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Korszeri méretkizarasos
kromatografia:

fehérje aggregatumok
elvalasztasa

Fekete Szabolcs?, Fekete Jend?, Guillarme Davy?

! Genfi Egyetem, Gydgyszerészeti Tudomanyok
Tanszék, 1211 Geneva, Boulevard d’Yvoy 20.
3BME Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék,
1111 Budapest, Szent Gellért tér 4.

A méretkizarasos kromatografia (SEC, az an-
gol ,size exclusion chromatography” megnevezés
alapjan) széles korben alkalmazott a terapias fe-
hérjék aggregatumainak meghatarozasara. Régeb-
ben hasznaltdak a gélszlirés (gel filtration) elneve-
zést, amelynél a gravitacio volt a folyadék aramlast
biztosité erd. Nagy el6nye ennek a kromatografias
maodnak, hogy enyhe kortilményeket hasznal (vizes
mozgodfazis, kdrnyezeti h6mérséklet, viszonylag kis
nyomas, fizioldgias korili mozgdfazis pH) ezért a
fehérjéket a természetes konformacids szerkezeti-
ket megtartva tudjuk elvalasztani. Az utdbbi évek-
ben, - a tobbi kromatografids mdédhoz hasonldan
- a méretkizarasban is megjelentek a kis szemcse-
méretl toltetek és a korabbihoz képest rovidebb
és kisebb atméréji kolonnak. Ma mar a méretki-
zarasos kromatografianal is megkulonbodztethetjik
a hagyomanyos (konvencionalis, HP-SEC) és az
ultranagy-nyomasu (UHP-SEC) modokat [1].

Méretkizardsos kromatografidban, a makromole-
kuldkat az un. hidrodinamikai atmérdjik alapjan
valasztjuk el. Az alléfazis jol kontrolalt porus-mé-
retd és eloszlasli szemcsés toltetbdl all, sokszor
olyan fellleti modositast alkalmazva, hogy a fell-
lettel lehetdleg ne (vagy csak kis mértékben) ala-
kuljon ki kolcs6nhatds. Ez alapvet6 ahhoz, hogy a
makromolekuldk elvalasztasat az oldatban felvett
méretlik szabja meg. Ha termodinamika technikus
terminusait hasznaljuk, akkor azt mondjuk, hogy
az elvalasztast az entrdpia szabja meg. A folya-
dékkromatografidsan kis molekulatomegl anya-
gok elvalasztasanal a visszatartds és az elvalasz-
tas alapja a komponensek eltéré kolcsdnhatdsa az
alléfazissal, ugyanez vonatkozik a biopolimerekre
is, ha forditott fazisu, ioncserés vagy hidroféb kol-
csOnhatdsu kromatografidas mddszert hasznalunk.
A méretkizarasnal nem beszélhetlink errdl - az el-
tér6 kolcsonhatasokon alapulé megoszlasrdl -, ha-
nem inkabb szlirésrol, ahol a sz(ir6agy a szemcsés
toltetbdl all, és a szemcsék eltérd atmér6jd poru-
sokat tartalmaznak. A gyakorlatban, sajnos az al-
|6fazissal vald kolcsénhatdast nem minden esetben
tudjuk kizarni. Felléphet hidroféb, ioncserés, vagy
ionkizarasos kolcsénhatas, amelyek befolyasoljak
a komponenslink ellcids idejét is és a cslcsalakjat
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vagy szélességét. A gyakorlati elvalasztasok soran
arra torekszlink, hogy ezeket a kolcsdnhatasokat
csbkkentslik (pl. a mozgoéfazis pH helyes megva-
lasztésaval, s6 hozzdadasaval vagy kis mennyi-
ségli szerves olddszer hozzaadasaval). Ha sikerdl
ezeket a kolcs6nhatasokat kikliszobolni, akkor a
kisebb molekulak tobb id6t fognak eltdlteni a péru-
sokban, mig a nagyobbak kevesebbet, hiszen csak
a porusok egy részébe tudnak bediffundalni, kiza-
rodnak onnan és igy gyorsabban haladnak a moz-
gofazissal. Tehat a nagyobb molekuldk hamarabb,
a kisebbek kés6bb elualédnak. Az 1. abran példat
mutatunk be, egy terapias fuziés-fehérje aggrega-
tumainak illetve nehéz- (Hc) és konny(l-lanc (Lc)
fragmensének elvalasztasara. Az elvalasztast egy
300 x 4.6 mm-es (3 ym szemcseatmérdjl és 290
A pérusatmérdjl) kolonnan végeztiik.

MDA

1. dbra: Terdpias fuziés-fehérje aggregatumainak és fragmen-
seinek elvalasztasa hagyomanyos 300 x 4.6 mm kolonnan.

A masik légyeges kilonbség az eltéré kodlcsénha-
tason alapulé folyadékkromatografias és a méret-
kizardsos kromatografia kozott, hogy az utdbbi
madszernél a maximalis ellcids térfogat megegye-
zik a poérustérfogat és a szemcsék kozotti térfogat
Osszegével. Ez, az eltér6 kolcsénhatdson alapuld
kromatografias modszereknél megadja a holttérfo-
gatot. Erdemes atgondolni, hogy ebben a kroma-
tografids mdédban a komponenseink ellciés ideje
kisebb lesz a hagyomanyos értelemben vett holt-
idonél (te<t0). A 2. abran sematikusan szemlél-
tetjlik az un. bels6-, kiils6- és teljes pérustérfogat
(porozitas) szerepét a méretkizarasos elvalasztas-
ra. Teljes kizarodasnal, a makromolekula minden
pérusbdl kizardédik és a mozgdfazissal egyltt, a
szemcsék kozotti térfogatban aramlik. Ez lesz a
hasznos ellciés tartomany kezdetét meghatarozé
ellciés id6 vagy térfogat (méretkizarasos kroma-
tografidaban gyakran adjuk meg az ellciét térfogat-
ban). A belsd porozitas pedig meghatarozza azt a
molekulaméretet ami még teljes mértékben bejut
a bels6 porusokba, ez lesz a hasznos ellcids tar-
tomany végpontja. Tehat a hasznos ellcids tarto-
manyt a bels6- (pérustérfogat) és kiils6- (szem-
csék kozotti térfogat) porozitds viszonya hatarozza
meg. Hasonldan a visszatartasos (szorptiv) kroma-
tografidas mdédokhoz, a méretkizarasban is gyakran
hasznaljak a ,retenciés” tényezOt, persze itt mast
értiink rajta. Gyakran k*-gal jel6lik és a kdvetkezd
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formaban irhato fel: k*=(Ve-Vext)/Vext. Konnyen
belathato, hogy k*-nak van egy maximum érteke,
k*max=Vp/Vext. Korszerl kolonnakkal ez a ma-
ximum érték altalaban k*~2 adddik. Annak, hogy
nem visszatartott komponenseket valasztunk el,
egy masik kovetkezménye is van, nevezetesen a
kromatografias cslcs szélesedése. A csucsvarianci-
at meghatarozza a visszatartas. Mivel itt a klasszi-
kus visszatartas (k) zérd, ezért rendkivil keskeny
csucsok varhatdék amelyeket nagyban befolyasol-
hat a készllék oszlopon kiviili térfogataiban lejat-
sz06do zonaszélesedés.
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2. dbra: Eldciés tartomany értelmezése a méretkizarasos kro-
matografiaban: kiilsé és bels6 porozitas szerepe.

Azt is fontos megemliteni, hogy a toltet atlagos pé-
rusmérete és porusméret eloszlasa pedig megha-
tarozza azt a molekulaméretet (témeget) amelye-
ket megfeleléen el lehet valasztani. Példaul kisebb
fehérjék (15-80 kDa) elvélasztasara jol bevaltak a
150 - 200 A pérusméret(i toltetek, nagyobb anti-
testek és aggregatumainak (145 - 450 kDa) elva-
lasztésara pedig a 250 - 300 A pérustak.

A hagyomanyos SEC elvalasztasokat nagy térfogatu
kolonnakkal végezziik, melyek leggyakrabban 300
mm hosszUsaguak és 6 - 8 mm atmérdjlek. A nagy
kolonna-térfogatra a mar emlitett okok miatt van
szlikség, nevezetesen hogy megfeleld pérustérfo-
gat alljon rendelkezésre az elvdlasztashoz. Ennek
megfeleléen a hagyomas SEC mérések analizis ide-
je a 25-50 perces tartomanyba esik. Az elvalasz-
tas gyorsitasanak legegyszerliibb maddja a kolonna
méret csokkentése és/vagy a mozgofazis térfogat-
aramanak novelése. Ezt tobbszor kihasznaltak mar
méretkizarasban, elsésorban szintetikus polimerek
elvalasztasakor [2,3]. Meg kell jegyezniink, hogy a
kolonnahossz csokkentéssel aranyosan csokken az
elérhet6 tanyérszam is. Ezért viszont egyszerre ha-
tékony és gyors elvalasztast, nem tudunk végezni
- ha csak a kolonna méretét csdkkentjik.

A kinetikai hatékonysag névelésére is szitkség van,
amit példaul a hdmérséklet novelésével lehet elémi.

www.gen-labhu

A megnovelt hémérséklet azért is elényds a mé-
retkizarasos kromatografidban, mert a mozgofazis
viszkozitdsa csOkken, ennek megfeleléen csokken
a nyomasesés is, s a térfogataramlasi sebesség no-
velhetd. Park és kollégdi mutattak be el6szor 110
-C-0s mozgoéfazissal végzett gyors SEC méréseket
[4]. A szemcseméret cstkkentése is jO lehetdsé-
get ad arra, hogy egy rovid kolonnaval is megfeleld
tanyérszamot tudjunk elérni. A hagyomanyos SEC
kolonndk szemcsemérete az 5 - 10 ym-es tarto-
manyba esik. Néhany évvel ezel6tt méretkizaras-
ban is megjelentek az apré szemcsés toltetek, eld-
sz6r 2,5 majd 1,7 um-es szemcseatmérdvel (Waters
BEH), nemsokkal késébb pedig 3 pm-es toéltetek
koévették oket (Phenomenex Yarra). 2016-ban mar
tobb gyartd is kereskedelmi forgalomba bocsatotta
az UHP-SEC kolonnait (Agilent AdvanceBio 3 um,
Tosoh UP-SW3000 2 pm és Phenomenex Yarra 1.8
KMm). Ezek az UHP-SEC kolonndak a korabbi 300 mm
X 6 mm helyett mar 150 x 4.6 mm-es dimenzié-
val kerllnek kereskedelmi forgalomba. Ezekkel a
kolonndakkal az analizis id6 5 perc ala is csokkent-
het6 [5,6]. Azt azonban nem szabad elfelejteniink,
hogy kis szemcsés toltetekkel dolgozva, az ar amit
fizetnlink kell az mindig a megndévekedett nyomas.
Ezekkel az UHP-SEC kolonnakkal gyakran dolgo-
zunk 200 bar felett, de akar 500-600 bar nyomason
is. Sajnos ilyen korlilmények kézott a nyomas- és
héérzékeny fehérjék, a fellép6é nyirderék és surlé-
dasbol eredé hdmerséklet-gradiensek miatt bizony
aggregalodhatnak az elvalasztas soran [5]. Ennek
az lesz a kovetkezménye, hogy nem a valds — min-
taban jelenlevé - aggregatum mennyiséget fogjuk
mérni, hanem az altalunk ,mesterségesen” el6alli-
tottat. Ez nem minden fehérjére igaz, de bizonyos
monoklonalis antitest csaladok hajlamosak nyomas
indukalt aggregaciora. A nagy nyomason létrejovo
fehérje asszociacio és aggregacio jol ismert jelen-
ség [7,8,9]. Tehat UHP-SEC kolonnakkal dolgozva
- ha azokat fehérje aggregacié meghatarozasra
alkalmazzuk - mindig érdemes olyan korilménye-
ket valasztani, hogy az oszlopon |étrejové nyomas
ne legyen tul nagy (pl. AP < 200 bar). A 3. abran
példat mutatunk be monoklonalis antitest kolonnan
létrejové hdmérséklet- (A) és nyomas-indukalt (B)
tartomanyban figyelhetjik meg az aggregatumo-
kat. Gyakran fordul el6 az is, hogy ha ugyanazt a
fehérje mintat megmérjik hagyomanyos (HP-SEC)
és UHP-SEC koéralmények kozott, bizony mas-mas
aggregatum mennyiséget mérunk.

