eeeeeeeeeeeee

KROMATOGRAFUS

kromatogréfiai folydirat




Zlnte minden méretl oszlop
rolasara alkalmas (300mm x 10mm).
insertek egyedi tervezésének

i r kodszénhetben az 6sszes gyartd
i bszlopalnak tarolasara alkalmas.
i, Meg egyedi dimenziok esetén is.

- u

, Elérhet6 2 formatumban
és 14 méretben

A3 és A4 formatumban is elérhetd.
Egyszerten tarolhat akar 240 oszlopot!

Egymasra helyezthetd

Egymasra rogzithetd készlet,
névelhetd taroldkapacitas.

store > yur elrrms prech casir. ... Tartds

Szilard acél szerkezet tartos festéssel.

Www.ezcol.hu



Tartalomjegyzék

4. A héjszerkezetl (mag-héj) toltetek alkalmazasi
lehetéségei.

1. rész: Elérhet6 hatékonysag:

Fekete Jend, Kormany Rdbert, Fekete Szabolcs

9. Egyszer(i megoldasok a gazkromatografids kolonnak
élettartaménak novelése érdeké-ben:
Sky Countryman

11. A mintael6készités szerepe az LC-MS/MS mddszeri
szermaradeék vizsgalatok soran:
Tolgyesi Adam

13. Oszlop élettartam novelése peptid és fehérje
tisztitasnal, agressziv mosasi techni-kat alkalmazva pH
tliré Gemini oszlopon:

Marc Jacob, J.T. Presley I1I, Carl Sanchez, Ismail
Rustamov és mtsi.

15. Alkalmazasok: UHPLC kolonnak védelme, vagyis
hogyan 6rizziik meg az ilyen tipusu kolonnak
hatékonysagat és néveljuk élettar-tamat:

J.T. Presley III, Tom Cleveland, Jeff Layne

16. Gyogyszermolekulak tisztitédsa és visszanyerése
plazmabdl Strata-X szilard-fazisu extrakcioval és
hagyomanyos folyadék-folyadék extrakcidval:
Deborah Jarrett

18. pH-stabil PolymerX™ oszlop alkalmazasa bazikus
gyogyszervegylletek lipofilitdsanak kromatografias
elérejelzésére:

Koénczol Arpad, Balogh Gyoérgy Tibor

21. Gasztrosarok:

Dan Lepard afonyas csokoladés puszedlije,

5 salata Ontet recept. Uj salata dressing otletek a Food
Network Magazine-tél

Eloszo

Kedves Olvasé!
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Kromatografus Kkisérleti és egyben els6 szamat.

A jovOben szeretnénk, ha ez a folydirat egy, az
analitikai szakmahoz kapcsolédd és kimondottan
kromatografiaval foglalkoz6 kiadvannya ndhetné ki
magat.
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anyagok publikalasa. Folyamatos épit6 jellegl kritikara
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A héjszerkezetii (mag-héj) toltetek alkalmazasi lehetoségei

1. rész: Elérheto hatékonysag

Fekete Jend!, Kormany Robert?, Fekete Szabolcs3

t BME Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék 1111. Budapest, Szent Gellért tér 4.

2 Egis Gyogyszergyar Zrt., 1106, Budapest, Kereszturi Ut 30-38.

3 Genfi Egyetem, Gydgyszerészeti Tudomanyok Tanszék, 1211 Geneva, Boulevard d’Yvoy 20.

Bevezetés

Az utébbi évek legnagyobb  sikerét = - a
folyadékkromatografias allofazisokat tekintve -
egyértelmlen a héjszerkezetll toltetek hoztdk. A
hasznalati gyakorisaguk vetekszik a teljesen pordzus 2
um alatti toltetekével, sét egyes becslések szerint mar
tobbet hasznaljdk a gyors folyadékkromatografias
gyakorlatban. Ahhoz, hogy megértsik, miért beszélink
a feluleti porozitasd (superficially porous stationary
phase, core-shell vagy fused-core) toltetek
reneszanszarol, vissza kell pillantanunk a
folyadékkromatografia torténelmében. A toéltet Ujbdli
bevezetését ugyanaz a szakember végezte el, aki
Horvath Csabaval mar 45 évvel ezelbtt ,kitalalta”.
Kirkland és Horvath akkor pellikuldris névvel illette
azokat. Az Ujkori bevezetés két eltér6 gyartasi
technoldgia eredménye, amely két névhez kapcsolodik.
2007 Halo, és 2009 Kinetex adtdk a varazsszavakat,
jobban mondva a termékek neveit. Mara szinte nincs
olyan kolonna gyarté cég, akinek ne lenne ilyen toltete.
Mi a tovabbiakban héjszerkezetl toltetnek nevezzik az
ilyen morfoldgidju alléfazisokat.

Kozleménylinkben o6sszefoglaljuk azokat a
kromatografias indokokat, amelyek ezt a robbanasszer(
elterjedést magyarazzak.

A kromatografidas  elvalasztast tobb  paraméter
egylttesen szabja meg. Az elvalasztas alapegyenletébdl
kovetkezik, hogy a visszatartas (retencid), a
szelektivitas (relativ retencid) és a kinetikai hatékonysag
(z6nadiszperzid) befolyasolja az elvalasztas hatékony-
sagat. Az ultra- nagy hatékonysagu folyadékkroma-
tografidban (UHPLC) a kinetikai hatékonysag novelése a
f6 cél. Ez tobbféle moddon is megvaldsithatd. A
hémérséklet novelésével né a diffaziés allandd és
csokkennek a kolcsonhatasok erdsségei s ezek szlikebb
kromatografias cslicsokat eredményeznek. A
szemcseatmér6 csdkkentése, hasonldéan a hoémérséklet
néveléséhez, a kinetikai hatékonysdag novekedését
eredményezi. Végul, de nem utolsé6 sorban az un.
szemcsén bellli diffazids Gthosszat is csokkenthetjlk, s
ez is megnovekedett elvalasztasi hatékonysagot
eredményez. A héjszerkezet( toltetek tartalmaznak egy
nem porozus inert magot és egy ezt korllvevd aktiv
pordzus réteget, amelyben az elvdlasztds végbe megy.
Ezzel a toltetszerkezettel a szemcsén bellli stagnalo
mozgofazisban a diffuzids Uthosszat csokkentjik, ez a
zbna-szélesedés csOkkenését eredményezi (elsésorban a
kis diffuziés allanddju makromolekuldknal). Ennél a
hatasnal sokkal jelent6sebb, hogy a héjszerkezetli
allofazisokkal  toltott  kolonnakndl, a  téltetagy
szabalyosabb elrendezés(i. Ezzel az o6rvénydiszperzid
okozta csucsszélesedés is csokken. A hossziranyu
diffuzié okozta zénadiszperzid is kedvezébben alakul, de
ennek elsGsorban kis térfogatdramnal van jelentGsége.
A kis molekulatémeg(li anyagoknal elsésorban a
kedvez6bb O6rvénydiszperzid és hossziranyu diffuzio
eredményezi a nagy kinetikai hatékonysagot, mig a
folyadékkromatografiasan nagy molekulatomegi
anyagoknal pedig a szemcsén bellli révid diffuziés ut-
hosszakbol eredd gyorsabb anyagatadas jelenti a f6
elényt.

Az 1. dbra a héjszerkezetl és teljesen pordzus téltetek

diffGziés  Uthosszbeli kllénbségét szemlélteti. A
héjszerkezet( tolteteknél a diffizids Uthossz aranyos az
aktiv réteg vastagsagaval, mig a teljesen pordzus
toltetnél a szemcseatmérbvel. Feltételezve, hogy
mindkét toltet 2,6 pm szemcsedtmér6jli, s héj-
szerkezet( toltetnél az aktiv réteg vastagsaga 0,35 um,
akkor a diffuzidés Uthossz a héjszerkezetli toltetnél 0,35
pm-rel lesz aranyos.

1.abra: A héjszerkezetli (bal) és a teljesen pordzus (jobb) téltetek
sematikus abrdja,
amelyekkel a diffuzids Uthosszbeli kiilonbséget szemléltetjik.

Az Uj generacids héjszerkezetli toltetek  kis
szemcseméretébdl (tipikusan 1,3 2,7 um kozott)
adddik az elény6s oGrvénydiszperzids tulajdonsag, a
vékony porozus réteg koOvetkeztében pedig gyorsabb
részecskén  bellli anyagatadds és  kedvezGbb
hossziranyd  diffizié6 varhaté, s az el6zGekben
megadottak miatt (homogénebb toéltetagy) tovabb
csOkken az 6rvénydiszperzios tag is. A
folyadékkromatografias gyakorlatban alapvetd, hogy az
eltér6 morfologidju kolonnaknal ne kelljen eltér6
mozgofazis Osszetételt alkalmazni. Ezzel eljutottunk a
modszer atvitel problémajahoz.

Kérdés, hogy a teljesen pordzus kolonnara kidolgozott
folyadék-kromatografids modszert valtoztatas nélkal
atvihetjiuk-e héjszerkezetlre.

EbbS6l a szempontbdl két fontos paramétert kell
megvizsgalnunk. Az egyik a visszatartds, a masik a
kolonna toémeg és térfogati terhelhetésége. Ezeket a
tényezOket azonos geometriai méretli kolonnaknal és
azonos szemcseatmérénél vizsgaljuk. Az el6nydk
mellett, latszélag hatranyos tulajdonsadg lehet, hogy a
vékony aktiv pordzus réteg miatt az azonos méreti
teljesen  porbézus  toltethez  képest kisebb a
terhelhet6ségiik és a visszatartds is varhatdan kisebb
(a kolonndban 1évé 0Osszes aktiv pordzus térfogat
aranyanak megfelel6en). Ez a terhelhetdségi kiilénbség
az analitikai folyadék-kromatografias gyakorlatban
elhanyagolhatd. Az aktiv, héj vagy kéreg réteg az
azonos szemcseatmérojli pordzus réteghez képest
altalaban 60-70% koril mozog.

A hatékonysagi Osszehasonlitasokbdl azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a 3 um alatti
héjszerkezetl toltetek hatékonysaga hasonld, mint a 2
um alatti teljesen pordzus tolteteké.



