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Benzol, xilol és sztirén metabolitjainak
meghatarozasa egyszerisitett folyadek
extrakcioval és folyadékkromatografias
tandem tomegspektrometriai modszerrel

Tolgyesi Adam, Korozs Gerda, Balint Maria
Balint Analitika Kft., 1116 Budapest, Fehérvari ut 144

OSSZEFOGLALAS

Jelen kézleményben hat szerves metabolit (S-fe-
nil-merkaptursav, 2-metil-hippursav, 3-me-
til-hippursav, 4-metil-hippursav, mandulasav
és mukonsav) vizsgalatdit mutatjuk be, mely
komponensek benzol, xilol vagy sztirén expo-
zicié utdn jelennek meg a human szervezetben,
meghatarozasuk vizeletbdl torténik. A metabo-
litok lipofil jellege lehet6vé teszi a folyadék — fo-
lyadék extrakcié alkalmazasat a mintabol valo
kinyerésiikre. Munkank soran olyan extrakcids
eljarast probaltunk ki, mely nem a hagyoma-
nyos értelembe vett folyadék - folyadék ext-
rakcion alapul, hanem az ugynevezett egysze-
risitett folyadék extrakcion. Ezzel az eljarassal
kevesebb 1épésbdl és kevesebb szerves olddszer
felhasznalasaval lehet azonos eredményt elér-
ni, mint a klasszikus folyadék - folyadék ext-
rakcioval. A célkomponensek meghatdrozasat
folyadékkromatografias tandem tomegspekt-
rometriai moédszerrel végeztiik C-18-as HPLC
oszlopon 0,1% (v/v) hangyasavat tartalmazd
viz és metanol mozgofazisokkal. A mennyiségi
értékelés soran harom izotopjelolt belsd stan-

dardot, az S-fenil-merkaptursav-d5-6t, a 2-me-
til-hippursav-d2-6t és a mandulasav-13C8-at
alkalmaztuk. A mddszer visszanyerése 83% és
111% kozott volt, a precizitas (n = 4) nem ha-
ladta meg a 13,5%-ot. Az S-fenil-merkaptursav,
2-metil-hippursav és a mandulasav esetén, me-
lyeket izotophigitassal értékeltiink az RSD 1,4%
és 4,12% kozott adodott.

BEVEZETES

A benzol a human szervezetben benzoloxidda
alakul, melyb6l az S-fenil-merkaptursav,
illetve a mukonsav is szarmaztathatd, mint
végsO metabolitok. A xilol metil-hippursavva
alakul az emberi szervezetben; attdl fiiggéen,
hogy orto-, meta- vagy para-xilolbdl alakul
ki 2-metil-hippursav, 3-metil-hippursav vagy
4-metil-hippursav jelenik meg a vizeletben. A
sztirén egyik végsé metabolitja a mandulasav
(1. tablazat).




1. tablazat: A vizsgalt metabolitok szerkezete és fizikai-kemiai tulajdonsaguk.

. Metabolitok
Komponens Metabolit LogP és pKa értékei
Ox, CH? o
S-fenil b
-fenil- oH
merkaptursav ZJ/\ 0,7 3,3
Benzol D
~F
Mukonsay [ o 0,0 3,2
PN
W HiC
. e /j Metil- g
Xilol “: y hipursav P 1,1 3,6
//\\ N
() ®
Sztirén . Mandulasav l 0,7 3,4
I HO ” oH
CH, 5

A metabolitok kézepesen polaros (LogP
0,0 - 1,1) jellegti és savas karakter(i (pKa
3,2 - 3,6) vegyiiletek (1. tablazat). Kro-
matografidas szempontbdl jol vizsgalhatok
forditott fazisi nagyhatékonysagu folyadék-
kromatografiaval (RP-HPLC), illetve tandem
tomegspektrometriai detektalassal (LC-MS/
MS). A minta-el6készités soran folyadék - fo-
lyadék extrakcioval (LLE) nyerhetdk ki vize-
letbdl vagy szilard fazisu extrakciéval (SPE).
A NIOSH 8301:2003 szabvany szerint savas
pH-n (pH < 2) kis6zas mellett etil-acetattal
kell a mintabdl kivonni a célkomponenseket,
ezt koveti az etil-acetatos fazis elpdarlasa és a
minta visszaoldasa eluens Osszetételti oldd-
szerelegyben [1].

Jelen dolgozatban egy olyan LLE eljarast pro-
baltunk ki, melyben egy szilard fazis bevona-
saval torténik meg a LLE, ez az un. egyszeri-
sitett folyadék extrakcié (SLE) [2]. Az SLE
soran (1l.abra), az SPE patronokhoz hasonld,
muanyag csovekbe toltott szilard toltetre visz-
sziik fel a mintat. Lényeges kiilonbség az SPE-

hez képest, hogy csak vizes mintat dnthetiink
az oszlopra. Az oszlop toltete szintetikus poli-
mer, amely adszorbedlja a vizet és nem engedi
atfolyni. A polimer toltet elénye a diatomafold
alapu toltetekhez képest az, hogy reprodukal-
hatébban lehet el6allitani. A toltetet nem kell
el6zetesen kondicionadlni: elég a vizes mintat
feljuttatni, gyenge vakuum segitségével az
adszorbenst a mintaval teliteni, majd pedig 1
perc varakozas sziikséges. A lipofil célkompo-
nenseket vizzel nem elegyedd szerves oldd-
szerrel (etil-acetat, dietil-éter, klorozott szén-
hidrogén) vagy ezek elegyével lehet extrahalni.
A toltetre feljuttatott szerves oldoszer atfolyik
az adszorbensen és atfolyas kozben a szilard
feltilethez kotott vizes mintabol kiextrahalja
a nem polaris komponenseket. Az olyan hid-
rofil matrixalkotok, mint példaul a fehérjék és
a sok konnyen elvalaszthatok a célvegyiiletek-
t6l, mig a lipofil matrix komponensek egyiitt
extrahalodnak a célkomponensekkel. Ezeket
a megmarado matrix vegyiileteket az LC-MS/
MS modszerrel kell elvalasztani a célkompo-
nensektdl [2].
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1. abra: Az egyszerusitett folyadek extrakcio menete.

Az SLE alkalmazasaval az extrakcid szerves
olddszer igénye par milliliter mintanként és
nincs sziikség a minta tobbszori centrifugala-
sdra, illetve az olddszer leszivasara, igy jelen-
tosen egyszertsodik az el6készités. Az illékony
szerves olddszerek hasznélata kévetkeztében
a minta beparlasa is gyors. Az SLE soran par
szaz mikroliter (100 - 300 pL) vizes mintat

SLE-LC-MS/MS MODSZER METABOLITOKRA

A minta-el6készités soran a teljes vizelet
mintdt homogenizadljuk, majd 1 mL-t
lecentrifugalunk miianyag centrifugacsében 1
percig, 10 000 rpm-en és szobahémérsékleten.
Enzimes hidrolizis Helix Pomatia-val nem
sziikséges, a metabolitok nem jellenek
meg konjugalt formaban a mintaban. 100
puL mintat higitunk 100 pL 0,1%-os (v/v)
hangyasav oldattal és igy vissziik fel az SLE
(I cm3) oszlopra, melyet el6zetesen az SPE
soran hasznalatos vakuumkadra illesztettiink.
Hagyjuk, hogy a mintat a toltet adszorbedlja,

visziink fel az oszlopokra, igy nem feltétleniil
minta koncentralasra, hanem csak a polaris
matrixalkotdk eltavolitasara hasznaljuk az ext-
rakciot. Nem célszerti a mintat dasitani SLE-
vel, mert a célkomponensekkel azonos polari-
tastu matrix vegyiiletek egyiitt extrahdlodnak
és koncentralddnak, és koelucio esetén az MS
detektalast befolyasolhatjak.

majd gyenge vakuummal eltelitjiik a toltetet
a mintaval. 1 perc varakozas utan etil-
acetattal extrahaljuk ki a célkomponenseket
az adszorbealt mintabol. 600 pL etil-acetatot
visziink fel a toltetre és az azon atfolyt oldoszert
tivegbeparldcsében gytjtjiik. Osszesen 3 x 600
uL szerves oldoszerrel extrahaljuk a mintat.
Az extraktumot 45 °C-on nitrogén aramban
szarazra paroljuk és a minta maradékot
0,5 mL 0,1%-os (v/v) hangyasav oldatban
visszaoldjuk. A minta higulasa igy 5x.



2. tablazat: A metabolitok ionatmenetei.