Tovabbi lehet0ség az elvalasztas gyorsitasara, hogy
nem egy, hanem kett6é kolonnan dolgozunk amiket
parhuzamosan lzemeltetlink. Még jobban jarunk,
ha a két kolonndn az injektalasok idejét ,ossze-
fonjuk” (parallel interlaced SEC), nem varjuk meg
amig a szamunkra érdektelen ellciés tartomany
(pl. @ monomer csucsot kdveté tartomany) végig
fut, hanem mar eldtte injektaljuk a kovetkezd min-
tat a masik oszlopra [10]. A 4. abran ilyen ,par-
huzamosan-6sszefont” SEC elvalasztassal kapott
kromatogramokat mutatunk be. Ma mar az ilyen
elvalasztas technikai hattere (szelepek, oszlop val-
tok vezérlése), rutinban is rendelkezésre all.
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3. dbra: H6mérséklet (A) és nyomds (B) okozta oszlopon
1étrejévé aggregatumok UHP-SEC elvélasztas soran.
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4. dbra: ,Parhuzamosan 6sszefont” (parallel interlaced) SEC
elvélasztassal kapott kromatogram

A kis mennyiségben rendelkezésre allé fehérje
mintakbol torténd aggregacio meghatarozas érzé-
kenységének novelésére a kapillaris kolonnak al-
kalmazasa is jo lehetdség. Ekkor az oszlopon kiviili
térfogatok szerepe jelentds, nagyban ronthatjak az
elvdlasztas hatékonysagat. Feltehetbleg ezért sem
terjedt még el a kapillaris SEC kromatografia. Né-
hany alkalmazast azonban mar kozéltek, amelyek-
b6l emlitésre méltd az antitestek fragmenseinek
elvalasztasa amit 300 mm x 300 um kolonnan vé-
geztek [11,12].

Végll meg kell emlitentink, hogy a gyakorlatban
a SEC kolonnak élettartama elmarad a mas tipusu
(pl. RP, IEX, HIC) kolonnak élettartamatdél. Tovabb
bonyolitja a dolgot, hogy a SEC kolonnak mesz-
sze a legdragabbak az 6sszes mas tipusu kolonna-
hoz képest. A kolonndk élettartamat valészinlileg
a terapias fehérje oldatokban lévé segedanyagok
(poliszorbatok, sék, PEG) is csdkkentik. Erdemes
el6tét kolonnat alkalmazni és rendszeresen mos-
ni, regeneralni az oszlopot. Az irodalomban sza-
mos SEC kolonna tisztitasi protokoll all rendelke-
zéslinkre (pl. 10-20% szerves olddszer adasa a
mozgofazisba ami segithet a megkotédott hidroféb
komponensek eltavolitdsaban, vagy natrium-azid
hozzdadasa ami a bakterialis szennyez6dések elta-
volitdsara alkalmas).
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A héjszerkezeti
(mag-héj) toltetek

alkalmazasi lehetoségei
4. rész: Fehérjék elvalasztasa

Fekete Jend!, Kormany Robert?, Bobaly Balazs?,
Fekete Szabolcs?

1 BME Szervetlen es Analitikai Kémia Tanszék,
1111 Budapest, Szent Gellért tér 4.

2 Egis Gydgyszergyar Zrt., 1106 Budapest,
Keresztari ut 30-38.

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

Az utdbbi évek legnagyobb sikerét egyértelmien a
héjszerkezet( toltetek hoztak, néhany év leforgasa
alatt alkalmazasuk gyakorisaga megkozeliti a telje-
sen pordzus toltetekét.

A teljesen pordzus téltetek alkalmazasanak jol is-
mert korlatja - makromolekuldk elvalasztdsa soran
- az un. ,elvalasztasi-sebesség és hatékonysag”
problémakore (a szakirodalomban ,constraints in
separation speed and efficiency” néven ismert). Ez
abbdl adddik, hogy a teljesen por6zus szemcsék-
ben, a makromolekuldk viszonylag sok idot tolte-
nek el a szemcsén bellli pordzus térfogatban, hi-
szen kicsi a diffuzids egyltthatojuk. Ezért jelentds
zOnaszélesedés varhatdé a kis molekulakatomegl
anyagokéhoz képest a megnodvekedett anyagat-
adasi ellenallds miatt. A kinetikai hatékonysag no-
velésére (csucsszélesedés csokkentésére), javasol-
ta Horvath Csaba a 60-as évek végén a részben
porézus toltetek hasznalatat. El6szor viszonylag
nagy szemcseatmér6ji (~ 50 pm) nem pordzus
magra (lveggyongy) vitt fel vékony pordzus ion-
cserél6 “hartyat” (pellicular particle) és sikeresen
alkalmazta nukleotidok, nukleinsavak, majd ké-
sObb peptidek és fehérjék elvalasztasara [1,2]. Né-
hany évvel késbébb Jack Kirkland mar kisebb (30-40
Mm) részlegesen pordzus szemcséket alkalmazott
gaz és folyadékkromatografias elvalasztasokra. A
pellikularis (hartyas) elnevezés helyett 6 mar , kont-
rolalt fellileti porozitasl” szemcséknek hivta az ak-
kori héjszerkezetl tolteteket [3]. Ezt kovetden a
teljesen pordézus toltetek gyorsabban fejlédtek, ha-
mar megjelentek a 10, 5 és 3 ym-es szemcsék és
sikeresen alkalmaztak azokat folyadékkromatogra-
fidasan kismolekulatimeglinek tekintett vegyuletek
elvalasztasara. A korai hartyas toltetek terhelhe-
t0sége messze elmaradt a teljesen pordzus tolte-
tekhez képest, ez vetette vissza a népszerliségét.
Persze torténtek fejlesztések a héjszerkezetl( tolte-
tekkel is (pl. Zipax) de az els6 (nagyobb) attorés
csak 2000-ben kovetkezett be, amikor megjelent
az els6 5 uym-es héjszerkezet( téltet, 0.25 pm-es
pordzus réteggel. Nagy-pérust (300 A), forditott
fazisi mddositassal optimalis volt makromolekuldk
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elvalasztasara. A toltet a Poroshell nevet kapta és
megint Jack Kirkland volt az, aki aktivan részt vett
a fejlesztésben és rendkivili hatékonysagu, gyors
fehérje elvalasztasokat mutatott be [4]. Az 1. ab-
ran lathaté a legendas Poroshell téltet sematikus
abrdja és két igen latvanyos elvalasztds, amelyek a
mai napig is példaértéklek. Kilénosen leny(ig6z6 a
tojas albumin fehérje (ovalbumin) cslcsszélessége
és analizis ideje.
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1. dbra. A Poroshell téltet sematikus vazlata és alkalmazasa
peptidek/fehérjék elvalasztisara [Ref 4].

Néhany évvel késébb (2007-ben) jelentek meg
az els6, 3 pm-nél kisebb szemcseatmérdji héj-
szerkezet( toltetek, amelyek forradalmasitottak
a kolonna-technolégiat. Ezekkel a 2,6, 2,7 pym-es
toltetekkel (0,35 és 0,50 uym-es héjvastagsaggal)
hasonlé mindségli elvalasztasokat lehetett elérni,
mint az akkori legjobb porézus 1,7 - 2,0 ym-es
toltetekkel, viszont lényegesen kisebb nyomason.
Igy nem feltétlen volt sziikség arra, hogy nagy
nyomasokon végezziik az elvalasztasokat. Az (j-
generacios héjszerkezet(i toltetek hatékonysaga
és kedvez6 permeabilitdsa hamar sikert hozott.
A toltetek gyorsan elterjedtek és révid idén beldl
szinte az 0sszes kolonna gyarto6 elballt a sajat héj-
szerkezet( toltetével. Meg kell emlitenlink viszont,
hogy ekkor még kizardlag a folyadékkromatogra-
fidsan kismolekulatiimeg(i anyagok elvalasztasara
alklamas pérusméret(i (90-120 A) toltetek alltak
rendelkezésre. 2010-ben jelent meg az elsé 160 A
pérusatméréjli toltet (AMT, Peptide-ES C18), ami
mar megdfeleld volt peptidek és kisebb fehérjék
rendkivil hatékony elvalasztasara [5]. A 2. dbran a
pérusméret hatasat szemléltetjik. Egy peptid ke-
verék kromatogramjat lathatjuk 90 A és 160 A at-
lagos pérusatmérdjld 2,7 um-es héjszerkezetl tol-
teteken mérve. A cslcsszélesség értékek valtozasa
egyértelmien jelzi a nagy pérusatméré szerepét.

Egy évvel kés6bb mar meg is jelentek a nagy-pé-
rusu (wide-pore) héjszerkezetl téltetek. ElGszor a
Phenomenex Aeris Widepore kolonnak keriltek
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2. &bra. Peptid keverék kromatogramja Uj generéaciés 90 A

és 160 A tlagos pérus atméréjii 2,7 um-es héjszerkezetii
tolteteken (Halo Fused-Core 90 A és Halo Peptide-ES C18 160
A kolonnék) [Ref 5].

kereskedelmi forgalomba, majd hamar kdvette a
Halo Protein 400 A és Sigma-Aldrich BioShell 400
A toltet végiil az Agilent AdvanceBio RP-mAb [6].
Az Uj-generacios nagyporusu héjszerkezetl tolte-
tek érdekessége, hogy viszonylag nagy szemcseat-
mérGjlek - kizardlag 3,4 - 3,6 um-esek - és igen
vékony a pordzus réteg vastagsaga (0,2 - 0,25
Mm). A rétegvastagsag csokkentése sziikséges volt
a nagy fehérjék hatékony elvalasztdsahoz. Tehat
e-tekintetben visszakanyarodtunk Horvath Csaba
eredeti elképzeléséhez, miszerint nagyméretl fe-
hérjék elvalasztdsara a vékony pordzus réteggel
bevont tomor magvu (pellikularis) toltetek el6-
nyosek. Az pedig, hogy miért novelték meg a jol
bevalt 2,6, 2,7 um-es toltetek szemcseatméréjét,
nagy valodszinliséggel a kolonnan esdé nyomassal
és a nagy fehérjék nyomas- és hé-érzékenységé-
vel magyarazhatd. Viszonylag széls6séges forditott
fazisa korldlményeket kell alkalmaznunk, ha éles,
szimmetrikus kromatografids csldcsban akarjuk
elualni a nagy fehérjéket. Ionparképzét (pl. TFA) és
jelentés mennyiségl szerves oldészert (pl. 30-50
% acetonitril) kell adni a mozgdfazishoz, tovabba
kis pH-n (pl. 1.8 < pH < 3, azaz nagy savassag)
és nagy hémérsékleten kell dolgozni (70 — 90 °C).
Ezekre mind azért van szilikség, hogy gyorsitsuk
az anyagatadasi folyamatot, csdkkentsiik a nem
kivanatos, erds kolcsdnhatasokat. Az er@s, ionos
kolcsdnhatasok, mind a fehérjék visszatartasat,
mind a cslcsszélesedést befolyasoljak. Tovabba,
bizonyos fehérjék (pl. az IgG antitestek) irreverzi-
bilisen kotédhetnek az alléfazis felliletéhez. Ahhoz,
hogy megfelelS retencidét és visszanyerést biztosit-
sunk, ezeket az er6s kolcsonhatasokat csokkenteni
kell. Az erGsen savas kdzegben, nagy hémérsék-
leten és nyomason a fehérje szerkezete (konfor-
macidja, toltés-szama, hidroféb felllete, parcialis
molaris térfogat valtozasa az alléfazissal torténd
kélcsbnhatasa soran), jelentésen eltér a fizioldgias
koérialmények kozott felvett szerkezettdl. Ezeket a
hatasokat behatdéan tanulmanyoztdk a szakiroda-
lomban. Jél ismert, hogy a visszatartas nagymér-
tékben fligg az alkalmazott nyomastdl, illetve a
nagy nyomas okozta - oszlopban létrejové - ho-
mérséklet gradienstdl is [7]. Azért, hogy a nyomas
okozta, elére nehezen megadhatd valtozasokat a
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fehérje szerkezetében - amelyek az elvalasztasi pa-
ramétereket befolyasoljak - csokkentsik, viszony-
lag nagy szemcseatmérdjli tolteteket alkalmazunk.
A kolonnan létrejové nyomasesés, ugyanis a szem-
cseatméré négyzetével forditott aranyban valtozik.
A 3. abran példat mutatunk be az Uj-generacios
nagy-porusu toltetek alkalmazasara. Intakt, redu-
kalt és papainnal emésztett terdpias IgG1 antitest
kromatogramjait lathatjuk. Az elvalasztast egy 150
x 2.1 mm-es Phenomenex Aeris Widepore XB-C18
kolonnan végeztiik. 14l 1athatd, hogy az intakt (150
kDa) fehérje széles csuccsal elualddik. A zénaszé-
lesedést, feltehetbleg, nem csak az el6z6ekben tar-
gyalt kromatografias kérilmények okozzak, hanem
ehhez jarul a minta heterogenitdsa is (szamos ter-
mészetes varianst tartalmazhat, mint pl. C-termi-
nalis lizin varidnsok, N-terminalis piroglutamin és
izo-aszparaginsav variansok, deamidalt és oxidalt
formak). Tehat az intakt fehérje kromatografalasa
soran, a nagyon hasonlé szerkezetl (de nem azo-
nos) komponenseket csak részlegesen valasztottuk
el. Az interferald, atlapolé kromatografias csucsok
ezért okozzak az elvartnal szélesebb zénat. A nem
megfeleld elvalasztds miatt nem tudunk levonni
hasznos informacidkat, ezért van szlikség a fehér-
je méretének csokkentésére (un. fragmensek vagy
domének el6allitdsara). Részleges emésztéssel
(papain, pepszin, IdeS...) és a diszulfidhidak re-
dukalasaval 25-50 kDa antitest fragmenseket ka-
punk, amelyek lényegesen ,kellemesebbek” kro-
matografids szempontbdl, mint a teljes 150 kDa
nagysagu fehérje. Jobb a visszanyerésiik és keske-
nyebb csucsban eluadléodnak. A papainnal emésztett
minta kromatogramjabdl az is kideril, hogy mind
az un. Fab (az antitest antigénkot6é fragmense) és
Fc (az antitest un. kristalyosithaté fragmense) ré-
szek heterogének (variansokat tartalmaznak). Erre
utalnak a két fécsucs elbtt és mogott elualodd ki-
sebb csucsok. A redukalt minta kromatogramja pe-
dig arra enged kévetkeztetni, hogy sem az antitest
kénnyd-lanca (LC) sem pedig a nehéz-lanca (HC)
nem homogének. Tehat ez esetben az antitest he-
terogenitasa nem lokalizalhat6 egy specifikus mo-
lekula szakaszhoz, hanem tobbsz6résen heterogén
populaciérdl van szé. A variansok pontos azonosi-
tdsa tomegspektrometrids detektalast igényel. Ez
az un. részleges emésztés (,middle down”, vagy
Llimited proteolysis”) ma jol bevett gyakorlat az
antitest fragmensek vizsgalatara.