Ezért az UHPLC gyakorlatban sokszor kilon emlitjik a 3
KMm alatti héjszerkezetl, és 2 ym alatti teljesen pordzus
tolteteket. A kinetikai hatékonysag tovabbi névekedését
eredményezte a 2 pum alatti héjszerli toltetek
bevezetése.

A 2 um alatti szemcseméret(i héjszerkezet(i toltetekkel
eddig nem tapasztalt kinetikai hatékonysagot érhettink
el.

A 2. ébran az 1,3, 1,7, 2,6 és 5 pm-es Kinetex
toltetekkel mért H-u goérbéket mutatjuk be.
Figyelemreméltd, hogy az 1,3 pm-es toltettel H,, ~ 2
Mm érhet6 el. Ez megfelel 20000 - 25000 elméleti
tanyérszamnak egy 5 cm-es kolonnan. Az eddig
publikalt adatok szerint a 2 um alatti teljesen pordzus
toltetekkel ennek a hatékonysagnak korillbelll felét
mérték (H,, ~ 3,5 - 4,5 uym), igy egy 1,7 pm-es
teljesen pordzus téltetld 5 cm-es kolonnaval a tipikusan
elérhet6 elméleti tdnyérszam 10000 - 12000.

sKinetex 1.3um

e - oKinetex 1.7um "~

oKinetex2.6um

+Kinetex § um

HETP {um)
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2. gbra: 1,3, 1,7, 2,6 és 5 pm-es Kinetex toltetekkel mért H-u gorbék
(butilparabén tesztvegydilet, acetonitril-viz mozgéfazis, 30 ©°C, injektalt
térfogat: 0,1 pL).

Azonos tipusu (morfologidju) toltetnél érdemes
Osszevetni a szemcseatmérl hatdsat is az elvalasztas
hatékonysagara az elvalasztasi ellenallas fliggvényében.
Az elvalasztasi ellenallas magaban foglalja, hogy adott
viszkozitasi mozgd fazisnal mekkora nyomasesés kell,
hogy a kivant hatékonysagot elérjiuk. Ezt sem a van
Deemter, sem a Knox Gsszefliggés nem tartalmazza. A
hatékonysag elvalasztasi ellendllast egylttesen a
kinetikus elmélet tartalmazza. A kovetkezdkben erre
kivanunk ravilagitani.

A folyadékkromatografia elméletébdl és gyakorlatabol
egyarant kovetkezik, hogy szemcsés tolteteknél a
hatékonysag (kinetikai) a szemcseatmérétdl fugg. A
megnovekedett kinetikai hatékonysag lehet6vé teszi a
kisméretl kolonnak hasznalatat.

Tehat rovid, 3-5 cm hosszlsagu kolonnakkal pl. N =
10000 - 20000 tanyérszamot el lehet érni akar 0,5 - 1
perc alatt is. Az &r, amit ezért fizetink a nagy
nyomasesés. A kis szemcseatmérgjli alléfazissal toltott
kolonnak permeabilitadsa kicsi, ezért nem tudunk hosszu
kolonnat alkalmazni, hiszen a készllék vagy a toltet
nyomasallésaga hatért szab a kolonna hossz névelésé-
nek, ami szintén hatart szab az elérheté maximalis
elméleti tanyérszamnak (pl. N = 100000 nem is érhetd
el egy kis permeabilitasi toéltettel). A nagyobb
szemcseatmérdjli  toltetek permeabilitdsa  viszont
Iényegesen nagyobb, tehat nagy kolonna hossz is
alkalmazhatd (pl. kolonnak sorba kotésével).

Ez hasznalhatdo ki a héjszerkezetl toélteteknél, mert
nagyobb szemcseatmér6 alkalmazasaval is ugyanazt a
kinetikai hatékonysagot érjik el, mint a kis
permeabilitast, teljesen pordzus toltetekkel. Ha a
kinetikus elmélet alkalmazasaval 6sszehasonlitjuk az
1,3, 1,7, 2,6 és 5 um-es héjszerkezet( tolteteket,

akkor a kovetkezdékre jutunk. Az 1,3 pm-es toltet adja a
leggyorsabb elvélasztdst, ha a mérés tanyérszam
igénye N < ~20000. Viszont 20000 és 60000
tanyérszam ko6zott mar az 1,7 pum-es szemcse biztositja
a legrévidebb analizisid6t. Ha nagyobb tanyérszamokra
van szlkség, akkor a 2,6 pm-es toltetet kell valasztani,
ha az elvalasztds érdekében extrém tanyérszamokra
van igény (N > 170000), akkor pedig az 5 um-es
toltetet kell haszndlni. Az el6zéekben leirtakbdl
kovetkezik, hogy az elvalasztas kinetikai hatékonysag
szlikségletébdl kell kiindulnunk a kolonna kivalasz-
tasanal, ha a kolonnak szelektivitdsa azonos.

Mindig az analitikai cél az elsédleges.

Ez alatt az értendd, hogy a vegylletek szerkezete
kozott milyen kilénbségek vannak. Ha szerkezetileg
nagyon hasonléak, akkor a kis szemcseadtmérdjli, ha
nagyok, akkor a nagyobb atmérdjli, gyorsabb
elvalasztast tesz lehetévé. Ezzel arra kivantuk a figyel-
met felhivni, hogy ,csak” ugy a&ltaldnossdgban nem
adhatjuk meg a héjszer( toltetek szemcsedtméréjét, s a
hozza tartozd kolonna méreteket (kolonna hossz és
atméro).

Az UHPLC elterjedése el6térbe helyezi a készllék
zonaszélesité hatasat. Zonaszélesedést a kolonna és az
alkalmazott készilék egylttesen okozzak. A készlilék
(hardver) megitélésénél a kolonna elméletileg elérhet6
kinetikai hatékonysagabdl kell kiindulnunk.

Elvaras a készllékkel szemben, hogy minél kevésbé
csokkentse a kolonna hatékonysagat. Ezt az Un.
oszlopon kivali, a folyadékkromatografias készllék
szempontjabol elengedhetetlen térfogatok csokkenté-
sével tehetjiik meg, és az adatgy(jtés sebessége okozta
zonaszélesité hatast is minimalizalni kell. Az oszlopon
kivali karos - hatékonysag rontd - hatasok annal
jelent6sebbek, minél kisebb a kolonna térfogat (rovid
kolonna, kis belsé atmér6) és minél hatékonyabb a
kolonna.

A kromatogramon mért zdnaszélesedés (variancia)
tehat a kolonnan fellépd és azon kivili hatasokbdl
tevédik Gssze:

2

2 2
Gtotal - Gec + Gcol

ahol a 02, és a 02, jelentik a kolonnan létrejévé és a
kolonnan kivili zénaszélesedést. Az adagoléban és az
0sszekoto vezetékekben azért van zénaszélesedés, mert
az aramlds laminaris és a sebességi profil parabolikus,
tovabbd az egyes rétegek kozotti keveredés
elhanyagolhaté. Igy a molekuldk, melyek a cs6 faldhoz
kézelebb vannak, Iényegesen kisebb sebességgel
haladnak, mint a koOzépsé rétegben lévok. Ez az
aramlasi csUcsdiszperzié jelensége. A detektorban
ehhez jarul még az aramlasi sebesség (iranyanak és
sokszor a geometridjanak) valtozdsa is, és ha az
elektronika lassu, akkor an. alul mintavételezett
(torzitott) jelet kaphatunk. Az oszlopon kivdli
csucsdiszperzio fligg még a térfogatdramtol, a minta
diffUzids tulajdonsagaitdl, a mozgofazis viszkozitasatol,
hémérséklettdl és az injektalt minta mennyiségtol.
Megallapodas szerint az oszlopon kivili zonaszélesedés
Osszege nem lehet nagyobb, mint a kolonnan mért
cslcsszélesedés tizede.

2 2
O < O’l O ol



A csucsszélesedést (varianciat) térfogat-négyzet vagy
id6-négyzet dimenzidkkal tudjuk kifejezni. Az oszlopon
létrejové  csUcsvarianciat a  kovetkezd  altalanos
Osszefliggéssel irhatjuk le:

V2 V2
e Uk
N, N

col col

ahol V, a retenciés térfogat, N, az elméleti tanyérszam,
V, az oszlop holttérfogata és k a visszatartdsi tényezd.
Tehat minél kisebb a kolonna térfogata és a komponens
visszatartasa, illetve minél hatékonyabb a kolonna, annal
kisebb az eludlédd cslcs variancidja (szélesedése).

Az aldbbi példaban H-u goérbékkel szemléltetjiuk a
készllék hatékonysag-rontd tulajdonsagat. Butilparabén
tesztvegyltletet acetonitril-viz mozgd fazissal eludltunk
egy 1,3 um-es Kinetex (50 x 2,1 mm) kolonnardl.
Azonos mérési koriilményeket alkalmazva felvettik a H-
u gorbét egy Waters Acquity I-Class, egy régebbi Waters
Acquity UPLC és egy konvencionalis Waters Alliance HPLC
készlléken, tovabba megadtuk a kolonna valodi
(elméleti) hatékonysagat. A kapott H-u gorbéket a 3.
abra mutatja be.

HETP (pm}
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3.8bra: Latszélagos hatékonysdg: 50 x 2,1 mm-es, 1,3 um-es Kinetex
téltetekkel mért H-u gérbék

(Waters Acquity I-Class, Waters Acquity UPLC és Waters Alliance HPLC
rendszeren).

A példdban a Waters Acquity I-Class készllék
rendelkezik a legkisebb oszlopon kivuli térfogattal
(atlagos variancidja ~ 2 ul2). Ennek megdfeleléen ezzel a
készllékkel mértik a legkisebb H értékeket (kissé
elmaradva az elméletileg varhatd, valodi hatékony-
sagtol). Az els6 generacios Waters UPLC készilék
oszlopon kivli térfogata és csucs-variancidaja valamivel
nagyobb, tipikusan ~ 6-8 ul2. Ezzel a készllékkel
dolgozva mar lényegesen romlik a kolonna ,latszélagos”
hatékonysaga. Es ha egy ilyen hatékony, kisméret(
kolonnat egy konvencionalis HPLC készllékkel akarunk
hasznalni, akkor sajnos a kolonna lehet6ségeit
egyaltalan nem tudjuk kihasznalni.