Anvaion Lednvion Fragmentor Utkozési
Komponens (n}; 12) (m}’z) fesziiltség energia
V) V)
S-fenil-merkaptursav 238 109 90 8
S-fenil-merkaptursav-d5 243 114 90 8
Mukonsav 141 97 60 5
o 91 10
Metil-hippursav 192 90
146 10
2-metil-hippursav-d2 194 91 90 10
107 0
Mandulasav 151 60
77 0
Mandulasav-°C8 159 114 60 0

Az igy el6készitett mintat LC-MS/MS mod-
szerrel vizsgaljuk linedris gradiens elucidval
RP-C-18-as (100 x 3 mm, 2,7 pm) fazison. Az
»A’eluens 0,1%-os (v/v) hangyasav vizben, mig
a ,,B” metanol. A gradiens elticié soran 0 perc-
nél a B eluens 10%, 10 percnél a B eluens 95%,
14 percnél a B eluens 95%, 14,1 percnél a B el-
uens 10%. Az analizis id6 25 perc, az injektalt

04
16 - TIC, 0.5 ug/mL 6
0.8 - 45
3
12
0- Fa WA L

A mennyiségi értékeléshez hasznalt ionatmenet félkévérrel van kiemelve.

térfogat 5 pL, a kolonna termosztat 25 °C-os.
Az MS/MS beallitasokat a 2. Tablazat tartal-
mazza. Az igy felvett teljes ion kromatogramot
(TIC) a 2. abra mutatja, melybdl az lathato,
hogy a 3-metil-hippursav és 4-metil-hippur-
sav kromatografidgsan C-18-as oszlopon nem
bonthat¢ fel, teljesen ko-elualédnak.

4 5 6 7 8 9 10 11

1'2 1'3 1;1 1P5 1r6 1'7

18 19 20 21 22 23 24

Intenzitas, cps vs. Id6, perc

2. dbra: A metabolitok teljes ion kromatogramja (TIC) 500 ng/mL-es koncentracioban. A
komponensek: mandulasav (1), mukonsav (2), 2-metil-hippursav (3), 3-metil-hippursav/4-me-

til-hippursav (4,5), S-fenil-merkaptursav (6)




A mennyiségi értékeléshez hdarom belsé
standardot haszndlunk, az S-fenil-merkap-
tursav-d5-6t, a 2-metil-hippursav-d2-6t és
a mandulasav-’C8-at melyeket 500 ng/mL
koncentracioban adalékoltunk a mintdhoz az
el6készités elején. Az S-fenil-merkaptursav, a

EREDMENYEK

Vak vizeletmintat adalékoltunk 1,0 ug/mL-es
szintre és négy parhuzamos mintanal vizsgal-
tuk SLE-LC-MS/MS modszerrel a visszanyert
koncentraciokat. Egy mintat adalékolas nél-

2-metil-hippursav és a mandulasav értékelése
tehat izotophigitason alapul, a tébbi kompo-
nensé pedig matrixhoz illesztett kalibracion,
mely sordn vak mintat adalékolunk megfelel6
koncentracids szintekre standard oldattal [2].

a mért koncentraciok korrigalasara. Az adalé-
kolt mintak vizsgalata utan kapott koncentra-
ciokat és azok atlagat és szorasat a 3. tdblazat
mutatja.

kil elemeztiink a szelektivitds ellenOrzésére és

3. tablazat: Adalekolt (n = 4) vizeletmintakbol valo visszanyereés 1 ug/mlL-es szinten.

3-Metil-
2-Me- hippursav
S-Fenil-merkaptursav | Mukonsav | til-hippur- | és 4-metil- | Mandulasav
sav hippursav
osszege
SLE1 0,996 0,973 1,080 1,010 1,070
SLE2 0,976 0,712 1,060 1,080 1,13
SLE3 1,010 0,843 1,055 1,007 1,053
SLE4 0,940 0,778 1,079 1,056 1,033
Atlag (ng/ 0,980 0,827 1,069 1,039 1,107
mL)
Visszanye- 98% 83% 107% 104% 111%
rés%
S (ug/mL) 0,030 0,112 0,015 0,034 0,108
RSD% 3,1 13,5 1,4 3,3 4,2
HIVATKOZASOK

(1] NIOSH 8301:2003 https://www.cdc.gov/niosh/docs/2003-154/pdfs/8301.pdf

(2] Tolgyesi Adam, Gyakorlati példik a folyadékkromatografiaval kapcsolt harmas kvadrupol
rendszert tandem tomegspektrometria élelmiszer-, bio- és textilanalitikai alkalmazasara. 2021.
Kromatografus.
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allergének, vitaminok, nehézfémek, elemek,

GMO meghatarozasa,
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akkreditalt mintavétel,

megbizdi kérésre vizsgalati modszerek fejlesztése,
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e  és sok mas egyéb vizsgalat.
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Etanolkoncentracio borban és desztillalt

szeszes italokban

Dr. Karpati Péter
Lab-Ex Kft., 1119 Budapest, Hadak utja 41.

CALIDUS™ 10T UtrraFast GC
~ ALKALMAZASI ATTEKINTES

Az etanol koncentracidojanak GC
elemzése a laboratériumban ke-
vesebb, mint 60 masodperc alatt

Inlet

P=3

| —

Detector Module 1

Column Module 1
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Chassis Subplate

1. dbra: CALIDUS 101 Functional Diagram

A mintafeldolgozé modul standard split /
splitless injekcids porttal rendelkezik, amely
vagy fecskenddvel torténd bedagolast igényel
szeptumon keresztiil, vagy az Auto Sampler
adagolja a mintat egy programozott hémér-
séklet oszlop modulhoz (PTCM). A bedm-
l6nyilas szeptum-oblitést tartalmaz, hogy
megakadalyozza a nem kivant komponensek
rendszerbe jutasat.

A PTCM-et a mérési modszer vezérli. 5%
Carbowax 20M 80/120 Carboblack B ellenal-
las fiitésti rozsdamentes acél kapillarisoszlo-
pot tartalmaz, és hémérséklet-programozott
tizemmodban miikodik. Az oszlop biztositja a
szénhidrogének elvalasztasat a folyékony ext-

raktumban. (Lasd a 2. abrat).

10

250000 MicroVolts

60 sec.

2. abra: Chromatogram Ethanol in Wine

KOVETKEZTETESEK

Az etanolkoncentraci6 meghatarozasa az
egyik fontos elemzés, amelyet egy modern
boraszatban vagy szesziparban végeznek.
Gyors, és pontos eredményekre van sziikség a
termék mindségének ellendrzéséhez a gyartas
minden szakaszaban. Tovabba a jovedéki ado
is az etanol koncentracio pontos mérésétol

tugg.

FOBB ELEMZESI ELONYOK

Az ipar leggyorsabb elemzési ideje az etan-
ol-koncentracié szempontjabdl, kivald telje-
sitménnyel és megbizhatdsaggal.

A szabadalmaztatott ellenallas fttésti rozsda-
mentes acél kapillaris oszlop modult és annak
hékezel6 rendszerét tartalmazza, paradigma-
valtast eredményez a GC elemzésben.

A legnagyobb teljesit6képességt, tartds, kom-
pakt és konnyt analitikai megoldds az ultra-
gyors etanol-analizishez (méretek: 43 cm x
21,5 cmx 27,9 cm, 9,07 kg).



Kozmaolaj borban és desztillalt szeszes

italokban

Dr. Karpati Péter
Lab-Ex Kft., 1119 Budapest, Hadak utja 41.

CALIDUS™ 10T UtrraFast GC
- ALKALMAZASI ATTEKINTES

GC elemzés kozmaolajra a labo-
ratéoriumban kevesebb, mint 5
perc alatt

Detector Module 1

Column Module 1

SPU

Chassis Subplate

1. abra: CALIDUS 101 Functional Diagram

A mintafeldolgoz6 modul standard split / sp-
litless injekcids porttal rendelkezik, amely vagy
fecskendével torténd bedagolast igényel sep-
tumon keresztiil, vagy az Auto Sampler ada-
golja a mintat egy programozott hémérséklet
oszlop modulhoz (PTCM). A bedémlényilas
septum-oblitést tartalmaz, hogy megakada-
lyozza a nem kivant komponensek rendszerbe
jutdsat.

A PTCM-et a mérési modszer vezérli. 5%
Carbowax 20M 80/120 Carboblack B ellenal-
las fiitésti rozsdamentes acél kapillarisoszlo-
pot tartalmaz, és hémérséklet-programozott
tizemmodban muikodik. Az oszlop biztositja a
szénhidrogének elvalasztasat a folyékony ext-

raktumban. (Lasd a 2. 4brat).
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2. abra: Fusel Oilin Wine Chromatogram

4.5 MilliVolts

KOVETKEZTETESEK

A kozmaalkoholok  magasabb  rendd
alkoholok, és jellemzéen forrd, fiszeres,
oldoszer-szerti izhez ¢és alkohol ,égéshez”
jarulnak hozza. Ezeknek az OsszetevOknek a
kis mennyisége kivanatos lehet egyes borokban
és szeszes italokban, de nemkivanatos is
lehet. Az izhez valé hozzajarulasuk mellett
a kozmaolajok alacsony szénsavtartalmat és
rossz habmindséget okozhatnak a sdrokben.

