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Tumorterapiaban
alkalmazhato peptidek
bomlastermékeinek
vizsgalata HPLC
modszerrel

Mez6 Gabor, Enyedi Kata Nora
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport,
1117 Budapest, Pazmany P. stny. 1/A

Bevezeto
A nagyhatékonysaglu folyadékkromatografia (HPLC)
kiegészitve a tomegspektrometriaval (MS) fontos

szerepet toltenek be a peptidalapl gyogyszerjeldltek
stabilitdsvizsgalatdban. Munkank soran egy igen
érdekes és az utobbi id6ben nagy jelentGségre
szert tett vegylletcsaldddal az NGR (Asn-Gly-
Arg) peptidszekvenciat tartalmazé vegylletekkel
foglalkoztunk. A NGR peptideknek az ad jelentdséget,
hogy nagy affinitdssal tudnak kétédni egy membrankotott
enzimhez. Az aminopeptiddz N (APN vagy CD13) nagy
mennyiségben jelenik meg a daganatok vérellatasat
biztositd UGjonnan képzédott ereken. Ezért jé target
molekulak lehetnek a célzott tumorterapiaban, és az
NGR peptidek, illetve a velik készllt konjugatumok
hatékonyak lehetnek a tumorndvekedés gatlasaban.
Egy molekula, amelyben egy NGR peptid mint irédnyito
molekula egy fehérjéhez (tumor nekrozis faktor; TNF)
kapcsolddik, mar a klinikai kiprébalas fazisaban van [1].

Azonban az NGR peptidek egy kuilonleges tulajdonsaggal
rendelkeznek. Az aszparagin (Asn) aminosav oldallanca
ammonia kilépése kdzben kapcsoldédhat a szekvenciaban
ot kovet6é glicin (Gly) N-atomjahoz, melynek soran
szukcinimid-gyUlr( alakul ki (1. abra) [2]. Bar a
reakcioban ammonia lép ki, a folyamatot elsGsorban
bazis katalizdlja azaltal, hogy a Gly N-atomjarol
proton tavozik és az igy kialakuld erds nukleofil
tudja az aszparagin oldallanc funkcids csoportjanak
szukcinimidet tartalmaz6 vegyllet nem stabil és viz
hatasara hidrolizal, amelynek soran a- illetve b-aszpartil-
szarmazék keletkezik, altalaban 1:3 aranyban. A b- vagy
izoaszpartil-szarmazékok (izoDGR) szintén hatasosak
lehetnek a célzott tumorterapiaban, mert egy masik
fontos receptorhoz, az RGD (Arg-Gly-Asp szekvenciat
felismerd) integrin receptorokhoz képesek kotédni,
ezaltal szintén gatolni tudjak a daganatndvekedést és
a metasztazisok kialakulasat (1. abra). Ezért minden
NGR alapu peptid és peptidkonjugatum esetén igen nagy
jelentésége van annak, hogy ezek stabilitasat, illetve
atalakulasat id6ben ismerjik, és meghatarozzuk az
atalakulaskor kapott termékek mennyiségét.
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1. abra: Az NGR peptidek atalakuldsa és a vegyliletek receptorfelismeré képessége

Extracellularis (CD13)

vvvvvvvv

Intracellularis
tér

Vizsgalt anyagok, koriilmények

Munkank soran két irodalombdl ismert ciklusos NGR
peptid (egy amid-kotést és egy diszulfidhidat tartalmazo
ciklopeptid (c[KNGRE]-NH, és Ac-c[CNGRC]-NH,),
tovabba 5 Uj tioéter-kotést tartalmazd ciklopeptid
(c[CH,CO-NGRC]-NH,, c[CH,CO-KNGRC]-NH,, c[CH,CO-
PNGRC]-NH,,  c[CH,CH,CO-NGRC]-NH,,  c[CH,CO-
NGRAC]-NH,) stabilitasat vizsgaltuk meg kil6nb6zd
korialmények kozott (2. abra) [3-5]. A tiszta vizes oldat
mellett harom, a szintézisek (pl. hatéanyag konjugalas)
szempontjabdl relevans puffer oldatban (0,2 M NH,OAc
puffer (pH 5), PBS (pH 7,3) és 0,1 M Tris-puffer (pH
8,1)) szobah6mérsékleten, valamint az in vitro bioldgiai
vizsgalatokat reprezentald sejttenyészté médiumban
37°C-on vizsgaltuk az anyagokat [5]. A valtozasokat HPLC
segitségével kovettik és a termékeket MS segitségével,
illetve referencia anyagok (Asn helyett Asp-t tartalmazo
ciklopeptid variansok) vizsgalataval azonositottuk.

2. dbra: A vizsgalt NGR szekvenciat tartalmazo
ciklopeptidek szerkezete

Lys-Asn-Gly-Arg-Glu-nH, Ac-Cys-Asn-Gly-Arg-Cys-NH,
(SRR L |
[CHZCOVASH-G|y-AI’g-CyS-NH2 I:crilc»+1c13-Asn-GIy-Arg-Cys—NHZ
[CHZCO-ASH-G|y-A|’g-hCyS-NH2 [csz:o—Lys-Asn-GIy-Arg-Cys-y\n-42

[CHZCO—PI'O*ASH*G|y*AI’g*CyS*NH2
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Az analitikai HPLC méréseket KNAUER 2501 HPLC
rendszeren (KNAUER, Bad Homburg, Németorszag)
végeztiikk Phenomenex Luna® C18 (5 pm, 1004, 250 x
4,6 mm) oszlop hasznalataval. Az alkalmazott gradiens:
0 perc 0 % B; 5 perc 0 % B; 50 perc 90 % B (ahol az
A eluens: 0,1% TFA/H,O és eluens B: 0,1% TFA/MeCN-
H,0 (80:20, V/V)), valamint a folyasi sebesség 1 mL/
perc volt. A cslcsokat 214 nm-nél detektaltuk.

Eredmények
A stabilitasi vizsgalatokbdl néhany, az irodalmi
adatokkal Osszecseng6 altalanos megallapitast

tehettlink. Ezek szerint valamennyi anyag stabil volt
desztilldlt vizben, ugyanakkor puffer oldatokban az
esetek tObbségében megfigyelhettiik a deamidalasbdl
szarmazo bomlastermékeket. A puffer oldatok pH-janak
emelésével a bomlas minden esetben novekedett, mig
az in vitro bioldgiai vizsgalatokat mimikalé médiumban
a magasabb hémérsékleten (37°C-on) tortént inkubalas
soran volt a legjelentésebb az atalakulds. Azonban az
egyes vegylletek stabilitasaban jelent6s kulénbségeket
tapasztaltunk. A deamidaciora legérzékenyebb
ciklopeptidnek a ciklusban 15 atomot tartalmazé tioéter-
kotés(i vegytlet (c[CH,-CO-NGRC]-NH,) bizonyult. Ez a
ciklopeptid mar enyhén savas (pH 5) puffer oldatban is
részben atalakult. Ez a vegyllet egyben alkalmas volt
arra, hogy demonstraljuk, hogy a szukcinimid gy(r(t
tartalmazé atmeneti termék a savas korlilmények koézott
jobban stabilizalddik, mint semleges és enyhén lGgos
korilmények kozott (3. abra). A szukcinimid-gydrdt
tartalmazd csucs (R=15,1 perc) kénnyen azonosithatd
volt a tdmegspektruma alapjan, mivel a kiindulasi
vegyiilethez (R=13,2 perc; [M+H]* = 488,4) képest
az ammoniavesztésnek megfelelé ([M+H]* = 471,4)
tomeget mértink. A szukcinimid-gy(r( felbomlasa
utan két (j csucs volt detektalhaté 13,0 és 14,2 perces
retenciés id6knél. Mindkét csics molekulatomege
[M+H]* = 489,4 volt, ami igazolja az Asn atalakulasat
Asp-va, de ebbdl még nem lehetett megallapitani, hogy
a két csucs kozil melyik tartozik az aszpartil- illetve
az izoaszpartil-vegylilethez. Ennek a kérdésnek az
elddéntésére referencia vegyiletet (c[CH,-CO-DGRC]-
NH,) allitottunk eld. A referencia ciklopeptid retenciés
ideje 14,2 perc volt. Tehat a kiindulasi vegytilethez képest
az izoaszpartil-szarmazék cslcsa egy kissé elGbbre
tolddott, mig az aszpartil-szarmazék cslcsa a kiindulasi
Asn-t és a szukcinimid-gy(r(t tartalmazé csucsok kozott
volt detektdlhatd. Ezt a tendenciat, amelyet néhany
irodalmi adat is alatdamaszt, valamennyi vegyuletink
esetében igazoltuk.
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. dbra: A c[CH2-CO-NGRC]-NH2 ciklopeptid stabilitdsanak vizsgalata kiil6nbozé

pH-ju puffer oldatokban és a keletkezett termékek azonositasa.

PBS puffer (pH=7,3) 24 dra

R: 13,2 perc 10
15 NGR

R.: 13,2 perc

L~ NGR

R;: 14,2 perc
DGR

ey
A au.

R;: 15,1 perc
szukcinimid 059 R.: 13,0 perc

izoDGR

157 Y perc 157 ¥ perc

TRIS puffer (pH=8,1) 24 éra
R.: 14,2 perc
0 R,: 13,0 perc 1071 DGR referencia

izoDGR

A o
i

R: 14,2 perc i<x

/ DGR

A ciklopeptidek stabilitasanak sorrendje a vizsgalatok
alapjén a kovetkezd volt: c[KNGRE]-NH, > Ac-c[CNGRC]-
NH, > c[CH,CH,CO-NGRC]-NH, > c[CH,CO-PNGRC]-
NH, > c[CH,CO-NGRAhC]-NH, > c[CH,CO-KNGRC]-NH,
> c[CH,-CO-NGRC]-NH, (4. abra). A legstabilabbnak
bizonyult, a ciklusban 17 atomot tartalmazd, amid-
kotésl ciklopeptid még enyhén bazikus kézegben sem
valtozott 48 éra alatt, és csak a sejtkultira médiumban
37°C-on mutatott bomlast. Meg kell jegyezni, hogy
mig az Osszes tobbi anyag teljes mértékben elbomlott
ilyen korulmények koézott 24 6ra alatt, a c[KNGRE]-NH,.
ciklopeptid bomlasa 48 éra elteltével sem volt teljes (5.
abra).

4. dbra: Az el6allitott ciklopeptidek stabilitdsdnak dsszehasonlitasa PBS pufferben

(pH=7,3) 24 6ra inkubalas utan.

C[KNGRE]-NH, Ac-c[CNGRC]-NH, €[CH,CH,CO-NGRC]-NH,

o
yyyyyy Uperc

¢[CH,CO-PNGRC]-NH, ¢[CH,CO-NGRAC]-NH, ¢[CH,CO-KNGRC]-NH,

€[CH,CO-NGRC]-NH,




5. abra: A c[KNGRE]-NH2 ciklopeptid stabilitdsdnak vizsgalata DMEM sejttenyésztd

médiumban 37°C-on 24 és 48 6ra elteltével.

A 15 perc utan elualédd csticsok a médiumbdl szarmaznak.

kiindulasi
ciklopeptid

2,07
1,54
1,09 —
| )
W | A

-

0,01 - - . 48¢ra
5 10 15 20
t/ perc

24 6ra

Erdekes megfigyelést tettiink a ciklusban 18 atomot
tartalmazdé c[CH,CO-PNGRC]-NH, vegyiilet bomlasakor.
Mig a tobbi anyag esetén a bomlast kovetéen az Asp/
izoAsp arany az irodalomban leirt 1:3 aranyhoz kézelitett,
a prolint tartalmazoé ciklopeptid esetén kizardlag az
Asp szarmazékot tudtuk detektalni (R,,.,=15,4 perc,
Ryaspy=16,3 perc) (6. abra). Az Asn-szarmazékhoz
tartozo cslcs alja ugyan kiszélesedett, azonban nem
sikerUlilt az izoAsp-szarmazékot kimutatni ,off-line” HPLC-
MS technikaval. (Lehet, hogy egy jo felbontasu ,on-line”
HPLC-MS megoldhatja ezt a problémat).

A csUcstalp-szélesedést mas oszlopok segitségével
(Aeris™ 3,6 m, 150 x 4,6 mm oszlopok: PEPTIDE XB-
C18 (100 A), WIDEPORE XB-C18 (200 &), WIDEPORE
XB-C8 (200 A), WIDEPORE C4 (200 R)) sem sikerilt
elvalasztani. Minden esetre kijelenthetjik, hogy ezen
vegyllet esetén a f6 bomlas termék az Asp-t tartalmazé
ciklopeptid.

6. dbra: A c[CH2CO-PNGRC]-NH2 ciklopeptid stabilitdsanak vizsgalata TRIS

pufferben (pH=8,1) 48 6ran keresztiil

JelentGs stabilitasbeli klilonbséget tapasztaltunk a két
azonos ciklusméretl (16 atom a ciklusban) tioéter-kotést
tartalmazo ciklopeptid esetében. Az egyikben egy, az
N-terminalisra beépitett propargil-csoport kapcsolodik a
C-terminalis cisztein tiolcsoportjahoz, mig a masik esetben
egy acetil-csoport homociszteinhez. igy csak a kénatom

6

helyzete valtozik a ciklusban (7. abra). Ez azonban
jelentOs stabilitasi kiilonbséget okozott, vagyis az utdébbi
lényegesen konnyebben deamidalddott szukcinimid
képzodésen keresztlil, ahogy ezt a HPLC kromatogramok
is mutatjak (7. abra). Ennél a két vegyiletnél kil6nésen
jelentés mennyiségben detektaltunk 16 Da-nal nagyobb
tomegld komponenst, ami megel6zte ellicids sorrendben
a tobbi komponens cslcsat. Mint kiderilt, ezek a csticsok
a tioéter-kotés oxidalt formai (szulfoxid), ami azonban
csak a HPLC oszlopon keletkezé mitermék.