N
N
N "
IS, Fapain ‘h,\ "

3. abra. Monoklondalis antitest (IgG1) fragmensek elvalasztasa
(middle down) korszer(, nagy-pdrusu, héjszerkezet( alléfazison.
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lajdonsagai is befolyasoljak a fehérje elvalasztasok
hatékonysagat elsGsorban az eltérd szelektivitasuk
miatt. Régebben kizardlag rovid alkil-lancu faziso-
kat (C3, C4) alkalmaztak fehérjék forditott fazisu
vizsgalataihoz. Az akkori technikai lehetéségek
mellett nehezebb volt kontrollalni a fellileti boritott-
sagot (ligand density, loading) és azt tapasztaltak,
hogy a fehérjék visszanyerése és csucsszélesedé-
se is kedvezobb, ha rovid alkil-lanca alléfazison
elualjuk 6ket. Mara viszont az oszlop-technoldgia
fejlodése révén nagyon joél kontrollalt és reprodu-
kalhato fellleti boritottsag allithatd el6. A modern
héjszerkezetl, nagy-porusu tolteteket mar szamos
fellleti modositassal kindljak a felhasznaldknak,
mint C3, C4, C8, C18, difenil és fenil-hexil. Kisebb
fehérjék esetén valéban jelent6s klilonbség figyel-
het6 meg a szelektivitasban kilénb6z6 alléfazisok
alkalmazasakor. Mérési adatokkal tamasztottak
ala, hogy a nagyobb fehérjéknél elsésorban csak az
abszolut retenciéban van lényeges eltérés, a relativ
retenciét kevésbé befolyasolja az allofazis tipusa (a
fellilet fizikai-kémiai tulajdonsagai) [8].
Beigazolddott Horvath Csaba erre a teriiletre vo-
natkozé elGrejelzése és Utmutatdsa, aminek az
eredménye, hogy a mai kromatografias gyakorlat-
ban a leggyakrabban alkalmazott téltet tipusok a
héjszerkezet( allofazisok kozil kerilnek ki [9]. Az
1. tablazatban, a jelenleg kereskedelmi forgalom-
ban kaphatd, nagy-porusu forditott fazisu héjszer-
kezet( toltetek jellemzdit foglaltuk 6ssze.
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Kolonna tipus Fellilet-mddositas Szemcseadtmérs Alkalmazhaté maximalis | Alkalmazhat6 pH | Nyomastlirés [bar]
(pordzus réteg hémérséklet [°C] tartomany
vastagsaga)
[um]
Proshell SB 300 C18, C8, C3 5 (0,25) 90 1-8 600
Zorbax (Agilent) Proshell 300Extend C18 5(0,25) 60 2-11 600
AdvanceBio RP-mAb C8, C4, difenil 3,5(0,25) 90 1-8 600
Widepore C18, C8, C4 3,6 (0,2) 90 (C18, C8) 1,5-9 600
60 (C4)
Aeris (Phenomenex) 3,6 (0,5) 600 (2,6-3,6pm)
Peptide c18 2,6 (0,35) 90 1,5-9 1000 (1,7um)
1,7 (0,22)
Peptide C18, CN 2,7 (0,5) 100 1-9 600
Halo 4,6 (0,6)
(AMT) Protein C18, C8 3,4 (0,2) 90 1-9 600
Flare (Diamond Analytics) Widepore C18 3,6 (0,1) 100 1-13 400
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Hogyan krimpeljunk?

A krimpelés miivészete diohéjban

Imrik Péter

Gen-Lab Kft.

Megfelelden zar-e a Headspace iivegem?

A Headspace analizisnél kilénésen fontos a min-
tankat tartalmazo Uveg lezarasanak mindsége. A
magas nyomas és hémérséklet alkalmazasa repro-
dukalhatdan jé tomitést igényel. Az Gjabb és Ujabb
készlilékek pedig csak fokozzadk az ezen iranyu el-
varasokat. Magasabb hémérsékleten a kivalé mi-
néségli anyagokbdl készilt szeptumok hasznalata
is kulcsfontossagu feltétele a reprodukalhato, (pl.:
sziloxan) szennyez6kt6l mentes analizisnek.

1. 8bra: Terdpias fuziés-fehérje aggregatumainak és fragmen-
seinek elvalasztdasa hagyomanyos 300 x 4.6 mm kolonnan.

Hogyan is miikodik...

A Headspace analizis szigoru elvarasai miatt a csa-
varos Uvegek helyett jobban elterjedt a krimpelds
tipus, mivel annak hasznalataval az (veg lezarasa
reprodukalhatéan hajthaté végre. A HS mérések
mellett fontos kiemelni, hogy gydgyszergyartas-
ban a kész termékek csomagolasanak esetében a
reprodukalhatésag még lényegesebb, mint az ana-
litikai modszereknél. Példaul szamos gyartd cég
kimondottan a lezaras mindségének ellenGrzésére
tervez, gyart tobb millios készlilékeket.

www.gen-labhu

Igen draga készilékkel elvégezhet6 a lezaras mi-
ndségének az ellendrzése, az analitikai laborokban
a tovabbra is legelterjedtebb vizsgalat az un. csa-
varasos teszt, ami sordn a vegyész a kupak kézi
erejl megcsavarasaval ellenérzi, hogy az elég szo-
rosan zar-e.

Minden krimpel6 eszkdz, beleértve a nagy se-
bességli gyodgyszergyari lezaré készlilékeket, az
Uveg pereme koré formalja a kupakot. A kupakot
egy meghatarozott geometridju fogd segitségé-
vel helyezziik az Uvegre. Az 1. abran a négyfogas
dd, hogy maga a fogd, vagy gép nem tudja ellen-
Orizni a megfeleld illeszkedést és egy adott Uveg/
kupak kombinaciéra tokéletesen beallitott pereme-
z6 nem biztos, hogy mas kupak esetében (elég itt
a szeptum vastagsaganak vagy ne talan anyaga-
nak a valtoztatasara gondolni) is megfelel6en fog-
ja elvégezni a mintatartéiveg lezarasat. A kupak
zarasanak a minéségét nem csak a krimpelés de a
szeptum anyaga (gumi, szilikon), a mintatér fel6li
rész (PTFE, FEP, Al) anyagminGsége és ezek vas-
tagsaga, alakja is meghatarozza.

A megfelel6 krimpelés

A fentiek ismeretében feltehetjik a kérdést, hogy
tobb millids készilék beszerzése nélkil hogyan bi-
zonyosodhatunk meg a lezaras helyességérdl? A
szeptum és a kupak lezaras utani szemrevétele-
zése sok esetben mar informacioval szolgalhat az
esetleges nem megfelel6 kompressziora. A helye-
sen krimpelt kupak oldala egyenletesen sima, na-
gyobb horpadasoktdl, gylirédésektdl mentes, amik
példaul gatolhatjdk az automata mintaadagold
m(ikodését. A szeptum kis mérték(i megslllyedése
az aluminium kupak 6sszenyomasatol alakul ki. A
lezarasi folyamatot vizsgalva gondolhatnank, hogy
az aluminium kupak széleinek a krimpelés miatti
besz(ikililése okozhatja a szeptum deformalédasat
(beslllyedését) de leginkdbb a PTFE szeptum rész
Uvegbe térténdé benyomdddasa Un. magaval hizza a
szilikon szeptum felsGrészt mert az liveg szdja szé-
lesebb mint az aluminium kupakon talalhaté nyi-
las, ide konnyebben be tud tiremkedni az alumi-
nium kupakban a krimpelés hatdsara 0sszehlzott
szeptum.

A csavarasos teszt

Néz6pont kérdése, melyben most nem kivanunk
allast foglalni. Ez a mddszer egy kicsit ellentmon-
dasos - er6sen fligg a (pl.: a nagyon csuszds PTFE)
szeptum anyagatdl és a legidedlisabb esetben sima
fellletli Gveg egymassal érintkez6 fellletétdl. El-
tér6 lehet az egyes felhasznalék kézi ereje is, il-
letve ne feledjik, hogy ha egyszer mar elfordult a
kupak, utana sokkal egyszer(ibb Gjra megtekerni
az Uveg peremén. A fentiek tikrében a csavara-
sos teszt megfeleld ellendrzése lehet a krimpelés
mindségének de fontos kiemelni, hogy egy elcsa-
varhaté kupak még lehet, hogy megfeleléen zar és
elkévethetjiik az a hibat, hogy emiatt rendszeresen
Ltulkrimpelink” (2. dbra) maijd.

11. oldal



2. abra: Terdpias fuziés-fehérje aggregatumainak és fragmen-
seinek elvalasztasa hagyoméanyos 300 x 4.6 mm kolonnan.

Hogyan allitsuk be a krimpel6 fogot?

El6szor is amennyire csak lehetséges ve-
gylk figyelembe a varidciés lehet6ségeket.

Az elektromos krimpelékdn a plusz és minusz
gomb segitségével nagyon egyszer(, preciz és jol
reprodukalhaté modon lehet6ségiink van az opti-
malis lezaras bedllitasara. A manualis fogdknal a
végso lezard pozicid bedllitasa lehetséges altaldban
egy csavar/utkéz6 beallitdsaval (3. abra). Fontos,
hogy a hasznalatkor 6ssze tudjuk majd csukni any-
nyira a fogét, hogy ezt a pontot el tudjuk majd
érni. Tapasztalataink szerint egy csomag lvegben
és kupakban nem valészinl, de még azonos mar-
kan belll tobb hénap/sarzs tavlataban el6fordul-
hatnak eltérések, ez nem feltétlenil mindségi hiba,
mindenképpen lgyeljlink arra, hogy ugy allitsuk be
a krimpel6t, hogy ezen kis eltérések esetében is
jol zarjon. Lehet6ség szerint minden Uj kibontott
csomagnal és minden észrevett hiba esetén elészor
probaljunk meg allitani a fogdn és az éles mintaink
el6tt végezziink 1-1 probazarast.