A hatékonysdg nagy részét elveszitjik a készllék
oszlopon kivili térfogataban végbemend cslcsdiszperzio
miatt. A 3. abran feltlintettik a 0,3 cm/s linearis
sebességhez tartozo ,latszélagos” tanyérszamokat is. Az
adott korulmények kozétt a Waters I-Class készliléken N
= 18200 tanyérszdmot mértlink, a régebbi UPLC
készliléken mar csak N = 15500-at, és a konvencionalis
Alliance készlléken csupdn N = 7100 tanyérszamot
tudtunk elérni. A példa jol szemlélteti, hogy ilyen
hatékonysagl kolonndk sajnos nem hasznalhatok
hagyomanyos HPLC készlilékekben.

Nyomasesés oldalarél nézve, az Acquity UPLC I-Class
esetében adott mozgoéfazis sebességhez mindig nagyobb

rendszer-nyomas jarul mint a régebbi UPLC vagy
konvenciondlis HPLC késziilékek esetén. A kulonbséget
els6sorban az 0Osszekodtd vezetékek atmérdje kozotti
eltérés okozza. A mi esetiinkben a rendszer-nyomas
kétszer nagyobb volt az I-Class késztliléken a régi UPLC
rendszerhez képest.

A kolonna mikodtetési nyomast tekintve az 1,3 pm-es
toltet esetében a maximalisan alkalmazhaté aramlasi
sebesség kb. 0,5 - 0,7 ml/perc értékre korlatozddik
(mozgofazis viszkozitastdl fliggden). Ilyen sebesség
mellett mar 1000 bar nyomas korul dolgozunk (4.
abra). Az 1,7 uym-es és a 2,6 pm-es toltetek esetén az
1,0 - 1,2 mL/perc-es aramlasi sebesség is kényelmesen
alkalmazhatd. Az 5 um-es téltettel meg 2 - 3 ml/perc
térfogataram mellett sem érjlk el az oszlop mechanikai
stabilitdsanak hatarat.
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4.4bra: Nyomasesés az 50 x 2,1 mm-es, 1,3, 1,7, 2,6 és 5 pm-es Kinetex
tolteteken.

A kapott eredményekbdl egyértelmlen latszik, hogy a
jobb hatékonysag elérése érdekében a kisebb
rendszertérfogattal rendelkezd készlléket célszer(i
valasztani az 50 x 2,1 mm dimenzidju alléfazisokhoz.
Az 1,3 pm-es toltet biztositja a legnagyobb haté-
konysagot, de az alkalmazott nyomas korilbelll kétszer
akkora, mint az 1,7 pm-es toltet esetében. A 2,6 um-es
toltet j6 kompromisszumnak tlnik a hatékonysagot és
permeabilitast is figyelembe véve. Az 5 pm-es Kinetex
kolonndk pedig a konvencionalis HPLC-s mérésekhez
lehetnek hasznosak, igen jo hatékonysagu
elvalasztasok valodsithatdbak meg velik. Lényegesen
jobb tanyérszamot produkdlnak mint az 5 pm-es
teljesen porozus toéltetek.

Visszatérve az elvalasztas hatékonysaganak
névelésére, az egyik utat a héjszerkezetli toltetek
alkalmazasa jelenti. A kolonnaméretek megvalasztasat
az analitikai feladat szabja meg. A gyors
folyadékkromatografidas mddszerek, melyek nagy
hatékonysagot kivannak, megszabjak az alkalmazhaté
késziléket. A nagy hatékonysagu kolonna ezekben az
esetekben szlikséges, de a feladat megoldasdahoz nem
elégséges eszkdz. Nagy hatékonysagu kolonna csak kis
zOnadiszperziéju készllékekben mUkodik az elvart
hatékonysaggal. Jelenleg a kolonnafejlesztés
(hatékonysag tekintetében) elébbre jar, mint a készulék
fejlesztés. Az elvdlasztast végzd analitikusnak minden
esetben a kolonnat vagy kolonndk vdlasztdsdt a
rendelkezésre allo készilékhez kell igazitani.



Egyszerii megoldasok a gazkromatografias kolonnak élettartamanak

novelése érdekében

Sky Countryman,
Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA
Forditotta: Szabd Géza

Bevezetés

A gazkromatografias kolonndk rovid élettartamaért
els6sorban a mintakban el6fordulé nem illékony, vagy
mar6é hatast  szennyezék a felelések, melyek
karosithatjak a kapillaris oszlopok els6 10-15 cm-es
szakaszat. A sérllt rész levagasaval altalaban
visszadllithatd a kolonna teljesitménye, de ez nem
jelenthet hosszU tavu megoldast a problémara, mivel
egy idé utadn annyira lecsokken a hatékonysag, hogy
tobbé mar nem lesz alkalmas az adott analitikai feladat
megoldasara. A hatékonysdg megtartasa érdekében
szamos egyszerl megoldas van az analitikus kezében,
ezek k6zlul mutatunk be néhanyat a kévetkezékben.

Az egyik lehetéség a kolonna élettartam novelésére az
un. liner, avagy betét megfelelé alkalmazasa, amely egy
szlikséges eleme a gazkromatografids adagolonak,
tulajdonképpen a gazkromatografids rendszer elsé
védelmi vonalat képezi. A optimalis tipus kivalasztasaval
jelent6sen cstkkenthet6 az oszlopra juté szennyezdk
mennyisége. A betét -a gyors automata
mintaadagoldknal- liveg, vagy kvarcgyapotot tartalmaz,
ami megkéti a nagy molekulatémeg(, vagy nem
illékony anyagokat, megakadalyozva ezzel , hogy azok
a kolonna elejére kerlljenek.

=
5BB0/5B90/6B90 4 x7B5x6.3 Biy ¥ 092002 Sipk
092219 25/pk
e m—]
5860/5800/6890 4 x7B.5x6.3 By ¥ 5181-3316 Sipk
25/pk
5880/5890/6890 4 x78.5x6.3 Bin) N HP 18740-80190; Sipk
5183-4689 25/pk
[ =
Autosystem 3.5%100x5 E {n) N 0330-5181 S/pk
FEL = ]
5860/5800/6890 4 x78.5x6.3 By ¥ 5062-3587; 5ipk
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* B = Borosilicate; Deactivated = ¥es {y) or No (n)
1.tablazat: A Phenomenex &ltal forgalmazott kiilénféle liner tipusok.

Vigyazat: Az iiveggyapot deaktivaldsa utan is maradnak nem reagalt
szilanol csoportok, melyek erbs hidrogénhidat tudnak kialakitani a
vegylileteinkkel. Az (veggyapot témdérségének minden csere utan
azonosnak kell lenni, ez hazi téltéssel nehezen érheté el, rendkivil nagy
gyakorlatot igényel.

El6tét oszlopok

A Z-Guard egy 5 vagy 10 méter hosszusagu deaktivalt
el6tét oszlop, melyet egyszerlien egy csatlakozo
segitségével kapcsolhatunk az analitikai oszlophoz (1.
abra).

Az el6tét kolonna csapdaként viselkedik az olyan nem
illékony komponensek szamara, melyek karosithatjak az
analitikai oszlopot. Hasznalataval, a kapott
kromatogramon semmilyen jelentés iddbeli vagy
hatékonysagbeli valtozast nem tapasztalhatunk, mert az
el6tét oszlop nem tartalmazza az analitikai oszlop
allofazisat. Mivel az el6tét oszlop szilanol csoport
aktivitas forrasa lehet, minden egyes Z-Guard oszlopot
egy alapos minGség ellenérzésnek vetnek ala, hogy
megbizonyosodjanak annak teljes deaktivaltsagarol.

Press-Fit Union
Guard Column

A\

e —

Anahvtical Column

1. dbra: A Z-Guard el6tét oszlop és csatlakoztatasa az analitikai
kolonnéhoz

Guardian™ Integralt el6tétoszlopok

A Guardian™ kolonndk egy el6re beépitett 5 vagy 10
méteres védboszlopot is magukban foglalnak (2. abra).
A hagyomanyos el6tét oszlopokkal szemben ezeknél
nincs mechanikai csatlakozas az analitikai és az el6tét
oszlop kozétt. A Guardian™ kolonnak szintén egy
specidlis deaktivalasi és ellen6rzési folyamaton esnek at
annak érdekében, hogy a legjobb hatékonysagot
érhesslik el savak, bazisok és egyéb érzékeny anyagok
esetében is. Tovabbi elényluk, hogy a Guardian™
kolonnak hasznalataval a hagyomanyos el6tét oszlopok
csatlakoztatasanak modjabol adodo esetleges
szivargasok is elkertlhetok.

e
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2. dbra: A Guardian™ integrélt rendszer.
A kolonna kiflitése

A gazkromatografids kolonnakra kerilt szennyezédések
eltavolitasanak legegyszeriibben elvégezhetdé moddszere
a mérést kovetd, magas hémérsékletre torténd rovid
felf(ités. Ez az eljaras segit megszabadulni a magas
forrasponttal rendelkez6 komponensektdl. Amennyiben
ez a folyamat jelentésen megnévelné az elemzési id6t,
érdemes minden 10 injektalas utan lefuttatni egy erre a
célra kidolgozott programot.

Az Uj modszerek fejlesztésénél érdemes fontoldra venni
egy magasabb termikus stabilitdssal rendelkez6 oszlop
hasznalatat is, mert magasabb hémérséklet
alkalmazasaval még tobb szennyez6 eltavolithatd, ezzel
javitva a felflitéses tisztitas hatékonysagat.

Példaul a Zebron ZB-5 30m x 0,25mm x 0,25um
kolonna felsé homérsékleti hatara 370°C, mely 20°C-kal
magasabb, mint az azonos dimenzidval rendelkezé ZB-
5ms kolonnaknal.