7. dbra: A c[CH2CH2CO-NGRC]-NH2 és c[CH2CO-NGRhC]-NH2

a ciklusban azonos atomszamu ciklopeptidek stabilitasbeli kiillonbsége

TRIS pufferben (pH=8,1) 24 6ra elteltével

& o5
i( ‘_/LALJ_J;
o0

¥ perc Uperc

(I:Hzco-Asn-GIy-Arg-Clys-NH2 ?O-Asn—GIy—Arg-Clys-NHZ

CH,———— S CH, S—CH,
A fenti stabilitédsi vizsgalatok eredményeibdl arra
kovetkeztettlink, hogy a stabilitdAs a szerkezet

figgvénye lehet. NMR vizsgalatokkal igazoltuk is, hogy
az Asn oldalldncanak karbonil szénatomjanak és a Gly
aminocsoportjanak tavolsaga (tavolsag novekedésével
stabilizald  hidrogénkotések jelenléte és szama
(flexibilisebb molekula konnyebben bomlik) az a két
fo tényez4, ami befolyasolja az NGR ciklopeptidek
stabilitasat.

Osszefoglalas

Az NGR szekvenciat tartalmazo peptidek, kiilonosen ezek
ciklikus variansai alkalmasak lehetnek 6nmagukban,
vagy hatdanyaggal konjugalt formajukban a célzott
tumorterdpidban. Azonban az NGR peptidek nem
enzimatikus Uton koénnyen bekoOvetkez6 deamidaciodja
miatt ezeknek a konstrukcidknak a stabilitdsat -
els6sorban biolégiai korilmények kozott - vizsgalni
kell. Erdemes a stabilitasi vizsgalatok sordn a keletkezé
komponensek milyenségére és mennyiségére s
tekintettel lenni, mivel a keletkez6 izoDGR szarmazék akar
potencidlis hatémolekula is lehet, mig a DGR szarmazék
nem. Vizsgalataink mindenképpen hozzajarulhatnak
ahhoz, hogy a célzott tumorterapiara alkalmas egy vagy
esetleg egyszerre két célpontot is tamadni képes ciklikus
NGR peptideket tervezzink.
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Az analitikai QbD
alkalmazasa a
modszerfejlesztésben

Szabo-Ecsedi Anital, Tonka-Nagy Péter?, Horvath
Laszld?

Egis Gydgyszergyar Zrt.

1: Készitmény analitikai fejlesztési lab.2

2: Készitmény analitikai fejlesztési lab.3

A Quality by Design (QbD) koncepcié alkalmazasa a mi-
nosité analitikai modszerek fejlesztésében is egyre el-
terjedtebb, mitébb mar ezen a terlleten is elvaras. Az
International Conference on Harmonization (ICH) Q8 és
Q11 irdnyelvei a gydgyszerhatéanyagok és készitmények
fejlesztési irdnyait egyértelmliien megfogalmazzak. A
QbD moddszer egy holisztikus és szisztematikus gyogy-
szeripari fejlesztési modell. A QbD koncepcid szerint a
konkrét elvarasokat (hatdsagi szabalyozas, piaci és fel-
hasznaloi igények) mar a tervezési fazisban figyelembe
veszik, meghatarozzak a céltermék sajatsagait, majd a
készitményt és a gyartasi folyamatot oly mddon terve-
zik és fejlesztik, amely altal biztosithatdak ezek, a ter-
meékre vonatkozo elére meghatarozott kovetelmények. A
QbD szemlélet szerinti gyogyszerészeti fejlesztés legfon-
tosabb |épése annak feltérképezése, megértése, hogy
a folyamatban részt vevé egyes anyagok, moddszerek,
gyartasi lépések, illetve maga a gyartasi folyamat, ho-
gyan és milyen mértékben hatnak a tervezett végter-
meékre, els6sorban annak minGségére [5]. Az analitikai
QbD (AQbd) szerinti moddszerfejlesztés célja az, hogy
egy olyan moddszert fejlesszlink, mellyel a készitmény
mindségét analitikai oldalrdl garantalni tudjuk. A hagyo-
manyos megkozelitéssel szemben, az AQbD koncepcid
alkalmazasanak el6nyei szamosak. Példaul, azoknal az
analitikai moédszereknél, melyeknél az AQbD elveit alkal-
mazzak a modszerfejlesztés soran lecsokkennek az OOT
(trenden kivli) és az OOS (specifikacién kivili) eredmé-
nyek a robusztusabb moddszernek készonhetéen. A QbD
elvek mentén fejlesztett analitikai modszer paraméterei
a modszer robusztus design terén (MODR) belll atjelen-
tés nélkll valtoztathatok (FDA) [2].

1. dbra: Az AQbD életciklusa(1,2)

Analitikai QbD eszkdzei és életciklusa

Validilis

Az analitikai QbD eszkozeit és életciklusat lathatjuk az
1. abran. Az AQbD koncepcidnk els6 |épése az analiti-
kai cél profil meghatarozasa. Az ATP-nek megfelels, és
rendelkezésre allé analitikai eljaras kivalasztasa utan a
kovetkez6 lépésként a kritikus modszer és felhasznaldi
mindségi jellemzbket hatarozzuk meg. Ezt koveti a koc-
kazatbecslés elvégzése, majd ez alapjan a modszer op-
timalizalasa és fejlesztése, a mddszer robusztus design
terének és a kontrol stratégianak a kijelolése. Végul a
mddszer validalasaval és a Tudastar felallitadsaval zarul a
modszerfejlesztés [1,2,4].

A maddszerfejlesztést analitikai cél profilt (ATP) megal-
lapitéasaval kezdjik. A gyakorlatban mindez nem mas,
mint az analitikai eredmény maximalisan megengedhetd
bizonytalansaganak kitlizése és annak a tartomanynak a
megadasa, amin belll a tervezett analitikai mddszernek
pontosan és torzitatlanul kell eredményt szolgaltatnia.
Az ATP feldllitasa soran megfogalmazzuk a moédszer cél-
jat is, mely késOGbb a modszer valasztasat, a tervezést
és a fejlesztést is befolyasolni fogja. Mindehhez bemend
informacié a készitmény Osszes paramétere, a cél piac,
az elGzetes ismeretek és a rutin laborok mérési igényei
is (ATP=QTPP).

Az ATP alapjan kivalasztott analitikai mddszer kritikus
minodségi jellemzbinek meghatarozasa (CQA) a kovetke-
z6 |épés. Az elérendé részletesebb mindségi jellemzbket
mindenkor a maddszer kritikus mddszer jellemz6i (Critical
Method Attibutes, CMA), és a mddszert alkalmazé
laboratériumok altal tdmasztott felhasznaldi elvarasok
hatarozzak meg (Method Operation Intent). A CMA-
kat az ICH Q2 ajanlasai, és a bels6 moddszervalidalasi
ajanlasok hatarozzak meg, melyek teljestilésére nézve
kockazatelemzéseket kell végezni. A felhasznald
elvarasai kozé tartozhat példaul a rendelkezésére alld
készilékek tipusai, az oldatok stabilitdasaval szemben
tamasztott koévetelmények és a felhasznalok szamara
optimalis mérési id6 meghatarozasa.

Osszegylijtjik a modszert befolyasolé Osszes
lehetséges tényezo6t és halszalka diagramon (2. abra)
abrazolva ok-okozati viszonyba allitjuk a kritikus modszer
jellemzdivel (CQA).

A kockazatbecslés soran ezeket a paramétereket oszta-
lyozzuk, és kockazati szintekbe soroljuk be [1,2,4].

2. dbra: Halszalka diagram
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A tényezOket értékeljiik természetiik szerint (CNX osz-
talyozas) és becsuljuk hatasukat, kockazatukat (Risk
assessment, FMEA) a mddszer teljesitOképességére néz-
ve. A tényezék CNX besoroldsaban harom osztalyt k-
I6nboztetlink meg: a kézben tartanddkat (controlled; C),
a lehetséges zavard hatdsuakat (noise; N) és a kisérleti-
leg meghatarozandodkat (eXperimented; X). A 3. abran
lathatjuk, hogy hogyan kell egy kivalasztott paraméter-
nek a kockazatbecslését és a CNX osztélyba besorolasat
elvégezni. Ezt az dsszes, a halszalka diagrammon 0ssze-
gy(jtott paraméterre el kell végezni [1,2].

3. abra: Kockdzatbecslés

Javasolt
intézkedés

| Eltérés oka I Eltérés hatasa ISI F|D| RPN
Oldészer tipusa

Paraméter CMA CNX

Erzékeny lesz az aktualis
Nem oldodik fel benne  [beoldas hatakonysagara
a hatéanyag,
szennyezok. A
tabletta/kapszula nem
esik szét megfelelden a
razatas soran

N

Médszerpontossag Tobb
oldészer
kiprobalasa a
megfeleld
megtallésai
gDoE

Szerves fazis
imennyisége
Mintael6készités
soran

Kisebb koncentrécio, mint|
a tényleges vagy ugralé | 3
leredmények.

Torzitatlansag

A modszerfejlesztés folyaman eltér6 moddon kezel-
juk majd a CNX szerint kiilonb6z6 osztalyokba sorolt
paramétereket. A kézben tartand6é paraméterek (C)
esetében nincs lehet6ség, vagy szikség a paraméter
valtoztatas okozta hatds vizsgalatara (pl.: kioldo kdzeg
el6irt 37 °C hémérséklete). A zavard hatasok koézé (N)
soroljuk a véletlenszerd, illetve az analitikus altal koz-
vetlenil nem befolyasolhaté paramétereket (pl. vegy-
szer minGsége, labor hémérséklete). A meghatarozandd
paramétereket (X) egy vagy tobb paraméteres kisérlet-
tervezés szerinti kisérletekkel allapitjuk meg.

A moddszer paramétereit kockazati osztalyokba is be kell
sorolnunk. Ehhez legalabb elemezni kell az események
bekovetkezésének gyakorisagat (F), a lehetséges kovet-
kezmények sulyossagat (S), valamint annak észlelhet6-
ségét (D). A magas kockazati osztalyba sorolt tényezbékkel
kiemelten foglalkozni kell, a cél az, hogy a moddszerfej-
lesztés soran minél alacsonyabb értékre csokkentsik a
kockazatokat. A kockazatértékelést a modszerfejlesztés
fobb mérfoldkoveinél megismételjiik, és vizsgaljuk az
egyes hatasok kockazatanak valtozasat. A moddszerfej-
lesztési jelentésnek a fent részletezett elemzéseket tar-
talmaznia kell. Az elfogadhaté és a nem elfogadhaté koc-
kazati osztalyok hatarait a kockazati rangsor érték (Risk
Priority Number; RPN) alapjan hatarozzuk meg: RPN =
F*S*D. Az osztalyokba sorolas skalajat és az alkalmazott
szamértékeket szabadon megvalaszthatjuk.

A mintael6készités optimalizalasara és a robusztus tér
megtalalasara kisérlettervezést és statisztikai kiértéke-
lést (pl.: Statistica szoftver) alkalmazunk. Az alkalma-
zott oldoszer és a razatadsi sebesség optimalizalasara
masodfoku terveket tudunk késziteni, melyet kisérlet-
tervezéssel értékelink ki. Az elemzés végén a program
segitségével megkeressiik az illesztett felllet szélsGérté-
két [3,4]. A HPLC moddszer optimalizalasa és fejlesztése
utédn, egy erre alkalmas szoftver segitségével allapitjuk
meg a mddszer robusztus design terét (pl. DryLab), mely
hatékonyan segiti a gradiens id6, az eluens Gsszetétel és
a kolonna hémérséklet optimalis beallitasainak feltérké-
pezését. A kisérlettervezéssel és a szoftver segitségével

www.gen-lab.hu

meghatarozott robusztus région belll kijelolink néhany
pontot, melyeken a sziikséges verifikalast elvégezzik.
Ha ezt a verifikalast elvégeztik, akkor sikeresen megha-
taroztuk a moédszer robusztus design terét (MODR). Az
analitikai modszer paraméterei az MODR-en belil atje-
lentés nélkll valtoztathatdéak [2].

Legvégul felallitjuk a kontroll stratégiat és elvégezziik a
végsl kockazatbecslést [4]. A kontroll stratégia felallita-
sa az eddigi informacidk elemzésével térténik (pl. Rend-
szeralkalmassag ellen6rz6 oldat). A fejlesztés elején ké-
szitett tablazatot legkés6bb ekkor Ujra el kell venniink,
és a kijelolt paraméterekre a kockazatbecslést Ujra el kell
végezzik. A kockazatoknak csokkennilk kell az alkalma-
zott |épések hatasaként. Ezzel a végs6 kockazatbecslés-
sel bizonyitjuk be, hogy a modszer megfelel a kitlizott
céloknak és a kritikus paramétereket a mddszerfejlesz-
téskor figyelembe vettlik.

A modszer validélasa a robusztus térbdl kivalasztott egy
vagy tébb ponton torténhet. A validalas soran statisztikai
modszereket kell alkalmazni példaul a linearitas, a ki-
terjesztett ismételhetGség és a matrix hatas vizsgalatok
kiértékelésekor. Az igy fejlesztett, megfelel6 mélységben
ismert analitikai modszer transzferaldsa kevesebb anali-
tikai problémat vethet fel.

A modszer életciklusanak kovetése soran szlikséges
feldllitani egy Tudastarat, melyben folyamatosan gy(jt-
jluk azt, hogy milyen problémak merilnek fel és azokra
milyen eddigi kisérleteink, illetve megoldasaink vannak
[1,2].

Az AQbD egy hatékonyan m(ikodtethet6 eszkoztarat ad a
fejleszté analitikusok szamara. Az els6re bonyolult rend-
szer hamar gyakorlatta tud valni és ezaltal a mddszer
teljes korl ismeretét, a problémak megoldasat hatéko-
nyan tudja segiteni.
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Egylittmiikodési
lehetOoségek a beszerzési
kozpontokkal a hazai
piacon

Laboratoriumi beszerzések
trendjei

Tolnay Anita
Lab-Ex Kft.

Az 1989-90-es rendszervaltast kdovetden, a szervezetek-
nek alanyi jogon megitélt szabad kereskedelmi lehet6-
sége markans valtozasokon ment keresztlil napjainkig,
készbnhetbéen az elmult évtizedben folyamatosan mo-
dositésra kerul6 kozponti beszerzésekrdl alkotott kor-
manyrendeleteknek, tovabba az Uj keretszabalyokat
tartalmazoé kdzbeszerzési torvénynek, valamint az egyre
komplexebbé valé gazdasagi kdrnyezet bonyolult struk-
turajanak. A valtozadsok Utemének felgyorsulasa, turbu-
lencidja, a nemzetkozi piacok globalizacidja révén a piaci
verseny élezodéséhez és a kockazati tényez6k noveke-
déséhez vezetett, klilonésen a beszerzések tertiletén.