3. abra: Terdpias fuziés-fehérje aggregatumainak és fragmen-
seinek elvalasztasa hagyomanyos 300 x 4.6 mm kolonnan.

Fontos kiemelni, hogy a fog6 beallitdsanal ne fo-
lyamatosan azonos (vegen prébalkozzunk ha-
nem mindig egy Uj lUveg/kupak parost vegylnk
el6 a dobozbdl. Azonos Ulivegen torténd tobb-
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szOri prébdlkozas fals beallitdst eredményezhet.
Tény, hogy az elektromos eszko6zok reprodukal-
hatébb végrehajtast biztositanak. A fogd végsé6
motorikus vezérld segitségével, rdadasul a jobb
elektromos krimpel6kben toébbféle beallitast el-
rogzithetiink. A kilénféle lGvegekhez a fogd fejek
kénnyen cserélhetéek és egy allvanyra szerelve
a hatékonysagunk messze jobb lesz mint a kézi
lezaréfogok esetében.

Kiilonb6z6 szeptumok

Egy komolyabb gyarté termékpalettajaban rend-
re tobbféle (4. abra) szeptum tipust talalhatunk
a legaltalanosabban elterjedt Butil(gumi)/PTFE
és a szilikon/PTFE szeptumoktdl az un. Pharma
fix tipusokon keresztil egészen az egyedi megol-
dasokig, példaul az Antispin szeptummal szerelt
kupakokig. Legtdbb esetben a pénztarcank szab
hatart egy adott tipus kivalasztasanal mert itt
elég jelentds (akar 300HUF/db eltérés az arban)
koéltségbeli kilénbségek jelentkezhetnek egy-egy
adott tipus kozott.

Itt is fontos kiemelnlink, hogy egy jél beallitott
lezaréfogoval szinte minden kupaktipussal meg-
felel6 tomitett lezarast tudunk elérni egy hozza
kompatibilis HS tvegen.

4. abra: Terdpias fuziés-fehérje aggregatumainak és fragmen-
seinek elvélasztdasa hagyomanyos 300 x 4.6 mm kolonnan.

Kupak kupak?

El6fordul, hogy a HS livegek a minta tipusatol
figgden koltségtakarékossagbdl tobbszori felhasz-
nalasra kerilnek. Taldlkoztunk mar olyan esettel is
amikor ugyanazon Uvegek megdfeleld tisztitas utan
tobb éve folyamatos hasznalatban voltak. A gyar-
tok, az arfolyamok, a beszerzési lehet6ségek akar
egy éven belll is sokat valtozhatnak. Ha a meglé-
vO Uvegeinkhez esetleg mas beszerzési forrasbol
szarmazo6 kupakot rendellink a legtobb esetben
biztosan kell a fogénk eddigi beallitasain valtoz-
tatnunk, hogy megfeleléen tudjuk hasznalni az Uj
kupakokat de sajnos sok esetben az (j kupak a
krimpel6 allitdsa utan sem megfeleléen rogzithetd
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a mintatartélvegen. Ennek oka lehet a gyartok
kozotti méret-, alakbeli szo6rds ha példaul csak a
kilénb6z6 tivegperem (DIN sik, HS ferde, SPME)
kialakitasokat nézzlik. (5. abra)

Sok bosszusagtdél kimélhetjilk meg magunkat, ha
egy mintacsomaggal ellendrizziik, hogy az Uj be-
szerezni kivant kupakok kompatibilisek-e a meglé-
vO Uvegeinkkel.

5. abra: Terdpias fuziés-fehérje aggregatumainak és fragmen-
seinek elvalasztasa hagyoméanyos 300 x 4.6 mm kolonnan.

Acél és Aluminium magnesezhetoé kupakok

A Combi-Pal és mas CTC gyartotta mintaadagoldk
hasznalata esetén magneses kupakokat kell, hogy
alkalmazzunk a mintdink taroldsara. Kétrészes,
magneses tetdvel ellatott aluminium és egyrészes
acél kupakokat (6. abra) egyarant hasznalhatunk.
Az acél egyrészes kupakokhoz sokkal kedvez6bb
aron juthatunk hozza de nagy teljesitmény(i elektro-
mos krimpeldre van sziikség, mivel sokkal nagyobb
erdkifejtéssel lehet csak lezarni azokat. Kézi eré-
vel tulsagosan farasztd és sériilésveszélyes lenne a
m(ivelet még az altaldnosan hasznalt elemmel/ak-
kumulatorral mkodé elektromos krimpel6nek sincs
elég ereje ezekhez a kupakokhoz, de az elektromos
halézatrél mlkodtethet6 tipusok segitségével mar
jol reprodukalhatoan tudjuk elvégezni a lezarast.

6. abra: Kétrészes, magneses tetbvel ellatott aluminium
és egyrészes acél kupakok.

www.gen-labhu
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VISION SAFETY CAPS

UJ STARTER KIT «kezds csomag
MOST KEDVEZMENYES ARON

Tegye biztonsagossa HPLC készullekeit
mar 45 900 Ft-tol!
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STARTER KIT

Cikkszam:

VLS45-4001
GLAS STARTER KIT
INCLUDING 4X VLC45-2N-SF

VLC45-2A-SF

GL45 Safety Cap with 2 ports
Including 1x shut-off valve, 1 x 1/4"-28 fitting for 1/8" tubing



Hidrazin tartalom
meghatarozasa
allopurinolban

Kormany Robert!, Radocz Orsolya?, Fekete Jend?

1 Egis Gydgyszergyar Zrt., 1106, Budapest,
Kereszturi ut 30-38.

2 BME Szerves Kémia és Technoldgia Tanszék
1111. Budapest, Budafoki ut 8.

3 BME Szervetlen es Analitikai Kémia TanszEk,
1111 Budapest, Szent Gellért tér 4.

1.Bevezetés

Az allopurinol el6allitdsa sordn felhasznalt hidrazin
genotoxikus szennyezdnek mindsil, ezért a haté-
anyag minGségellen6rzési vizsgdlatanal kiemelt
figyelemmel kell kévetni a hidrazin tartalmat. Az
allopurinol egyik lehetséges elGallitasat lathatjuk
az 1. abran.
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1.abra: Allopurinol szintézis

Az eurdpai gydgyszerértékelés és felligyelet koz-
pontja (EMA) és a gydgyszermindségre vonatkozd
iranyelvek (ICH) szerint a genotoxikusnak tekint-
het6 szennyezO6k napi maximalisan szervezetbe
vihetd mennyisége 12 hoénapnal hosszabb tdvon
alkalmazott gyogyszerkészitmény esetén 1,5 ug.
Ez az allopurinol esetében maximum 2,5 ppm-et
jelent [1].

Szerkezetébdl addédodan a hidrazin nem tartalmaz
kromofor csoportot, igy a folyadékkromatografias
gyakorlatban hasznalt UV-VIS vagy a nagy érzé-
kenységet biztositd fluoreszcens detektor nem al-
kalmazhaté. Szakirodalomban leirnak titralasos
[2], elektrokémiai [3] spektrofotometridas [4-6]
hidrazin meghatarozasi modszereket, de talalhatd
szarmazékképzéssel 6sszekotott folyadékkromato-
grafids meghatdrozas is bioldgiai kozegbdl [7].

A masodik bekezdésben leirt, a hatdésagok altal
megengedett koncentracid kis értékl, ennek meg-
feleléen a médszer kimutatasi hataranak, ennek az
értéknek 6todének-tizedének kell lenni. A spektro-
fotometrids és folyadékkromatografias szakirodal-
mat attekintve ez csak kolonna el6tti szarmazék-
képzéssel lehetséges. Seifart és munkatarsai altal
k6zolt publikacidoban kis hidrazin koncentraciokat
hataroztak meg. Ez a koncentracidoszint az el6-
irdasoknak megfelel ugyan, de esetiinkben a nagy
mennyiségl matrix még egy problémat okoz. An-
nak ellenére, hogy az allopurinol és a hidrazin szar-
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mazék koézott nagy a polaritas kilénbség, amelyet
a logD kilénbség jelez (2. abra), a kis kimutatasi
ne adagolni a kromatografids kolonnara. Ez témeg
tulterhelést és akar Uj kolcsénhatasi lehet6séget
adna, s ezzel a kolonna elvalasztoképességét tonk-
retennénk.

4 SLLOPYIRBIOL
AULOPURHOL HIDRATH S2AFMATE Y,
HIDRAIN e

sH

2.dbra:Az allopurinol, a benzaldehid-azin és a hidrazin LogD-
pH fiiggvényei

A hidrazin szdarmazék képzést, amelyet a hidrazin
szarmazékképzésnél meghataroztunk a 3. abran
adtuk meg.

T g ‘
NH
2 + Ve 2_-. L .
HaM N

benzaldehid  hidrazin benzaldehid-azin

3.dbra: Szarmazékképzési reakcié

Ahhoz, hogy a nagy mennyiség( allopurinolt el-
tavolitsuk a hidrazin szarmazék (benzaldhid-azin)
melldl, szilardfazisu extrakciot kellett alkalmaz-
nunk. Cikklnkben leirjuk, a szarmazékképzést a
szilard fazisu extrakciok, és a folyadékkromatogra-
fids meghatdrozas korilményeit.

2. Szarmazékképzés

Vizsgalataink els6 és meghatédrozé lépése volt a
szarmazékképzési reakcid kivitelezése. Kiindulasi
pontnak vettik az allopurinol Eurdpai Gydgyszer-
konyvi mddszerét [8]. A szarmazékképzési reak-
cio 0,2 M NaOH vizben / MeOH = 1 / 1 (v/v%)
elegyben (kés6bbiekben olddszer) tortént. A kép-
z6d6 terméket a 3. abran adtuk meg. A keletkez6
termék apolaris jellege jelentésen nétt (2. abra). A
reakcidhoz sziikséges hidrazin mennyiséget hidra-
zin-szulfat hozzaadasaval biztositottuk. A szarma-
zékképzd oldatot ugy készitettliik el, hogy 1 mL
benzaldehidet oldottunk 25 mL oldészerben. Ebbdl
az oldatbol 2 mL-t adtunk hozza 5 mL, 2,5 ppm
mennyiségl hidrazint tartalmazé oldathoz. A szar-
mazékképzési reakcidé 20 perc alatt végbemegy
szobahémérsékleten. A keletkezett benzaldehid-
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azin szerkezetét folyadékkromatografidval kapcsolt
tomegspektrométerrel (LC-MS) igazoltuk.

3. Szilard fazisu extrakcio (SPE)

A szilard fazisu extrakciohoz a kovetkez6 to-
ménységl mintat hasznaltuk. Az oldészer (0,2 M
NaOH vizben / MeOH = 1 / 1) 5 mL-ében 50 mg
allopurinolt (10 mg/mL) oldottunk. Harom tipusu
SPE toltetet (30 mg/mL) prébaltunk ki: StrataTM
X, StrataTM-C18E és StrataTM-C18U. A StrataTM
X polimer alapu nagy fellleti kapacitasu forditott
fazisi SPE toltet. A StrataTM-C18E és StrataTM-
C18U szilikagél alapu C18-as fellileti mddositas-
sal rendelkez6 szintén forditott fazisi SPE toltet.
Az a kulonbség a kett6 kozott, hogy a -C18E na-
gyobb fellleti boritottsagu, utdszilanizalt toltet,
mig a -C18U kisebb fellleti boritottsagu és nem
utdszilanizalt. A Strata SPE toltetek fellleti mddo-
sitasait a 4. abra szemlélteti.

Sirata X Smaia-C15E Strata-C 18U
. "
N et s
| ‘.I\/‘\.f\/“.z'\-"u"* ATy ‘.I\-' A TATA VLNV VY
w | -
T o, 7

-

4.abra: A mddszerfejlesztés soran hasznalt Strata SPE téltetek
feliileti médositasai

Mindhdarom  esetben ugyanazok voltak a

mintael6készités lépései [9]:

1. Kondicionalas 1 mL olddszerrel
(0,2 M NaOH vizben / MeOH =1/ 1)
2. 1 mL minta felvitele

3. Mosas 1 mL olddszerrel

(0,2 M NaOH vizben / MeOH =1/ 1)
4. Eltciéo 1 mL metanollal.