FOBB ELEMZESI ELONYOK

Az ipardg leggyorsabb elemzési ideje kivalo
teljesitmény és megbizhatosag mellett a koz-
maolajok szdmara.

Magaban foglalja a szabadalmaztatott, ellen-
alléan fatott rozsdamentes acél kapillaris osz-
lop modult és annak hékezel6 rendszerét, ami
paradigmavaltast eredményez a GC elemzés-
ben.

A legnagyobb teljesit6képesség, legtartosabb,
kompakt és konnyti analitikai megoldas az ult-
ragyors kozmaolaj-elemzéshez (méretek: 43
cm x 21,5 cm x 27,9 c¢m, 9,07 kg).

5 min.



Regdo gyujtés biztonsagosan

Szasz Vadasz Tas,
Gen-Lab Kft. 1119 Budapest, Hadak utja 41.

AVAGY BEMUTATKOZIK A VISION FEDELES BIZTONSAGI TOLCSER

A kémiai laborokban kihivast jelenthet a hul-
ladékolddszerek megfelel6, biztonsagos gytj-
tése és tarolasa. Gondot jelent, hogy sok eset-
ben az dllanddan nyitott kanndba, {iveg, vagy
miianyag tolcséren keresztiil ontjiik az oldo-
szert, igy azok parolgdsa sordn egészségre ka-
ros anyagok keriilhetnek a labor légterébe. Az
tiveg tolcsérek torékenyek, gyakran keskeny
szajnyilasuak, igy fizikailag sériilékenyek és
ateresztOképességiik kicsi. A tolcsérbe ontott
olddszer gyakran ,visszakop”, mert a kanna-
bdl tavozoé levegd dramldsa nem biztositott.
Az olddszergyijt6 kanndk emellett értékes he-
lyet foglalnak el az elszivéfiilkében (1. dbra).

P ‘;ﬁLa.

1. dbra: A hulladékoldoszer nem biztondsgos gyujtese

A kaphato biztonsagi tolcsérek, melyek a karos
olddszerg6zok parolgast megakadalyozhatndk
gyakran elérhetetlentil dragak, ha gondolkod-
tunk is beszerzésiikon, a gazdasagi dontésho-
z6k hamar letorik lelkesedésiinket.

Mindezen problémdkra nyujthat megol-
dast az altalunk forgalmazott, magyar gyar-
to terméke (2. dbra)! A fedeles biztonsagi
tolcsérek nagy ateresztOképességgel rendel-
keznek, a specidlis légzdényildsnak koszénhe-
téen froccsenésmentesen tolthetiink a kan-
naba nagyobb mennyiségli oldoszert is. A
tolcsér anyaga - a hasznalt kannakhoz hason-
l6an - jo kémiai kompatibilitasu polipropilén.

2. abra: Vision fedeles biztonsagi tolcserek

A tolcsér tartalmaz tovabba egy teflon sziirét
(3. abra), ami arra hivatott, hogy a lombikban
levé keverdbabat ne dobjuk ki az olddszerrel
egyiitt. A sziird cserélhetd kiviteld, de szem-
ben az altalanos tolcsérekkel, anyaga kivald
kémiai kompatibilitdsu, igy nem kell tartani a
degradaciotol.

3. abra: Cserélhetd teflon szuré



A termék elérhet tobb szinben, igy az el-
téré tulajdonsagu hulladékoldoészereket (pl.
szerves-, vizes-, halogén tartalmu, stb.) kony-
nyen megkiilonboztethetjilk. Mivel az elér-
het6 gytijtéedények (kannak) szajnyilasa igen
széleskort, biztonsagi tolcséreink is tobb mé-
retben érhetéek el (pl: DIN45, DIN51, 53B,
DIN60/61), a megfelel6 méret kivalasztasahoz
szivesen nyujtunk segitséget. A tolcsér egy te-
flon betéten keresztiil csatlakozik a kannahoz,
mely teljesen korbeforgathatd, igy a fedél nyi-
tasa a kornyezeti helyzetnek megfelel6en ala-
kithato (4. abra). A jol zaré fedélnek koszon-
het6en az oldészerek parolgasa minimalis, igy
a kanndkat nem feltétleniil kell fiilke alatt ta-
rolni.

Biztonsagi tolcsériink elérhetd vezetoké-
pes (ESD) kivitelben is (5. abra), amennyi-
ben ezt a biztonsagtechnika megkoveteli. Az
ESD kanndk szinezettek, igy a folyadékszint
nem lathato, az edény konnyen tultolthetd.
Erre kindl megolddst a kannaba szerelt szint-

4. abra: Fedeles biztonsdgi tolcser nehany pozitiv
tulajdonsaga

Atolcsér 360°-ban
korbeforgathato

jelz6: egy betekint6 ablakban lathatjuk a kan-
na telitettségét.

A termék tehat lehetévé teszi a hulladék oldo-
szerek biztonsagos gyUjtését és tarolasat, a mai
kovetelményeknek megfeleld, kényelmes és
megfizethetd. Mindezt hazai gyartotol!

Hinged lid
with click-closure

~

Mechanical
level sensing

N

ESD canisters with
level sensing.
Different sizes are
available such as
70 20 30L

\ Made of conductive

polypropylene

- Cap secured to

5. abra: ESD kanna szintjelzével eés fedeles biztonsagi ku-
pakkal

A fedél megakadalyozza
a karos oldoszergézok

kiparolgasat v
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Vial szukitok

Szabd Géza,
Gen-Lab Kft. 1119 Budapest, Hadak utja 41.

Gyakran mintavételi nehézségeket okozhat,
ha kevés mintamennyiséggel rendelkeziink
az egyes méréseink elvézéséhez. Ahhoz,
hogy idealisabb koriilményeket teremtsiink,
kiilonbo6z6 sziikitoket alkalmazhatunk, me-
lyek segitségével kis folyadékmennyiségek-
bdl is tudunk injektalni. Elkeriilhetjiik to-
vabba, hogy a tl elérje a mintatart6 iiveg
aljat, amellyel az esetlegesen sériilést szen-
vedhet. Tobbféle tipusu és méretii kivitel is
elérhetd, érdemes végiggondolni, hogy ezek
koziil melyik lehet a legoptimalisabb célja-
ink eléréséhez. Mindegyikiik alkalmazhaté
csavaros, krimpes és pattintos tivegekhez is
egyarant. A kupos alju sztikiték lehetévé te-
szik, hogy elérjitk a maximalis injektalhatd
térfogatot, valamint csokkenti a mintatarté
feltileti felszinét. Az inzertek anyagukban is
eltéréek lehetnek, tivegbdl és polipropiléndl
is késziilhetnek, utobbi inkabb a pH érzé-
keny, biolégiai mintakhoz lehetnek alkal-
masak, szem el6tt kell azonban tartani ter-
mészetesen az oldoszer kompatibilitast is.
Léteznek olyan kiviteli mintatartd tivegek
is, melyek mar gydrilag tartalmazzdk a szi-
kit6t, ezek hasznalata kényelmesebb és ez-
zel egyiitt id6t is sporolhatunk. A szikiték
mellet még hasznalhatunk kapos alja (CD)
mintatartokat is, melyek szintén megkony-
nyitik a mintavételt, kiilonosen, ha nagyon
kevés mintaval rendelkeziink.

1500

A lapos alju inzert egy kolt-
I séghatékony megoldas lehet
szamunkra. 100 pL feletti mi-
nak injektdlasahoz kivaldan
megfelel. A behelyezésre ke-
rild szikité iivegcse miatt a
mintatartonk alja magasabb

N
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lesz, igy timélység korrekciot kell végez-
niink. Az inzerteket egyesével kell az iive-
gekbe tenniink, igy megnovekedett minta-

elékészitési idovel kell szamolnunk.

V250

Ebben az esetben is egyenként kell
behelyezniink az inzerteket, azon-
ban a kupos alju sztikiték mar 100
uL-nél kisebb mintdk esetében is
garantaljak a problémenetes injek-
talast.

P250

Léteznek ugynevezett rugos =
alju szakitok is, amelyek pi-

cit magasabb arkategériaba
tartoznak (~ 50 Ft/db), de
szamos elénnyel rendelkez- 3
nek. A ragé felfelé nyom- \E(
ja az inzertet, igy a kupak %
felhelyezésével egy nagyon

stabil helyzetet vesz fel, jobban tomit és ez-
zel egylitt az eltavolitasa is sokkalta kony-
nyebb.

VL913

A gyarilag sztkitovel ellatott in-

tatarto tiveg mar egy gyorsabb és

kényelmesebb hasznalatot tesz

lehetévé, ugyanis nem kell egye-

sével behelyezgetniink az inzer-
teket. A szlikiték egészen biztosan nem
mozdulnak el a helytikrdl, jol reprodukal-
hat¢ injektaldsokat tesz lehetévé.



VP9l

A polipropilénbdl késziilt
sziikitett tivegek szintén
nagyon koltséghatékonyak
(~ 30 Ft/db), azonban nem
minden olddszer estében
kompatibilisek. A beépi-
tett sztikitének koszonhe-

téden hasznalatuk kényelmes. Kivaldan al-
kalmas bioldgiai mintak méréséhez.