A laboratériumi piac szervezeti vasarloi legnagyobb részt
a koltségvetési szervek (Non-profit) (egyetemi kutatd
intézetek, kérhazak koézponti laboratériumai, Akadémiai
kutatdintézetek, Nébih, NAIK, stb.) valamint verseny-
szféra szerepl6i (For-profit - B2B) (gydgyszergyarak,
maganlaborok, kontrakt laboratériumok, stb.) kozil ke-
rilnek ki. A szervezeti piacok beszerzéseire a nagyobb
volumenu vasarlasok, a hosszi komplex vasarlasi folya-
mat, a kozpontositott dontéshozatal, a nagy vasarldk ha-
Osszetett piackutatas el6z meg, majd a kikényszeritett
kedvezményekkel er6sen lenyomott/csokkentett arki-
alakitas kovet. A folyamatok soran jelent6s hozzaadott-
érték tartalmat képviselhet a szakmai tapasztalat, mely
el6segiti a beszerzéssel kapcsolatos kockazatok csok-
kentését, és megalapozza a hosszU tavu bizalmi kapcso-
latokra torekvést, valamint a normalizalt, szerz6déses
kapcsolatok kialakitasat.

A hatékonyabb beszerzési egytttmikodést szolgald val-
lalati stratégia a business marketing, mely a vevo és el-
ado érdekeit egyarant szem el6tt tartva segit a vevékap-
csolatok kialakitdsaban, apolasaban, figyelembe véve
a mindkét fél szamara el6nyos célokat, adottsagokat,
technoldgiakat és er6forrasokat. A beszerzési folyama-
tot megel6z46 piacszegmentacié a vevoi értékteremtésre
épull. A makroszegmentalast els6sorban az agazati beso-
rolds, azaz a potencialis vasarlo szervezet f6 tevékeny-
sége hatarozza meg.

A mikroszegmentacio soran az eladé mar a meglevo lizle-
ti kapcsolatara alapozva, - kiemelve a kolcsonos egylitt-
mukodés el6nyeit -, figyelembe veszi a vasarldi szervezet
beszerzéssel 0sszefiiggd tényezdit, a beszerzési kdozpont
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(Buying Center) adottsagait, 0sszetettségét, tovabba a
beszerzési dontésekben résztvevlk egyéni jellemzdit. A
minél sikeresebb egylittmiikédés érdekében az eladonak
fel kell térképeznie az adott beszerzési kézpont maga-
tartasara hato kulsé- és belsé tényezéket. Miutan a vevo
beszerzési dontését szamos tényezd formalhatja, elen-
gedhetetlen az alabbi valtozokra kiemelt figyelmet fordi-
tani az eredményes beszerzés érdekében. Erds hatassal
van a dontésre a veve6 beszerzési kdzpontja és az értéke-
sité személy kozott kialakult interperszonalis kapcsolat,
a dontésben résztvevl egyének személyes szempontjai
(motivacié, pozicid, hataskor, végzettség, kockazatval-
lalasi hajlanddsag) tovabba egyéb szervezeti valtozok,
ugymint a beszerzési funkcié szervezeti megoldasa, cé-
lok, elérend6 eredmények, valamint klils6 kérnyezeti ha-
tasok mérlegelése.

A beszerzési folyamat komplexitasa a globalizaciéval, a
vilagpiac egyre névekvd osszefonddasaval mind inkabb
élesebbé valik a laboratoériumi piaci szegmensben is. A
gyartoi piacon érzékelhetd, évrél-évre ndvekvd szamu
konkurens vallalat megjelenése, foként a fejlodé BRIC
orszagok elb6retorése révén, Kina vezetésével, hatalmas
arharcot eredményezett. A multinaciondlis cégek leany-
vallalatainak megjelenése a lokalis piacokon mind gyar-
toi, mind felhaszndldi oldalrél, nemzetkozi keret-megal-
lapodasokat valamint kozponti szallitasi szerz6déseket
szilt.

Tekintve, hogy az lzleti életet mindinkabb a hektikusan
valtézo koérnyezet jellemzi, kiszamithatatlan jovovel és
jelent0s szamu bizonytalansagi tényezdével a hattérben,
az id6 folyaman a névekvé verseny intenzitasa kévetkez-
tében egyre sz(ikil a piacok potencialis felvevGképessé-
ge, melynek révén a megszokott piaci mechanizmusok
atstrukturalédnak. A beszerzési folyamat soran a dontési
jogkorrel rendelkez6 személyekkel, alszervezetekkel a
minél hatékonyabb egylttmikodés kialakitasa az érté-
kesitési folyamatba beépitett vevGkozpontl, megkulon-
boztetd, egyedi értéknovelt szolgaltatasokban rejlik. A
forgalmazo cégeknek kiemelt célként kell megvaldsita-
niuk Ggyfélkériknek nyujtott, magas szint(i szakmai ta-
nacsadasukat és az értékesitett mlszerek, berendezések
hasznalatdhoz szikséges applikacids konzultaciokat. A
hosszU tédvu bizalmi alapokra épulé modern Uzleti part-
nerkapcsolatok kiépitésére valo térekvés elengedhetet-
len feltétele a megfelel6 szakmai végzettséggel (eléme-
netellel), kivald kommunikacids készséggel és kimagaslo
értékesitési vénaval rendelkezd ,keresztfunkcionalis” ke-
reskedGi csapat felépitése és integracidja. Az lgyfelek
szlikségleteit figyelembe vevd, testre szabott arajanlat
soran alkalmazott arképzésnél célszerli a piacvezérelt
modszert kévetni, mely egyidejlileg érvényesiti a vevo
altal meghatarozott észlelt értéket valamint a verseny-
tarsak alkalmazott arait.

A sikeres egyuttm(ikédés kulcsa, hogy az eladé segitse a
vevd problémadjanak megoldasat, jaruljon hozza a vevd
versenyképességének noveléséhez. Kiemelt jelentéségl
marketingkommunikacios stratégia a vevlkkel tartott
aktiv, személyes kapcsolattartds, mely mindamellett,
hogy az egyik legkéltségesebb stratégia, egyben kétség-
telenlil a leghatékonyabb eszkdznek bizonyul a tudoma-
nyos piacon.
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Uttord a GC-k kozott:
CALIDUS MINI GAZKROMATOGRAF

Az amerikai Falcon cég Calidus nevU hordozhaté mini GC-je a hagyomdnyos, terjedelmes gdz-
kromatografokhoz  képest  egyszerlbben  kezelhets, tizedakkora méretly, tizedakkora
energiaszikséglety, rdaddsul pontosabban és tizszer gyorsabban mér, mint egy hagyomdnyos GC.
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(U)HPLC kolonnaink
védelme
I.rész: A kolonna mosasa

Imrik Péter, Urban-Szabd Krisztina
Gen-Lab Kft.

Cikkunket ugy is kezdhetnénk, miszerint megkérdeztiink
tobb gyakorlé haziasszonyt, miként tavolithatdk el a leg-
durvabb szennyez6dések. Ennek ellenére mostani ira-
sunkban inkabb a HPLC oszlopok karbantartasardl és egy
igen koltséghatékony megoldasrol értekeziink. Az utébbi
10-15 évben rengeteget fejl6dott a kolonnatechnoldgia.
Az UHPLC technika megjelenésével egyid6ben (2004)
megjelentek a 2 pm alatti szemcseatmérgjl toltetek.
Néhany évvel ezutan a mai napig nagy népszerliségnek
orvendé harmadik generaciés héjszerkezetli toltetek
(2007) is elérhet6évé valtak a felhasznaldk szamara. Ezek
a kis szemcseatmérgjl tolteteket tartalmazé kolonnak
sokkal érzékenyebbé valtak a mechanikai szennyez6k
jelenlétére. Oszlopaink élettartama a kémiai behatasok
(pl.: pH) mellett nagyban fiigg a mintabol, olddsze-
rekb6l és a készllékbdl szarmazé egyéb mechanikai
szennyezOk jelenlététdl is, ha nem ezektdl a leginkabb.

Nézzilk meg a rendszerben megtalalhaté kulonfé-
le szennyezddéseket és probaljuk csoportositani Gket:

1. Oldhatatlan mechanikai szennyez6k

(pl.: por, pumpafej tomités darabok)

2. Az adott olddszer 6sszetételben nem oldhato
szennyezOdések (pl.: kicsapddott fehérje)

3. Bioldgiai eredetl szennyez6dések

(pl.: baktérium, gombak)

4. Kémiailag az alléfazison megkotédd
szennyezOdések

A legtébb esetben gyakorld analitikusként betartjuk a
legaltalanosabb szabalyokat, miszerint az adott allofa-
zis milyen pH tartomanyban illetve milyen olddészer 6sz-
szetétel mellett hasznalhaté. Ennek ellenére, aki dolgo-
zott mar HPLC oszloppal az tudja, hogy sajnos egyszer
elérkezik az az idépont amikor egy oszlop nem tudja
biztositani a moddszerben elvart elvalasztast (cslcs-
alak, szelektivitds, megfelel6 nyomasesés, alapvonal).

Ebben a részben kimondottan a kolonna téltetet lezard
fritt eltomdOdésével, mint élettartamot csokkent6 folya-
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mattal szeretnénk foglalkozni. Tapasztalataink alapjan
az esetek tébbségében ez okozhatja az oszlop élettarta-
manak a leromlasat. Ez az élettartamot negativan befo-
lydsolo hatas felismerhet6 az alabbi kdnnyen észlelhetd
szimptémakbol:

1. Nyomas folyamatos novekedése, ez lehet lassu és
drasztikus folyamat is

2. A csucsok (6sszes) felhasadasa és vagy

jelentds ,tailing” megjelenése (1. abra)

Jellemzben a fenti anomaliakhoz nem tarsul jelent6s val-
tozas a szelektivitasban és a retencids idékben.

1. abra. Tailinges és felhasadt csticsok (kék), kiinduldsi kromatogram (piros)

Original |I|
Column Reversed

Miért is jelentkezik a fent emlitett két jelenség, ha az
oszlop frittje eltomddik a hasznalat soran? Tekint-
ve, hogy a megfelel6 csucsalak alapfeltétele az in-
jektalt minta egyenletes feljutasa és éles zéna kiala-
kuldsa a toltetagyon, az eltomodott fritt meggatolja
(2. abra), negativan befolyasolja ezt a folyamatot.
Egy egyszerl példaval szemléltetve, ha egy azonos keé-
pességekkel rendelkez6é csoportot inditunk el egy futo-
versenyen de néhany versenyzo elé a startvonalnal beal-
litunk egy betonfalat, amelyen at kell maszni vagy meg
kell kerilni, a mez6ny versenyzdi nagy idGeltéréssel fog-
nak a célba érni, holott normalis esetben koézel azonos
id6 alatt teljesitenék a tavot.

2. dbra. Az eltémddott fritt meggatolja a minta egyenletes feljutdsat az oszlopra.
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A gyartok szamtalan megoldast kinalnak az élettartam no-
velése érdekében az egyszerl mechanikai el6téteken (in-
line sz(ird) keresztiil a fazist is tartalmazo véd6kolonnakig.
A fent részletezett esetben is természetesen kivalé meg-
oldas lehet az el6tétsz(iré vagy az el6tétkolonna haszna-
lata. Ha ezt a megoldast valasztjuk legylink koriltekints-
ek, hogy a szemcseatmérének megfeleld védbérendszert
valasszuk. Okdlszabdlyként alkalmazhatjuk, hogy 3um
vagy nagyobb szemcsedtmérd esetén 0,5um-es elGtét,
ennél kisebb toltetnél pedig 0,2um-es porusatmeérdjl
frittel szerelt sz(rét alkalmazzunk. A véddékolonnanal
egyszerlibb a helyzetiink, mivel pontosan az adott osz-
lopnak dedikalt véddkolonnat ki tudjuk valasztani a ki-
nalatbol.

Sajnos ezen kiegésziték elterjedése az eleve magas (U)
HPLC oszlopok beszerzési ara mellett, mint plusz (egy-
egy marka esetében akar jelentds) bekerilési koltség
jelentkezik, ami sokszor azt eredményezi, hogy az el-
vart koltséghatékonysag miatt nem kerll beszerzésre.

Amennyiben hasznalunk védékolonnat és/vagy elGtét-
sz(ir6t és a fenti szimptomak jelentkeznek, egyszeri-
en cseréljuk ki a védGeszkozt a rendszerben. Ha nem
hasznaltunk semmilyen preventiv kiegészitét a HPLC
oszlopunkhoz, még mindig megprébalkozhatunk a
fritt fellletén vagy porusaiban felhalmozdédott szeny-
nyez6k lemosasaval. Régebbi oszlopok esetében sok-
szor hasznalt megoldas volt egyszerlien a fritt kicse-
rélése az oszlopvég lezard felnyitédsa utan. A jelen kor
modern toltésli oszlopainal sajnos ez nem jarhatd ut.

Az oszlopok mosasanal mindig kihangsulyozzuk, hogy
az oszlopokat forditva kossuk be, tavolitsunk el minden
esetleg hasznalt kiegészitot (el6tétoszlop, elbtétszird)
az oszloprdl.

Ennek az a nagyon egyszer( oka, hogy a hasznalat koz-
ben minden a rendszerben taldlhatd, majd a fritten fenn-
akado szennyezOk (pl.: oldhatatlan mechanikai szeny-
nyezddések) normal hasznalati iranyba nem vagy csak
nehézkesen, hosszu id6 alatt tavolithatdk el (3. abra).
Tovabba a legtobb eldtétoszlop és el6tétszi(iré altalaban
nem hasznalhaté megforditva. Fontos, hogy a mosas
megkezdése el6tt - a megforditast kdvetéen - az oszlop
ne legyen bekdtve a detektorba, feleslegesen ne mos-
suk be az oszlopon Iév6 szennyez6déseket az UV vagy
a méregdraga MS detektorunkba. Erre a célra hasznal-
junk egyszerlien egy fézépoharat és barmilyen kapilla-
rissal vezessiik ide a mosasanal hasznalt olddszerele-
gyet. Igaz, a legtobb modern HPLC oszlop hasznalhatd
- a toltési eljarasnak koszonhetéen - megforditva is, de
folyamatos hasznalat mellett kialakult toltetdgy elren-
dezésnek nem hasznal a masik oldalrol torténd hirtelen
nyomassal valo sokkolasa. Ezért a mosasnal hasznaljunk
mindig alacsonyabb - ajanlott a megszokott aramlasi
sebességet a mosas folyaman 1/2-1/3 értéken tartani.
Amennyiben a mosas célja csak a fritt eltémddésének
megsziintetésa, tokéletesen megfelel6 a maddszerben
hasznalt kiinduldsi oldészerelegy hasznalata mddositok
(puffer, sav, ionparképzd) nélkil. Nincs sziikség egyéb
oldészerekbdl allé mosodelegy Osszeallitasara és hosszas
egymasba torténd atmosogatasa, mint a teljes oszlop-
mosasi eljarasnal. Szintén okolszabalyként alkalmaz-
hatjuk, hogy a mosashoz elegend6 20-40 oszloptérfogat
olddszer ataramoltatasa a megforditott HPLC oszlopon.
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3.abra. Normal, haszndlati irdnyban nem, azonban forditott irdnyban eltavolithatéa

a lerakodott szennyezbédések a fritt feluletérdl.