A mintael6készités soran egyszerl, fecskend6hoz
kénnyen csatlakoztaté Luer csatlakozés adaptert
hasznaltunk a vakuum manifold helyett. Ez a meg-
oldas gyorsabbnak tlint és el tudtuk kertlni a min-
taoldatok egyenetlen lefolyasat és igy a szilikagél
alapu toltetek kiszaradasat. A mintael6készitési |é-
pések folyadékarama 1-2 csepp/perc volt.

A 5.-7. abrdkon lehet latni a klilonb6z6 SPE tol-
teteken a mintael6készités |épéseihez tartozo
kromatogramokat. A kromatografias korilménye-
ket a 4. fejezetben adtuk meg.

Az egyes SPE toltetek alkalmazhatdésagat kilon-
kilon értékeltiik.

1. A StrataTM X toltethez tartozé kromatogramokon
(5. abra) latszik, hogy az SPE els6 harom lépésé-
ben 0,95 percnél nincs csucs, vagyis a mintafelvitel
alatt és a mosasi fazis soran nincs ,attorés”. Ez azt
jelenti, hogy a vizsgalanddé komponensem a tolte-
ten maradt, de az allopurinol jelentds mennyiségé-
tél meg tudtunk szabadulni. A problémat az ellcié
jelenti. Lathaté, hogy a negyedik I1épés soran 1 mL
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metanol hatdasara nem elualddik a benzaldehid-azin
teljes mennyisége, tovabbi 1 + 1 mL metanol hoz-
zdadasa soran is megjelenik a kromatogramban a
komponens.

2. A StrataTM-C18E és StrataTM-C18U toltetekhez
tartozé kromatogramokon (6. és 7. abrak) szintén
latszik, hogy az SPE els6 harom |épésében 0,95
percnél nincs csucs, vagyis a mintafelvitel alatt
és a mosasi fazis soran itt sincs ,attérés”, de az
allopurinol jelentds mennyiségétdl itt is meg tud-
tunk szabadulni. A negyedik lépés soran 1 mL me-
tanol hatdsara a benzaldehid-azin teljes mennyi-
sége eludlédik, tovabbi 1 mL metanol hozzaadasa
soran nem jelenik meg a kromatogramban a kom-
ponens. Az igy kapott csucs terlilete megegyezik
az SPE nélkul el6készitett minta csucsteriletével,
a visszanyerés kozel 100%.

Megallapitottuk, hogy ebben az esetben a StrataTM
X toltet nagy visszatartédsa miatt nem alkalmazhato
a hatékony mintael6készitésre, mig StrataTM-C18E
és StrataTM-C18U esetében nem talaltunk jelentds
kulonbséget, mindkét toltet jol alkalmazhatd a hid-
razin szarmazék tisztitdsara, vagyis az allopurinol
jelentés mennyiségétdl meg tudtunk szabadulni.

5.abra: Szilard fazisu extrakcié StrataTM X télteten

6.abra: Szilard fazisu extrakcié StrataTM-C18E télteten

7.abra: Szilard fazisu extrakcié StrataTM-C18U télteten
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4. Folyadékkromatografias kérilmények

A hidrazin-szarmazék (benzaldehid-azin) megha-
tarozasara ultra-nagy hatékonysagu folyadékkro-
matografids UHPLC) moddszert fejlesztettiink. Az
alkalmazott kolonna kis mérete és a nagy kinetikai
hatékonysaga, gyors és érzékeny modszer alkal-
mazasat tette lehetdvé. Kilon kiemelnénk a kis
szemcseatmérdt és a héjszerd toltet megndveke-
dett hatékonysagat [10]. A kolonna kivalasztasa
utédn (Kinetex C18, 1,7um) a hangsulyt a mozgé-
fazis Osszetételének optimalizalasara helyeztik. A
mozgdfazis ,A” komponense viz, mig a ,B” kompo-
nense acetonitril (AcN) volt. A megfelel6 mozgdfa-
zis dsszetételt, ahol megvan a megfeleld visszatar-
tas, de kell6en révid az elemzés ideje 40%A:60%B
eluens aranynal értik el (8. abra). A benzaldehid-
azin csucs retencios ideje (tR) 0,95 perc. A folya-
dék-kromatografidas paramétereket az 1. tablazat
tartalmazza.

P
—

8.dbra: Kiilbnb6z6 mozgdfazis 6sszetételhez tartozé kromato-
gramok.

1.tablazat: Folyadékkromatografids paraméterek

Készilék tipusa: Acquity UPLC

All6fazis (kolonna): 50x2,1 mm Kinetex C18, 1,7um

Mozgéfazis: viz / acetonitril = 40 / 60 (v/v%)
Aramlasi sebesség 0,5 mL/perc

Kolonnatér hémérséklet | 30 °C

Mintatér hémérséklet 20 °C

Injektalt térfogat 1L

Detektalas 300 nm

Az optimalizalt modszerhez tartozé benzaldehid-
azin csucsot harom paraméterrel, az elméleti ta-
nyérszammal (N) a retenciés tényezdvel (k) és a
szimmetria faktorral (AS) jellemeztiik. Az N értéke
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~10500, a k = 3,8, az AS pedig ~1,07-nek adé-
dott. Mindharom paraméter teljesiti az altalanos
kromatografias feltételeket, vagyis legyen meg a
megfeleldé hatékonysag (N < 5000) és a visszatar-
tas (1 < k < 10), illetve legyen értékelhet6 a csucs-
alak (0,8 < AS < 1,5).

5. A kidolgozott mddszer analitikai teljesitmény jel-
lemzGi és értékelésiik

Az allopurinol hidrazin tartalom meghatarozasi
modszert (mintael6készités és folyadékkroma-
tografidas mérés) ICH Q2(R1) iranyelvek szerint
validaltuk [11].

A modszer specifikus, szelektiv és robusztus a
kils6 korulmények kismérték(i valtozasara. A
folyadékkromatografids meghatarozas megfe-
lel a rendszeralkalmassagi kdvetelményeknek. N
~10500 (N < 5000), k = 3,8 (1 < k < 10), AS
~1,07 (0,8 < AS < 1,5).

A kimutatasi hatar (LoD) 0,1 ppm, mig a mennyi-
ségi meghatarozdas alsé hatara (LoQ) 0,3 ppm. A
mérés 0,3 ppm - 20 ppm értékek kozott linearis
(R2 = 0,999).

A rendszer és a mddszer megfelel6en preciz. Meg-
feleltiink a torzitatlansag és allékonysag kritériu-
mainak is. A minta oldat 48 éran at stabil a minta-
tarté hémérsékletén (20 °C).

Osszefoglaldsként megallapitottuk, hogy a szadrma-
zékképzéssel egybekotott szilard fazisu extrakcids
maodszerrel, s a kidolgozott ultra-nagy hatékonysa-
gu folyadékkromatografidas modszer kidolgozasaval
eleget tettiink a gyégyszerkényvi elGirasoknak. A
hidrazint szarmazékan keresztlil a megadott kon-
centracidban megbizhatdan tudtuk meghatarozni.
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CombiFlash EI Prep: Hibrid preparativ kromatagraf
rendszer, mely alkalmas mind FLASH (ozaz alacsony
nyomdstartorndnyban) mind PREFARATIV HPLC (240

".‘ TELEDYNE ISCO
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bar] készilekkent is OGzemelni ugyanazon szofiver I:l
segilségével.
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PeakTrak: Egy kesziléken belll, egy
. e oL I . . . ; szoftverel valosul meg o flash és o
Ujabb kiegesatokkel bovllt a gyartdkent széles kérben ismert Teledyne lsco termek- preparativ HPLC rendszer. A szoftver
paletiajo, - e hattérszine alapjan megdliapithato,
Kozrtudott, hogy a cég dital forgalmazott kromatografias készllékek négy kildnbdzd hogy éppen milyen médban térténik
cldoszert kepesek bindrisan kezelni. A berendezésekre jellemzé mozgd fazist figyeld oz elvdlaszias (z6ld a preparaliv, a
rendszerek szintéen megtalalhatok o CombiFlash EZ Prep berendezésnel, legyen szo kék szin a flash oldalt jefenti),
bemend vagy hulladék olddszendl. Az eluens esetén a rendszer az eljdrashoz szik- )

séges olddszer mennyiségét kiszmolja, tovabba fontos kiemelnlnk, hogy a készilék
folyomatosan monitorozza o hullodéktartalyban 16vd oldészer szintjét, ezdltal

A legutdbbi fejlesztéseknek koszonhetden immdar olyan pumpdkkal blszkélkedhet-
nek a készilekek, melyek a HPLC rendszerekneél hasznalatosak. Flash Uzemmadban
200 psi (kb. 13,5 bar). mig preparativ modban 3500 psi (241 bar) maximalis nyomas
elddllitasara kepes a pumparendszer. A fenti nyomasértékeknek kdszdnhetden 5-200
milfperc dramidsi sebesség mellett akdr 250x50 mm-es 5 um-es preparativ oszlopokat
is hasznalhatunk.

A gyartd cég célkitlzése a mindség fenntartasa mellett a folyomaotos megujulas,
korszerdsites, eldsegitve a hatékony laboratariumi kutatast, munkavegzést.

FLASH

meggatolva a tartdly tltaltGdéset. =L
_
-

CombiFlash EZ Prep készilékekhez elérhetd tovabbi kiegészitdk:

Automata injektorszelep, oszlopvailto szeleprendszer, automata minfaadagolo.

Automata
injektorszelep

Oszlopvdltd
szeleprendszer

Avtomata
mintaadagold

Kapcsolattartéd: Bende Zsolt

Telefon: +:
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Jollehet a teacserje (Camellia sinensis L.) levelé-
nek egyre tobb gydégy- és egészségmegdbrzésben
bet6ltott szerepére derlil fény, a tea maig elsésor-
ban élvezeti célu italnak szamit. A kedvez6 hosz-
szU tavu élettani, farmakoldgiai hatdsok a tea
polifenoljainak tulajdonithatéak [1], azonban a tea
kézponti idegrendszeri, azonnal tapasztalhat6 ha-
tasai két masik vegyllet, a koffein és egy specia-
lis aminosav, a novényvilagban csak sporadikusan
el6forduld L-teanin jelenlétére vezethetbek vissza.
El6bbinek kézponti idegrendszeri izgatd hatasa az
adenozinreceptorokon keresztil alakul ki [2], utob-
bi ezzel ellentétes hatassal rendelkezik. A teanin
nyugtatd, relaxalé hatasanak mechanizmusa nem
teljesen ismert, az azonban bizonyitott, hogy rész-
ben antagonizalja a koffein hatasat - ezt allatki-
sérletek és human vizsgalatok is igazoljak. Tiszta
teanin alkalmazasaval embereken relaxalé hatast
lehet elérni, amit EEG-vel is alatdmasztottak [3-5].

A szaritott tealevél 1-2% teanint és mintegy 2-6%
koffeint tartalmaz. Ezek mennyisége, egymashoz
viszonyitott arany a feldolgozas modjatdl erésen
fligg. Minél kiméletesebb a feldolgozas, annal ma-
gasabb a teanin mennyisége, a koffein szintjére
viszont kevésbé hat a feldolgozas moddja. Szak-
irodalmi adatok szerint a legkiméletesebben fel-
dolgozott z6ld és fehér tedban a legmagasabb
az aminosav mennyisége, mivel ezeket nem fer-
mentaljak, rdadasul a begyljtés utani gyors, ro-
vid ideig tartd hékezeléssel inaktivaljak a novényi
enzimeket, ezaltal leadllitjdk a teanin lebomlasahoz
(is) vezet6 post mortem folyamatokat. A legin-
tenzivebb feldolgozdson a pu-erh tedk esnek at,
amelyeknél a hosszu tava fermentacié és az oxida-
tiv folyamatok nemcsak a polifenol-6sszetételben
okoznak jelent0s valtozast (csokkenést), hanem
a teanintartalomban is. Az oolong és fekete teak
feldolgozasi médja, Osszetétele valaol e két véglet
kozott talalhatd [6]. A helyzet természetesen ennél
bonyolultabb, mivel a kiindulasi nyersanyag, a friss
tealevél Osszetétele is eltér6 lehet.