VO15CD

Az ugynevezett CD vial-ok
szintén intergalt szikitével
rendelkeznek. Stabil, repro-
dukalhaté mérések nagyon
kis mintamennyiségek ese-
tében is. Hasznalata kényel-
mes, gyors és univerzalis,
tobbszori injektalas soran is azonos feltéte-
leket, maximalis visszanyerést biztosit.



Hogyan valasszunk membransziirot?

Balint Balazs,
Gen-Lab Kft. 1119 Budapest, Hadak utja 41.

Kromatografias mérések soran sokszor szem-
besiiliink a problémaéval, miszerint az oszlo-
pon mért nyomadsesés megemelkedik, illetve
a kromatogram csucsai behasadnak, kettd-
z6dnek. A jelenség hatterében legtobbszor
az oszlop bemeneti frittjének eltomddése all,
de a nyomadsesés novekedése mogott a rend-
szer egyéb részeinek eltomddése is allhat. Ez
a probléma a hasznalt kromatografias oszlop-
toltet szemcseméretének csokkentésével par-
huzamosan né, kiiléonosen akkor, ha az elva-
lasztashoz szilard sok felhasznalasaval késziilt
puffert hasznalunk. Ezen puffer oldatok esetén
szinte elkeriilhetetlen a szabad szemmel nem
lathaté kolloid részecskeméret tartomanyba
esd, fel nem oldodott lebegd szilard részecs-
kék jelenléte. Rendkiviil fontos, hogy tisztaban

Particle size

legyiink azzal, hogy kromatografids rendsze-
riink rendelkezik egy igen nagy hatékonysagu
alkatrésszel a kolloid részecskék kisztiréséhez.
Mindennapi hasznalat mellett sokszor bele
sem gondolunk, hogy ez az altalunk hasznalt
kromatografids oszlop. A kromatografias al-
l6fazis gombszertinek feltételezett részecskéi
kozott, a hasznalt szemcseméret fliggvényében
kiilonb6z6 nagysagu terek allnak rendelkezés-
re, amik megfelelnek egy szlir6 poérusmére-
tének. Ezek alapjan egyértelmiivé valik, hogy
ha nem szeretnénk sulyos Osszegekért vasarolt
kolonnankat mint egyszert sztir6t hasznalni,
akkor eluens szliréshez az alléfazis szemcséi

kozotti térnél kisebb pdrusméretli szlirdt kell
hasznalnunk.

Amint eluens sziirésrél kezdiink beszélni, rog-
ton szembesiilniink kell egy problémaval. Bar
a fent vazolt elmélet szép és jo, de a sziirés id6-
vel és faradtsaggal jar. Mindennapi munkank
soran sokszor szembesiiliink a kérdéssel, mi-
lyen pérusméretii és milyen anyagi membrant

Flow path
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szemcseméret | szemcsék kozotti | szitkséges sziiré
(pm) tér (um) porusméret (um)
5 0.72 0.45
3 0.43 0.22
2.6 0.38 0.22
1.7 0.25 0.22

hasznaljunk? Az els6 kérdés, mint arra korab-
ban utaltam, viszonylag egyszert. Tartsuk be
az 0kolszabalyt, 3 pm és az alatti szemcsemé-
ret esetén hasznaljunk 0,22 pm pérusméretii

o

szurot.



A kérdés masodik fele, mely a membrin
anyagara vonatkozik mar sokkal nehezebb
és Osszetettebb. Elsé korben vonalvezetéként
tudjuk haszndlni a killonb6z6 gyartok altal ki-
adott olddszer és puffer kompatibilitasi tabla-
zatokat. Ezen tablazatok altalanos problémaja,
hidnyosak és a benniik szereplé adatok nem
konzekvensek, a kiillonb6z6 tablazatok egyes
esetekben egymassal ellentétes informaciokat

tartalmaznak. Hogy a kuszasdgban taldljunk
valami kézzelfoghatdt, az alabbi tablazatban
megkiséreltem egyesiteni a leggyakrabban
hasznalt membrantipusok esetén azokat a
kiilonb6z6 forrasbdl szarmazé informacio-
kat, melyek viszonylagos egyezést mutattak.
A tablazatban a teljesség igénye nélkiil, csak a
leggyakrabban hasznalt olddszerek és pufferek
szerepelnek.

MCE

NYLON

O
>
-
O

PTFE PES

metanol

etarol

izoproponot

n%exén

dikl6rmetan

klOFOFOFm
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n-heptén
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A tablazat alapjan viszonylag egyszertien megtalalhatjuk azt a néhany membrantipust, amely

alkalmas lehet eluensiink szliréséhez.
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De mi alapjan valasszunk az eluens rendsze-
riinkkel kompatibilis membranok kozott?
Ezzel kapcsolatban tobbféle megfontolast is
hasznalhatunk. Valaszthatjuk az eddig is jol
mikodd és jol megszokott membrant, vagy
valaszthatunk a varhato koltségek, a raforditott
id6 alapjan. Ha az objektivebb megkdzelitést
alkalmazzuk, a varhaté koltségek viszonylag
egyszerten kalkulalhatok. A raforditott idével
kapcsolatban, mely esetén a valtozo tényezo az
egyes membrantipusok esetén a sziirés valds
ideje, a rendelkezésre 4116 irodalom attekintése
utan sem taldltunk haszndlhat6é informaciot.
Ez volt az ok, ami miatt egy egyszeru kisérletet
oOsszeallitva, megkiséreltiink vélaszt kapni erre
a kérdésre. Mindenek el6tt kiemelném, hogy
az altalunk kapott eredmények pontossaga

nem iiti meg a tudomanyos publikaciok esetén
elvarhatot, de célunk nem is ez volt. Probal-
tuk kisérletiinkben a valo életet modellezni és
segitséget nydjtani abban, hogy a felhasznalo
egy eldontendd kérdéssel kapcsolatban némi
segité informdcidt kapjon. Kisérleti osszealli-
tasunk egy Rocker 410 tipusu vakuumpumpa-
bdl, egy Phenomenex FilterSys sziir6egység-
bdl és kiilonboz6 anyagi 47mm-es FilterBio
szlirémembranokbol allt. A kisérlet kivitele-
zése soran a sziirbegység tolcsérébe 300 ml,
el6zetesen 0.22 pm porusméreti membranon
szlirt ioncserélt vizet 6ntottiink, majd ezt ko-
vetden a szlirdegységet vakuum ala helyeztitk
és mértiik a teljes mennyiség membranon tor-
ténd athaladasanak idejét.

Az egyes membrantipusok esetén legalabb harom parhuzamos mérést végeztiink, és a mérések at-

lagat tiintettiik fel tablazatunkban.

MCE NYLON CA RC PTFE-L PES
022 pm ~50mp | ~200mp | ~52mp | ~82mp | ~185mp NA
045 pm ~22mp | ~67mp | ~37mp | ~40mp NA ~ 28 mp

A kapott adatok birtokaban, immaron a
kompatibilitas és koltség mellett, a sziirésre
forditottid6vel is kalkulalhatunk membranunk
kivalasztasakor. Lathatjuk, hogy a koltség
szempontjabol kedvez6 nylon membran

esetén az id6 raforditds magasabb, dragabb RC
membran hasznalataval ehhez képest jelentds

idét takarithatunk meg. Ha univerzalis,
mindenhez hasznidlhaté membrant kellene
ajanlatom, az én valasztasom a PTFE
membranra esne. Ez esetben arra az egyre
figyeljink, hogy vizes oldatok szirésekor
mindenképpen hidrofil PTFE membrant
valasszunk.
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A Nexera UHPLC-sorozat — uttor6 technologia Hatékony folyamatautomatizalas, valamint
az intelligencia, hatékonysag és tervezés szem- gyors, megbizhatoé teljesitmény
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Shimadzu Analytical Intelligence és mas
hasznos funkciok a folyadekkromatografiaban

Kmellar Béla,
Simkon Kft. 1163 Budapest, Szinjatszo u. 30.

E)SHIMADZU

Excellence in Science

Folyadékkromatografias mérések végzésekor
szamos tényezore és paraméterre kell figyelni a
helyes hasznélathoz. Hosszu szekvencidk mé-
résekor nem szerencsés, ha a szekvencia koze-
pén esetleges buborék bekeriilése miatt leall a
késziilék vagy a fél szekvencia nem megfelel6-
en fut le. Megtorténhet az is, hogy az eluens
mennyiségére nem figyeliink, és a mérés koz-
ben kiiiriil az eluens tiveg tartalma. A kolon-
nat is 6vni kell a hirtelen nyomasemelkedéstol.
Tobb kolonna felvéltott hasznalatakor nyomon
kell kovetni a kolonnak élettorténetét. A detek-
tortdl jelstabilitast és széles linedris tartomanyt
varunk, a kiértékeléstol azt, hogy automatikus
legyen, és hogy a kritikus csticsokat is megtfe-

Data analysis

* Peak integration

Shutdown

« Quantitative calculation @

ANALYTICAL
INTELLIGENCE

AV

lel6en és konzekvensen integralja. Ez csak né-
hény azok koziil, amikkel a kromatografusok
taldlkoznak a napi munka soran vagy amiket
elvarnak a miiszertdl és a szoftvertdl.