Novényvéddszer maradék vizsgalata soran elterjedten
alkalmaznak Zebron ZB-1701 (14% cianopropil-fenil,
86% polidimetil-sziloxan) tipusu oszlopot, melynek felsé
hémérsékleti hatdra csupan 300°C. Egyes esetekben
ugyanaz a modszer egy - alternativ - kolonnan is
lefuttathatd, igy erre a célra jobb valasztds lehet a
Zebron ZB-35 (35% fenil, 65% polidimetil-sziloxan)
kolonna, melynek felsé hémérsékleti hatara 360°C.
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A mintael6készités szerepe az LC-MS/MS modszerili szermaradék

vizsgalatok soran

Tolgyesi Adadm, PhD

Bevezetés

Az élelmiszervizsgalatok egyik nagy terllete az
allatgyogyaszati szerek (féként antibiotikumok)
maradékainak (reziduumok) meghatarozasa a kilonb6zé
allati eredetli, emberi fogyasztasra szant termékekben.
A vizsgalatok tipusai a legegyszer(ibb szlirémodszerektdl
(screening) egészen a legpontosabb megerdsitd
(konfirmacids) mddszerekig terjed. Screening eljarasnak
tekinthetéek tobbek koézt a mikrobioldgiai csészés
probak és az immunanalitikai meghatarozasok (pl.:
ELISA). A 4 csészés prdoba soran 1 cm él hosszusagu
kocka alakl nyers mintat kell a kilénb6z6 taptalajt és
baktériumtoérzset tartalmazd csészékre tenni. Az ELISA
modszerekben is viszonylag egyszerli el6készités
szlikséges. Elég egy higitdas vagy egy egyszer( szilard-
folyadék extrakcié és ezt koOveté inkubalds. Ezen
modszerek az antibiotikumokra rendeletben
meghatdrozott maximalis maradékanyag tolerancia
hatérérték (maximum residue limit, MRL) korli
koncentracidkat tudjék kimutatni, ami egy screening
meghatdrozds  szemsz6gébdl  elfogadhatéd.  Végso
mindségi és mennyiségi eredményt viszont nem
szolgaltatnak, ugyanis szelektivitdisuk nem mindig
megfelelé olyan komplex mintdk elemzése soran, mint
az élelmiszer vizsgdlatokhoz kapcsol6dd matrixok (pl.:
szOvetek, tej, tojds, és dllati  fluidumok).
Sz(irémodszerekhez sorolhato a vékonyréteg-
kromatografia (VRK) is, ami ugyan mar igényel
tobblépéses minta-el6készitést és szelektiven
kimutathatdoak a célkomponensek, mégis a VRK
szemikvantitativ jellegébdl adéddéan denzitométer nélkdl
végsd mennyiségi meghatarozasra nem szolgal. A
konfirmacidos mérések dontéen nagy hatékonysagu
folyadékkromatografias (HPLC) meghatarozasok.

Engedélyezett szerek vizsgadlata sordan az UV vagy
fluoreszcens detektalassal parositott HPLC vizsgalatok
elfogadhatdak, viszont tiltott komponensek mérése
soran mar csak a kapcsolt technikaju
folyadékkromatografias analizisek johetnek szdéba. A
mai  modern élelmiszervizsgalatok folyadékkroma-
tografidas - tandem tdomegspektrometrids (LC-MS/MS)
meghatarozasokkal érik el a reziduumok ultranyomnyi
kimutatasat akar a legGsszetettebb matrixokban is. Az
MS/MS detektort anyaion - lednyion (multiple reaction
monitoring, MRM) mddban alkalmazva az analitok
ionatmenetei biztositjak a mérés nagyfoku
szelektivitasat.

Ugyanakkor a célkomponensekkel azonos retencioban
elualéodd matrixok az ionforrasban déntéen befolyasoljak
a mérend6 komponensek  ionizaciéos hatasfokat
(matrixhatds). A leggyakoribb ~esetben a matrix
elnyomja a vizsgalandé vegyllet anyaionjanak
ionizacidjat (ion suppression) bizonyos szazalékban, de
tej mintdak mérésénél tapasztaltunk mar ionerositést is
(ion enhancement). Nem csak az ionforrasban, hanem
az (tkozési cellaban is tapasztalhatd matrixhatas.
Ilyenkor nem az anyaion, hanem a bel6le keletkezett
lednyionok intenzitdsa valtozik meg a matrix nélkuli
standard oldatban mért intenzitashoz képest, ami az
ionaranyok eltolédasahoz vezethet.

Az MS/MS mérésekben az azonositas az ionaranyok
meglétén alapul. Az ionhatasok kompenzalasara
altaldanos eljaras az izotopjelzett bels6 standardok
(internal standard, ISTD) alkalmazasa, viszont nem
minden komponens esetén eérhetoek el izotopjeldlt
standardok, illetve esetenként rendkivil dragak.

A mennyiségi meghatdrozds pontossagat és a
kimutatasi hatart (limit of detection, LOD) a matrix
dontéen befolyasolja, igy a mintael6készités szerepe az
LC-MS/MS mérések sordn a mintdban jelenlevé matrix
i0ja csokkentése és ezaltal a
matrixhatdsok redukaldsa. Az MS/MS detektalas
szelektivitdsat kihasznalva gyakori, hogy az LC-MS/MS
modszerben egy szilard-folyadék extrakciot (solid-liquid
extraction, SLE) koévetéen mar injektaljak is a mintat a
készllékbe. Ez az eljaras a HPLC kolonna tultelitéséhez
valamint az ionforras révid idon bellli elkoszolédasahoz
vezethet, és persze a nagy mennyiségl matrix miatt a
meghatarozas pontossaga, illetve precizitasa csokken.
Mindenképp szlikséges a SLE utan valamilyen tisztitd
lépés alkalmazasa. Leggyakoribb a szilard-fazisu
extrakcid (solid-phase extraction, SPE), de hasznalnak
folyadék-folyadék extrakcidt is (liquid-liquid extraction,
LLE), el6fordul a két emlitett lépés egymas utani
alkalmazdsa a kell6en tiszta minta elérése céljabdl. Ezen
cikk keretében olyan kilonb6z6 Phenomenex Strata SPE
tisztitdsokat szeretnénk bemutatni, melyek lehetévé
tették a szermaradékok hatékony LC-MS/MS médszer(i
kimutatasat allati eredet(i élelmiszermintakbdl és allati
fluidumokbdl.
A késziilékhez optimalt SPE tisztitdsok lehetévé tették
az adagolt mintdk (spike), illetve a kezelt allatoktol
levett mintdk (incurred) pontos analizisét mind a
validalasok alatt, mind nemzetkézi kérvizsgalatokban és
referencia anyagok elemzése soran.

Szulfonamidok meghatarozasa mézbol Strata-XL
SPE tisztitassal és LC-MS/MS analizissel

A Strata-XL SPE oszlop a szerkezetét tekintve egy
kulénleges kopolimer, mely sztiroldivinilbenzol és N-
vinilpirrolidon monomer csoportok polimerizacidjaval
készll. Ez a forditott fazisu (reversed-phase, RP) toltet
mind apolaris és polaris fellletet tartalmaz, mialtal
széles polaritds tartomanyban képes adszorbedlni a
vegylleteket. A szulfonamidok bazikus vegytletek (pka
5-7), igy a meghatarozas soran mindenképp pH kontrolt
kell alkalmazni. A kisérletek tapasztalatai alapjan
elmondhaté, hogy a legjobb eredmények savas
korilmények kozott érhetéek el Strata-XL oszloppal.
5%-0s (v/v) vizes ecetsav oldatban (pH 2) oldva és
hidrolizalva a mézet a minta SPE tisztitdsa savas
oldészerek alkalmazasaval valdsithatdé meg a legjobban.
Az igy Kkialakitott tisztitds lehetévé teszi a minta
nagymeérték( dusitasat a szilard fazisu extrakcidval, ami
utan pg/kg szint alatt lehet a szermaradékokat
kimutatni kezelt allatoktél szarmazé méz mintakbdl.

A linkomicin meghatarozasa allati eredetii
élelmiszerekbol Strata-XL-C SPE tisztitassal és LC-
MS/MS analizissel

A Strata-XL-C SPE oszlop toltete’ benzolszulfonsav
csoportokat tartalmaz fellleten, igy mind RP fazist,
mind erds kationcserélé részt tartalmaz. Ugynevezett
kevert modu kationcseréld SPE oszlop. A, linkomicin
szerkezetét tekintve kozepesen erds bazikus vegyllet
(pka 7,95), ebbdl adoddan savas kérilmények kozott
protonalt allapotban jol kotédik a kationcserél6
csoportokon ionos kdlcs6nhatas révén. Ennek ellenére
az irodalomban taldlhaté modszerekben RP téltetd SPE
oszlopokkal oldjak meg a mintak tisztitasat. Ebben az
esetben a savas és neutralis karakterisztikaju matrixot
alkoté komponensek egyiitt koncentralédhatnak az SPE
oszlopon és elualdodhatnak az oszloprdl a linkomicinnel.



A linkomicin polaris vegyllet, igy az oszlop mosasara
alkalmazott olddszer RP téltet esetén nem tartalmazhat
szerves komponenst, ugyanis az elinditana a linkomicin
eltcidjat. Igy nagyfoku tisztitdst RP fazissal nem lehet
megvaldsitani. 4,7-es savas pH-n a linkomicin a Strata-
XL-C oszlop kationcserél6 csoportjain koétédik, mig a
savas €s neutrdlis vegylletek az SPE kolonna RP
fellleten. Az oszlop lehetévé teszi a 100% szerves
olddszerrel térténd mosast, mivel az ionos kdlcsbnhatas
altal szorbealt linkomicin csak bazikus korilmények
mellett eludlddik az alléfazisrdl. Igy a savas és neutralis
komponensek ‘egy mosasi |épéssel eltavolithatéak az
oszloprol. A nagyfoku tisztitast kovetéen pg/kg-os szint
alatt. lehet a linkomicint kimutatni mézbdl, izombdl,
tejbdlies tojasbal. .

