoé-
mérsékletli adagoléba az egymastol eltéré forraspon-
tl komponensek kililonb6zé aranyban keriilnek géaz-
fazisba és a kolonnara. Ez annak kodszonhetd, hogy a
magas forraspontl vegyiletek lassabban parolognak,
igy azonos id6 alatt kevesebb jut belSlik az oszlopra.

Jelen cikk targya a kiilonbozd betétek (linerek) hasznalatanak
hatdsa az analizisre. Két dsszehasonlitd kisérletben kdvethetjlik
nyomon a toltott és a toltetlen betéttel kapott eredményeket.

Kisérlet

A méréseket Aglinet 6890 kromatograf késziléken,
valamint Agilent 5973 MS detektorral végezték el.

Rose Oil
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1. dbra Rézsaolaj kromatogramja liveggyapotot tartalmazo
kupos betét (A), valamint (veggyapot nélkiili betét haszalata
esetén (B). Az (iveggyapot hasznalata jelentésen csékkenti a
minta jelének torzulasat.

www.gen-labhu

Futdsi kortilmények:

Kolonna: Phenomenex® Zebron™ ZB-XLB
Méretek: 30 m x 0.25 mm x 0.25 um

Cikkszam: 7HG-G019-11

Adagolasi paraméterek: Split 25:1, 250 °C, 1 uL
HOmérséklet program: 50 °C-rdl indul 340 °C-ig,
10 °C/perc flitési sebességgel

Vivégaz: Hélium 1,2ml/perc

Detektor: MSD @ 230 °C, 45-450 amu

Minta: 1% rdzsa olaj etil-acetatban

A két mérés azonos kromatografids paraméterek bedllitadsa
mellett tortént, egyedil az alkalmazott betétek voltak eltérd-
ek. Az els6 mérést egyszer(i kipos, Uveggyapot nélkili betét-
tel (AG0-7516), mig a masikat egy hasonld, de (iveggyapotot
is tartalmazo betét (AG0-8175) haszndlataval végezték el.

Eredmények és targyalas

Kolonna bemeneti diszkriminaciérél beszéliink az aram-
Iasi leosztdsos (spilt) adagolasnal, ha a minta kompo-
nensei nagy molekulatomegl tartomanyt fognak at,
mert a nagy molekulatomegl komponensek elparolgasa
lassubb és kevesebb keril a gaz fazisba az aramlasi le-
osztasu vonalon. Ez annyit jelent, hogy az adagolas tel-
jes id6tartama alatt tobb kerlil a szabadba, 6sszevetve az
illékonyabb komponensekkel, ezzel 6sszhangban keve-
sebb keril bel6lik a kolonnara. Ezt a hatast, egyes ese-
tekben a kiilonboz6 kialakitast betétekkel csokkenteni
lehet. Betét (liner) liveggyapot nélkll noéveli a diszkrimi-
naciét, mert az elparolgas helyét nem tudjuk kontrollalni
(1B. &bra) Folyadékadagolaskor a mintanak az a része,
ami a betét aljara kerll az szétterll és elparolog. Ez a
nem homogén elparolgas okozza, hogy a kevésbé illékony
komponensekbdl tobb kerll a szabadba az aramlas leosz-
tasi vonalon (split), ndvelve a diszkriminacido mértékét.

Abban az esetben, ha a folyadékminta parolgdsa nem
megfeleld, az lveggyapot nélklli betétek a minta kom-
komponensek a fltétt adagoldoban mar a folyadékfecs-
kendd tlijébdl elparologhatnak, mig a kevésbé ill6 kom-
ponensek az adagoldoban a betét (liner) aljara kertlnek
és szétteriilnek, mielStt elparolognanak. Igy az optima-
listdl eltéré parolgasnak kdészonhetéen a minta kevésbé
illékony komponenseit elveszithetjik az aramlas leosz-
tasi (split) agon, megvaltoztatva ezzel kolonnara ke-
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kromatografidas szohasznalattal diszkriminacié torténik.
Deaktivalt Uveggyapotot tartalmazdé betét hasznalata
esetén (1A. abra) lathatdéan jobb kromatografias ered-
ményt kapunk. Az (veggyapot amellett, hogy a szi-
lard szemcsék kolonndra jutdsat is megakadalyozza,
egy masik elényds tulajdonsaga is van. Megndveli azt
a fellletet, ahol a minta parolgasa bekodvetkezik, igy a
kevésbé illékony komponenseknek is nagyobb az esé-
lye a parolgasra, tehat csokkenti a diszkriminaciot.