Az Analytical Intelligence a Shimadzu 6j kon-
cepcidja a mérési és elokészitési folyamatok
automatizalasara. Ezzel a késziilék aktualis al-
lapotat figyelembe véve automatikusan be tud
avatkozni, helyesbiti azt. Ezzel n6 az adatbiz-
tonsag és csokken a felhasznalok eltérd készii-
lékkezelése miatt fennalld killonbség.

A Shimadzu 4j Nexera késziilékeivel mashogy
indul a nap.

= Startup

. | Check mobile phase

o h HE2 °
|

level and place mobile
phase bottle

— Praparations

@ Auto-purge

® Column equilibration

1. dbra: A Shimadzu Nexera LC-40 rendszer és az L.C analizis folyamata
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BEMUATJUK AZ ANALYTICAL
INTELLIGENCE FUNKCIOKAT

1. A teljes munkafolyamat
automatizalasa

Az 1j Nexera késziilékekkel az 6sszes rutin
miuvelet automatikussa tehet6. Az intelligens
startup (ennek egy része a FlowPilot funkcid) a
telhasznalo elvarasainak megfeleld 1épéseket és
ellenérzéseket tartalmaz mint az automatikus
rendszer alkalmassagi teszt és a programozott
leallitas. Ezek teljes kombinalasaval (Shutdown
-> Start-up -> SST (rendszer alkalmassagi
teszt) -> Mérés -> Riportalas -> Shutdown) az
egész folyamat automatikus.

1 2 3 4 H 6 7
Dishitdown P srop PWarmio] PiSnimsansuyien] 9 * |0 DITARRETD report P shitdown

[}
LiTE

| [ il

Fully automated

2. abra: A teljes munkafolyamat automatizalasa

2. Kezdjen egybdl optimalis
kondiciokkal: FlowPilot

A késziilék mérésre valo felkészitése hagyoma-
nyos mddon, sok manualis beallitdssal érheté
el: kolonna kondicionaldsa 1épcsézetesen no-
vekvé aramlassal és homérséklettel, stabiliza-
las, jel (alapvonal) ellenérzése. Ez mind auto-
matikussa tehet6 a FlowPilot funkciéval.

Jol ismert az, hogy ha hirtelen nyomasemel-
kedés éri az oszloptoltetet, az hatassal van az
oszlop teljesitményére és csokkenti annak
élettartamat. Ennek elkeriilésére az aramla-
si sebességet lassan kell emelni, majd varni a
stablizalédasra, majd 4jbdl emelni, mig el nem
érjiik az tizemi aramlasi sebességet és hdmér-
sékletet.

A FlowPilot funkcié szinkronizalja az aramlasi

sebesség és a hdmérséklet emelését:

1. Az aramlasi sebességet a modszer szerinti
aramlasi sebesség 50%-ara allitja, és be-
kapcsolja az oszloptermosztatot.
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2. Az aramlasi sebesség az oszlop tizemi ho-
mérsékletének eléréséig allandé marad.

3. Ezutan emeli az daramlast az izemi aram-
lasra.

Pressure without FlowPilot
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3. dbra: Aramlasi- 6s nyomasviszonyok a FlowPilot funcio
hasznalata soran

3. Eluens szintek ellendorzése

A Mobile Phase Monitor lehetdség hasznala-
taval megel6zhetjiik az eluensek teljes kitirii-
lésést és a kalkulalast (hogy meddig elég az
eluensiink) is megsporoljuk.

Az MPM-40 egység beépitett mérlegeket tar-
talmaz, amivel valés idében tudja monitoroz-
ni az eluensek mennyiségét, és tovabbitja az
aktualis értéket a PC-re vagy okos eszkozre.

4. abra: Az MPM-40 szoftveres feltlete

Az erre a célra dedikalt MPM Checker prog-
ram grafikusan ki is rajzolja az tivegekben 1évé
szinteket. Ha el6re beallitott szint ala csokken
a folyadék mennyisége, akkor figyelmeztetd
(narancssarga) vagy hibatizenetet (piros) ad
a felhasznalonak és ilyenkor le is éllitja a ké-
sziiléket. Tovdbbd, a LabSolutions program
a szekvencia inditasa el6tt kalkulalja, hogy a
szekvencia végéig mennyi eluens fogy és meg-
akadélyozza az inditast, ha nincs elegendé. Ez
megeldzi azt is, hogy a rendszerbe levegé jus-
son.



A LabSolutions programnak alapvetéen is
van eluens szint figyel6 lehetésége, amiben a
felhasznalo adja meg (altalaban feltoltéskor)
az eluens aktudlis mennyiségét. Az MPM-40
ugyanezt az ellendrzési funkcidt latja el, de ez
valds idében monitoroz.

4. Abnormalis mukodeés
észlelése és visszaallitasa
megfeleléo mikoédésre

AUTO-DIAGNOSTICS & AUTO-RECOVE-
RY FUNKCIO

A gaztalanito6 egység és az eluensszallité pum-
pa fejlesztésével az utobbi években csokkent a
buborék HPLC/UHPLC csovekbe jutdsanak
valdszintisége. A bejutd buborék olddszer-
szallitasi problémakat okoz. Emiatt csuszkal
a retencidé id6, nagyobb lesz a cstcsteriiletek
szorasa, instabilla valik az alapvonal, a cstcsa-
lak nem lesz megfelel6 és mas jelenségekkel is
jar, amik egyiittesen rontjak az eredmények
megbizhatosagat. Ha buborék keriil a rend-
szerbe, azt a felhasznalonak észlelnie kell, le
kell allitania a mérést, és ellendrizni kell azt,
hogy a probléma mikor lépett fel. A buborékot
ki kell tizni a rendszerbél, és a nem megfelel6-
en lemért (buborék megjelenése utan felvett)
mintakat jra kell mérni.

Az 14j Nexera pumpdkban az auto-diagnos-
tics & auto-recovery funkcié ezen lépéseket

Auto-Diagnostics Auto-Recovery

(1) Normal pressure

[ (5) Normal pressure

[@ Auto-purge |
(3) Abnormal pressure

Pressure |

Fluctuation detected

Normal analysis Resume analysis
l 0 once stable |

Sample2
(Failure)

Sample 2
(Retry)

4, dbra: Az Auto-Diagnostics & Auto-Recovery funkcio
mukodese
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automatizalja: figyeli és észleli az abnormalis
nyomdsingadozast (pulzaciot), amit a buborék
okoz, ledllitja a mérést, kipurge-6li a pumpa-
dgakat és normal mikodési modba dllitja visz-
sza a rendszert, mér egy vagy opcionalisan két
vakmintdt, majd Gjrainditja a szekvenciat attol
a mintatdl, ahol a buborékosodas jelentkezett.
Ezzel megel6zhetéek az esetlegesen, buborék
miatt bekovetkezé mérési hibak.

Ezt a funkciot ki is lehet kapcsolni.

5. Sporoljon idét, lapolja at az
injektalast

Izokratikus elvalasztasnal gyakran megesik,
hogy a célkomponensen kiviil a mintdban 1évé
mas anyagok miatt hosszabb futtatasi id6t kell
alkalmaznunk, hogy ezek is eludlddjanak az
oszloprodl. Ez kiesett id6, mert bar meg kell
varni ezeket, de analitikai informaciéval mar
nem szolgal. A SIL-40 mintaadagol6é nagyon
gyors (<7 masodperces injektalsi ciklus), és
emellett beallithatd az is, hogy a jelenleg futd
minta mérése kozben adott idépontban mar
injektdlja a kovetkezé mintat. Ezzel jelentds
id6t sporolhatunk és novelhetjitk a rendsze-
riink hatékonysagat, dateresztoképességét az
adott mérésnél.

Normal
continuous
analysis

First analysis ~ Additive yenti{ifjection aperation)

Second analysis

/\

Polymer

Analysis time

1.

Continuous analysis
when overlapped
injection is used

First analysis

/\

tion operation
Second analysis N

/\

Injection of second sample
begins while first data is
being measured

ﬁ Inj. G Inj. Analysis time

5. abra: Példa atlapolo injektaldsra meretkizdrasos kroma-
tografianal



6. Ultragyors injektalas

Ha a moddszeriink nagyon gyors elvalasztast
tesz lehet6vé és a mintaszam is jelentds, akkor a
rendszer atereszt6 képességét a kromatografia
és az injektalasi ciklus gyorsasaga egyiittesen
hatdrozzak meg. Ilyen gyors modszereknél
ezért az injektalas sebességének nagy jelent6-
sége van.