Az oszloptérfogat kénnyen kiszamithaté az alabbi kép-
lettel:

V= (m-d?)/4-Lx0,7. (ahold: oszlopatméré [mm], L:
az oszlop hosszafmm], V: oszloptérfogat [mm?3], 0,7:
az oszlop térfogatabdl kivonandé témér szilika rész
(30%)).

A mosas utan a legtobb esetben jelentds javulds tapasz-
talhaté. Abban az esetben ha latunk ugyan javulast, de az
csak kis mértékd a kiindulasi allapothoz képest, megismé-
telhetjik a fenti mosasi protokollt hosszabb id6tartam-
mal, illetve magasabb szerves olddszer tartalom mellett.

Ha az oszlopunkat sikeriilt megfeleléen visszamosnunk
de az els6 par injektalast kovetéen Ujra jelentkeznek a
fritt eltémOdésre utald jelek, vizsgaljuk meg a rendsze-
riinket, hogy nincs-e egy allando forrasunk (pl.: sz(iret-
len/nem megfeleld pérusatmérdvel szlirt foszfat puffer)
a szennyezO6k folyamatos utanpotlasara.

Akovetkezo részbenazelGtétszlir6k hasznalatanakelGnyei
mellett az eluens és mintak szlirése kerll részletezésre.
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Osszefoglalas

Tanulmanyomban novényvédd szerek élelmiszerekbdl
tortén6 mérését mutatom be szuperkritikus folyadék
extrakcié (Supercritical Fluid Extraction - SFE) és szu-
perkritikus folyadékkromatografia (Supercritical Fluid
Chromatography - SFC) online kapcsolataval és tan-
dem témegspektrometrids detektalassal. Tovabba, szer-
ves klértartalmu peszticidek szuperkritikus extraktumat
GC-MS/MS analizisnek is alavetettem. Az SFC hatékony
technikanak bizonyult novényvédo szerek mérésére szé-
les kémiai struktira, polaritds és molekulatomeg tar-
tomanyban. 100-féle peszticid-molekulat extrahaltam
és mértem kilénb6zé élelmiszer matrixokbol online
SFE-SFC-MS/MS technikaval. A teljes folyamatra nézve
jo ismételhetéség jellemzd 1-10 ng/g koncentracié tar-
tomanyban. Az LOQ értékek 0,1-10 ug/L tartomanyba
estek. A rendszer konfiguracidja lehetévé teszi, hogy
automatikusan offline SFC-re valtsunk. Az igy nyert
extraktumokat GC-MS vizsgalatra bocsatva, a legtébb
szerves klértartalmd novényvédd szerre jé pontossag
(80-125 %) érhetd el.

1. Bevezetés

A novényvédo szerek emberi szervezetre gyakorolt ka-
ros hatasa nagy bizonytalansagot hordoz, mert alacsony
koncentraciéban, hosszu ideig tarté kitettség lehetséges,
ezért a novényvédd szerek mérése fontos, és kihivast
jelent a laboratériumok szamara. Kovetkezésképpen,
szerte a vildagon szigoriubb élelmiszerbiztonsagi
szabalyozast slirgetnek, amivel nyomast gyakorolnak a
novényvédoszer-vizsgald laboratériumokra azért, hogy
bévitsék a célkomponensek listéjat és alacsonyabb kon-
centraciokat tudjanak detektalni [1].

A novényvédoszer-analitikaban foként a GC-MS és LC-MS
technikakat hasznaljak. A komponensek széles fizikoké-
miai tulajdonsadga miatt gyakran két kilon technika - a
GC-MS/MS és az LC-MS/MS - alkalmazasara van szik-
ség. Altalanossagban az LC-t részesitik elényben polaros
és nem illékony komponensek, mig a GC-t az illékony
komponensek mérésére alkalmazzak [2]. A gyakorlat-
ban névekvé igény van egy olyan Osszetett rendszer-
re, ami egyszerre sok eltérd tulajdonsagl névényvédd
szert képes detektalni és a minta-el6készité egységet is
magaban foglalja.

~Kiilon elény az, hogy a minta extrakciojat
szuperkritikus fluidum alkalmazasaval
végzik el.”

A szuperkritikus fluidumok karakterisztikajukat tekintve
hasonlitanak a gazokra és a folyadékokra is: alacsony
viszkozitds, nagy diffuzivitas és oldhatésag jellemz6 ra-
juk. A széndioxid szuperkritikus allapotuva valik rela-
tive alacsony hémérsékleten és nyomason (31,1°C és
7,38MPa). Alacsony toxicitasa, inertsége, elérhetdsége
és alacsony ara miatt a szuperkritikus széndioxidot széles
tertileten alkalmazzak [3]. Az altaldnosan alkalmazott
analitikai modszerek offline minta-el6készitést biztosita-
nak, amit kromatografids analizis kovet.

Az altalunk alkalmazott berendezés jelentésen csok-
kenti a minta-el6készitésre forditott id6t és csokken-
ti a manudlis munka altal beviheté hiba lehetségét is
[4]. Ez az Uj technika automatizadlja a minta-el6készi-
tést: a mintamatrix szuperkritikus fluid extrakcidja utan
a minta emberi beavatkozas nélkil kerll az analitikai
kolonnara. A szuperkritikus extrakcio (SFE) gyakran és
sikerrel hasznalhatd extrakciés modszer, amely alkalmas
névényvédo szerek maradékainak kivonasara élelmiszer
matrixbol. A szuperkritikus széndioxiddal (SC-CO,) m{-
k6éd6 SFE-rendszer el6nye az, hogy kevés szerves oldo-
szert fogyaszt, kevéssé toxikus és a SC-CO,-t hasznalat
utan konny( eltavolitani az elGkészitett mintabdl.

Az altalunk hasznalt berendezés egy online rendszerben
kombinalja az SFE és SFC technikat, ezért az egész fo-
lyamat az extrakciétdl a célvegyliletek méréséig teljesen
automatikus. Tovabba, polaros szerves maddositokat (me-
tanol) is adagolhatunk a szuperkritikus széndioxidhoz,
ezért a rendszert széles polaritas-tartomanyba tartozo
komponensek extrahdldsara és mérésére hasznalhatjuk
[5, 6]. Habar a cél az, hogy egy egyedi rendszerlink
legyen online SFE-SFC-MS kapcsolattal, sziikség szerint
az SFE-t mas maddszerekkel is lehet kombinalni. A rend-
szer lehetOséget ad az SFE offline alkalmazasara is [7,
8].
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2. Anyag és modszer

2.1. SFC-MS/MS: Széles polaritasi tartomanyba
tartozo peszticidek mérése kiilonféle matrixokbal

A kisérleteket a Nexera UC online SFE-SFC-MS rendszerrel
(Shimadzu Corporation, Japan) végeztem. A berendezés
miikodési elvét az 1. abra szemlélteti. A szuperkritikus
széndioxidot a szerves polaros oldészerrel (modifikator-
ral) egyutt daramoltatjuk keresztll az analitikai rendsze-
ren, ahol az analitikai oszlopon torténik a gradiens el-
vélasztds. A témeg szerinti elvalasztast és detektdlast
LCMS-8050 harmas kvadrupol tomegspektrométeren
végeztem (Shimadzu Corporation, Japan). Az analitikai
beadllitasokat az 1. tablazat tartalmazza.

1. abra. Mérés az SFC-MS rendszeren
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1. tablazat. Az SFC-MS moédszer analitikai beallitasai

lonizéacio: Elektrospray (ESI)

Polaritas: Pozitiv
Oszlop: 2-Ethylpyridine
150x4,6mm, S5um Kapillaris fesziltség: (2 - 4) kV
Porlasztdgaz aramlasi sebesség:
3L/perc

Mozgo fazis: CO,

Maodosité (B): 0.1 %w/v ammoni-
um formiat metanolban Fltott gaz sebesseége: 10L/perc

Gradiens: 0 - 90 %B 7 perc alatt ~ Szaritogaz sebessége: 10L/perc

Aramlasi sebesség: 3mL/perc Desolvation Line hém.: 250°C

Hattérnyomas szabalyozok Heat block hém.: 400°C
(BPC): (A) 15MPa, (B) 40MPa

Interface hém.: 300°C

MRM: 46 event, 92 MRM atmenet
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2.2. SFE-SFC-MS/MS: peszticidek mérése élelmi-
szerekben

Az online SFE-SFC-MS rendszer m(ikodési elvét a 2.
abra szemlélteti. A mintaval megtoltott extrakcios
edényt az SFE egységbe kell helyezni, majd 40°C-ra
kell flteni (2A abra). Ezutan kell az extrakciés edény-
be pumpalni a szuperkritikus allapotban lévé széndioxi-
dot. A toltés utdn az aramlast leallitjuk, hogy a kom-
ponensek statikusan extrahaldédjanak (2B abra). A
statikus extrakcié idejének lejarta utan az extrahalo
szert dtdramoltatjuk az extrakcidés edényen, aminek ko-
vetkeztében egy dinamikus extrakcids folyamat is végbe
fog menni (2C abra). A dinamikus extrakcids |épés so-
ran a mintabdl kivont komponensek az analitikai oszlop-
ba jutnak. Elelmiszerekbdl nagy mennyiség(i szennye-
z6 anyag is extrahalddik, ami karos lehet az analitikai
oszlopra és a tdmegspektrométerre nézve is. Ezért egy
beépitett dramlasosztd szerkezet révén a teljes extrak-
tumnak csak egy kis része keriilhet az analitikai oszlopra
és a tOmegspektrométerbe. A dinamikus extrakciot ko-
vetéen az extrahdldé szer aramlasa csak az oszlop és
tomegspektrométer iranyaba megy végbe (2D abra).

2. dbra. Analizis-utak az online SFE-SFC-MS rendszerben
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A névényvédo szerek élelmiszerekbdl torténd kivonasara
és a mintak elGkészitésére napjainkban a leggyakrab-
ban az un. QUEChERS (gyors, egyszerd, olcsd, hatékony,
allékony és megbizhatoé - Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, and Safe) modszert hasznaljak. A modszer
ugyan az egyszerliséget és a gyorsasagot részesiti
elényben, ennek ellenére szamos Iépést tartalmaz,



mint amilyen a reagensek hozzaaddasa, az olddszeres
extrakcio, a tisztitas szilard fazisu folyadék extrakcidval
és centrifugalas. Ezzel szemben az online SFE-SFC-MS
rendszer csak egy keverési |épést igényel: 1g élelmi-
szer mintat 1g vizmentesitdé anyaggal kell 6sszekeverni,
majd az extrakciés edénybe helyezni (3. abra). Ilyen
modon a rendszer javitja a laboratérium mintaateresz-
t6 képességét, csokkenti a kornyezetterhelést és véd
a minta-el6készitésb6l szarmazé emberi hibaktdl is.
Az erre a célra fejlesztett mintatalca-valtéval 6sszesen
akar 48 minta is extrahalhatd folyamatosan. Kisérleteim
soran barnarizs, eper és olaj mintakat (1g) dusitottam
- 2000 pg/l) mix oldatokkal (100 pl), ami 1-200 pg/kg
dusitasi koncentraciot jelent. Az analitikai beallitasokat a
2. tablazatban foglaltam Gssze.

3. dbra. Minta-el6készités
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2. tablazat. Az SFE-SFC-MS rendszer analitikai kondicioi

Mozgofazis: CO, (A) Oszlop: UC-RP

(250x4,6 mm)

5um

Mozgéfazis modifikatora (B):
0.1 %w/v amménium formiat Mozgdéfazis: CO, (A)
metanolban oldva
Mozgéfazis modifikatora (B):
Aramlasi sebesség: 5ml/perc 0.1 %w/v ammonium formiat

metanolban oldva
Extrakcio:

Aramlasi sebesség: 3ml/perc
0 - 1 perc statikus mod (5 %B)
Gradiens: 0% (Operc)
—10%(10perc) —30%(14perc)
— 40% (14.01-17perc)

1 - 3 perc dinamikus mod (5 %B)

Extrakcios edény hém: 40°C
lop hém.: 40°
Hattérnyomas szabalyozék (BPC): Oszlop hém.: 40°C

(A) 14.8MPa Hattérnyomas szabalyozd

(B) 15MPa (BPC):

(split ardiny: 3 %) (A) 15MPa, (B) 40MPa

Make-up: 0.1 9 5-
Make-up: 0.1 %w/v ammonium ake-up: 0.1 %w/v ammé

o nium formiat metanolban
formiat metanolban

(0.4 ml/min)

lonizaciés mod: Elektrospray (ESI)
Polaritas: pozitiv és negativ

Kapillaris fesziltség: (2 - 4) kV
Nebulizer gas aramlas: 3L/perc

Heat gas aramlas: 10L/perc
Drying gas aramlas: 10L/perc

Desolvation Line hém.: 250°C
Heat block hém.: 400°C

Interface hém.: 300°C
MRM (multiple reaction monitoring):
103 event, 206 MRM atmenet

2.3. SFE offline-GC-MS/MS: Szerv klértartalm
ticidel srése élelmi s trixbol

A 4. abra az offline SFE rendszer mikodését szemlélteti.
A mintaval megtoltott extrakcids edényt az SFE egység-
be helyeztiik és 40°C-ra flitottik (4A abra). Ezt kovet6-
en az edényt szuperkritikus széndioxiddal toltottik fel és
a célkomponenseket statikus kortlmények kézétt hagy-
tuk extrahalodni (4B abra). Ezutan kovetkezett a dina-
mikus extrakcid, aminek soran szuperkritikus széndioxi-
dot pumpaltunk at az extrakcids edényen (4C abra). Az
extraktumot a csapdazoé oszlopon kotottiilk meg, majd
frakciészedGbe eludlva gyljtottik 6ssze a kivonatokat
(4D abra). A frakcionalt mintakat egy triple quad detek-
torral ellatott gazkromatograffal valasztottuk el (GCMS-
TQ8040, Shimadzu Corporation, Japan). Az analitikai be-
allitasokat a 3. tablazatban k&zoljuk.