Bar a koffein és a teanin alapvet6en befolyasolja a
tea hatasat, és kiilondsen a koffein analitikajanak
kiterjedt irodalma van, szimultdn meghatarozasuk-
kal csak néhany cikk foglalkozik [7] [8] [9]. Kul6n-
b6z6 teatipusokkal, viszonylag nagy mintaszamon
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végzett elemzést els6ként kutatécsoportunk kozolt
a szakirodalomban [10].

Eszk6zok és modszerek

A vizsgdlat keretében 34, kereskedelemben kap-
haté teaminta elemzésére keriilt sor. A kivonatokat
- a teakészités mddjat imitadlandd — 1 g minta 100
ml 80 °C-os vizzel 3 percen at torténd kivonasaval
(aztatads) nyertik. A kvantifikdlashoz L-teanin és
koffein standardok oldatat hasznaltuk.

A HPLC vizsgalatot egy Waters HPLC-n (Waters 600,
2998 PDA, Empower Pro) végeztik Kinetex XB-
C18 (2.6 pm, 1004, 100x4.6 mm, Phenomenex,
Torrance, USA) oszlopon, 40 °C-on. Mozgdéfazis-
ként 0,05% foszforsavat tartalmazé viz (A) és
acetonitril (B) gradiensét alkalmaztuk: 0-6 perc
100% A, 0,5 ml/perc; 6-7 perc 100% A, 0,8 ml/
perc; 7-25 perc 95% A, 0,8 ml/perc; 25-40 perc
80% A, 0,8 ml/perc; 40-41 perc 100% A, 0,5 ml/
perc, majd 9 perc ekvilibralas. A teanint 210 nm-n,
a koffeint 273 nm-n detektaltuk.

Eredmények

Az altaluk kidolgozott analitikai mddszer a teanin
és a koffein szelektiv és megbizhaté analizisét tette
lehetévé a novényi kivonat matrixabdl (1. abra). A
teanin 2,5, a koffein 35 perces retencids idével volt
detektdlhatd. A mintakban taldlhaté mennyiségek
méréséhez felvett kalibraciés egyenesek linedrisak
voltak, az R2 értéke 0,999, illetve 1,000 volt.
Fehér tedk esetén a mintdkban mért, szaraz tea-
levélre szamitott teanin/koffein koncentracid
6,26/16,79 mg/g, fekete tedknal 5,13/17,77 mg/g,
z0ld tedknal 6,56/16,28 mg/g, oolong teadknal
6,09/19,31 mg volt. A pu-erh mintaban teanin nem
volt kimutathato, koffeintartalma 12,59 mg/g volt.
Az egyes teatipusok koffein- és teanintartalmanak
szérasa viszonylag mérsékelt volt (kb. 2-4 mg/q),
az oolong kivételével, amelynél a nagy eltéréseket
valoszinlleg a feldolgozds mddszerének eltérései
okozhattak.

Eredményeink ramutatnak arra, hogy a koézvéle-
kedéssel ellentétben a zold tedk teanintartalma
nem kiugréan magas a tobbi teafajtahoz viszonyit-
va. A teafogyasztds esetén tapasztalt (szubjektiv)
élénkit6 hatas eltéré mértéke adddhat a két anyag
aranyabol, de fiigghet azok biohasznosulasatdl is,
amelyre jelent6s hatassal vannak a levélben talal-
hato polifenolok.

1. dbra Zéldteakivonat kromatogramja a teanin (1) és a kof-
fein (2) csucsaival
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Komplex mintak tisztitasa hidrofil moédositott

Strata-XL polimer alapa

szilard fazisu extrakcios oszlopon:
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mintakbol
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Osszefoglalas

A j6 minta-elGkészités megvalasztasa épp ugy
fontos, mint a megfeleld analitikai készlléké. Az
el6készités szerves részét képezi a minta tiszti-
tdsa, melyhez gyakran alkalmaznak szilard fa-
zis extrakciés modszert. Jelen kéziratban egy
hidrofil modositott polimer alapu szilard fazisu
extrakcidos oszlop (Strata-XL) kerlil bemutatds-
ra Alterndria toxinok meghatdrozasaban paradi-
csom és paradicsomlé mintakbdl. A mintdk me-
tanolos extrakcidjat egy szarmazékképzés koveti
2,4-dinitrofenilhidrazinnal, ami a célkomponensek
k6zil csak a tenuazonic savval képez szarmazékot.
Ugyanakkor adott matrix vegylletek is reagalnak
a szarmazékképzdszerrel, polaritasuk ezaltal csok-
ken és egyitt koncentralédnak a célvegyiletekkel
az el6készités soran. Igy a szarmazékolt extraktum
nagyfoku tisztitdsa nélkllozhetetlen a mlszeres
analizist megel6z6en. A minta-el6készitést kove-
téen az 6t toxin meghatarozasa folyadékkromato-
grafids tandem tomegspektrometrids moddszerrel
torténik izotophigitds nélkil. A célvegyuletekkel
egyltt eludlodé matrix komponensek jelentés ion-
hatasokat okoznak az ionforrasban, viszont ezen
matrixhatasok jol reprodukalhatdak, igy a matrix-
bél felvett kalibraci6 megfelel6 mennyiségi meg-
hatarozast tesz lehet6vé. A mddszer paradicsom
mintakra torténé laboron bellli validalasat koveto-
en az eljarast nemzetkdzi korvizsgalatban sikerrel
alkalmaztuk természetes szennyezést tartalmazo
és adagolt paradicsomlé mintdkra. Az eljaras egy
Eurdpai Unids szabvany modszer kidolgozasanak
az alapjat képzi.

Bevezetés
Az élelmiszer mintdk célkomponensekre torténd

vizsgalata a matrix 6sszetettségénél fogva hatékony
minta-elokészitést igényel. Az elOkészités része a
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minta extrakcidja (szilard - folyadék vagy folyadék
- folyadék) és az extraktum tisztitasa (clean-up).
A nagyérzékenységl készilékek lehetové teszik
az extraktum tisztitds nélklli analizisét is, ebben
az esetben elegend6 az extrahalt mintat higitani
("dilute-and-shoot" mddszer), esetleg megsz(irni.
Ilyen meghatadrozas a folyadékkromatografiaval
kapcsolt izotophigitdsos tomegspektrometria (LC-
ID-MS). Az LC-ID-MS feltétele, hogy alljon rendel-
kezésre a célkomponens stabil izotopjelzett ana-
I6gja, ami bels6é standardként (ISTD) adagolhaté a
mintahoz. Az ISTD szerepe a tomegspektrometrias
(MS) detektdlads soran, hogy a mérenddé kompo-
nenst ért ionhatasokat kompenzalja. A célvegylile-
tekkel egyutt elualédd matrixalkotdé komponensek
elnyomhatjak vagy felerGsithetik a meghatarozan-
dd vegyiilet ionizacidjat az ionforrasban. Izotdp-
higitds esetén az ISTD-t befolydsold matrixhatas
értéke és iranya megegyezik az analatot ért ha-
taséval, igy a jelek aranya az ionhatas mértékétdl
figgetlen lesz. Ezen jelzett ISTD-k viszont sokszor
nem érhetéek el minden laboratérium szamara,
mert rendkivil dragak vagy egyszerlen forgalom-
ban nem kaphatdak. Izotophigitds hianyaban a ha-
gyomanyos minta tisztitasi eljarasok alkalmazasa
szlikséges lehet még a nagyszelektivitasu detekta-
lasok soran is.

A mintak tisztitdsara leggyakrabban folyadék
- folyadék extrakcidt (LLE) vagy szilard fazisu
extrakciot (SPE) alkalmaznak. A kett6é kozll az
utébbi az elterjedtebb. Az SPE a minta-elGkészi-
tés soran alkalmazott kishatékonysagu folyadék-
kromatografias tisztitds, melynek célja kettds le-
het: a minta tisztitdsa és a mérend6 komponensek
dusitasa. Az SPE oszlopok toltetei nagy tisztasagu
szorbenseket (tolteteket) tartalmaznak, amiket jol
reprodukalhaté maédon allitanak el6. Az LC-MS ala-
pu tobbkomponenses analizisek soran elterjedt az
olyan kopolimer SPE oszlopok hasznalata, melyek
toltetei az apolaros fellilet mellett polaros részeket
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is tartalmaznak. Ezaltal a kiilonb6z6 tulajdonsagu
vegylletek (savas-bazikus, hidrofil-lipofil) egy-
idejd visszatartdsa megoldhaté egy SPE oszlop-
pal, mérésik modern, gyors polaritas valtast (par
milliszekundum) lehetévé tevé LC-MS/MS rend-
szereken kdnnyen megvaldsithaté egy injektalas-
sal. Ilyen SPE oszlop a Strata-XL, melynek télte-
te apolaros divinil-benzol csoprtok mellett polaros
N-vinilpirolidon csoportokat is tartalmaz (1. abra).
Ezzel javul a polarosabb komponensek kétédése a
forditott fazison. A polimer all6fazis széles pH tar-
tomanyban hasznalhaté (0 - 14) és a veszteségek
a toltet vakuummal torténé tébbszori szaritasa
esetén is elhanyagolhatoéak.

i Polires csopert

Apoliros csoport

1. 8bra: a Strata-XL SPE oszlop téltete

A szarmazékképzés is része lehet a minta-el6-
készitésnek. Szikségessé valhat a célvegyilet
szarmazékolasa, ha annak érzékenysége nativ for-
maban nem elég a kitlizott kimutatasi hatar (LOD)
eléréséhez, vagy ha a molekula egyéb LC-MS jel-
lemzdi (visszatartas, csucsalak, fragmentacid) ezal-
tal javithatdak. A szarmazékképzés egy pluszlépés
az elGkészitésben, amiben a matrixalkoté kompo-
nensek is szarmazékot képezhetnek a szarmazék-
képz6 szerrel. Ennek kovetkeztében polaritasuk
jelentés mértékben csokken és egyitt koncentra-
I6dnak a célkomponensekkel az SPE soradn. Ebben
az esetben a megfelel6 minta tisztitasi eljaras meg-
valasztasa dont6 lehet az miiszeres analizis szem-
pontjabdl, ugyanis a matrix komponensek mindsé-
ge/mennyisége és koncentracidja a célvegyiletek
azonositasat (szelektivitds) és mennyiségi értéke-
lését (pontossag) nagymértékben befolyasoljak.
Az Alternaria mikotoxinok a mez6gazdasagi termé-
nyeken |évé Alternaria gomba fajok, mint példaul
az A. alternata masodlagos anyagcsere termékei.
Ezen mikotoxin csoportba tobb mint 70 féle toxin
tartozik, de szerkezetileg még csak néhany toxint
azonositottak napjainkig. Ezen toxinokra jelenleg
még nincs érveényes Eurdpai Unids (EU) hatarer-
ték, de az Eurdpai Elelmiszer-biztonsagi Hatdsag
(EFSA) mar 2011-ben jelezte ennek szikséges-
ségét az altaluk kiadott hatdastanulmanyban [1].
A legfontosabb Alternaria toxinok, mint altenuene
(ALT), alternariol (AOH), alternariol monometiléter
(AME), tentoxin (TEN) vagy tenuazonic sav (TEA)
mind gyenge savas karakter( vegyllet (pKa: 4.3
- 7.7), kivéve a TEN-t. A TEA a csoport tébbi tag-
jahoz képest kiugréan polaros komponens (logP:
0,92), tovabba kelatképz6, ami a kromatografias
analizisét tovabb neheziti (2. dbra). Ezért az iro-
dalomban publikalt Alternaria LC-MS modszerek
szerzG6i vagy kihagytak a TEA-t a tobbkomponenses
meghatarozasokbol, vagy csak a TEA meghataro-
zasara fokuszaltak 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)
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alapu kolonna el6tti szarmazékképzést alkalmazva
[2]. A szdrmazékolas soran keletkez6 TEA-hidrazon
LC-MS tulajdonsagai mind a visszatartas, mind az
érzékenység tekintetében jobbak, mint a TEA nativ
formaban torténé meghatarozasa soran tapasztalt
jellemzdk. Viszont a szarmazékolds az MS detekta-
las kimutatasi hatarat azaltal néveli, hogy sok mat-
rix vegyllet szintén reagal a szarmazékképzdvel és
koellcidé sordn mind a matrixhatas (ionelnyomas)
mind a zajszint n6 a detektorban.