Kortikoszteroidok meghatarozasa szarvasmarha
szovetekbol Strata-XL-C SPE tisztitassal és LC-
MS_/MS analizissel -

A kortikoszteroidok kézepesen polaris (LogP 1,4-2,3) és
neutralis vegyuletek, RP felileten jol kotédnek. A
gyakorlatban sokszor viszont nem elég az, hogy az SPE
oszlopnak jé visszatartasa legyen, hanem valamiképp
szelektivnek is kell lennie (lasd linkomycin). A
matrixalkotdk gyakran ionos vegylletek, melyek a
meghatarozandé neutrélis célkomponensek melldl
kevert médu SPE oszloppal pH kontrol mellett kénnyen
eltdvolithatéak a mintdkbdl. Savas pH-n a bazikus
matrix vegylletek a Strata-XL-C oszlop kationcserélo
részén koncentralédnak, mig a neutralis
kortikoszteroidok a forditott fazisu fellleten. Savas
eludldssal a szteroidok egy Iépéssel elvalaszthatoak a
bazikus vegyluletektdl, igy azok mar nem befolyasoljak
az analizist. Hangsulyozni kell, hogy mindkét pH
bedllitds (savas, bazikus) kiprobalasa szikséges a
modszerfejlesztés alatt. Ennek megfeleléen Strata-XL-A
kevert mdédu anioncserélé6 SPE oszlopon lugos pH-n is
elvégeztik a kisérleteket. Hasonlé elgondolas alapjan
ezzel az  eljardssal a savas matrixot alkotd
komponensek tavolithatdéak el a mintakbdl egy Iépéssel.
Az eredmények azt mutatjdk, hogy izom mintanal a
Strata-XL-C eredményez minimalis matrixhatast, addig
vese mintak esetén a Strata-XL-A. Maj matrix esetén
nem volt kilonbség a két eljaras kozott az ionhatasok
tekintetében. A mddszer pontossagat tanusitott
referencia anyag (certified reference material, CRM)
vizsgalataval igazoltuk.

Nitroimidazolok meghatarozasa
mintakbdl Strata-SDB SPE tisztitassal
MS/MS analizissel

komplex
és LC-

A nitroimidazolok gyenge bazikus vegylletek (pka 2-3)
enyhén savas, vagy afeletti pH-n jol kotédnek RP
fellileten. A Strata-SDB SPE oszlop RP toéltete egy
hagyomanyos pH t(ir6 polimer alapu sztiroldivinilbenzol
fazis. Az SPE kolonna visszatartdsa és szelektivitasa
nitroimidazolokra 7-es pH a legjobb. Hat kiilénb6z6
mintabdl (plazma, izom, tej, tojas, méz és takarmany)
sikerilt ugyanazzal az SPE eljardssal meghatarozni 6t
nitroimidazol szarmazékot. A kimutatasi hatar az 6sszes
komponens esetén pg/kg-os szint alatt van. A mddszert
nemzetkozi koérvizsgalatban és CRM minta elemzése
soran is sikerrel alkalmaztuk.
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T-2 és HT-2 mikotoxiok meghatarozasa gabonabol
Strata-XL SPE tisztitassal és LC-MS/MS analizissel

A T-2 és HT-2 mikotoxinok meghatéarozdsa gabonabdl a
figyelem k&zéppontjaban van, mivel az Eurdpai Unid
(EU) hamarosan hatarértéket fog megallapitani ezen két
toxinra. K6zepesen polaris vegyiletek révén a Strata-XL
oszlopon jol kotédnek. Az SPE kolonnara kozvetlendl
felvitt gabona extraktumot metanol-viz eleggyel (40/60,
v/v) veszteség nélkil moshatjuk T-2 és HT-2-re nézve,
mig jelentés mennyiségben csokken a matrix
koncentraciéja a moséas altal. A legjobb visszanyerés
100%-0s metanolos ellucidval nyerhet6 ki. A modszert
nemzetkdzi kérvizsgalatban sikerrel alkalmaztuk.

Osszefoglalas

Az LC-MS/MS mérések mintaelGkészitései gondos
optimalast igényelnek, melyek alapja a meghatarozandé
komponensek karakterisztikdja (savas, neutralis, vagy
bazikus). Az elGkészités kidolgozdsa soran viszont
fontos tobb lehetéséget is kiprébalni a legjobb
eredmények elérése céljabdl. 16 példa erre a
szulfonamidok, linkomicin és nitroimidazolok
meghatarozasai. Mindharom vegylletcsoport bazikus
komponenseket tartalmaz, mégis csak a linkomicin
esetén adoddott a kationcserélé SPE oszlop a legjobbnak.
Manapsag sokféle LC-MS/MS készilék érhet6 el, melyek
érzékenysége valtoz6. A  kulonbség féként az
ionforrasokban rejlik. A klonb6z6 technikai megoldasok
az ionforrasok kialakitdsanal befolyasolhatjak a készlilék
érzékenységét a standard oldatra és a matrixokra

egyarant, igy sokszor nehéz egy masik készlilékre
optimalt mintael6készitést adaptalni. A legjobb
megoldast mindig a sajat készilékhez optimalt

el6készitések adhatjak.




Oszlop élettartam novelése peptid és fehérje tisztitasnal, agressziv
mosasi technikat alkalmazva pH tiir6 Gemini oszlopon

Marc Jacob, J.T. Presley III, Carl Sanchez, Ismail Rustamov és mtsi.,
Penomenex, Inc., 411 Madrid Ave., Torrance, CA 90501 USA

Forditotta: Héja Kornélia

Bevezetés

A Gemini folyadékkromatografias toltetek széles pH
tartomanyban (pH 1-12) t6rténd elvalasztasokra
fejlesztették ki.

A cikkben bemutatasra kerul, hogy a magas pH
stabilitast Gemini termékcsaladnal alkalmazhaté Iigos
mosas, ezzel ndvelhet6 a kolonna élettartama (1 M
NaOH/alkohol=1/1 (V/V), mert a kolonna hasznalat
utan tisztithatd.

A szennyezett kolonna fellilet rontja az elvdlasztas
hatékonysagat valamint nyomasnodvekedést okoz. Az
agressziv lugos oszlop regenerdlds a peptidek és
fehérjék vizsgalatanal fontos, hogy eltdvolithassuk a
felhalmozddott szennyezddéseket az oszlop fellletérdl.
Az Axia Gemini preparativ oszlopok hosszabb
élettartamot és nagyobb teljesitményt nyuUjtanak a
peptidek és fehérjék preparativ tisztitasanal.

A preparativ folyadékkromatografidban az oszlop
tolteteket és az el6re toltott preparativ  oszlopok
tolteteit is ki kell cserélni, amennyiben a hagyomanyos
mosasi eljards nem javit az oszlop teljesitményén és
nem csékkenti a nagy nyomast. A kicsapddott fehérje,
az erdsen visszatartott komponens és a téltet nagy
mérték( porlodasa okozhatjak ezeket a problémakat.

A forditott fazisu szilika alapu szorbensek korlatozzak a
mosasi  korilményeket ecetsavra, metanolra és

e

NaOH-nak, de nem biztositanak
megfeleld hatékonysagot és szelektivitast, hogy azok
versenyképesek legyenek a szilika alapu téltetekkel.

Az Ujabb, hibrid technoldgiaval elGallitott téltetek, mint
a Gemini (C18, NX C18 és C6-Phenyl), nagyobb
hatékonysagot és szelektivitast biztositanak, mint a
polimer alapl toltetek és sokkal nagyobb a pH
stabilitasuk, mint a teljesen szilika alapu tolteteknek. A
Gemini oszlopoknal alkalmazhaté a korabban emlitett
agressziv mosasi technika is az oszlopok tisztitasara

(pl: 1 M NaOH/alkohol=1/1 (V/V).

A Gemini TWIN Technoldgianal az egységes szilika réteg
egy Osszetett részecskét alkot. Midta bevezették ezt a
tipusu gyartasi rendszert, a szemcsék megtartjak
mechanikai stabilitdsukat, merevségliket, igy nagyobb
hatékonysdg és jobb felbontas érheté el, a polimer
réteg pedig megvédi a szemcséket a kémiai
behatdsoktél. Tehat a Gemini oszlopoknal lehet
hasznalni er6sebb, hatékonyabb mosasi folyamatokat,
anélklil, hogy az oszlop toltete megsériine.
Természetesen, vannak olyan fehérjék, peptidek,
amelyek aggregalédhatnak és a standard mosasi
kérilményekkel nem lehet regeneralni az oszlopot. A
fehérjék kozal, pl: az inzulin, amelyet rekombinans
technikaval allitanak el6, rosszul oldédé anyagokat
tartalmaz, ezért kell folyamatosan mosni az oszlopot,
ezzel visszadllitva az oszlop teljesitményét. A
peptidek/fehérjék kémiai szintézissel el6allitott
fehérjék/peptidek diszulfid hidakat tartalmaznak. A
polimerizacidé soran szennyez6dések keletkeznek. Az

elvélasztdsi folyamatndl ezek a szennyezddések
aggregalodhatnak, igy eltomithetik a kolonna inlet
fritjét.
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Az egyik leggyakrabban hasznalt oszlop regeneralasi
technika az erds ligos mosas.

Ezt a technikat lehet alkalmazni a nagy kémiai
stabilitasi Gemini oszlopoknal is, amellyel névelhetd a
kolonnak élettartama.

Anyagok és moédszerek

Minden vegyszer és fehérje a Sigma-Aldrichtdl
(St.Louis, MO, USA), az oldészerek az EMD-t6l (San
Diego, CA, USA), a Gemini C18 250*4,6 mm, 10 um
oszlop a Phenomenextél szdrmaznak. (Torrance, CA,
USA). A C8 250*4,6 mm, 10 um oszlopot egy
versenytars gyartja.

Az analizisek és a tisztitasi folyamatok az Agilent altal
gyartott (Santa Clara, CA, USA) Agilent 1100 HPLC
készliléken torténnek, amelyhez tartozik egy kvaterner
nagynyomasu szivattyG (pumpa), gazmentesité, UV
detektor és automata mintaadagold. A
kolonnateszteknél naftalint hasznaltunk (1. abra), az
aramlasi sebesség 1 ml/perc, az oszlop hémérséklete

kérnyezeti (tehat nem volt termosztdlva), az UV
detektalds 254 nm-en tértént Az eluens 20 mM-os
ecetsav/alkohol=1/1 (V/V). Az agressziv mosasi
folyamatoknal 3,3 kolonna térfogat 1 M

NaOH/alkohol=1/1 (V/V)-t hasznaltunk, ugyanazzal az
aramlasi sebességgel, hOmérséklettel. A mosas utan a
kolonnan taldlhaté Iugos eluenst semlegesitettik 4
oszlop térfogatnyi 20 mM-os ecetsav/alkohol=1/1 (V/V)
elegyével. A fehérje tisztitdshoz (2. abra) a fehérje
injektalt térfogat 5 ml, az dramlasi sebesség 1 ml/perc,
az oszlop hémérséklete kornyezeti (tehat nem volt
termosztalva), az UV detektalds 260 nm-en tortént.