4. abra. Az offline SFE extrakcié aramlasi Utja
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3. tablazat. SFE-offline-GC-MS analitikai beallitasai

Extrakciés edény: 5ml

Extrakcids oldoszer:
CO, + metanol (5%)

Oszlop: Rxi-5 30 mx 0.25 mmID,
df =0.25 pm

Aramlasi sebesség: 5ml/perc Minta injektalasa: Splitless

(250°C, Sampling time 1.00 min),

Hémérséklet: 60°C high-pressure injection

Hattérnyomas szabalyozo:
15 MPa

Kontrol mod: Linear velocity
(He, 47.2 cm/sec)

Extrakciés id6: 8 min (statikus
extrakcié — dinamikus extrakcio)

Oszlop termosztat hémérséklete:
50°C (1perc) — (25°C/perc) —
125°C—(10°C/perc) — 300°C

Csapdazasi kondicidk (15 perc)

Csapdazo oszlop: C18
(50x4.6mm,5um)

Injektalasi mennyiség: 1uL

lonforras hém.: 200°C
Hémérséklet: 50°C
Interfész hém.: 250°C
Kinyerési kondiciok
Oldészervagasi id6: 90s
Ellcios olddszer: aceton/hexan

=50/50 Detektor fesziiltség: 2kV

Aramlasi sebesség: 2ml/perc Méd: MRM (29 event, 58 MRM

atmenet)
Hoémeérséklet: 60°C

Frakcionalasi id6: 2 min (12 - 14
perc)

3. Eredmények

3.1. SFC-MS/MS: Széles polaritas-tartomanyu
peszticidek mérése kiilonb6z6 matrixokbdl

A kvaterner aminok a hagyomanyos forditott fazisi osz-
lopon kevés esetben rendelkeznek az elvalasztasukhoz
szlkséges retencidval. Elvalasztasukra egy alternativ
technika, a hidrofil interakcidos kromatografia (HILIC -
Hydrophilic interaction chromatography) hasznalatat ja-
vasoljak, amivel a nagyon polaros és hidrofil komponen-
sek mérhetOk [9]. Annak elkeriilésére, hogy két modszert
is hasznalni kelljen, az SFC rendszer lehet6séget nyujt
a polaros és nem polaros peszticidek egy futasban vald
mérésére. Probaképpen eltér6 szerkezetl, polaritdsa és
molekulatémegl peszticideket valasztottam a vizsga-
lathoz. Acetonitrilben (+1% ecetsav) oldva kulénb6zd
koncentracidoban (0,1 - 250 ug/l) készitettem peszticid
sztenderd oldatokat, amelyeket az 1. tablazatban sze-
repld beallitasokkal vizsgaltam meg. Az 50 pg/l-es minta
kromatogramjat az 5. abra szemlélteti.
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A kvaterner aminok a gradiens végén elualédnak. Az
LOD és LOQ értékeket a 4. tablazat tartalmazza, az LOQ
értékek 0,1 - 10 pg/L kozé estek.

. dbra. SFC kromatogram 50 ug/L
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4. tablazat Kimutatasi (LOD) és mennyiségi méréshatarok (LOQ)

Log Kow -

oktanol-viz

megoszlasi

allandé Retenciés Tartomany LOD LOQ RSD (n=3)|
Komponens logaritmusa idd (perc) R2 (pg/L) (pg/L) (pg/l) 50 pg/L
Aldicarb 1.1 21 0.99 1-250 1.0 1.0 4.05
Aldicarb sulfone -0.6 29 0.99 0.1-250 <0.1 0.5 4.01
Aldicarb sulfoxide -0.2 3.1 0.98 10-250 10.0 10.0 5.58
Atraton 27 2.0 0.99 0.5-250 0.1 0.5 4.69
Atrazindesethyl -
desisopropyl -0.1 4.7 0.99 1-250 1.0 5.0 6.69
Atrazine 26 24 0.99 0.5-100 0.1 0.5 6.18
Atrazine-desethyl 1.5 3.2 0.99 0.1-100 0.1 0.1 6.17
Chlormequat -3.8 4.7 1.00 0.5-250 0.5 0.5 2.19
Chloroxuron 3.5 4.5 0.99 0.5-250 0.1 0.5 10.67
Chlorpyrifos-ethyl 5.3 2.0 0.98 5-250 1.0 5.0 2.03
Chlorpyrifos-methyl 43 2.0 0.98 1-250 0.5 1.0 2.64
Chlortholuron 24 3.8 0.99 5-250 5.0 5.0 271
Crimidine 13 25 0.98 5-250 50 5.0 7.70
Cyanazine 22 31 1.00 0.5-250 <0.1 05 6.11
Dimethoate 0.8 31 0.99 0.5-250 0.1 05 4.40
Diquat -4.6 79 1.00 5-250 5.0 5.0 6.24
Diuron 27 46 0.99 0.5-250 <0.1 0.5 0.78
Fenthion 4.2 21 0.98 5-250 1.0 5.0 2.03
Fenuron 1.0 3.3 0.99 0.1-250 <0.1 0.1 6.29
Imidacloprid 0.8 55 0.99 0.5-250 <0.1 0.5 2.72
Isoproturon 29 3.2 0.99 0.5-250 0.1 0.5 3.88
Linuron 3.2 3.0 0.99 1-250 0.5 1.0 6.56
Malathion 24 1.9 1.00 0.1-250 0.1 0.1 10.34
Metamitron 0.7 4.0 0.99 0.5-250 <0.1 0.5 5.33
Metazachlor 2.4 2.0 0.99 0.1-100 <0.1 0.1 3.19
Methabenzthiazuron 1.9 26 0.99 5-250 5.0 5.0 3.69
Methacrifos 1.9 1.3 0.98 5-250 5.0 5.0 10.12
Methiocarb 29 3.1 0.99 1-250 1.0 5.0 8.75
Metobromuron 2.4 25 0.99 1-250 <01 0.5 4.61
Metolachlor 29 19 0.99 1-250 0.1 1.0 4.84
Metribuzin 1.7 3.0 0.98 1-250 1.0 1.0 8.21
Monocrotophos -0.2 24 0.99 0.1-250 <0.1 0.1 3.94
Monolinuron 23 24 0.99 0.5-250 0.5 1.0 6.29
Omethoate -0.9 23 0.99 0.1-250 <0.1 0.1 2.58
Oxadiazon 48 1.9 1.00 0.1-250 0.1 05 4.38
Paraquat 4.5 7.9 1.00 10-250 50 10.0 11.63
Phosphamidon 13 1.9 0.99 0.5-250 0.1 05 8.01
Pirimiphos-methyl 4.2 2.0 0.99 0.5-250 0.1 0.5 4.92
Prometryn 3.5 21 0.99 0.5-100 <0.1 0.5 5.18
Propazine 29 21 0.99 0.1-250 <0.1 0.1 4.60
Propham 26 21 0.91 10-250 5.0 10.0 7.84
Pymetrozine -0.2 43 0.98 0.1-250 <0.1 0.1 3.74
Sebuthylazine 3.1 22 0.99 0.1-250 <0.1 0.1 5.95
Simazne 22 26 0.99 1-250 0.5 1.0 4.47
Terbuthylazine 3.2 22 1.00 0.1-250 <0.1 0.1 5.61
Terbutryn 3.7 2.2 0.99 0.5-250 0.1 0.5 0.29
- sz

3.2. SFE-SFC-MS/MS: peszticidek meérése
7 - 7
élelmiszerekbol

A mintakat (eper, barna rizs és olaj) a 100 peszticidet
tartalmazé mix oldattal addicionaltam, amelyekhez
vizmentesité anyagot adtam, majd a 2. tablazatban
feltintetett analitikai  kondicidkkal végeztem a
kromatografias elvalasztast. Az extrakcidtdl a mérésig az
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online SFE-SFC-MS rendszert hasznalva mintanként 45
perc alatt tudtuk elvégezni az egész analitikai vizsgalatot.
A 100 komponensre jo ismételhetéséget értem el 1 -
10 ng/g tartomanyban (5. tablazat). A 6-8. abrakon
néhany peszticid kalibraciés egyeneseit mutatom be
kilonb6z6 matrixokbdl mérve.

5. tablazat. Ismételhet6ségi adatok (barna rizs)

.~_

3.3. SFE offline-GC-MS/MS: szerves klértartalmu
peszticidek mérése élelmiszer mintakban

A szerves kldrtartalmu peszticidek gyengélmpolarosak
héstabilak és illékonyak. Kovetkezéskép :
rozasuk hagyomanyosan gazkromatografiay
elektronbefogasos (ECD) vagy tomegszelektiv (
tektorral kapcsolva. [10]. A vizsgalatokhoz-a késziilek
egylttest offline SFE médban ha &
kalibracids egyeneseket 10 — 2
tem fel. Lisztet addicionali

RSD % RSD % tal ugy, hogy a minta.g
Komponens (n=3) 10 Komponens (n=3) 10 | Az icional
ug/Kg ug/Kg et,t. af:ld,c onalt
Acephate 5,6 Imidacloprid 5,8 ala (a meérés kor
Atrazine 7,31 Iprodione 3,3 extrakcié uta’n a
Azinphos methyl 1,61 Isoprothiolane 7,73 t E |
Azoxystrobin 2,36 Linuron 12,52 geztem. Ezzel,s
Boscalid 2,79 Malathion 4,85 gyliletek 80 - 1
Bromophos 6,45 Malaoxon 11,42 téb'ézat)_ A
Carbaryl 12,34 Metconazole 3,84 Py
Carbendazim 4,8 Methacrifos 5,6 a 9. abra sze
Carbofuran 4,22 Methamidophos 2,28
Carboxine 13,44 Methomyl 0,4
Chlorfenvinphos 0,94 Metribuzin 10,62 6 tét.JIézat. Kinyerési hatasfok értékek: sztenderd GC-MS-sel mérveés dusitott
Chlorothalonil 5,31 Omethoate 5.1 lisztminta offline SFE és GC-MS/MS-sel
ChIorproPham 9,35 Paclob},ltrazole 3,15 Visszanyerési %RSD (n=3)
Chlorpyrifos 10,9 Parathion-methyl 9,1 Komponens hatasfok (%)
Chlorpyrifos methyl 8,42 Penconazole 3,98 "
Cyhalothrin 12,87 Pendimethalin 4,38 Aldrin 70 0’7
Cypermethrin 2,74 Permethrin 6,71 BHC-alfa 73 6,2
Cyproconazole 1,73 Phorate 1,64 BHC-beta 73 5’9
Cyprodinil 6,45 Phorate sulfone 3,18 . .
Deltamethrin 0,29 Phorate sulfoxide 0,89 Bifenthrin 103 3,5
Demeton-S methyl 4,9 Phosalone 14,01 Chlordane-trans 76 1,6
Diazinon 0,64 Phosmet 3,8 Chlordane-cis 84 3,3
. Phosphamidon, mixture .

Dichlovos 6,3 of Bz 7,58 Chlorothalonil 28 6,4
Difenoconazole 8,8 Piperony| butoxide 12,84 Cypermethrin 101 3,9
Diflubenzuron 0,64 Pirimicarb 4,19 DDD o p 101 1.2
Dimethoate 12,6 Prochloraz 2,03 ’ ’
Disulfoton 1,07 Procymidone 6,2 DDD p.p 56 2’9
Disulfoton sulfone 5,4 Propiconazole 3,83 DDE o,p 74 2,4
Epoxiconazole 4,47 Pyraclostrobin 3,75 DDE p,p 79 2’3
Ethion 0,42 Pyridaphenthion 6,35
Ethoprophos 2,95 Pyrimethanil 3,6 DDT o.,p 102 1 ’2
Etrimfos 9,45 Quinoxyfen 6,51 DDT p,p 96 11,3
Fenamiphos 8,14 Quinoxyfen 14,42 DicIofop—methyI 123 3.4
Fenamiphos sulfone 18,42 Spiroxamine 7,25 Dieldri 78 292
Fenamiphos sulfoxide 4,42 Tebuconazole 7,36 lelarin ’
Fenbuconazole 8,8 Tebufenozide 7,21 Endosulfan alfa 73 2,5
Fenhexamid 2,64 Terbufos 4,45 Endosulfan beta 95 0’7
Fenitrothion 14,9 Terbufos sulfone 11,42 .
Fenpropidin 8,38 Tetrachlorvinphos 8,24 Endrin ” 2’3
Fenthion 8,59 Thiabendazole 9,98 Fenvalerate | 84 4,7
Fenthion sulfone 6,16 Thiacloprid 4,42 HCB 71 1,2
Fenthion sulfoxide 4,67 Thiamethoxam 4,19

o Heptachlor 66 2,3
Fenvalerate 7,15 Thiodicarb 11,66
Fipronil 7,24 Triadimefon 5,84 Heptachlor epoxide 88 3
Fludioxonil 4,93 Triadimenol 11,49 Lindane 75 3,3
Fluguinconazole 2,19 Triazophos 4,41 Methoxychlor 150 1,7
Flusilazole 4,25 Tricyclazole 4,84 .
Flutriafol 8,58 Trifloxystrobin 4,83 Mirex 103 5,4
Fonofos 5,76 Triticonazole 4,25 Permethrin | 124 52
Hexaconazole 2,9 Vinclozolin 2,4 Permethrin Il 119 7,5
Imazalil 6,3 i

Phenothrin 101 3,7
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6. dbra. Kalibracids egyenesek eper matrixban

LOQ: 10 pg/kg

w

7. abra. Kalibracids egyenesek barna rizs matrixban
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8. dbra. Kalibracios egyenesek olaj matrixban
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9. dbra. A 100 ng/g extrahalt peszticidek GC-MS/MS kromatogramja
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4. Kovetkeztetések

A szuperkritikus folyadék kromatografia (SFC) hatékony
elvalasztastechnikai mddszer, ami széles polaritas-tarto-
manyba tartozé névényvédo szereket képes egyszerre
meghatarozni. Munkamban bemutattam az online-SFE-
SFC-MS rendszer mikoédését, ami egyazon rendszer-
ben kapcsolja a szuperkritikus folyadék extrakciot és a
kromatografiat. A készllékrendszert névényvédo szerek
extrakcidjahoz és méréséhez alkalmaztam. Egy példan
keresztlil bemutattam, hogy a rendszerrel az offline SFE-
re vald valtas is lehetséges, igy a mintakat GC-MS/MS-
sel is mérni tudjuk. A kozel 100 hatdéanyagra rendkivil
jo elvalasztast, visszanyerést, j6 detektalhatésagot és
ismételhetéséget kaptam.