A SIL-40 mintaadagolé rendkiviil alacsony
injektalsi ciklusidével rendelkezik, amit a
6. abra szemléltet.

Nagy ateresztoképességli modszerek fejleszté-
séhez ezért a SIL-40 mintaadagolo az injekta-
las gyorsasaga miatt is tokéletes valasztas.

6.7 sec
—=

T g T T =2 G T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

6. abra: Koffein egymasutani injektalasa oszlop néelkul

min

7. Oszlopok nyomon kévetése

A mindig megbizhaté mennyiségi mérés alap-
feltétele az oszlop megfelel6 miikodése. Reten-
ciocsuszas és csucsalakromlas kovetkezhet be
a hosszu haszndlat soran a mintamatrix egyes
komponenseinek megko6tédése miatt. Az op-
cionalis Column Management Device (CMD)
segitségével minden hasznalatban 1évé oszlo-
pot regisztralni tudunk, igy nyomon lehet ko-
vetni az oszlopok életutjat (installalas datuma,
injektaldsok szama, oszlopot ért nyomadsterhe-
1és), valamint a Column Data Browser segitsé-
gével vizualizalni is lehet az oszlop véltozasat
kromatogramok egymasra vetitésével.
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7. abra: A Column Data Browser feltilete

8. Intelligens csucsfelisme-
rés: i-PeakFinder

A modszerek egyre gyorsabbak és az adatfi-
le-ok szama egyre nagyobb, az értékelés, integ-
ralds idésziikséglete pedig még mindig sok. Az
integralas algoritmus alapjan, kritériumok be-
allitasaval torténik A Shimadzu LabSolutions
szoftver ezen hagyomanyos integralasi algorit-
muson kiviil rendelkezik egy uj, i-PeakFinder
funkcidval is, amivel az integralds megbizhatd,
az adatok ellendrzésére forditott id6 csokkent-
hetd.

Az i-PeakFinder beallitasa egyszer(ibb, mint
a hagyomanyos integraldsé, és az alabbi el6-
nyokkel jar:

e A vallban megjelend csucsok integraldsa
pontosabb.

e Az alapvonal-kezelés egyszerlien valtoz-
tathato.

® A pontos csucsazonositas és integralas ja-
vitja a reprodukalhatdsagot.

e Az alapvonal ingadozdsdnak ellenére is
megfelel6 a csuicsintegralas.



Egy gombnyomassal lehet véltani a hagyoma-
nyos és az i-PeakFinder kozott.

Harom paramétert kell definialni: (1) az alap-
vonal kezelést a minta tipusanak megfelel6en
kell bedllitani; (2) az integraldsi tartomanyt
azért, ha van olyan szakasza a kromatogram-
nak, amit nem akarunk értékelni és (3) Detec-
tion Treshold érték a csucsok integralasi kii-
szobértéke.

Femran

8. abra: Az i-PeakFinder beallitasi szoftveres felllete

Az i-PeakFinder funkci6 minden olyan
alkalmazasnal hasznos lehet, ahol az alapvonal
a mintamatrix miatt hullimos, plusz cstcsok
vannak, és emaitt a kiértékelés a hagyomanyos
moddon nagy odafigyelést igényel A funkcid
csokkenti a kiértékelésre forditott idot, és
mivel szoftveres funkci, igy barmilyen LC
detektorral hasznalhato.

9. A koelualodo csucsok el-
valasztasa szoftveresen, PDA
detektalassal

Koeludlédd cstcsok megkiilonboztetése nem
egyszert feladat egy nem (elég-)szelektiv de-
tektorral. Ilyenkor lehet probalni az elvélaszta-
son valtoztatni, de az sok esetben nem hozza
meg a vart eredményt. Az i-PDeA II (Intelli-
gent Peak Deconvolution Analysis II) funkcio
arra képes, hogy a ko eludl6doé cstcsbdl ext-
rahdlja az adott komponens csucsat, diddaso-
ros detektorjelbdl, tobbvaltozos gorbefelbon-
tas — valtakozo legkisebb négyzetek mddszere
(MCR-ALS) - alapjan.
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9. abra: Az i-PdeA funkcioval szoftveresen elvalaszthatoak a
koelualodo csucsok

Megjegyzés: Ez a funkcié a LabSolutions prog-
rammal és SPD-M20A/M30A/M40 detektorokkal
érheté el.

10. A késziillék/mérés aktualis
allapotanak ellendrzése

Nem kell bemenni a laborba, lehetéség van az
aktualis mérés megtekintésére okos eszkozrol
is, web browser segitségével. A SHIMADZU
LabTotal” Smart Service Net (opcionalis)
segitségével felhé alapu szerverre menti a
késziilékkel kapcsolatos eseményeket (hiba és
figyelmeztetd iizeneteket), és emailben is el
tudja kiildeni azokat.

11. Kornyezeti homérséklet

10. abra: SHIMADZU LabTotal™ Smart Service Net web

browser fellete

A diédasoros detektor érzékeny a kornyezeti
hémérséklet valtozasara. A Shimadzu 4j
SPD-M40 diddasoros detektora harmas
hémérséklet-szabalyozassal van ellatva, ami
fuggetleniil kontrollalja a cellat, lampahdazat
és az optikat. Ezzel a jel robosztusabb a kiils6
hémeérséklet valtozasara.



Heat discharge

Heat removal

mechanism/ '

h Spectrometer
Light source
lamp

Triple temperature
control

Hémérsékletszabalyoza Elény
1. |ldmpa Stabilizélja a ldmpaintenzitast.
Gétolja az abszorpcids spektrum valtozasat
2. |cella a hémérséklettel.

Meggétolja a spektrumcstiszas miatt
bekovetkezé abszorbancia valtozast.

3. |[spektrométer

11. dbra: Az SPD-MA40 detektor hdmerseklet-szabalyozasi
zondi és jelentésége

Room Temperature

Competing
PDA detector

0 SO 100 150 200 250 300

350 min

Room Temperature

25 °C
_Z ___________________ 20 °C
mAU
254 e SPD-M40
st ST Y VO OB (O (R O O WA 0 L ' C B A O T T
25

-5.04
-1.5
-10.04

Another Vendor's
PDA Detector

0 50 100 150 200 250

-12.51

300 min

Enlargement
of peak *2

Enlargement

of peak *1

12. abra: Kulsé hémérséeklet-valtozas hatasa az SPD-M40
detektor jelére és a csucsintegralasra
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12. Késziiléek altatasa és éb-
resztése

A Kkésziiléket a szoftverb6l gombnyomasra
altathatjuk azonnal vagy adott, kés6bbi
idépontban. Az ujrainditas is automatikus.
Az altatas/ébresztés mintasorozat inditasakor
is beallithat6. Ha a hosszii mérési sorozat
akkor ér véget, mikor nem tartézkodunk a
laboratériumban (példaul éjszaka), de reggel
azonnal mérni szeretnénk, akkor az altatds/
ébresztés funkcié a késziilék kimélése és
takarékossag (eluens, lampa ilizemoérdja stb.)
miatt is el6ny0s.

13. Automatikus
Co-injection

higitas:

Forditott fazisu elvalasztasnal ismert jelenség
a csucsok szélesedése a minta olddszerének
és a kezdeti eluens-Osszetétel erdsségének a
kiillonbsége miatt. A szebb cstcsalak elérése
miatt megoldds a minta olddszerének gyen-
gitése olyan vagy ahhoz kozeli Osszetételre,
mint amilyen a gradiens kezdeti eluens-6sz-
szetétele. Szamos olyan minta-el6készitési
technika van (SPE, QuEChERS, stb.), aminek
eredményeképpen 100% szerves (acetonitril,
metanol) fazisban van a minta. Az oldészer-
hatas elkeriilésére a mintat vagy elparoljak és
visszaoldjak a kezdeti eleuns-osszetételben,
vagy higitjak vizes fazissal. Ez utobbi lehet8ség
a SIL-40 mintaadagolokkal automatikussa te-
het6 (Co-injection funkcio), amivel az offline
higitas kivélthato.

lilgiifad!

samplevial  Co-injected solventvial  Injection port

imaitad (6501 ) =

13. dbra: Az automatikus higitasi funkcio és szoftveres
felulete



(1)  Oldoszer helye

(2)  Oldoészer mennyisége (uL)

(3) Az olddbszer felszivasa a minta elStt és/
vagy utan torténjen

(4)  Tuben torténé keverési ciklusok szama

(5) A keverés utan ennyi id6t var

(6)  Levego felszivas (Air gap) lehetdsége:

minta el6tt és utan

Emellett az is lehetséges ezzel a funkcidval,
hogy tobb mintat is felszivjunk a tlibe egy-
szerre.