Mindkét, a kisérletnél hasznalt betét kimeneti nyildsa ku-
pos kiképzés(i (2. abra). Az ilyen tipusu betét (liner) egy-
részt abban segit, hogy a minta a kolonna elejére féku-
szalodjon, valamint abban, hogy az adagoldban a betét
alsé részével minél kisebb mértékben érintkezzen. Ezal-
tal né az alkalmazott (gold seal) témités élettartama és
csokken a betét hatdsa a diszkriminaciora, illetve csok-
kenti az Uires betét aktivitasat. Ugyanakkor a kliipos betét
(liner) nem akadalyozza meg a betét okozta diszkrimina-
ciot, melyet az illékony komponensek gyors parolgasa és
igy az dramlas leosztasi (split) agon valé tdvozasa okoz.
Ebben mind a cslcstertilet, mind a jel-zaj viszony érintett.

Az 1A. abra szerint az Uveggyapotot tartalmazé betét
jobb kromatografids eredményt ad. Ahogy arra szami-
tani lehetett, a kés6bb eludlodé komponensek esetén
nagymértékben nétt a csucsterililet. Ezen kevésbé illé-
kony komponensek esetében a diszkriminaciét okozo
tényezOk hatdsa is sokkal szembetlinébb. Az illékony
komponensek esetén is tapasztalhaté némi javulas, bar
ennek mértéke nem nagy, ugyanis ezek elparolgasahoz
az Uveggyapot nem jarul hozza szamottevé mértékben.

Osszességében viszont elmondhatjuk, hogy &sszetett
mintak, amelyekben az egyes komponensek forras-
pontja nagyon eltér6, mérése esetében az liveggyapo-
tot is tartalmazd betétek hasznalata nagymértékben
lecsokkenti a diszkriminaciét, ezzel novelve a mennyi-
ségi analitika megbizhatésagat, egyben hatékonysagat.

Single Taper Liner w/Wool

Part No. Description

AGO0-8175 = B— @
Single Taper Liner

Part No. Description

AGO0-7516 = |

2. abra: linerek keresztmetszete
Osszefoglalas

Kozepesen illékony komponensek mérése esetén, aramlds
leosztasos (split) adagolasi technikat alkalmazva diszkri-
minaciét tapasztalhatunk. Ahogy lathattuk, az egyszeri
kupos betét alkalmazasa helyett liveggyapotot is tartal-
mazé betétet hasznalva ez a negativ hatas csokkenthe-
t6. Mindemellett az Uveggyapot megakadalyozza, hogy
szilard szemcsék jussanak a kolonnara, valamint se-
git abban, hogy a koézepesen illé6 komponensek is mar
az adagold elején elparologjanak. Kovetkezésképpen
az Osszetett mintak méréséhez mindenképpen ajan-
lott lehet az ilyen tipusl betétek (linerek) hasznalata.

Technikai Tipp

(Tudta, hogy a legtébb gazkromatografias probléma abbé\/
adaddik, hogy a kolonna installalasa nem megfelel6en torténik?

A maximélis hatékonysdg érdekében hasznélja a Cool-Lock™
Nut eszkézt a megfelel6 benyulasi mélység beallitasahoz! Ez a
szabadalmi oltalom alatt allo termék nemcsak hogy kénnyebbé
és gyorsabba teszi a kolonna behelyezését, de hasznalataval
elkertilheti az esetleges égési sériiléseket is, mivel a folyamat

Qora’n nem sziikséges hozzaérnia készliiléke forré a/katrészeihezy
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