A berendezés kivald lehetéséget nyuit a kiilébnbézé pola-
ritasu peszticidek élelmiszermintakbdl torténd méréséhez.
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Korvizsgalati mintak
referencia értékeinek
meghatarozasa
pontosan egyezo
dupla izotéphigitasos
modszerrel

Tolgyesi Addm*2*, Télgyesi LszI63

Email: tolgyesi83@gmail.com

Tel.: +36 30 96 89 346

Jelenleg: ‘Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hiva-
tal Elelmiszer- és Takarmanybiztonsagi Igazgato-
sag, 1095 Budapest, Mester utca 81.

2European Commission, Joint Research Cent-

re Institute for Reference Materials and
Measurements, European Union Reference
Laboratory for Mycotoxins, Retieseweg 111, 2440
Geel, Belgium

3Agilent Technologies Sales & Services GmbH und
Co. KG, Hewlett-Packard-Strasse 8, Waldbronn
76337, Germany

A kézlemény a XLVII. Kromatografias Tovabbkép-
z6 Tanfolyamon (Szeged, 2016) elhangzott el6-
adas alapjan készlilt.

Osszefoglalas

A szerves célkomponensek tesztmintakbodl térténé meny-
nyiségi meghatarozasra tobb altalanos eljaras is a ren-
delkezéstinkre all, mint a kilsé vagy bels6 standard
alapu kalibracidé, esetleg standard addicié. Tovabba, a
stabil izotdpjelzett komponensek névekvé elterjedé-
sével szélesedik azon vegylletek kére, melyek meny-
nyiségi értékelése az un. izotdphigitdsos moddszerrel
nagy bizonyossaggal valdsithatd meg. A pontosan egye-
z0 dupla izotophigitdsos mddszer az izotéphigitasos
tomegspektrometria egyedi alkalmazasa szerves vegyl-
letek meghatarozasara. A médszer egyik f6 alkalmaza-
si terllete a korvizsgalati mintak referencia értékeinek
meghatarozasa. Az eljaras lényege, hogy a tesztmintat
és a kalibraciéos mintat, melyekben mért izotép arany
pontosan megegyezik, egy szekvencian belll felvalt-
va injektaljuk tobbszoér egymas utan a készllékbe. Az
izotép aranyok aranyaibdl egy atlagszamitast kovetden
egyszerlien szamithaté a célkomponens koncentracio-
ja a mintaban. A pontosan egyez6é dupla izotophigita-
sos tdmegspektrometria (exact-matching double isotope
dilution mass spectrometry) nem rutin analitikai eljaras,
célja nem a gyorsasag, hanem a célkomponensre kidol-
gozott analitikai mddszer pontossaganak novelése a mé-
rési bizonytalansag csokkentése révén.

www.gen-lab.hu

Kulcsszavak: Izotophigitasos tomegspektrometria;
LC-MS; GC-MS; Korvizsgalat; Referencia érték

Roviditések: EMD-IDMS: Pontosan egyez6 dupla izo-
tophigitasos moddszer (exact-matching double isotope
dilution mass spectrometry); EURL for Mycotoxins:
Eurdpai Unié Mikotoxin Referencia Laboratériuma (Euro-
pean Union Reference Laboratory for Mycotoxins); GC-
MS: Gazkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria
(Gas chromatography - mass spectrometry); IDMS:
Izotophigitasos tomegspektrometria (Isotope dilution
mass spectrometry); IR: Izotop arany (isotope ratio);
ISTD: Bels6 standard (internal standard); LC-MS: Fo-
lyadékkromatografidval kapcsolt toémegspektrometria
(Liquid chromatography - mass spectrometry); LOQ:
Meghatdrozasi hatar (Limit of quantification); MS:
Tomegspektrometria (Mass spectrometry); MRM: Anya-
ion - lednyion mdéd (multiple reaction monitoring); MS:
Tomegspektrometria (Mass spectrometry); MS/MS:
Harmas kvadrupol rendszer( tandem tomegspektrometria
(Triple quadrupol tandem mass spectrometry); R’: Izo-
top aranyok aranya; R’ : Izotdp aranyok aranyainak
atlaga

Bevezetés

A rutin analitikai feladatokat ellatdé laboratériumok sza-
mara a koérvizsgalatokban valé részvétel nagy fontossag-
gal bir, mivel a laboratérium adott vizsgalatra vonatko-
20 teljesitéképessége a korvizsgdlati eredményekkel is
jellemezhet6. A korvizsgalat tervezése, lebonyolitasa és
értékelése ezért a szervez6 laboratériumra egy komoly
és felelGsségteljes feladatot rd, amely a nagyfoku szer-
vezési és korszer(i méréstechnikai eszk6zok alkalmaza-
sat kivanja meg. A szervez6 laboratérium feladatkoré-
be tartozik a minta homogenitdsanak és stabilitasanak
igazoldsa, illetve a mintahoz hozzarendelt érték megha-
tarozasa is.

A korvizsgalati mintak hozzarendelt értékeit tobbféle-
képpen is meghatarozhatjuk, példaul a beérkezett ered-
mények robusztus atlagaként (konszenzusos érték) a
statisztikailag szignifikansan eltér6 értékek (outlier) ki-
zarast kovetéen. A konszenzusos értéken alapulé meg-
hatarozasnal viszont csak statisztikai eszk6zokkel tudjuk
igazolni, hogy az atlag szamitasabdl kizart laboratoriu-
mok nem megfeleléek. Ellenben az is el6fordulhat, hogy
pont a kizart laboratériumok adtak jo eredményt, igy
a hozzarendelt érték megadasa referencia értéken ke-
resztil megbizhatobb lehet. Ez utdbbi esetben a szer-
vezO laboratorium a sajat mérései alapjan hatarozza
meg a mintahoz hozzarendelt értéket, amit referencia
értékként definialnak. Jelen kézirat a referencia érték
egyik legpontosabb meghatarozasi médjat mutatja be.

A korvizsgalati mintédk referencia értékeinek folyadék-
kromatografidas — tomegspektrometrias (LC-MS) meg-

23



hatarozasa szerves célkomponensek esetén izotéphi-
gitdsos toémegspektometridval (isotope dilution mass
spectrometry, IDMS) valosul meg, ha létezik a célvegyi-
let stabil izotdp jelzett analégja, ami bels6 standardként
(internal standard, ISTD) hasznalhaté a mérés soran.
Az LC-MS technika a népszerliségét annak kdszénheti,
hogy a kromatografids elvalasztast a nagyszelektivitasu
tomegspektrometrias detektalassal (mass spectrometry,
MS) 6tvozi, mely a célvegyulletek analizisét még a nagy
komplexitasi matrixokban is lehetévé teszi. A kapcsolt
technika hatranya, hogy az MS célkomponsekre adott
analitikai valaszjelét az analatokkal egy id6ben elualédd
matrix komponensek jelent6ésen befolyasolhatjak.
Ugyanis koellcio esetén az ionforrasban a matrixot al-
koto vegylletek a célkomponensek ionizacidjat részle-
gesen vagy teljesen elnyomhatjak, esetleg felerdsithetik
azt, melynek mértéke mintardél-mintara valtozhat, igy
a modszer pontossaga torzul. Az IDMS elénye, hogy a
mintahoz adagolt izotdpjelzett standard, ami a célvegy-
lett6l csak az izotdpjelzésben kulonbozik (2H, 3C, *N),
idedlis esetben milliszekundum pontossaggal azonos id6-
ben eludlédik a célvegyllettel és a célkomponenst ért
matrixhatast kompenzalja. Mivel a célvegyliletet és az
annak analdg izotopjelolt szarmazékat ugyanaz a mat-
rixhatas éri az egyluttes ellciéo kévetkeztében, igy ana-
litikai valaszjeleik (kromatografids csucsterlleteik) ha-
nyadosa, az izotop arany (ion ratio, IR) a matrixhatastol
fuggetlen lesz (1. képlet).

1. képlet

IR = Acélkomp/A'

jelolt STD

ahol,
IR: izotép arany

A : a célkomponens kromatografids cslcsterilete.

célkomp *

Asr sot @2 analég izotopjelélt standard kromatografias

csucstertlete.

IDMS esetén minden mintdhoz azonos mennyiségl ISTD
van adagolva, igy normal IDMS-t alkalmazva a kalibra-
abrazolt izotop aradnyokbdl adddik. Hatranyként jelent-
kezik, hogy tobb nagysagrendeket atfogd kalibracional
(pl.: 103) az alacsonyabb kalibracids pontoknal mért
kisebb izotop aranyokat az ISTD torzithatja, ha az al-
kalmazott ISTD kismennyiségben tartalmaz nem jeldlt
célkomponenst is. Ezenfelll, a célvegyllettel kozel egy
analdg standard a nem jelzett komponens jelét a jelent6s
koncentracio kulonbség miatt negativan is befolyasolhat-
ja az ionforrasban bekdvetkezd ionelnyomas miatt. Az
utobbi esetben az ISTD Ugy viselkedik, mint egy jelentds
mennyiségben jelenlévé matrixalkotd, ami hasonld pro-
tonaffinitassal bir, ha pozitiv ionizacids modban mérink,
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mint a nem jelzett célkomponens [1]. Ezen problémak
kikliszob6lhet6k a pontosan egyezd dupla izotéphigita-
sos tdmegspektrometria (exact-matching double isotope
dilution mass spectrometry, EMD-IDMS) alkalmazasaval.

Napjainkban a mikotoxinok jelenléte a mez6gazdasa-
gi terményekben vilagszint(i problémat jelent, ezért a
egyre novekvl igény mutatkozik. Az izotopjelzett kom-
ponenseket forgalmazo cégek igy elsék kozétt a stabil
13C jelzett mikotoxin standardok széleskorl elérhet6sé-
gét biztositottak. Ezaltal lehet6ség nyilt az EMD-IDMS
teljes kor(i alkalmazasara. Ugyanis az EMD-IDMS alkal-
mazhatdsaganak feltételei {(i) megfeleld készilék, (ii)
jOol meghatarozott mérési mddszer a célkomponens mé-
résére a tesztmintabdl, (iii) referencia anyag, (iv) vak-
minta, (v) stabil izotopjelzett STD} kozlil az izotdpjelzett
STD elérhetOsége a legsziikebb keresztmetszett.

Az EMD-IDMS moddszer elve

A mddszer alkalmazasa soran a tesztminta mennyiségi
értékelését matrixra illesztett egy-pontos kalibracioval
végezzUk. A kalibracidés pontban mért izotoép arany ,pon-
tosan egyezik” a tesztmintaban mért izotép arannyal. A
tesztmintat és a kalibraciés mintat egy szekvencian belll
tobbszor, felvaltva injektdlva a késziilékbe, a mUszeres
mérésbdl adddd véletlenszerl hibdk mértéke nagyban
csokkenthetd. Igy nd a pontossag és redukalddik a mé-
rési bizonytalansag [2, 3].

Az EMD-IDMS alkalmazhat6saganak feltételei

Az EMD-IDMS kapcsolt technikat igényld kvantitativ mé-
rési modszer, ami lehet gazkromatografiaval vagy folya-
dékkromatografidaval kapcsolt témegspektrometria (GC-
MS, LC-MS). Mivel mennyiségi meghatarozdson van a
hangsuly, a harmas kvadrupol alapu tomegspektrométer
(MS/MS) alkalmazasa lehet a legmedfelel6bb, ami a
rendszer nagyfoku érzékenységre és szelektivitdsara
vezethet6 vissza. A méréshez elengedhetetlentl szliiksé-
ges a célkomponens adott matrixra kidolgozott robusz-
tus analitikai modszere, ami teljesiti a lefektetett ming-
ségbiztositasi elvarasokat. Ezen felll Iényeges, hogy ne
csak adagolt (spike), hanem valddi szennyezést tartal-
mazé (incurred) mintakra is pontos eredményt adjon az
eljaras. Ez utdbbi azért is bir nagy fontossaggal, mert a
gyakorlatban sokszor Iényeges kiilonbség lehet egy ada-
golt és egy valddi szennyezést tartalmazé minta kozott.
Mig a valddi mintak esetén a célkomponensek a sejtek
kozti porusokban helyezkednek el, addig az adagolt min-
tak a fellletliikon tartalmazzak a célvegylleteket. Ezért
Iényeges az adott méréséi modszer hatékonysaganak
ellendrzése és igazolasa korvizsgalati ill. hitelesitett re-
ferencia vagy kontroll mintak analizisével. Alternativ
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megoldasként szabvany moddszerek is alkalmazhatdk,
melyek analitikai teljesitményjellemz6i laborok kozotti
validalason alapul, de napjainkban még csak kevés sza-
mu LC-MS és GC-MS szabvanymoadszer érheto el.

Egy adott komponens mennyiségi értékelése nem végez-
hetd el referencia anyag nélkll. Ez esetben a referencia
anyag a célkomponens megfelel6 tisztasagu analitikai
standardja, melynek bizonytalansaga ismert, azaz do-
kumentalt. Az analitikai standardok egy részének tisz-
tasdaga nem mindig egyezik a tanusitvanyokon szerepld
értékkel, ezért célszerl a referencia anyag torzsoldata-

s

illetve a standard oldat bizonytalansagat meghatarozni.