Jelen kéziratban paradicsom és paradicsomlé min-
tdk Alternaria toxin tartalmanak meghataroza-
sara kidolgozott folyadékkromatografids tandem
tomegspektrometrids (LC-MS/MS) moddszer kerdl
bemutatasra. Az eljarasban alkalmazott kolonna
elotti szarmazékképzés tovabb noveli a minta 0sz-
szetettségét, ezért jol kidolgozott tisztitasi eljaras
szlikséges, hogy a komponensek alacsony szin-
ten torténdé meghatdrozasat a matrix minél kisebb
mértékben befolyasolja. A kdzlemény célja, hogy
bemutassa egy LC-MS/MS modszeren keresztil,
miképp lehet komplex mintak hatékony minta-el6-
készitését kivitelezni hidrofil modositott kopolimer
Strata-XL SPE alléfazison.

a
HE  —CH,
FL}:{_; .

He” “I"\-,,/l“*-o

He M

-

2. dbra: A tenuazonic sav szerkezete és LogD - pH fliggvénye.

Az LC-MS/MS moddszer

A modszer teljes kor(i leirdsat egy tavalyi publika-
cio tartalmazza [3].

Extrakcio és szarmazékképzés

A homogenizadlt mintat (1,00 g) miianyag 50
mL-es centrifugacs6be mérjliik, 5,0 mL metanolt
adunk hozza és kupakkal lezarjuk a csOvet. Par
masodperces vortex keverést kévetéen 40 percig
razatjuk a mintat, majd centrifugadljuk. A felll-
Usz6t egy Uj centrifugacsGbe ontjik és 100 pL
szarmazékképziszert (0,6% DNPH sdsavas oldata)
adunk hozza. Par masodperces vortex keverést ko-
vetéen 60 percig razatjuk a mintat, majd stop re-
agenssel (5% undecanal metanolban) megallitjuk
a reakciot. Centrifugalast kdvetéen a szarmazékolt
extraktumot 50 mM-o0s vizes ammonium formiat
oldattal (pH 3, 0,05% hangyasavval) higitjuk és
SPE oszlopon tisztitjuk.

Szilard fazisu extrakcio

A szarmazékolt és higitott mintat Strata-XL (200
mg, 6 mL, 100 um) SPE oszlopon tisztitjuk. Az osz-
lop kondicionalasat kovetéen a mintat az oszlop-
ra ontjik és hagyjuk, hogy nem tul nagy arammal
(kb. 1 csepp/masodperc) atfolyjon rajta. Az osz-
lopot metanol - viz eleggyel (15/85, v/v), majd
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n-hexannal mossuk. A hexanos mosasra azért van
szlikség, hogy a DNPH és a stop reagens reakcio
termékét, illetve a stop reagens feleslegét lemos-
suk az oszloprél. Az oszlop vakuummal torténd
szaritasat kdvetéen metanollal eludljuk a toxinokat
és szarazra paroljuk az eluatumot. A beparolt min-
tat metanolban visszaoldjuk és Phenex regeneralt
celluléz (RC) alapu fecskenddsziirével HPLC minta-
tarto Gvegcsékbe szlrjik.

LC-MS/MS analizis

A méddszerben szereplé 5 toxin elvalasztasa héj-
szerkezet( C-18-as toéltetld HPLC kolonnan valdsul
meg gradiens ellcidval. A vizes mozgé fazis 10 mM
ammonium formiat puffer (pH 3, 0,05% hangya-
savval), mig a szerves modifikator 100% metanol.
A kolonna hémérséklet 30 °C, az analizis id6 23
perc és az injektalasi térfogat 5 pL. Az elvalasztott
mikotoxinok detektaldsa harmaskvadrupol rend-
szer( MS/MS detektorban anyaion - leanyion mad-
ban (multiple reaction monitoring, MRM) torténik
két ionatmenettel komponensenként. Az ionforras
negativ ionizaciés mdédban m(ikodd elektroszpré.
Stabil izotdp jelzett ISTD hidnyaban a mennyiségi
értékelés matrixbdl felvett kalibracién alapul.

Eredmények és targyalasuk
Modszerfejlesztés

Az LC-MS moédszerek robosztussaga vagy laborok
koézti reprodukalhatésaga sokszor alacsonyabb,
mint mas kromatografids meghatarozasoké, ami-
nek egyik f6 oka lehet az eltér6 gyartmanyu LC-
MS/MS készllékek kilonbdz6 konstrukcidja. Az
LC-MS készlilékeknél ugyanis a meghatarozandd
komponensekkel egyidejlileg az ionforrasba jutd
matrixok dontéen befolyasoljak a moddszer pon-
tossagat [4]. Az LC-ID-MS a matrixhatasokat jdl
tudja kompenzalni, de az Alternaria toxinok ese-
tén az izotéphigitds nem kivitelezhetd még minden
toxinra, forgalomban még csak a tenuazonic sav-
nak létezik stabil izotépjelzett analdgja. Az eltér6
készlilékek mas-mas geometridju/kialakitasu ion-
forrassal rendelkeznek, ami kdvetkeztében a mat-
rixhatds irdnya (elnyomas/erGsités) és mértéke is
valtozik késziilékrdl készlilékre.

A jelen kéziratban szerepld Alternaria LC-MS/MS
modszer harom kilénb6zd gyartmanyu késziléken
lett kiprobalva. A médszer laboron belili validalasa
paradicsom mintdkra Thermo TSQ és MicroMass
Ultima PT készilékeken lett végezve. Az abszolut
visszanyerések 90% korllinek adddtak az 5 toxin
esetén és a modszer preciztasa 5,2% - 13,3% ko-
zOtt volt. A médszert egy kiils6 laboratériumban
tesztelve AB Sciex 4000-es detektorral a vissza-
nyerések 76% és 98% kozott voltak, mig a repro-
dukalhatésag 13% alatt volt [3].

Altaldnossagban elmondhatd, hogy a mikotoxinok
LC-MS médszerekkel jol mérhetbek, viszont a mat-
rixhatds nagymértékben befolyasolja a mennyiségi
meghatarozasukat. Ez igaz az Alternaria toxinok
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esetén is; az abszolut matrixhatas értéke paradi-
csom mintaban -67% és +44% koOzOtt valtozott
az 5 toxinra. Az abszol(t matrixhatas mellett Ié-
nyeges a relativ matrixhatas is, ami az abszollt
matrixhatas reprodukalhatésagat jelenti. Matrixbol
felvett kalibracional fontos, hogy a matrixhatas jol
reprodukalhaté legyen, ugyanis ez esetben tudja a
kalibraci6 megfeleléen kompenzalni a teszt minta
mérésénél addédd matrixhatast. A relativ matrix-
hatds azonos mintak (pl.: kilénb6z6 szarmazasu
paradicsomok) matrixhatasanak ismételhetéségét
jelenti. Ahhoz, hogy a matrixhatast minimalizaljuk,
illetve annak reprodukalhatésagat noveljiuk (ala-
csony RSD%) mindenképp olyan minta-el6készités
szlikséges, ami garantalja egyrészrdl a minta tiszti-
tasat, masfeldl az analatok minimalis veszteségét.

Szilard fazisu extrakcié Strata-XL oszloppal

A Strata-XL SPE oszlop toltete egy olyan kopolimer,
melyben a sztirol-divinil-benzol csoportok k&ézo6tt
N-vinilpirolidon csoportok vannak. Ezaltal egy olyan
jol nedvesithet6 toéltet jon létre, amely a polaro-
sabb molekuldkat az N-vinilpirolidon csoportokon
dipol - dipol kdlcs6nhatas és/vagy hidrogénhid ré-
vén adszorbedlja, mig az apolaros vegylletek n-n
kotéssel vagy hidroféb kélcsénhatassal kétédnek
a sztirol-divinil-benzol fazison. Igy csokkenthetd a
mérend6 vegylletek vesztesége a tisztitds soran,
illetve a matrixalkotok minGsége és mennyisége
kézel azonos lesz mintardél mintara. Ezzel az azonos
mintakban levé matrixhatasok reprodukalasa né.
A Strata-XL el6nye a toltet 100 pm-es szemcse-
mérete, ami gyorsabb atfolyast eredményez, mig
az analdtok visszatartdsa igy is garantalt a hidro-
fil médositott allofazis kovetkeztében. Raadasul a
nagy szemcsemérettel megel6zheté az oszlop tol-
tetének eldugulasa.

El6fordulhat, hogy az SPE nagyfok( visszatartasa
okoz pont problémat, ugyanis minden olyan mat-
rixot is megkdét, ami majd a matrixhatast noéveli.
Ilyenkor a kevertmdédu SPE oszlopok adhatnak jé
megoldast, mint pl.: Strata-XL-C vagy Strata-XL-A.
Ezek az SPE oszlopok a polimer alapu forditott fa-
zis mellett erds ioncserélé csoportokat is tartal-
maznak, igy biztositva adekvat kotShelyet az ionos
molekuldnak a kézeg pH-jatdl fliggden. A neutrdlis
vegylletek a kevertmodu SPE forditott fazisu fell-
letén kotddnek a pH-tél fliiggetlendil. A pH valtozta-
tasaval igy egy szelektiv extrakcid valdsithaté meg
ionos és nem ionos vegylletek elvalasztasara.

Az Alternaria toxinok gyenge savas vegylletek,
kivéve a TEN, ezért kevertmodu anioncserélovel
(Strata-XL-A) nem lehet az 6sszes toxint szelek-
tiven elvalasztani a semleges/bazikus matrixoktol.
Kevertmodu kationcserél6 SPE (Strata-XL-C) alkal-
mazasaval ugyanakkor savas pH-n az Alternaria
toxinok a forditott fazison kotddnek, mig a bazikus
matrixok a kationcserél6n koncentralédnak. Ez a
szelektiv tisztitds viszont Alternaria toxinok esetén
nem vezet a matrixhatas csdkkenéséhez, ami azt
mutatja, hogy nem a bazikus jellegli matrix kom-
ponensek okozzak az Alternaria toxinok esetén ta-
pasztalhatdé er6s matrixhatast [3].

Kromatogréfus 2016 méajus



A modszer alkalmazasa

A moédszerek alkalmazhatésagat nem az adagolt
mintak mérésén alapuld validalas mutatja, hanem
a természetes szennyezést tartalmazé mintak mé-
rése. Ilyen lehet a referencia- vagy kontrollmintak
analizise. Adagolt mintédkndl ugyanis a mérendd
komponensek a minta felliletén koncentraldédnak,
mig példaul természetes szennyezést tartalmazé
anyagoknal és kezelt allatoktél szarmazé mintak-
nal a maradékanyagok a sejtek kozti pérusokban
taldlhatéak. Korvizsgalatok soran altaldban termé-
szetes szennyezettséget tartalmazé mintak méré-
se valdsul meg. A fent leirt Alternaria LC-MS/MS
modszert nemzetkézi koérvizsgalatban alkalmaz-
tuk paradicsomlé mintakra. A korvizsgalatban ha-
rom természetes szennyezést tartalmazé minta
Alternaria toxin tartalmat kellett meghatarozni. Két
mintat még pluszban adagoltak is, hogy mind az 5
Alternaria toxin jelen legyen benniik. Osszesen 13
érték megadasa volt sziikséges. A harom minta-
ban mért koncentracidk 1,56 és 53,0 ug/kg kozott
valtoztak a toxinokra. A leirt mddszert hasznalva
mind a 13 megadott érték az elfogadhatdsagi tar-
tomanyon belll volt, a z-értékek -0,1 és 0,8 kozott
adodtak. A korvizsgalat sikeres, ha a z-értékek -2
és 2 kozott vannak, igy a médszer alkalmazasa pa-
radicsomlé mintdkra sikeresnek értékelhet6. Egy
matrix nélklli standard oldat mérése is része volt a
korvizsgalatnak. Az oldatra szamolt komponensen-
kénti z-értékek -1,3 és 0,1 kOzott adddtak.