Tetranor-PGDM
Without co-injection
Tetranor-PGEM

T T T T T T T T T T T

2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 min
With 5 pL co-injected

/J Rs 2.05

2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 min
With 10 pL co-injected
Rs 2.34

200 250 | 300 35 400 45 min
With 15 pL co-injected
Rs 2.41

200 250 300 350 4.00 450 min

14. abra: Példa Co-injection technikara

(mintaoldészer: metanol; Co-injection oldészer: viz; 5-10-15
ulL Co-injection és Co-injection nélkil mért minta)

14. Szélesitse a linearis tar-
tomanyt: i-DReC

Diddasoros detektorral torténé mérés soran az
adott komponenst altalaban az abszorbancia
maximuman értékeljitk a megfelel6 érzékeny-
ség és kimutatdsi hatar elérése érdekében. A
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koncentracié noévekedésével az abszorbancia
linedrisan né egy szintig, utana pedig tultelités
miatt mar nem lesz linedris a koncentracio-jel
Osszefliggés. A LabSolutions szoftver rendel-
kezik az i-DReC funkcidval, ami képes kiter-
jeszteni a linearis tartomdnyt. Mivel a dioda-
soros detektor minden ciklusban pasztaz, igy
kevésbé érzékenyebb hullimhosszakon meért
abszorbancia is kinyerhet6é az adott csucsbol.
Az i-DReC funkcié azon alapul, hogy egy

—_ Ay 1
200 | i
i-DRQ Ia @l J
J i X_Wavelength A
47%‘ v —
74 A
» absorption ratio = la/lb
T s =
Ay
20
signalat e
r 2 g
absorption, Z
Concentranon
— Calibration curve after correction

15. abra: Az i-DReC funcio

komponensnek a legérzékenyebb (A) és egy
kevésbé érzékeny (B) hullimhosszan meért
abszorbancia ardnya a linedris tartomanyon
beliil allandd. Ezzel az arannyal lehet korrigal-
ni a tdltelitésbe ment érzékeny hullamhossz
abszorbancia értékét, amivel ezaltal a linedris
tartomany jelentdsen kiterjeszthetd.

Ez kizarolag szoftveres bedllitasi lehetdség, te-
hét a rendszeren vagy a modszeren nem kell
semmit allitani a felhaszndlonak. El6nyds
olyan alkalmazasokhoz, ahol a vérhat6é kon-
centracidtartomany diverz vagy ahol fékom-
ponensként és szennyezdéként is jelen lehet a
mérendo vegyiilet.

OSSZEFOGLALAS

Az Analytical Intelligence és mds hasznos
funkciok biztositjak azt, hogya HPLC/UHPLC
rendszerrel egyszertibb, megbizhatébb és
gyorsabb legyen a munkafolyamat megterve-
zése, kivitelezése és kezelése. Az emberi hiba
jelentésen csokkenthetd mint adatfelvétel,
mint kiértékelés szempontbdl. A funkcidk se-
gitségével még egy nem gyakorlott felhasznalo
is konnyen kezeli a késziiléket. Ajanljuk min-
denkinek, aki magas szinvonald, megbizhatd
analitikai m{iszert szeretne, amit a szamos, fel-
hasznalokat tamogaté funkcidjanak koszon-
hetéen kénnyen kezelhetd.



Metilezés egyszeriien és gyorsan a
KL-GenLab metilezo késziiléekkel

Kadenczki Lajos, Imrik Péter
Green-Park 2000 Kft , 3527 Miskolc, Jozsef Attila ut 59.
GenLab Kft, 1402 Budapest, Hadak utja 41.

BEVEZETES

Az élelmiszer- és kornyezet analitikdban
sok olyan vegyiilet csoport van, melyek
akkor valnak jol kromatografalhatéva, ha
valamilyen szarmazék képzéssel stabilizaljuk a
molekuldkat.

Teljesen tisztaban vagyunk azzal, hogy ezeket
a vegyiiletcsoportokat ma mar LC/MS/MS
moddszerekkel minden féle szarmazékképzés
nélkiil meg lehet hatarozni, de meg vagyunk
gy6zddve arrdl, hogy a GC/MS/MS késziilékek
sokkal stabilabb muszerek és olcsdbban {ize-
meltethet6k mint az LC/MS/MS-ek. Ezért
még jo ideig érdemes az egyszerii el6készités-
re koncentralni. Tekintettel a metilezés soran
felhasznalt anyagokra, az eljards a megfelel6
odafigyelést és a biztonsagi szabalyok max-
imalis betartasat koveteli meg téliink. Az alab-
bi metilezé késziilék hasznalataval sikeriilt a
lehet6 legkényelmesebb és a felesleges anyag-
mozgatast elkeriilendd a lehetd legegyszertibb
moddon elvégezni ezt a folyamatot.

Az alabbi rovid késziilék ismertetésemben
a fenoxiecetsav tipusu herbicidek, illetve a
bentazon maradékainak meghatdrozasat sze-
retném bemutatni ivoviz mintakbdl.

ANYAG ES MODSZER

A mintdk feldolgozasa soran az EPA 3535-6s
SPE moddszerek fenoxiecetsavakra vonatkozd
fejezete alapjan extrahaljuk a vizmintakat. Az
11 vizminta felvitele utan az SDB-XC (Sztirén-
divinilbenzol) 47 mm-es SPE diszken, 20
percestovabbivakuum leszivatassal eltavolitjuk
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a maradék vizet is az elacid el6tt. A szaritas
utdn a vakuumot elengedve behelyezziik az
extraktorba a 60 ml-es barna EPA {ivegedényt
az elucios oldoszer felfogasara, majd 10ml
acetonnal az extrakcids edény oldalat leoblitve
elualjuk a fenoxiecetsavakat az SPE fazisrol.
A mérési sorozat 1 vak mintabol, harom
standard pontbdl és 6 db ivoviz mintabol all.
A harom standard pont 1 ppb, 5 ppb, 10 ppm
koncentracioju oldatokbol all.

Amikor mind a 10 db minta extrakcidjaval
végeztiink, a 60 ml-es EPA mintatartéiivegeket
csatlakoztatjuk Multivapor késziilékhez és
elinditjuk a beparlast 45 °C-on.




A szarazra parolt vialokat lecsavarjuk a
beparlorol és 2 ml MBTE-ben vessziik fel a
maradékot.

SZARMAZEKKEPZES

Mind a 10 db 2 ml MBTE-t tartalmazé EPA
iveget csatlakoztatjuk a KL-GenLab metilez6
késziilékhez.

A KL-GenLab metilez6 késziilék
négy elembdl all:

1. 60 ml-es csavar menetes barna EPA
vial.

2. 15 ml-es csavaros kémcs6 a menet
alatt egy 5 mm-es oldalsé furattal.

3. Megmunkalt PTFE idom (CNC
eszterga) 50 mm magas és 40 mm
atmérdju, alsd részén 2 anya menettel
a hasznaland6é kémcsé és az EPA
liveg rogzitéséhez, a fels6 részén egy
EPA kupakhoz tartozé menettel. Az
tivegek megfelelé tomitésérdl Viton
o-gyuri gonsokodik.

4. EPA PTFE/szilikon szeptumos
kupak

5SS

ARRARERIT Y)Y ;

Az tivegedények csatlakoztatdsa utan a lezaro
EPA kupakokat lecsavarjuk és el6késziiliink a
metilezési folyamathoz.

A belsé kémcesovekbe 1,5 ml celloszolvot +0,5
g Diazaldot , végiil pedig 1 ml 40% -os kalium-
hidroxid oldatot adagolunk, majd azonnal
lezarjuk az edényeket a szilikon/PTFE szep-
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tummal szerelt EPA kupakkal.

A lezart edényeket jol szell6z6 elszivo fiilkébe,
vagy megfelel6 elszivas ala helyezziik az e-
setlegesen szivargé diazometan biztonsagos
eltavolitasa céljabol.

Figyelem a DIAZOMETAN nagyon
mérgezd, csak megfeleld szell6zéssel

ellatott, biztonsagos fiilke alatt
szabad vele dolgozni.

A felszabadulé diazometdn az 5 mme-es ly-
ukon keresztiil kijut a 60 ml-es EPA iiveg-
be és érintkézésbe lép az MBTE olddsze-
rben 1év6  metilezend6  molekulakkal.
A metilezés idealis ideje 60 perc. A metilezés
befejezése utan elszivas alatt a 60ml-es
EPA iivegeket kicsavarjuk a metilezd feltét-
bél és ujbdl csatlakoztatjuk Multivapor be-
parlohoz.Az MTBE olddszert o6vatos 30
Ce-on torténd  Dbeparlassal eltavolitjuk.
A maér metilezett beparlasi maradékot 1ml
500 ng/ml trifenil-foszfatot tartalmazé
etilacetat: aceton (1:1) elegyében vessziik fel.

Ebbdl az oldatbdl mar kozvetleniil végezziik el
a GC/MS SIS vizsgalatokat.