15-25 % alkohol/vizes gradienst hasznaltunk, 25 percen
keresztdl.

Harom preparativ fehérje tisztitds utan regeneraltuk és
semlegesitettiik az oszlopot (1. abra kisérleteinél).

Eredmények

A kovetkez6 kisérletek a Gemini toltetek

alkalmazhatosagat mutatjak be.




Az els6 kisérletben az oszlop hatékonysag valtozasat
teszteltilk  (tesztvegyllet naftalin, UV detektalas
hulldmhossza 254 nm), t6bbsz6r megismételt tomény
NaOH-o0s mosas utan. A Gemini C18 oszlop mellett egy
masik gyartd forditott fazisu szilika alapl oszlopa lett
hasznalva. A kapott eredmények az 1. abran lathatdak.

Az agressziv mosasi folyamatot kdvetéen a Gemini C18
oszlop hatékonysdga koézel 70 kolonna térfogat
agressziv. mos6 eluens utdn is megmaradt. A
hagyomanyos forditott fazisu szilika alapu toltet esetén
25 kolonna térfogat agressziv mosd eluens hatasara
jelentésen kezdett csokkenni a kolonna hatékonysaga a
toltetben keletkezd irreverzibilis kdrosodasok miatt.
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1.abra: Az oszlop hatékonysdag véltozdsa a tomény ligos mosds hatasara
Gemini C18 és forditott fazisu szilika alapu téltet esetén.

A masodik kisérletben a Gemini C18 oszlop kémiai
stabilitdsa kerll bemutatadsra kis méretd (10000Da)
fehérjék tisztitdsa (injektalt mennyiség 5 mL, 10mg/mL)
soran. A kolonna 3,3 oszlop térfogatnyi NaOH-os
eleggyel mosva harom preparativ tisztitas utan.

A 2. abra bemutatja, hogy a Gemini C18-on kétszer
tobb tisztitdsi |épés és kétszer tébb mosasi folyamat
szlikséges, mint egy tipikus szilika alapu alléfazison.

A szilika alapu oszlopokon a tisztitast abba kell hagyni,
mivel a mosasi |épéseknél megné a nyomas az
oszlopon.

A magas pH-ju ligos mosas tonkreteszi a alléfazist, igy
kezd cs6kkenni a kolonna élettartama, illetve ndvekedni
az oszlopon kialakuléd nyomas.
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2.3bra: Fehérje ismétlédS tisztitdsa és mosdsa Gemini C18 és tipikus

szilika alléfazisu oszlopon
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3.dbra: Bemutatja a két oszlopon kialakulé nyomdst, az agressziv mosasok
hatédséra.

KonklGzié

Ebben az alkalmazasban bemutatjuk, hogy a Gemini
oszlopok szorbense kompatibilis az agressziv IGgos
mosasokkal. A Gemini termékcsalad kivaldo kémiai
stabilitdsa altal novelheté az oszlopon a tisztitasi
folyamatok szama, anélkil, hogy ki kellene cserélni az
oszlopot.

Az Axia preparativ. Gemini oszlopok hosszabb
élettartamot és nagyobb teljesitményt mutattak a
fehérjék és peptidek preparativ tisztitasanal.

O R | |
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UHPLC kolonnak védelme, vagyis hogyan orizziik meg az ilyen tipusi
kolonnak hatékonysagat és noveljiik élettartamat

J.T. Presley III, Tom Cleveland, Jeff Layne,

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

Forditotta: Szasz Vadasz Tas

Bevezetés

Az UHPLC kolonnak hasznalataval jelentésen javul a
kromatografids elvalasztasok hatékonysaga, ugyan-
akkor egyedi kihivasokat is tamaszt elénk. Az UHPLC
rendszerek optimalizdltak a jobb hatékonysag elérése
érdekében. A legnagyobb gond a kolonna védelme a
mikroszennyezG6ktdl.

Egy ultra-nagy hatékonysagu védé kolonna rendszer
arra hivatott, hogy az UHPLC 2 pm alatti és a
héjszerkezetli  (core-shell) kolonnak élettartamat
meghosszabbitsa (ezzel pénzt és idét is tudunk
sporolni), illetve a készllék karbantartasi koéltségei is
csokkenthetbek.

Eredmények és értékelés

Koztudott, hogy a UHPLC rendszerek és kolonnak
nagyobb odafigyelést igényelnek, a hagyomanyos HPLC-
hez képest, annak érdekében, hogy a maximalis
hatékonysagot el tudjuk érni. Optimalizalt rendszereken
dolgozunk, az UHPLC teljesitmény megbrzése érde-
kében elengedhetetlen a kromatografids tisztasag és a
kolonndk védelme. Véd6 kolonna hasznalata nélkil
csOkkenhet a kolonndk teljesitménye, élettartama és
megnoévekedhet a készilékek karbantartadsi igénye és
koéltsége.

Az UHPLC kolonndk, kulénésen a 2 pm alatti
szemcseméretliek hamarabb eltdémddhetnek, mint a
hagyomanyos 3 ym, vagy 5 um szemcseméret(i HPLC
oszlopok. Ez nem csak abbdl adddik, hogy a szemcsék
kozotti tér joval kisebb, de a kolonnat lezard szlir6k
(fritt-ek) porozitdsa is kisebb, mint a hagyomanyos
tolteteknél. Tehat az eluensben, vagy a mintaban levé
barmilyen szemcseatmérdjl szilard szennyezd, fel nem
oldddott kristaly, vagy a készlilékbdl esetlegesen levalo
szilard részecskék irreverzibilisen eltomithetik a
kolonnat.

Egy egyszeri moddja az UHPLC hatékonysag
megG6rzésének, illetve a kolonna védelmének (akar 2
pm szemcseatmérd alatti teljesen pordzus, akar
héjszer( toltetli oszlop esetén) a SecurityGuard™ ULTRA
védd kolonna rendszer hasznalata. (1. abra)

With SecurityGuard ULTRA

| GUARDl - Column

L

Inlet Frit

1. abra. Elektronmikroszkdpos felvétel a kolonna frittr6l és toltetrél véds
kolonna hasznélatdval és nélkiile.
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Egy kolonna élettartam tesztet végeztiink, bioldgiai
mintat injektaltunk egy kéregszerkezetes (Kinetex 2,6
pum C18 50 x 4,6 mm Phenomenex, Inc. Torrance CA,
USA) oszlopra (2. abra). Védé kolonna nélkil az
oszlopon egy allandd, exponencialis nyomasemelkedés
Iép fel (szurkével jel6lt pontok). Ez a nyomasndvekedés
végul ahhoz vezet, hogy a kromatografidas hatékonysag

romlik, cslUcsszélesedés sOt, akar csucskett6zOdés
|éphet fel.

A SecurityGuard™ ULTRA védo kolonna rendszer
hasznalataval  jelen6sen  novelheté a kolonna

élettartama. Ahogy az abran a fekete pontokkal jelzett
goOrbén is latszik, ebben az esetben is tapasztalhatunk
nyomasnidvekedést, de ez a csupan védé kolonnan Iép
fel. A védé oszlop cseréjével a kolonnadn koézel a
kiindulasi nyomasesés jelentkezik.

Cartridge Replacement Cartridge Replacemant

‘....'ll

Backpressure (Bar)

Injection No.

I I No Guard

B scourityGuard™ ULTRA

2. dbra. Nyomdasesés a kolonnan az injektalasok szaméanak fliggvényében.
A sziirke pontok jelblik a véd6 kolonna nélkili kisérleteket, mig a fekete

pontok jelélik a SecurityGuardTM ULTRA védé kolonna hasznélatat.




Gyogyszermolekulak tisztitasa és visszanyerése plazmabol Strata-X
szilardfazisu extrakcioval és hagyomanyos folyadék-folyadék

extrakcioval
Deborah Jarrett,

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

Forditotta: Szabo Krisztina
Bevezetés

A szilardfazisi extrakcid6 [SPE] napjainkban a
legelterjedtebb tisztitdsi technika a kromatografias
mintaelGkészités soran. Bar régdéta hasznaljdk ezt a
technikat, az Uj funkcids csoportokra vonatkozd egyre
nagyobb specifikussag lehetévé teszi az analitikusok
szamara a mintdk visszanyerésének és reprodukal-
hatésaganak novelését.

A diclofenac (1. abra) egy gyengén savas (pKa=4.0),
nem szteroid tipust gyulladascsokkentd gydgyszer
(non-steroidal anti-inflammatory drug, NSAID), amelyet
pl. mUtét utani fajdalomcsillapitasra hasznalnak felnG6tt
és gyermek pacienseknél. A diclofenac, mint
fajdalomcsillapitd Ggy fejti ki a hatasat, hogy a
ciklooxigenaz (COX) Utvonalon gatolja a
prosztaglandinok szintézisét. Ugy is NSAID-ként
mikodik, hogy a lipoxigendz Utvonalat gatolja azaltal,
hogy csokkenti a proinflammatorikus hormonok
képzédését. A diclofenac mennyiségi meghatdrozasa
bioldgiai mintdkbdl, mint pl. plazmabdél nagy
jelent6séggel bir. Ez a cikk két széles korben
alkalmazott moddszert tar fel a diclofenac plazmabdl
folyadék-folyadék extrakciét (LLE) kontrollként vizes
matrixot alkalmazva.

Flurbiprofen (pK, = 4.2)

Cl

NH

Cl OH
0

Diclofenac (pk, = 4.0

1. bra A flurbiprofen és a diclofenac szerkezete és pKa értékei.

Anyagok és modszerek

A plazma el6kezelése mindkét extrakciés technika
esetében azonos. A plazma gézlapon torténd atszlirése
utan 5% metanolban feloldott diclofenacbdl 500uL-t
adtunk 500uL plazmahoz, majd ehhez 600uL 1M-os
foszforsavat mértink.

Szilardfazisa extrakcio

Az elGkészitett plazma mintak tovabbi tisztitdsa és
toményitése SPE alkalmazasaval tortént.