A modszer egyszer(sitésének lehetéségei

A modszer egyik tovabbfejlesztése a szarmazék-
képzés elkerlilése lehet. Enhez a HPLC elvalasztast
kell optimalni Ugy, hogy a TEA csucsanak kroma-
tografias paraméterei elfogadhatoak legyenek. Sa-
vas pH-n a TEA cslcs szimmetridja nem elfogad-
haté és a jel reprodukalhatatlan. A pH novelésével
a szimmetria javul, de a mozgdéfazis lugositasanak
hatart szab a kolonndk pH stabilitdsa. Bazikus pH-
ju eluenssel a forditott alléfazisd kolonna visszatar-
tasa csOkken a TEA ionos és polarosabb szerkezete
kévetkeztében (logD = -1.5, pH 8.7), ezért magas
viztartalml mozgofazis szlikséges a megfelel6 re-
tencio biztositasahoz (3. abra). Mindezeket figye-
lembe véve pH 9 kozelire (nem meghaladva) kell
allitani az eluens pH-jat ahhoz, hogy a TEA csucs
szimmetriafaktora az elhlizédd csucsalak (tailing)
ellenére is elfogadhatd legyen és a TEA visszatar-
tasi tényezdje 2-nél nagyobb legyen.

3. dbra: A tenuazonic sav multiple reaction monitoring (MRM)
iondtmenete paradicsomlé mintaban (100 ug/kg) nativ
formaban (TEA) lugos pH-n és szarmaszekolt formdban (TEA-
hidrazon) savas pH-n.
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Polaros komponensek elvalasztasanal a teszt min-
ta injektdlt oldatédnak olddszerer6ssége a kezdeti
eluens o6sszetétel olddszererésségével megegyez6-
nek vagy annal gyengébbnek kell lennie. Ez viszont
a minta visszaoldasanal okoz annyiban problémat,
hogy a minta beparlasat kovetéen a metanolos
visszaoldas csak a szarmazékolast tartalmazo el-
jarasban alkalmazhaté. Ugyanis csak alacsony
(10%) szerves olddszer tartalmu oldatbdl lehet
injektalni, ahhoz hogy a TEA csuUcsalakja ne tor-
zuljon. Szarmazékolas nélkil a TEA nativ polaros
formaban keril elvalasztasra, igy magas viztartal-
mu olddszerben kell visszaoldani a mintat, hogy a
TEA szimmetridja megfeleld legyen. Gyenge oldoé-
szer elegy viszont az apolarosabb toxinokat, mint
AOH és AME nem oldjak és ez veszteséget jelent
az el6készités soran. Az SPE tisztitas utan, ezért az
eluatum szarara parlasat kerilni kell.

Kovetkeztetések

A hidrofil médositott kopolimer toltetli Strata-XL
SPE oszlop jol alkalmazhaté Alternaria toxinok
meghatarozasaban is. A szarmazékképzés kovet-
keztében még komplexebbé valé paradicsom és
paradicsomlé mintak tisztitdsa egy egyszerli SPE
|épéssel kivitelezhet6 az LC-MS/MS analizist meg-
el6z6en. A modszer reprodukalhatésaga, harom
kilénboz6 késziléken tesztelve, elfogadhatod érté-
keket mutat. A modszer tovabbfejlesztése és labo-
rok kozti validalasa folyamatban van.
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Reflektorfényben

az ligyfélgondozas
Marketing szemléleti laborpiaci
gazdasagi hattér attekintés
forgalmazoi oldalral

Tolnay Anita

Lab-Ex Kft.

A globalizacié hatdsanak kdszdonhetéen a nemzet-
kozi laboratériumi miszerek technoldgiai fejlédé-
se, korszerlisodése soha nem latott mértékben tor-
tén6 robbandsszerd innovativ valtozasokon ment
keresztll az elmult par évtizedben. Az innovacids
technolégia magas szintl kdvetelményeinek vald
megfelelése érdekében a gyartd cégek sok esetben
egylttmUikodésre kényszeriilnek eréforrasaik haté-
kony allokalasa és eredményesebb kiaknazasa cél-
jabol. A cégek beruhazasi dontéseiknél mindinkabb
a tudas alapu javakat részesitik elényben.

A kémiai laboratoriumi iparagat - a kutatas-fej-
lesztés elsOdleges fontossaga miatt - igen erGs és
dinamikus technoldgiai innovacidé jellemzi, magas
fejlettségi szinttel. Az innovacidé hosszu tavu kovet-
kezményei nem mindig lathatéak elére, azonban a
technoldgiai Gjitasok 0sztonz6leg hatnak a gazda-
sag novekedésére és az iparagak altal tdmasztott
fejlodés Utemére. Mivel z6mmel kutatdmunkak
tevékenységét szolgaljak ki a forgalmazott termé-
kek, kdrnyezetlikre az igen magas turbulencia, az
elére nem lathatd véltozasok sorozata, és az ez-
altal egyre rovidilé termék-életciklus jellemz6. A
gépek és berendezések egyre rovidebb elavulasi
ideje, valamint az Uj kereslet generalasa, hatéko-
nyabb és eredményesebb mik&édési megoldasokkal
0sztonzi az eszkOzpark cseréjét, bovitését, mely-
nek sok esetben koltségvetési korlatok szabnak
hatart. Az utébbi évtizedben a koéltségvetési intéz-
mények laboratériumai egyre sz(ikosebb szabadon
felhasznalhaté anyagi forrassal rendelkeznek, mi-
kézben néhany kilféldi tulajdonban Iévé magan-
laboratorium korabban nem tapasztalt mértékd
arbevétel névekedést kényvelhet el. Ennek fényé-
ben a kulf6ldi laboratériumi berendezéseket gyar-
té cégeknek, illetve ezen vallalatok berendezése-
it, készllékeit forgalmazé hazai képviseleti joggal
rendelkez6 disztribUtorainak, célszer(i a kiilbnb6z6
iparagakban m(ikodd laboratériumi szegmenst jol
elkulonithetd célcsoportokra bontani és differencialt
marketingstratégiaval megcélozni.

Az utobbi években végbement radikalis gazdasa-
gi valtozasok, a globalizacié térnyerése, a fejl6dd
BRIC orszagok megerdsddése, a XX. szazadot jel-
lemz6 egypodlusu vildg felbomlasahoz, az USA ha-
talmanak meggyengiiléséhez vezetett. A nemzet-
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k6zi laboratériumi piacot a 2000-es évek elejéig
az amerikai és eurdpai gyarték kivald minbségl
termékei képviselték. Az ezredfordulét kovetben a
feltorekvé orszagok (els6sorban Kina, Tajvan, Ko-
rea és India) egyre intenzivebb jelenléte figyelhetd
meg az eurdpai piacon. Laboratériumi termékeik
kitin6 ar-érték aranyt képviselnek. Az utobbi évek-
ben a nemzetko6zi szakmai kiallitasokon a tavol-ke-
leti gyartdk szama feltin6en megtdbbszoroz6dott,
egyre nagyobb teret nyerve a piacvezeté amerikai
és eurdpai gyartékkal szemben, melyek a mai na-
pig magas aron kinalnak hasonlé mindségli labor-
m(iszereket. Mindinkdbb az a tendencia figyelhetd
meg a nemzetkozi laborpiacokon, hogy a tavol-ke-
leti cégek egyre nagyobb szeletet hasitanak ki a
piaci részbdl. Kina csatlakozdsa az ezredfordulén
a WTO-hoz, illetve a szabadalmi rendszer hianya,
mind el8segitette a fenti trendek kialakuldsat. Az
termékek eurdpai piaci térhoditasaval, a hazai for-
galmazd cégek eleinte szamos nehézséggel néz-
tek szembe a hidnyos dokumentaciés gyartéi hat-
tér, tovdbba a mindségbiztositdsi szabvanyoknak
valé megfelelés terén, mely kévetelményrendszer
napjainkra egyre inkabb adaptalddik az eurdpai
szabvanyel6irdsokhoz.

Az egyre er6s6d6 laborpiaci verseny kiélez6dése
- a fejlett és fejl6dé orszagok termékei kozott -
stratégiai gondolkodasmad valtasra kényszeritette
a hazai forgalmazdkat, mely a felhasznaldi
igényekhez és szlikségletekhez idomulé magas
szinti kapcsolati marketing erdsddésében
és kiemelt vevégondozasban nyilvanul meg.

A piaci pozici6 meglrzése érdekében a
valtozasokhoz valé alkalmazkodas, az ligyfelek
szukségletei alapjan torténd szegmentalas és az
Ugyfél-elégedettség a cégek tevékenységének
mindenkori mozgatorugdjava valt. Mindezen
megkozelitések magukban hordozzak az egyes
szervezetek vasarldéi magatartasanak dontési
kritériumait és beszerzési kozpontjanak (Buying
Center) minél alaposabb ismeretét. A sikeres -~
piaci szegmentalds a makroszegmentaldson
(ipardgi hovatartozds, adott intézményen
belili laboratériumok szama, mérete,
tevékenységének komplexitdsa, a beszerzés
jellege) tul, figyelembe veszi a mikro
tényezdket is (Ugymint a Beszerzési Kozpont
Osszetettségét, strukturajat), valamint a
dontéshozd személyek jellemz6it (attitld,
motivacio, szakértelem, szervezetben betoltott
pozicid).

A laboratériumi piac meghatarozé forgalmazdi

a labormUszerek és -eszkdzok értékesitésén
és promotalasan kivil tevékenységi korikbe
agyazottan kiemelt jelentéséget tulajdonitanak

az Ugyfélkérnek nyudjtott, hozzaadott értékként
megjelend  szolgaltatasoknak.  Mindennapi
munkajukban kozponti szerepet téltenek be

a tudomanyos szakmai tanacsadasok, az

applikacidos konzultaciok, a szeminariumok
megszervezése, a laboratériumi mi(iszerek
folyamatos karbantartdsa, a berendezések

szakszer(i belizemelése és eseti szervizelése,
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tovabba igény szerint az U(gyfelek betanitasa
a készllékek hasznadlatédra. Céljuk a hosszu
tavl bizalmi alapokra épilé partnerkapcsolatok
kiépitése meglévé és potencidlis Ggyfeleikkel és
felhasznalbdikkal. Ennek érdekében megfelel6

szakmai végzettséggel és kivald értékesitési
vénaval rendelkezd, un. ,keresztfunkcionalis”
képességekkel bird értékesitési csapatot

ajanlatos felépiteni, mely pozitiv hatdssal van az
értékndvel6 kapcsolatmenedzsment kiépitésére.
Az értékesités egész folyamata és a lebonyolitast
kévetd vevégondozas soran az Ugyfélorientalt
disztributorok kiemelt figyelmet forditanak a
vevOérték és -elégedettség nodvelésére. Ezen
folyamathoz tartozik a potencidlis Ugyfelek els6
izben torténd megcélzasa, a minél pozitivabb imazs
kialakitasa, a termékportfolidé szakértelemmel
torténé bemutatdsa, szakszer( arajanlatadas, a
szerzddésifeltételek kialakitdsa, valamintateljesités
lebonyolitasa és az ezt kdvetd vevd tamogatas és
kapcsolattartas. Ezen disztribatorok arajanlataikat
testre szabottan, Ggyfeleik sziikségleteit figyelembe
véve és igényeik maximalis kielégitésére torekedve
allitjdk 6ssze. Az arképzés soran a piacvezérelt
arképzési modszert kovetik, melynél a vevé altal
meghatarozott észlelt értéket és a versenytarsak
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altal alkalmazott arakat helyezik a kézéppontba.

Az ugyfelek és disztribGtoraik kozott létrejovo
hosszu tavu, bizalmi alapokon nyugvd, kdlcsono-
sen gyumolcs6z6 kapcsolat kiépitésében hangsu-
lyos szerepe van a felhasznaloi igények teljes kor(
megismerésének, melynek egyik elengedhetetlen
feltétele az Ugyfelek interaktiv egylttmikodése.
Ennek érdekében kérjiik Ont, hogy az alabbi kér-
daiv kit6ltésével klldje el nekink észrevételét, vé-
leményét, hogy On mit tart a laboratériumi esz-
koz beszerzés legfontosabb kritériumainak. Milyen
gyartoi, forgalmazdi tamogatassal hozzak meg
végsd dontéseiket, és melyek az On cége szdmara
a kevésbé relevans tényezok.

Az Ugyfél-elégedettségi kérddiv elérhetd
a www.labex.hu/kerdoiv oldalon.

Egylttm(ikodéstiket elore is készonjlk!

‘labex

www.gen-lab.hu

27. oldal