(OSSZEFOGLALAS

A fenti példabol jol
latszik, hogy egy egy-
szerl és atgondolt fej-
lesztéssel jelentGsen
leegyszertsithetjik
a  mintael6készité-
si folyamatot, - ra-
adasul a biztonsagot
még inkdbb eldtérbe
helyezziik - ezaltal
megkimélhetjiitk magunkat tovabbi koltséges
beruhdzasoktol és nagy mértékben optima-
lizdlhatjuk a legtobb- ‘
szOr eléggé idbigényes
szarmazékképzési fo- J :
lyamatokat a kérnye- ="
zetvédelmi analitikai
méréseknél.




Epimer diterpének elvalasztasa félizemi lépteéki
centrifugalis megoszlasos kromatografiaval

Gazda Kristéf, Kdnczol Arpad
RotaChrom Technoldgiai Zrt., 6000 Kecskemét, Trafd utca 1.

BEVEZETES

A szilard toltetes preparativ kromatografias
moddszerek  felbontoképessége elsésorban
a toltetek hatékonysagan (magas elméleti
tanyérszamon) alapszik, azonban ezen
rendszerekben az allo- és mozgd fazisok
»kémiai kombindcidjaval” elérhetd szelektivi-
tasi tér korlatosnak tekinthetd. Ezzel szemben
a folyadék-folyadék kromatografias technikak
altal nyujtott szabadsag, azaz, hogy az alkal-
mazott kétfazisia olddszerrendszer Osszete-
vOi lényegében tetszOlegesen varidlhatdak,
egy sokkal tagabb kisérletes teret biztosit a
modszerfejlesztésre. Jelen kozleményben e
megallapitast illusztraljuk egy, illatszeripari
tigyfeliinknek készitett megvalosithatdsagi ta-
nulmanyunk révid ismertetésével.

CENTRIFUGALIS  MEGOSZLASOS

KROMATOGRAFIA

A preparativ folyadék-folyadék kromato-
grafids elvalasztastechnikak egyik moddozata
az ugynevezett hidrosztatikus médszercsalad,
amely megvaldsitdsakor centrifugalis erétér
segitségével torténik a kétfazisi olddszer-
rendszer egyik fazisanak (alléfazis) immo-
bilizalasa jellemzéen egy rotorra szerelt cel-
la-kaszkddban (centrifugal partition chroma-
tography, CPC) [1]. A mintat is tartalmazé
mozgd fazis rotoron torténd atpumpaldsa
(perkolaldsa) soran a mintakomponensek
megoszlanak az allo- és mozgo fazisok kozott,
retenciojukat és a kozottik elérheté szelek-
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tivitdst megoszlasi hdnyadosaik (K,) fogjik
egyértelmtien meghatarozni, amelyet el6ze-
tesen razotolcséres moddszerrel konnyedén
kimérhetiink (1. abra).

A Forgds irdnya
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1. abra: Centrifugalis megoszlasos kromatografia (CPC)
megvalositasa. (A) Deszcendens modban funkcionalo
CPC rotor és egy cella sematikus dbrazoldsa: a nagyobb
stirtseégui (kek) folyadekfazis a cellakban ,leszallo”
iranyban aramlik at a kisebb stirisegu (zéld) allofazison.
(B) CPC-s modszerfejlesztés alapja: megoszlasi han-
yados és razotolcseres meréese, illetve osszeflgges a
megoszlasi hanyados és a CPC-s retencios profil kozott
egy haromkomponensd minta eseten.

A CPC-s modszerfejlesztés fokuszaban tehat
a szisztematikus olddszerrendszer keresés all,
amelynek alapvetd célja, hogy (I) a felbontas és
hatékonysag érdekében a célkomponens(ek)
megoszlasi hanyadosa megfelelé tartomanyba
essen (0kolszabaly szerint 0,4<K <2,5); (II) a
szennyezOkre szamitott szelektivitds maxima-
lis értéket érjen el (a>1,3); (III) a terhelhet8ség
kiakndzdsa céljabol a minta oldhatésdga az
olddszerrendszerben magas legyen; (IV)
emellett figyelembe kel venni, hogy az old-
Oszerrendszer a rotoron is stabil legyen, azaz
a fazisok gyorsan elegyedjenek szét; (V) végiil



gazdasagossagi szempontok miatt kiemelendd,
hogy az olddszerek energiahatékonyan vissza-
forgathatdéak legyenek [2]. A kovetkezd eset-
tanulmanyban ezen paraméterek optimalasat
mutatjuk be diéhéjban.

ESETTANULMANY

Tarsasagunk kutatd-laboratériumanak al-
apvetd szolgaltatasa, hogy ipari iigyfelek
elvalasztastechnikai problémaira keres meg-
valdsithatdsagi tanulmany keretében méret-
novelheté CPC alapti megoldast. Egy ilyen
megbizdsos munka keretében egy illatszeri-
parban érdekelt partneriinknél szintetikus-
an el6allitott parfiim alapanyag ketal tipust
diterpén célkomponens mell6l kellett az il-
lattalan, igy szennyezének mindsiilli epimer
analdgot eltavolitani (ldsd majd 2. abra). A
kiindulasi keverékben az epimerek aranya 7:3
volt. Fontos kiemelni, hogy az elvalasztasi fe-
ladatot sem oszlopkromatografiaval, sem frak-
cionalt desztillaciéval nem sikeriilt korabban
koltséghatékonyan megoldani.

Figyelembe véve a célkomponens magas zsir-
oldékonysagat (logP=4,59) és a szerkezeti
izoméria jellegét az oldoszerrendszer keresést
a kovetkez6 tipust terner bifazisokkal kezdtiik
meg: alkdn - alkohol/észter/éter/keton/nit-
ril - viz. A kezdeti megoszlasi eredmények
alapjan egyértelmuvé valt, hogy a vizet csak
kis térfogatszazalékban (5-10%) tartalmazo
rendszerekben a célkomponens és szenny-
ezGje is kvantitativ modon a felsd, szerves
fazisban dusul (K,>10). Fontos megfigyelés
volt tovabbd, hogy harom oldészerkompon-
ens keverékeivel nem sikeriilt 1,3-1,4-es sze-
lektivitas értéket meghaladni az epimerekre.
Igy tehat vizmentes, 4 komponensi old-
Oszerrendszereket vizsgaltunk tovabb és ig-
yekeztiink minél diverzebb funkcionalitast
olddszereket is bevonni a tesztelésbe (pl.:
a,a,a-trifluortoluol). Végeredményben a kro-
matografias gyakorlatban kevésbé ismert
nitrometant azonositottuk, mint szelektor
oldészert és az n-heptan/aceton/metil terc-
butil éter/nitrometan 5,2/0,9/0,9/3,0 (v/v/v/v)
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olddszerrendszert vittiik elészor laboratoriu-
mi (250 ml rotortérfogatra), majd féliizemi
(2100 ml rotortérfogatra) CPC-re (2. abra).

Szelektivitds = 1,59 Tisztasdg = 98.3%

Hozam = 88.2%

Ertékes epimer
(illatos)

Ateresztés = 10 g/éra

Szennyezé epimer
| (illatmentes)
|

Diterpén vz [ &

Peak Area (count™s)

9 p-Heptan/Aceton/MTBE/Nitrometdn 4
5,2/0,9/0,9/3,0 (v/v/v/v) /

J/ / .‘i
I ATR- SO S

Fraction No.

2. abra: Epimer diterpenek elvalasztasa CPC-s
maodszerrel (fraktogram) és a modszer jellemzo
paraméterel.

Iparjogvédelmi szempontok miatt a fejlesztett
CPC modszer részletes megadasatol eltekin-
tenénk, deszeretnénk ehelyeniskiemelni, hogy
az azonositott oldészerrendszerben elért 1,59-
es szelektivitas érték kismolekuldju epimerek
kromatografids elvalasztasa esetén példatlanul
magas és ipari kornyezetben is hasznalhaté
felbontdsi modszert eredményezett tigyfél
oldalon. Erdekes megjegyezni, hogy konven-
ciondlis oszlopkromatografia esetén ilyen
magas szelektivitas elérése jellemzéen kiralis
allofazis hasznalatat igényli, amely jelentésen
arnyalja az elvalasztas koltséghatékonysagat.

OSSZEFOGLALAS

Ugy gondoljuk, hogy a roviden bemutatott
esettanulmanyunk jol példazza a preparativ
folyadék-folyadék kromatografidban rejlé
potencialt: ellentétben a szilard toltetes ko-
lonndkat haszndlé modszerekkel, CPC esetén
adott a lehet6ség, hogy szisztematikus ol-
ddszerrendszer kereséssel és teszteléssel tokéle-
tesen a célfeladatra szabott kromatografias
oszloppal (rotorral) dolgozhassunk. Mond-
hatni a gombhoz varrjuk a kabatot. Végezetiil
szeretnénk felhivni az olvaso figyelmét, hogy a
gazdasagossagi és fenntarthatosagi igényeknek
megfeleld, ipari léptéki, hatékony olddszer-
rendszer visszaforgat6 rendszeriink leirasa egy
tavalyi kozleményiinkben jelent meg [3].
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Rotor ossztérfogata: 2311
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