Ekvilibralas: 2mL viz

Mintafelvitel: 1,6mL el6készitett plazma
Mosas: 1mL 5%-0s metanol

Szaritas: 1perc (254Hgmm nyomason)

Eltcié: 1mL metanol

Beparlas: 53°C-os nitrogén aramban 20 percig
Oldas: 0,5mL eluensben

Folyadék-folyadék extrakcié

Az elGkészités utan az oldathoz 5mL hexan/IPA=95/5
v/v elegyet adtunk. 1 perces Osszerdzads és 10 perc
centrifugalads (2000rpm) utan a felsG, szerves fazisbdl
4mL oldatot beparoltunk 53°C-o0s nitrogénaramban 20
percig.

LC/uv

A diclofenac és IS (flurbiprofen) kromatogramja plazma
matrixbol térténé SPE extrakcid utan.

Diclofenac

Flurbiprofen

2.dbra: 50ug/mL koncentracidju diclofenac spike-olt plazma minta és az
extrakcié utan hozzdadott 160ug/mL koncentracidjé flubiprofen (IS)
kromatogramja.

Oszlop: 75x4,6mm Kinetex C18 2,6um (00C-4462-E0)
Eluens: foszforsavas viz (pH=3,3)/metanol=63/37 v/v
Elemzési id6: Sperc

Hémérséklet: 30°C

Detektalds: 254nm

Minta: flubiprofen (IS) és diclofenac

Eredmények és értékelés

Hagyomanyosan a folyadék-folyadék extrakcidé volt az
elterjedt tisztitdsi modszer gydgyszeripari mintak
esetén. Bar sok évtizede alkalmazzak ezt a technikat,
még mindig taldlkozhatunk hianyossagokkal. Az
Osszehasonlitdé mérés elvégzése soran kiderilt, hogy a
szilardfazisi extrakcié sok elényt mutatott fel ezzel a
hagyomanyos moddszerrel szemben, mint pl. a
visszanyerés, id6, olddészer megtakaritas, illetve a
sokkal reprodukalhatébb eredmények.

Diclofenac-kal spike-olt plazma mintdkat alkalmaztunk
az SPE (polimer alapu szorbenst, Strata-X-et
alkalmazva) és az LLE extrakcidos hatékonysaganak
Osszehasonlitdsara. Az  eredmények szerint a
sziladrdfazisu extrakcié sordn a Strata-X szorbensen a
esetén plazma matrixban kozel 86% volt az LLE soran
mért 46%-kal szemben. (1. téblazat) Ez azt jelenti,
hogy LLE alkalmazédsa esetén a visszanyerés
megkozelitéleg a fele az SPE-hez képest. Ez az eljaras
az LLE esetén egy extrakcidos Iépést tartalmazott,
szemben a tobbszéri hexan-IPA eleggyel vald
extrakcioval, amellyel meg lehetne noévelni a
hatékonysagot, viszont az jéval nagyobb oldészer-
felhasznalassal jarna egyditt.



Ezzel nemcsak az extrakciéra forditott id6 novekedne

meg, hanem a nagyobb mennyiségl oldoszer
elparologtatdsa is tobb id6t venne igénybe.
1. tablazat Teljes visszanyerés (%) diclofenac esetén
_ RSD
spike-olt ] L,
L diclofenac kézépérték
koncentracio
%
86%
SPE 15ug/ml 10
(n=4)
46%
LLE 15ug/ml 35
(n=4)

Azon felll, hogy az SPE sokkal nagyobb visszanyerési
szazalékot eredményez, tovabbi elonye még, hogy a
Strata-X szorbens joval kisebb eltérést mutat a
mintael6készité oszlopok ko6zott: 10%-os RSD
k6zépérték szemben az LLE soran mért tébb mint 3-
szoros, azaz 35%-os értékkel. (2. és 3. abra). Az RSD
k6zépértékeket tekintve SPE és LLE esetén az SPE
sokkal pontosabb és reprodukalhatobb mddszer
gyodgyszeripari vegylletek extrakciéjara, mint a
folyadék-folyadék extrakcid.

o 10 20 30 40 S0 60
Concentration (ugimL)

2. dbra: RSD kozépértékek.
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3. dbra: RSD kézépértékek

Osszegzés

A Strata-X szorbens a pirrolidon ligand altal nyujtott

kélcsénhatasi mechanizmusoknak k6szdnhetéen

semleges vegylletek mellett bazikus és savas csoportot
tartalmazo polaris vegylleteknél jé visszatartast biztosit
még magas szerves olddszer tartalmd mosd elegyek
esetén is. A pirrolidon ligand gylrlje lehet6vé teszi
kélcsdnhatast,
tovabba savas és bazikus vegylletek képesek k&étédni a
szekunder amin nitrogénjéhez valamint a karbonil

aromas vegylletek esetén a pi-pi

csoport szénjéhez.
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Bi;ding Properties of Strata-X

Pi-Pi Bonding

Hydrogen Bonding,
Dipole-Dipole Interactions

n (0] -
I
N 3
Hydrophobic Interactions
+
n 0]
Il
N

+ Analyte-sorbent interaction site highlighted in blue.

4.4bra: SPE funkcids csoport kélcsénhatasai.

Ezzel szemben a folyadék-folyadék extrakcié két nem
elegyed6 olddszert hasznal, amelyek a szdban forgo
analittal vald kolcs6nhatasért versenyeznek. Bar a
folyadék-folyadék extrakcido a legtobbszor valasztott
extrakcids technika, az SPE szamos elényt mutatott
fel az LLE-vel szemben a diclofenac extrakcidja soran
a Strata-X szorbens  funkcids  csoportjainak
készénhetben. Osszegzésként az adatok azt mutatjak,
hogy a diclofenac esetén az SPE sokkal jobb vissza-
nyerést ad az LLE-hez képest, kevésbé idGigényes,
kisebb az olddszer-felhasznadldsa, mint a hagyo-

manyos folyadék-folyadék extrakciés mddszereké,
valamint sokkal reprodukalhatobb eljards. Ezek
alapjan  kimondhatjuk, hogy a gydgyszeripari

termékek extrakciés modszere egyértelmiien az SPE.



pH-stabil PolymerX™ oszlop alkalmazasa bazikus gydgyszervegyiiletek
lipofilitasanak kromatografias elorejelzésére
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Richter Gedeon Nyrt., SzintézistdAmogato Laboratérium, 1103 Budapest, Gyomréi at 30-32.

*Levelez6 szerz: a.konczol@richter.hu

Bevezetés

A gydgyszerhatéanyagok lipofilitAsa  alapvet6en
meghatarozza mind a farmakokinetikai, mind a
farmakodindmias sajatsagaikat, igy e paraméter
ismerete mar a gyogyszerkutatds korai fazisaban
kulcsfontossagu [1]. A  lipofilitds  szédm-szerl(

jellemzésére elsGsorban az adott vegyllet n-oktanol/viz
rendszerben mért megoszlasi hanyadosanak
logaritmusat (logP) szokas hasznalni. A logP érték
meghatarozasa torténhet direkt modon ,klasszikus”
razétélcséres modszerrel vagy potenciometrias
titralassal, illetve indirekt Uton példaul kromatografias
technika  segitségével [2]. A forditott fazisu
folyadékkromatografias (RP-HPLC) megkozelités kis
mintaigényl, gyors és széles logP tartomanyban (-1 -
6) hasznalhaté. Ebben az esetben az adott vegyllet logP
értékének kozelitése a polaros mozgodfazis és az
apolaros alléfazis kozti megoszlast jellemz6 retencids
tényez6 (logk) segitségével, jellemzéen egy linearis
Osszefliggés alapjan (logP = a*logk + b) torténik [3].
Erésen bazikus  vegylletek valédi  megoszlasi
hanyadosanak kromatografids méréséhez
elengedhetetlen, hogy az adott vegyiilet neutralis (nem
ionizalt) molekuldris formadban eludldédjon. Ehhez
L~extrém” magas pH érték({ (pH>10) eluens alkalmazasa
szlikséges, amelyet azonban a legtobb kereskedelmi
forgalomban kaphato szilika alapu alléfazis nem toleral.
E problémakérre példaul a polimer alapu, igy széles pH
tartomanyban stabil (pH=0-14), tovabba a C18-cal
modositott  szilika alapu  allé-fazisokhoz  hasonld
szelektivitast biztosité allofazisok hasznalata jelenthet
megoldast.

Jelen feljegyzés a PolymerX™ RP-1 elnevezés( [4],
polisztirol-divinilbenzol ~ (PSDVB)  alléfazis  bazikus
gyoégyszer-vegylletek logP értékének elGrejelzésére
torténd alkalmazhatdosagat mutatja be.

Anyagok és modszer

A tesztelt gyogyszervegylletek oldasahoz hasznalt
dimetil-szulfoxid (DMSO) és az eluensekben hasznalt
HPLC-tisztasagl metanol a Sigma-Aldrich Kft-t6l kerlt
beszerzésre, mig az ioncserélt vizet egy Millipore Milli-
Q® viztisztitd berendezésbdl nyertik. A vizsgalt 33 db
gyogyszervegyllet (1. tablazat) szintén a Sigma-Aldrich
Kft-t6l szarmazott. Azonossagukat és tisztasagukat
analitikai bizonylatokkal igazolta a forgalmazé.

A kromatografids mérések egy Agilent 1200 RR-HPLC
késziléken torténtek (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA). A retencids idGket egy PolymerX 3u RP-1
100, 50 x 4,0 mm (00B-4338-DO, Phenomenex,
Torrance, CA, USA) analitikai kolonnan hataroztuk meg,
amelyet egységesen 40 °C hOmérsék-leten és 1,0
ml/perc térfogataram mellett hasznaltunk. 0,1% trifluor-
ecetsavval savanyitott ioncserélt viz (pH=2,0), illetve
ligos eluensként 20 mM ammonium-acetat (pH=10,5)
oldat szerepelt ,A” eluensként, mig ,B” eluensként
HPLC-tisztasagl metanolt alkalmaztunk.

A linedris gradiens ellcié programja: 0-5,3 perc 5-
100% B; 5,3-8,5 perc 100% B; 8,51 perc 5% B; majd
3 perc ekvilibracios idd.

A gyogyszervegylleteket  egységesen 1 mM
koncentraciéju DMSO oldatukban vizsgaltuk.
A kromatogramokat 220, 254, 280 és 320 nm

hulldmhosszokon DAD detektorral rogzitettik és a
MassHunter® szoftverrel értékeltiik. Az alkalmazott
injektalasi térfogat egységesen 1 pl volt.