Mivel az EMD-IDMS az izotop aranyok mérésén alap-
szik, az izotopjelzett analdég, melynek jellege meghata-
rozd, nélkulézhetetlen az eljarasbél. Bar szamuk egyre
novekszik, még mind a mai napig csak kevés vegyu-
let stabil izotdpjelzett valtozata érhetd el kereskedelmi
forgalomban. A kort tovabb szlkiti, hogy a deutérium
(?H) jelzésli standardok nem preferaltak. A deuteralt
standardok polaritdsa a deutérium szam fliggvényében
egyre jobban eltér a nem jelzett célvegylulettél (1. abra).
Ennek oka a C-H és C-?H kotés eltér6 polaritasara vezet-
het6 vissza. A polaritas kilénbség miatt a célkomponens
retenciéja nem fog milliszekundum pontossaggal egybe-
esni az izotdpjelzett analdggal és igy az IDMS lényege
részben elveszik, a célvegylletet és a hozzatartozé jelolt
standardot az ionforrasban nem ugyanaz a matrixhatas
éri minden pillanatban. A 13C jelzett vegylleteknél ez a
probléma nem jelentkezik, igy a '3C jelzett standardok
a legmegfelel6bbek az IDMS-hez, viszont napjainkban
csak korlatozott vegyllet esetén érhetdek el.

Az 1. abra a célvegylilet és annak izotopjelolt analdgja-
nak retencios id6klilonbségét mutatja a deutériumszam
figgvényében. Az 1.A abran a dimetridazole (DMZ) és
a dimetridazole-[?H], (DMZ-d,) MRM kromatogramjai
lathatéak. A retenciés id6 kulonbség 0,059 perc a
célkomponens (142,3 > 96,3 m/z) és az ISTD (145,3 >
99,3 m/z) kozobtt. Az 1.B abran a penicillin G és a peni-
cillin G-[2H], (Pen-G-d,) MRM ionatmenetei lathatéak, a
retencids id6 kilonbség a jel6letlen (335,1 > 176,1 m/z)
és jel6lt (342,2 > 183,3 m/z) vegylilet kézott 0,086 perc.
Az 1.C abran a trimetoprim (TMP) és a trimetoprim-[2H],
(TMP-d,) MRM kromatogramjai lathatdak. A retencids idd
kulénbség 0,089 perc a célkomponens (291,2 > 230,4
m/z) és az ISTD (300,3 > 234,2 m/z) kozott. A példak
jol demonstraljak, hogy a molekulaba bevitt deutériumok
szamaval n6 a polaritasbeli kilénbség és igy a retencids
id6beni kilonbség is a célvegyllet és az analdg ISTD ko-
z0tt. Az alsé kromatogram (1.D abra) a citrinin (281,2
> 205,1 m/z) és a 3C13-citrinin (294,1 > 216,9 m/z)
iondtmeneteit mutatja. A célkomponens és 3C jelzett
analdgja milliszekundum pontossagra egyitt eludlodik,
a 120 milliszekundumbeli eltérés a retencidoban az MS/
MS detektorban beallitott dwell time-mal egyezik meg.
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1. abra: A retencids id6 kulonbségek valtozasa az izotdpjelzés fliggvényében.

Rz 7,515 perc

| DPZ-d3 1453 > 99, I m/x

RE 7,574 perc
DMZ 142,71 » 96,1 mfz

Ht: 15,5696 par
PEN-G-dF 342,2 » 183,3 m/x

Rt 15,782 perc
PEN-G 335,15 176,1 myfz

Ritz 3,082 perc

TRP-9 300, 3 » 234, 2 myfz

L] -

Y RE: 4,001 perc
TMP 251,72 > 230,38 mfe

ALz 9,357 perc

13C13-CIT 204,14 » 169 mfa

Ri: 5,355 pere
CIT 281, = 205,4 mfz

Az EMD-IDMS mérés kivitelezése

A ,pontosan egyezés” akkor valésul meg, mikor a teszt-
mintaban mért izotép arany (IR__,) megegyezik a kalib-
raciés mintaban mért izotép arannyal (IR, ) [4]. Ezaltal
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az izotdp aranyok aranyai (R’), amit a 2. képlettel sza-
mitunk, 1 lesz.

2. képlet

R" = IRteszt/IRkaIib

ahol,

R’: az izotép aranyok aranyai.

IR __ : a tesztmintéaban mért izotdp arany.

teszt®

IR _,,: a kalibraciés mintaban mért izotop arany.

A gyakorlatban ez azt jelent, hogy a kalibracids ponthoz
tartozo koncentraci6 megegyezik a tesztminta koncent-
teti: tesztmintat, ami a célkomponenst természetes ere-
detl szennyezésként tartalmazza, szamolt mennyiségl
izotopjelzett standarddal higitjuk. A kalibraciés mintahoz
egyez6 mennyiségl jelzett standardot adagolunk és sza-
molt mennyiségli referencia anyagot adunk még hozza.
A két mintat (tesztminta és kalibraciés minta) az elo-
készitést kovetéen mliszeresen tobbszor, felvaltva injek-
taljuk a GC- vagy LC-MS/MS-be. A célkomponens és az
izotopjelzett standard valaszjeleinek aranyat (1. képlet
alapjan) szamoljuk. Ha a szarmaztatott izotép aranyok
értéke megegyezik, akkor a ,pontosan egyezés” esete all
fenn és az R’ értéke 1 lesz.

Ehhez viszont ismerniink kell a tesztmintdhoz és a ka-
libraciés mintdhoz adagolandé izotdpjelzett standard és
a referencia anyag mennyiségét, melyek pontos értékét
el6zetes mérésekbdl kell meghatarozni.

2. abra: Az EMD-IDMS kivitelezése. Az izotdp aranyok aranya (R’) a tesztmintaban|

és a kalibraciés mintaban mért izotdp aranyok (IR) hanyadosaként adddik.

Teszt vak
minta minta
Izotap Izotép__ |, Ref.
jelélt ? jelélt 1 anyag
STD 3 5TD
Minta- Minta-
elbkészités Flokeszites

L3

Analizis |

IR IRy

test

+
Az izotép aranyok

Analizis |
R'= IRy )/ TRy = 1

aranya:

Els6ként az izotdpjelzett standard azon mennyiségét
kell meghatarozni, mellyel a tesztminta és a kalibracios
minta higitasra keril majd (3. abra). A célkomponens
becslilt koncentracidja a tesztmintaban ismert (pl.: a
homogenitas vizsgalatbdl vagy el6zetes sz(iromérésbdl).
Ennek a koncentracionak a fliggvényében el kell donteni,
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hogy milyen IR értéket kivanunk beallitani a tesztmin-
taban. Ideadlis esetben az izotép aranyt 1-re allitjuk, de
magas szennyezettség esetén az IR értéke lehet akar
2; 5 vagy 10 is, mert az jelzett standard térzsoldata-
nak koncentraciéja hasonlé vagy kisebb, mint a minta
szennyezettsége (pl.: fumonizin toxinok esetén). A ma-
gasabb izotop arany nem jelent problémat, mert mind a
tesztmintaban, mind a kalibraciés mintaban ugyanaz az
arany kertl beallitdsra. A tesztmintat a szamolt mennyi-
ségli izotdpjelzett standarddal adagoljuk (normal IDMS)
és az analizist kovetéen meghatarozzuk az izotép aranyt.
Ha a szamolt mennyiségl izotopjelzett standarddal nem
sikeril a kivant izotop aranyt beallitani, akkor addig kell
a jelzett standard mennyiségét valtoztatni, mig a vart
értéket el nem érjuk (3. abra). Ez minden esetben egy
Uj minta, ill. mintak el6készitésével és adagolasaval jar.
3. EIcH Az standard meghatarozasa

izotopjeldlt mennyiségének

Az izotop arany a jeldletlen (nativ) célkomponens és a jeldlt standard teriileteineK
hanyadosaként adddik.

Teszt
minta

Izotop
jelolt »
STD . ]
Minta
elokészités

w

Analizis |
IR = A,mw,.".ﬁ.j...t,,., STD

Izotbp
arany (IR)

Miutdn meghataroztuk az izotéphigitashoz sziikséges jel-
zett standarddal mennyiségét a cél izotdép aranyhoz, ak-
kor a kalibraciés mintahoz adagolandé referencia anyag
mennyiségét kell kimérni Ugy, hogy a kalibraciés minta-
ban kapott IR megegyezzen a tesztmintaban beallitott
értékkel (4. abra). A matrixra illesztett kalibracidhoz
hasznalandoé vak mintat higitjuk az el6zéleg a tesztmin-
tanal kimért mennyiségl izotopjelzett standarddal, majd
szamolt mennyiség(i referencia anyaggal adagoljuk a vak
mintat (forditott IDMS). Az elGkészitést kovetéen mérjlik
az IR-t. Ha nem a kivant izotdp aranyt kapjuk, akkor egy
Uj kalibracidos mintanak az elGkészitése szlikséges, amit
ugy adagolunk referencia anyaggal, hogy az IR értéke a
tesztmintanal beallitott érték legyen. A méréseket a vart
IR érték eléréséig folytatjuk.

A modszerben egyszerre van jelen a normal és a fordi-
tott IDMS (3. és 4. abra), ezért nevezzik az eljarast
dupla izotophigitdsos modszernek [2]. Az izotdpjelzett
standarddal és a referencia anyag mennyiségének kimé-
rését kovetéen hatarozhatjuk meg a tesztminta pontos

s

tesztmintat és a kalibraciés mintat. Mindkett6t higitjuk
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a meghatarozott mennyiségl izotdpjelzett standard ol-
dattal, valamint a kalibracids mintahoz a szamolt meny-
nyiségl referencia anyag oldatat is adagoljuk. Az oldé-
szer elparolgatasat kovetéen elbkészitjuk a mintakat a
mUszeres analizishez (2. abra). A mintakban mérjik az
IR-ket és egyezés esetén a tesztminta pontos koncentra-
cidja egy egyszeri( képlettel szamithato [2].

4. dbra: A referencia anyag mennyiségének meghatarozasa.

Az izotop ardny a jeldletlen (nativ) célkomponens és a jelolt standard terlleteinek|
hanyadosaként adodik.

Vak
minta

Izotop
jelot———

s5TD

Ref.
anyag

Minta-
eldkeszités

v

Analizis
i IR = Apjadiv/ Ajelsitsto

Izotop
arany (IR)

A tesztminta koncentraciéjanak meghatarozasa

Az EMD-IDMS lényege, hogy a tesztmintat és a
kalibracios mintat tébbszor, egymast felvaltva injektaljuk
a készlilékbe. Ezaltal gyakorlatilag parokat képzlnk az
injektalasok soran: elsd, masodik, harmadik, stb. (1.
tablazat). Minden injektalasbdl meghatarozzuk az izo-
téop aranyt a kalibracids mintdban és a tesztmintaban,
majd kiszamitjuk az egyes parokban az izotép aranyok
aranyait (R’). Az izotop aranyok mérésének precizitasa-
tol figg6en a gyakorlatban 5 — 10 par mérése szlikséges.
Az 1. tablazat 6 parbol mutatja a tesztminta koncent-
racidjanak meghatarozasat. A mennyiségi értékeléshez
szlikséges izotop aranyok aranyainak atlagat (R’,,.) a
parokbol adédo R’-6k atlagolasaval kapjuk. A minta kon-
centraciojat ezek utan Breidbach és Ulberth képletével
szamolhatjuk (3. képlet) [2]:

3. képlet
) s
o —w my ;m, R'atlag
X,i~ "z
My My,
ahol,

w,, = A célkomponens koncentracidja [ug/kg] az i-edik
mintaban.

w, = A célkomponens koncentracidja [ug/kg] az referen-
cia anyag oldataban.

m,. = A kalibraciés mintahoz adott referencia anyag ol-
datanak tomege [mg].

m,, = A kalibraciés mintahoz adott jelzett standard olda-
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tanak témege [mg].

m,, = Az i-edik mintahoz adott jelzett standard oldata-
nak témege [mg].

m,, = Az i-edik minta tdmege [mg].

Rimg = Az izotop aranyok aranyainak atlaga.

A jelzett standard oldatanak koncentracidéja nem szerepel
a képletben, ismerete az altal valik masodlagossa, hogy
mind a tesztmintanal, mind a kalibraciés mintanal egy-
forma mennyiségli és koncentracidju jelzett standardot
tartalmazo oldatot adagolunk ugyanazon mennyiségl
célkomponenshez. Igy az izotépjelzett standard oldata-
ban levé jeldletlen célkomponens mennyisége a mintak-
ban mért IR-eket egyforman befolyasolja és az R’ ezal-
tal fliggetlen a jelzett standard oldatanak célkomponens
tartalmatol.

1. tablazat: Az izotdp aranyok aranyainak (R’) és atlaganak (R’atlag) szamitasa.

R'éllag =
R’ = IR / (R'1 + R’
Szekvencia Injektalas IR + R+ RSD%
IR teszt R+ Ii' 4
kalib 4 5
R') /6
Kalibracids R =
i 1
minta 1. 0,98765  ( 98765/0,96587
Tesztminta 0,96587 = 1,02255
Kalibracids R =
i 2
minta 2, 1,02354 ;1 53354/1,00214
Tesztminta 1,00214 = 1,021354
Kalibréciés R =
i 3
minta 3. 0,99658  ( 99658/0,97856
Tesztminta 0,97856 = 1,018415
Kalibracids R =
i 4
minta a. 0,96877  4,96877/0,97001
Tesztminta 0,97001 = 0,998722
Kalibracids R =
i 5
minta 5. 1,10214 4 30214/1,05554
Tesztminta 1,05554 = 1,044148
Kalibréciés R =
i 6
minta 6. 0,97895 0 %7895/0,99874
Tesztminta 0,99874 = 0,980185
1,014229 2,2

A mérési hiba szamitasa

A moddszer mérési bizonytalansagat a 3. képletben sze-
repld tényezék mérésébol adodo hibak adjak.

A mennyiségi értékeléshez szlikséges 6 paraméter kozl
4 tomegmérés, amit ha analitikai mérlegen végziink, a
tomegeket tébbszér megmérve, akkor a tomegmérésbdl
adodd hiba nagysagrendekkel kisebbnek adodik, mint a
masik két tényezd (referencia anyag oldata és az R jiag)
bizonytalansaga. Mig a referencia anyag bizonytalansaga
adott, addig az R’,,, hibaja az izotép aranyok precizebb

mérésével csokkenthetd. Az R, a parokbdl ad6do R’
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atlagaként szamolhaté (1. tablazat). Fontos, hogy az R’
értékek szorasa is meghatarozasra keriljon. A gyakorlati
tapasztalat azt mutatja, hogy egy mérés akkor megfele-
16, ha az R’ értékekbdl szamolt relativ szoéras értéke nem
haladja meg a 3%-ot.

Minden tényezd, ami noveli a jel/zaj aranyt, egyben no-
veli az izotdp aranyok precizitasat. Azaz minél nagyobb a
jel, annal stabilabb és jobban reprodukalhaté. A jelinten-
zitas novelését tébb mddon is elérhetjliik. Példaul, ha nem
higitjuk tulsadgosan meg a mintat és igy a célkomponens
koncentracidja a tesztminta injektalt oldataban nem lesz
tul kicsi. Napjainkban egyre gyakoribb az un. ,dilute and
shoot” modszer alkalmazdsa a célvegylletek meghata-
rozasara, ami a készlilékek folyamatosan novekvo érzé-
kenységére vezethetd vissza. Az eljaras soran a minta
extrakciojat kovetéen az extraktumot higitjuk (dilute) és
a mintatisztitasi 1épést (clean-up) elhagyva injektaljuk
(shoot) a mintat a készulékbe. Ilyenkor célszer(i a mintat
nem tulzottan meghigitani; viszont az extrakcional figye-
lembe kell venni, hogy az extrakciés oldészer / minta
arany ne legyen tul kicsi, mert az negativan befolyasolja
az extrakcié hatasfokat. Ellenben, ha a higitassal csok-
kenteni tudjuk a célvegylletet éré matrixhatast (ionel-
nyomast) az ionforrasban, akkor jelentOs jelintenzitas
novekedést érhetlink el. Redukalhatjuk az ionelnyomas
mértékét szelektiv kromatografias elvalasztassal, eset-
leg tébb dimenzids (ortogonalis) elvalasztassal is [2].
Megfelelé mintatisztitasi lépést alkalmazva a matrixbdl
szarmaz6 komponensek szama/koncentracidja szintén
redukalhatd, ami ugyancsak jelintenzitas novekedéséhez
vezethet, mivel csokken a célkomponensekkel interferald
dwell time (akar 20 ms) alkalmazasa ugyan csokkenti
a jel/zaj aranyt, viszont a jel reprodukalasat noveli és
integralhatosagat javitja azaltal, hogy tobb mintaveé-
teli pont fogja reprezentalni a kromatografids cstcsot.
Minden tovabbi méréstechnikai eszkdz, amely az IR-ek
mérésének precizitasat noveli, az az EMD-IDMS mérési
bizonytalansagat csokkenti. A mérési bizonytalansagot
Breidbach és Ulberth szerint az 4. képlettel szamithat-
juk [2].

4. képlet
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A modszer alkalmazasa

Az EMD-IDMS egy kivalé méréstechnikai eljaras korvizs-
galati mintak referencia értékeinek meghatarozasara, ha
a célvegyllet stabil izotopjelzett analdgja elérhets. Az
Eurdpai Unid Mikotoxin Referencia Laboratériuma (EURL
for Mycotoxins, Geel, Belgium) altal szervezett korvizs-
galatokban a referencia értékek ezzel a modszerrel ke-
rilnek meghatarozasra [4-6]. A 2015-06s korvizsgalat
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soran természetes eredetli szennyezést tartalmazd vo-
ros rizsben kellett citrinin tartalmat mérni két szinten
(alacsony/magas) [6]. A referencia érték meghataroza-
sahoz egy napon hat parhuzamos mintat kell mérni és a
mérések atlaga adja a hozzarendelt értéket.

A magas citrinin tartalmd mintanal az izotép aranyok 11-
re voltak bedllitva. Az izotép aranyok mérését koveto-
en az R’-6k szamithatok és az R'-0k atlagaként az R’ ..
Az R’,,., €rtéke a magas szennyezettségli minta esetén
1,02695 volt és relativ szérasa 2,19%, tehat kisebb, mint
3%. Az elsé minta koncentraciéja a magas koncentracio
szintd mintak kozil 1114 + 10 pg/kg-nak adodott. A hat
parhuzamos minta atlagabdl szamitott referencia érték a
magas citrinin tartalmua korvizsgalati mintara 1142 + 23

Mg/kg [6]. A mddszer mérési bizonytalansaga tehat 2%.

Az alacsony citrinin tartalmu korvizsgalati minta a
meghatarozasi hatar kornyékén (LOQ ~10 pg/kg) tar-
talmazta a citrinint. Az R, ~értéke az els6 alacsony
szennyezettségl minta esetén 0,99943-nak adoddott,
relativ szérasa 3,21%-nak (tehat nagyobb, mint 3%),
ami az alacsony koncentracioval, a meghatarozasi hatar
korili méréssel magyarazhatd. A jel/zaj értéke alig volt
nagyobb 10-nél, igy a jelek reprodukalhatosaga alacso-
nyabb volt, mint a magas citrinin tartalmd minta ese-
tén. Az alacsony citrinin tartalmd minta esetén az els6
mintara szamolt koncentracié 12,7 + 0,56 ug/kg volt, a
hat minta atlaga pedig 13,8 + 1,06 ug/kg [6]. A méré-
si bizonytalansag igy 7,7% az alacsony citrinin tartalmu
mintara. A példa jol mutatja, hogy az EMD-IDMS hibaja a
jel/zaj viszonytdl nagymértékben fligg. A magas citrinin
tartalmd minta két nagysagrenddel nagyobb koncentra-
ciéban tartalmazta a citrinint és a mérési bizonytalansag
negyed akkora volt, mint az alacsony tartalmu mintaban.
Az LOQ szinten mért 7,7%-0s meérési bizonytalansag
ugyanakkor az alacsony koncentracié szinthez képest
nem szamit jelentésnek.

Az EMD-IDMS eldnyei

Mig az EMD-IDMS nem soroland6 a rutin analitikai eljara-
sok kozé, addig a normal IDMS a minden napi analitikai
gyakorlat targyat képezi. Ennek ellenére az EMD-IDMS
hasznalata elény6sebbnek bizonyulhat, ha az alkalma-
zasahoz szlikséges feltételek adottak. Az egy-pontos ka-
libracidbol kifolydlag az alacsonyabb és magasabb kalib-
récios szintek pontosséga nem befolyasolja a tesztminta
értékelését. Tovabba, a tesztmintaban mért izotép arany
egyezik a kalibraciés mintaban mérttel, ezaltal az izo-
topjelolt standard oldatanak koncentracioja csak masod-
lagos. Mig normal IDMS esetén a kalibraciés pontok és
a tesztminta altalaban kétszer kertl injektalasra, addig
az EMD-IDMS esetében ez az érték akar 5 — 10 kozott is
valtozhat, ami a miszeres mérésbdl adodo véletlen hiba
mértékét csokkenti.
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Mikotoxin analizis soran elég gyakori, hogy egy adott
minta el6készitése tobb |épésbdl tevddik dssze, melyek
soran az egyik lépésben higitjuk, a kovetkez6ben pedig
dusitjuk a mintat. Normal IDMS esetén ezek a |épések
gyakran szamitasi hibakhoz vezethetnek, mivel maga a
kalibracio matrixot nem tartalmazo tiszta olddszerben
készul. Az EMD-IDMS eljarast alkalmazva viszont nem
kell se a higitasokat se a dusitasokat figyelembe venni a
minta értékelése soran, mert a tesztminta és a kalibraci-
0s minta is ugyanazon az el6készitésen megy keresztil.
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Idén Osszel, oktober 4-6 kozott keriil megrendezésre a XIX. EuroFoodChem konferencia, mely egy
kétévente megrendezésre keriil6 nagy hagyomanyokkal rendelkezé eurépai konferenciasorozat része,
mely az élelmiszertudomany és élelmiszerkémia alabbi Gjdonsagaira 6sszpontosit:

- Elelmiszerésszetevok kémiai kolcsénhatasai
- Tarolas soran bekovetkez6 kémiai valtozasok
- Bioaktiv 6sszetevik és mikrotapanyagok
- Aromak, szinezékek és adalékok
- Funkcionalis élelmiszerek és 6sszetevok
- Uj élelmiszerek és nano-6sszetevék
- Elelmiszer hamisitas és nyomon koévetés
- Uj élelmiszerkémiai és analitikai moédszerek

Varjuk szeretettel jelentkezését akar hallgatoként, akar el6adoként!
Részletek és jelentkezés: http://www.eurofoodchem2017.mke.org.hu/

Meghosszabbitott el6adas bejelentési hatarido!!!
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Harc az eluensgozok
ellen

Keresztfalvi Alex
Polinvent Kft.
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A folyadékkromatografias gyakorlatban kilonosen fon-
tos az egyes modulok (automata mintaadagold, kroma-
tografias oszlop(ok), detektor(ok)) kozotti csatlakozasok
szivargasmentes, tokéletesen zart adllapotanak biztosita-
sa, valamint annak folyamatos figyelése. Erdemes azon- |
ban ezt a figyelmet kiterjeszteni az eluenses livegekre,
illetve a detektorokat elhagyo, féléslegessé valt hulladék 4
oldészerelegyre is. Ezek az illékony, tébbnyire alacsony
forrasponttal rendelkezd jellemz6en szerves olddszerek '
konnyedén elparolognak, kiparolognak a tarold/gyjtd
edényeinkbdl, ha azok nincsenek megfeleléen lezarva.
Igy a laborleveg6 is egyre szennyezettebbé valik. Ezt a
problémat hivatottak orvosolni az elsé és masodik abran
lathatd biztonsagi kupakok.

1. dbra: biztonsagi kupakkal zart eluenstartd

Az 1. abra egy eluenses Uveget zard biztonsagi kupakot
mutat. A piros kupakba épitett fehér teflon témbnek két
nyilasa van: az egyiken tavozik a mozgofazis, a masikra
pedig egy olyan zaro szelep van csatlakoztatva, ami a le-
vegot beengedi és szalld por tartalmat megsz(ri, viszont
az eluens gbézoket az Gvegben tartja. :
A 2. abran |évo biztonsagi kupak a HPLC legutolsd, nyi-
tott pontjat, az edényzetet zarja.

Ennek felépitése hasonldé az eluenstaroldé edénynél hasz-
nalt biztonsagi kupakhoz, azzal a kulénbséggel, hogy
itt az egyik csatlakozon keresztll befolyik a hulladék, a
masik, kimeneti oldalon pedig az eluensg6zok kétédnek
meg egy kifejezetten erre a célra kialakitott adszorbens ..
toltettel rendelkez6 szlir6n. A gyartdé mérési adatai alap-

jan a 2. abran lathatd sz(lir6t, (illetve az 1. abran lat-

hatd zar6 szelepet is) javasolt megfelel6 idokozonként
cserélni (eluens szlir6t 6 havonta, ezt a tipusu szlro6t
mely 25-30g adszorbenst tartalmaz 3 havonta).

Kivancsiak voltunk arra, hogy a sz{r6é a harom hdnap

alatt valéjaban mennyi anyagot képes megkotni, ezért a
felszerelést kovetéen hetente egyszer, négy tizedes pon-
tossagu analitikai mérlegen megmértik a sz(iré téme-
gét. A mérési eredményeket a 3. abran lathaté diagram
abrazolja. A folyadékkromatografias mérések soran féleg
muUanyagipari monomereket és polimereket vizsgaltunk
méretkizarasos kromatografiaval, ennek megfeleléen a
hulladék jelentOs részét HPLC minGségli tetrahidrofuran
(késObbiekben THF) alkotta. A kevés maradék részt szin-
tén HPLC minGségli acetonitril és ultranagy tisztasagu
viz tette ki, ez id6 alatt volt, de kis szamu forditott fazisu
meérés is, illetve kis mennyiségben izopropil-alkohol és
diklérmetan, az automata mintaadagol6 és a detektorok
tisztitasabdl adodoan.

A vizsgalt idészak alatt mindossze csak egyszer kellett
hulladékgylijté Uveget cserélni, 0sszesen korillbelll o6t
liternyi hulladékeluens keletkezett. Az egymast kovetd
két Uveget természetesen ugyanaz a sz(r6 zarta. A la-
boratérium éjszakai és nappali h6mérséklete 21 - 24°C
kdzott ingadozott.

A sz(r6 tiszta, kiindulasi tomege a hulladékgylijté Gveg-
hez csatlakoztataskor, azaz 2016. oktober 13-an 81,8372
g volt. Ekkor az liveg mar tartalmazott kis mennyiségl
(~100-200ml) THF hulladékot. A HPLC m(ikodése koz-
ben percenként egy milliliter hulladék olddszer kerilt a
gy(ljtébe. Ugyan az Gnnepek elétt megtelt az elsd liveg,
és lecseréltlik a masodikra, de gondoskodtunk réla, hogy
abba is kerlljon hulladék, igy a sz(ré szilveszter napjan
is ,dolgozhatott”.

Mar az els6 par hétben kirajzolddni latszott a telitési gor-
be, maris 1-2 szazalékkal novekedett az 6ssztomeg. A
harom honap leteltekor jol lathatéan a gorbe telitésbe
hajlott és 2017. januar 13-an a végeredmény 4,88 sza-
zalékos témegnovekedés (81,8372 grammrdl 85,8347
grammra), ami kozel négy gramm megkotott eluensgozt
jelent.

A harom hoénap tesztidészak utan kezdtiink bele na-
gyobb oldoszerigényl mérésekbe, de ennek ellenére
tovabb hagytuk a szlrét a hulladék Gvegeken, mert ki-
vancsiak voltunk az esetleges tovabbi terhelhetéségére.
Az igénybevétel itt mar intenzivebb lett ugyanis novel-
tik a méretkizarasos kromatografidas modszeriink sze-
lektivitasat azzal, hogy tobb eltéré molekulatomeg-tar-
tomanyu kolonnat (6sszesen harmat) kotottliink sorba
a kolonnatermosztatban, igy az aramlasi sebességet is
megnovelhettik a korabbi 1 ml/percrél 2 mi/percre és
tobb nap is volt mikor nyolc éran keresztlil mikodott a
HPLC. Ez par nap alatt eredményezett annyi hulladékot,
mint az el6z6 harom hdénap Osszesen. Két hét alatt a
tomegnovekedés tovabbi egy szazalékot ugrott, vagyis
korulbellil még 1 gramm hulladék THF-g6zt kotott meg
a szlr6. Mivel ezek szerint még mindig nem értik el a
telitési gorbe végét, igy a tomegméréseket tovabb foly-
tatjuk és orllunk, hogy nem a szervezetiinknek kell fel-
venni a harcot, ezekkel az egészségre artalmas hulladék
olddszerg6zokkel.

3. abra: az alkalmazott eluensg6z-zaro szliré hasznalat kozbeni tomegnovekedése

harom hénap alatt
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