A 0% szerves eluenstartalomra extrapolalt retencids
tényez8 (logk,) értékek szamolasa a Snyder és Dolan

féle osszefliggéssel tortént [5]:

t b
logk, =(tz, —;Olog(2,3b)—t0 _tD)'r

0

ahol t, ~az adott vegyllet gradiens mddban mért
retencids ideje (perc), t, a kolonna holt ideje (t, = t_ .,
= 0,32 perc), t, a gradiens késleltetési ideje (0,98

perc), és b a gradiens lépcs6 paramétere (0,3):

_V,-Ap-S
t,-F

b

ahol V_ a kolonna holt térfogata (kb. 0,4 ml), A a

szerves eluens térfogatardnyanak valtozasa a gradiens
program alatt (0,95); S az adott vegylletre jellemzd6
alland6 (kozelitbleg 4,2 kis molekuldkra), t_ gradiens

ideje (5,3 perc), és F a térfogataram (1,0 ml/perc).
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Eredmények pH= 10,3

A vizsgalt 33 db gydgyszervegylletre kapott logP -
logk, Osszefliggéseket az 1. dbra és az I. tablazat

tartalmazza. ¥

1. tablazat A vizsgalt gydgyszervegyiiletek, logP értékiik és mért - ! [ A
kromatografias retencios tényezdik.
logD = 1,07%log k, +0,55 logD =2,21%log k,~ 247
R2= 04666 n«33 R*=0,9038 n»33
Ssz. Név logP * togh 1. &bra Osszefiiggé izsgdlt bézik 5 iiletek lipofilita
- - . abra )Sszerugges a vizsga azIkus 'ogyszervegyulete Iporilitasa
pH = 2,0 pH = 10,5 (logP) és HPLC-VZ‘? meghata'rgzott retenciég);é%)}//ezéje lg())'/zbtt savanJ, illetve
1 Acebutolol 2.02 1.92 1.86 ligos kémhatdst eluens alkalmazdsa mellett. Megjegyzés: a numerikus
| 3 572 3.05 értékeket az 1. tablazat tartalmazza.
2 |Asztemizo 4.35 . .
3 | Atenolol 0.22 0.73 1.24 . i o i
- Ezen felil a kapott eredmények indirekt maddon
4 | Benzokain 1.89 3.64 2.11 megerdsitették a polisztirol-divinilbenzol all6fazis C18-as
5 | Bromokriptin 4.20 3.44 2.82 alléfazishoz viszonyitott szelektivitdsanak analdgiajat. Ki
T kell tovabba hangsulyozni, hogy kozel 300 injektalas
6 | Cimetidin 0.48 0.15 1.02 utan is 5%-nal kisebbnek adddott a vizsgalt oszlopon
7 | Difenhidramin 3.18 2.70 2.81 mért retencidos idék reprodukalhatdésaganak relativ
8 |Diltiazem 2.89 3.17 274 s'zé!'édésa,” igy valdéban pH-stabil, robusths élléfégisként
— értékelhetd a PSDVB. Meg kell azonban jegyezni, hogy
9 | Fenazopiridin 331 3.14 2.64 alacsony cslcskapacitisa és kis mechanikai ellenallé
10 |Fluoxetin 4.50 3.05 2.73 képessége (170 bar maximalis nyomasesés) miatt csak
- kis kromatografias hatékonysag és kozepes
11 |Haloperidol 3.67 235 2.74 ateresztOképesség érthetd el a tesztelt kolonnan.
12 | Hidroxizin 3.55 3.17 2.84
13 | Imipramin 4.39 3.11 3.13
Irodalom
14 | Ketokonazol 4.34 3.26 2.93
15 |[Kinin 3.50 1.74 2.53 [1] Testa, B., Van de Waterbeemb, H., Folkers, G., Guy,
- . R. (eds.) Pharmacokinetic Optimization in Drug
16_| Klaritromicin 3.16 3.22 2.50 Research: Biological, Physicochemical, and
17 | Klorokin 3.11 1.43 2.68 Computational  Strategies. Wiley-VCH,  Weinheim,
18 |Klozapin 4.10 2.22 2.69 Germany, 2001. . o
- - [2] Takacsné Novak, K., Vélgyi, G.: A fizikai-kémiai
19 |Lidokain 2.44 1.67 245 jellemzés helye és mddszerei a gydgyszerkutatdsban.
20 | Mikonazol 4.89 3.70 3.06 I[VI3a]gy. Kém. F. 111, 169-176 (2005). 200 Hi
- Gocan, S., Cimpan, G., Comer, J., 6. Lipophilicity
21 | Moxonidin 0.90 1.03 1.22 measurements by liquid chromatography. In: Grushka,
22 |Olanzapin 3.10 1.32 2.53 E., Grinberg, N. (eds.) Advances in Chromatography.
23 | Pindolol 1.83 1.64 1.99 Taylor & Francis Group, Boca. Raton, pp. 79-176.
- [4] Phenomenex Product Guide 13/14, p. 239.
24 | Prazosin 2.16 2.01 2.26 [5]1 Snyder, L.R., Dolan, J.W.: Initial experiments in
25 | Prokain 2.14 1.09 2.27 high-performance liquid chromatographic method
- development I. Use of a starting gradient run. J.
26 | Prometazin 4.05 3.04 3.13 Chromatogr. A 721, 3-14 (1996).
27 |Ranitidin 0.45 0.81 1.54 [6] Avdeef, A. 2012. Absoprtion and Drug Development:
28 |Rivasztigmin 210 2.00 2.44 Solubility, Permeability, and Charge State. John Wiley &
9 |1 £ <6 > 61 3.26 Sons Inc., Hoboken, New Jersey.
amoxifén . . .
30 |Terbinafin 6.20 2.30 3.81
31 |Tetrakain 3.51 2.41 2.69
32 |Timolol 2.12 2.13 2.35
33 | Trimethoprim 0.83 1.64 1.56

*: razétolcséres és/vagy potenciometrids titralasbol szarmazo értékek,
jellemz6en [6] forrasbol.

A tesztvegylletek sav-bazis sajatsagait figyelembe
véve, az el6zetes varakozasoknak megfeleléen az
erésen ligos eluenst alkalmazdé kromatografias
rendszerben szignifikansan jobb korrelaciot kaptunk a
lipofilitds és a kromatografiads visszatartds kozott.
Megallapithaté, hogy a Idgos eluenst alkalmazé
rendszerben nyert Kkalibracids egyenlet adekvat
modon képes el6re jelezni bazikus
gydgyszervegylletek lipofilitasat.
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Gasztrosarok

Afonyas csokis puszedlik:

Tartson egy keveset otthon a hiitében
vagy a fagyasztéban ebbdl a finom
siitimasszabal

ik

Fotd: Colin Campbell, a Guardian-tél

Egy rejtett adag, sitésre kész étel a h(itében vagy
fagyasztéban barmilyen eseményhez jél  jon
decemberben. Mindig van valaki, aki varatlanul beallit,
igy kell valami, amivel percek alatt elkésziilhetiink.
Ilyenkor nagyon tudunk o6rilni egy tal hazi készités(
siti alapnak. Egy hétig is eldll, fagyasztva akar néhany
hénapig is, és egy pillanat alatt lehet formazni,
kinyujtani és kisttni. Tartsunk egy keveset ebbdl az
izletes afonyas, csoki darabokkal megszort
zabslteménybdl a hitében, és még hidegen is puha és
omldés marad, hiszen tartalmaz egy kis olajat.
Elkészités: korulbelll 25 perc.

50g vaj

175g kristalycukor

1 teaskanal vanilia kivonat
1 kozepes tojas

100ml napraforgémag olaj
150g sima liszt

1 teaskanal siitopor

100g zabpehely

100g étcsokoladé

170g csomag szaritott afonya
porcukor

Verjuk fel finoman a vajat, cukrot, vaniliadt és tojast,
majd ontstk hozza az olajat, lisztet, stt6port és a
zabpelyhet.

Keverjiuk 0ssze a csokoladét és az afonyat, majd h(itsik
vagy fagyasszuk le a masszat, amig kicsit megszilardul.
Béleljlik ki a tepsit sttOpapirral, gyurjunk didnyi méretl
golydkat a masszabdl, és tegylk a tepsibe sltésre.
Teasz(ir6 vagy szita segitségével szdérjuk meg jol
mindegyik slti tetejét porcukorral (elég ha csak
talalaskor tesszlk ra).

Melegitsiik a stitét 170°C-ra (150°C légkeverésesben) 3-
as gazfokozaton, és slissiik 14 percig, amig térfogata
megnod és aranybarna nem lesz a széle.

Hagyjuk kihlIni a tepsiben néhany percig, majd egy
spatulaval Ovatosan emeljuk at egy tanyérra, hogy
lehdiljéon és megszilarduljon.
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5 salata ontet recept

Uj salata dressing &tletek a Food
Network Magazi %gl

1. Mangoé-Lime oOntet: Purésitsink 1 felszeletelt,
meghamozott mangot, a rostjait és levét 1 lime-nak,
tegylink egy tedskandl barmilyen dijoni mustart, cukrot
és sét egy turmixba. Fokozatosan mixeljunk s csésze
balzsamecettel és > csésze névényi olajjal.

2. Bazsalikomos-dids: Turmixoljunk 0ssze 34 csésze
olivaolajat, 3 kanal barmilyen porkélt didt, citromlevet, 1
csésze friss bazsalikomot, 1 fokhagyma gerezdet és 1
tedskanalnyi sét.

3. Szarvasgombas: Verjunk fel 1 kanal barmily
dijoni mustart és pezsgbecetet, 1 aprora va
mogyoréhagymat, 2 teadskanal sot, és borsot i
szerint. Fokozatosan keverjik % csésze szarvasgol
olajban és 4 csésze olivaolajban

4. Krémes-kéksajtos: Keverjink Ossze V4 csésze
barmilyen irét (tejes vajat) és tejfolt, Y- csésze
6sszemorzsolt kéksajtot, V2 citrom levét, sot, é§ csip6s
szbszt izlés szerint. g
5. Ezersziget: Keverjink 6ssze 2 csésze majonézt, a
csésze édes chili szdszt, 2 kandlnyi édes-savanyl szoszt

és szeletelt barackot, 1 szeletelt f6tt tojést'.t’és egy 2

citrom levét. A
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