MUSZERES ANALITIKA

Spekirofotoinetria és spektrofiuorimetria
alkalmazasa a gyogyszeranalitikaban

Dr. Milch Gyérgy

Az ultraibolya és athatd tartomanyu spektrofotometria és spektrofluo-
rimetria torténetének attekintése szémos érdekességet tartalmaz, részle-
tes visszatekintésnek azonban itt most sajnos nincs helye. Aszazadforduld
tajan indult jelentds fejlddésnek azoknak az optikai mlszereknek a kifej-
lesztése, amelyek a mai korszer( spektrofotométerek és spektrofluorimé-
terek dseinek tekinthetdk. E rovid dsszefoglald dttekintésben az ultraibolya
és a lathato spekirofotometria €s spektrofluorimetria gydgyszeranalitikai
alkalmazaséral kivanunk képet adni.

Ismeretes, hogy a gyégyszeranyagok nagy tébbsége csaknem szinte-
len, vagy fehér kristalyos por, kevés koztik a szines anyag. Az a térvény-
szeriiség, hogy valamely szines anyag alkalmas olddszerrel kész(ilt olda-
tanak szinintenzitdsa, rétegvastagsaga és koncentracidja kozolt egyenes
ardnyu ésszefiggés 4ll fenn, mar viszonylag rég ota ismert. A Bouger-
Lambert-Beer féle 6rvény értelmében (a hdrom kutatd ezt egymastdl
fliggetlendl dllapitotta meg) a mért oldat koncentracidja, a rétegvastagsag
és a fényateresztésbol levezethetd abszorbancia értéke kdzolt egyenes
ardnyu dsszefiiggés 4ll fenn. Szines oldatok fotometrids mérésére |énye-
gesebben hosszabb ideje van lehetség, mint ultraibolya spektrofotomet-
rids mérésekre és ezek korantsem korlatozdd!ak eleve szines anyagokra,
Alkalmazasuk kére szines szdrmazékok képzésével és e szarmazékok
fényabszorpcicjanak mérésével jelentdsen kibdviilt,

Megéllapithatjuk azonban, hogy a spektrofotometrids mérések ultra-
ibolya tartomanyra vald kiterjesztése hozta e terlileten a valdban nagy
fejlodést.

Csupan egészen vézlatos attekintést mutatunk be az elektromagneses
sugarzas tartomdnyairol, amelybd| ezdttal tulajdonképpen csak egy kis
résszel, az ultraibolya és lathatd spektrumtartoméannyal foglalkozunk, Az
abraval is csak vazlatos formaban szemlgltetjiik a spektrofolometria és a
spekirofluorimetria energiaszintjeit, az elektrogerjesztési (abszorpcids) és
a lumineszcencids (fluoreszcencids és foszloreszcencids) emisszids
spekirumok 1trejottét.

masodik gerjesz-

S, tett a!!agg

! gerjesztett triplet
L
le—— els¢’ gerjesztett: allapot
S; ™ —Sugdrzdsmentes dtmenet
: kgalacsonyabb triplet
PaE T allapot
o |oml g
b2 i
8 E\al h 1 [ ’ ’ s - L
S E&’: oz J dezaktivalodas (itkozes
VN'I "F“:EI g U'fjaln
RS
i "D":l!,

So
alap elektron
allapot

Spektrofotometriai elemzések

A spekirofolometridt a gydgyszeranalitikdban tobbféle célra alkalmaz-
zék. lgy azonosségi vizsgalatként, szennyezés(ek) vizsgalatéra, tartalmi
meghatarozaskent, stabilitasi vizsgalathoz, szerkezelfelderité maodszer-
kent,

Lassuk eldszér is az azonossagi vizsgalatként tonténd alkalmazast.
Ha & spektrum csupén egyetlen fényelnyelési maximumot mutat, kevéssé
alkalmas biztos azonositésra. Ha két, vagy téhb maximummal rendelkezik,

erre mér sokkal alkalmasabba valik, hiszen az abszorpciés maximumok,
minimumok hullamhossza és a maximumak és minimumok abszorbancia
értékeinek hanyadosal mar megblzhatd felvildgositast adhatnak az anyag
azonositdsara. Segitséget jelenthetnek egyes szinreakcidk is, ezek azon-
ban ritkén jellemzdek egyetlen gy6gyszermolekuldra, inkébb egy-egy
molekulacsoportra; egyéb reakciokkal, vizsgalati mddszerekkel tarsitva
azonban j6 szolgdlatot tehetnek.

Tisztasdgi vizsgélatok céljdra a spekirofotometrids vizsgélatok ma
mar ritkén jelentenek egymagukban megfelelé megoldést. Egyre jobban
elétérbe kerliitek a kromatografids elvalasztason alapuld médszerek,
amelyek detekidldsra gyakran alkalmaznak mind spektrofotometrids, mind
spekirofluorimetrids modszerekel. Az utdbbi években ezek a kapcsolt
maddszerek, amelyeket az angolszdsz nomenklatira hyphenated technics
néven ismer, egyre kiterjedtebh alkalmazést nyernek, Ezek az uralkoddak
a szerkezetfelderitési és stabilitasvizsgélati modszerek sorén is, amelyek
célidra a spekirofotometrids és spekirofluorimetrids médszerek egyma-
gukban csak ritkan alkalmasak.

Tartalmi meghatérozas céljara is gyakran alkalmaznak spektrofoto-
metrias mddszereket, mivel elég egyszer(ien kivitelezhetk és pontossé-
quk is megfeleld. Jol bevaltak nemcsak gydgyszeranyagok, hanem ada-
goldsi formak hatdanyagtartalménakilletve hatdanyagaitartaiménak meg-
hatarozésara is, bar itl gyakran kell szamolni a kiold6dé segédanyagok
zavaré matrixhatdsaval, vagy éppen a hatéanyagok egymds jelenlétében
torténd meghatdrozdsanak feladatéval. Ez utébbiak érdekes és fontos
feladatot jelentenek az analitikus szdmara. Az emlitett zavaré matrixhatés
dltalaban Ugy jelentkezlk, hogy az ezt okozé anyagok megnévelik a
hatdanyagtartalomhoz rendelhetd abszorbancia értéket (és ezzel a redlis-
nél magasabb hatdanyagtartaimat mutatnak), mégpedig Ggy, hogy az
alacsonyabb hullamhosszak felé haladva a hattérabszorpcid értéke — bér
nem nagy mértékben — de tobbé-kevésbé egyenletesen ndvekvé ériéke-
ket mulat. Ide tartozik az a kérilmeény is, hogy a tablettdbdl készitett
oldészeres (pl. vizes, 0,1 N sésav, metanolos, etanolos stb.) kivonatot meg
kell szlimi. Analitkai szempontbdl tekintve erre a legalkalmasabb az
livegsz(ird alkalmazdsa, viszont kdzismer!, hogy a Gvegsz(ir§ lisztitdsa
(gondoljunk sorozatvizsgalatokra) idd- és munkaigényes feladat. Kvanti-
tatfv analitikal célokra szolgald sz(irpapirok alkaimazésa azért zavars,
mert az alacsonyabb hulldmhosszak felé haladva 260 nm alatti hulldm-
hossztarloményban megné a sz(irGpapitbdl kioldodd ligninek fényelnye:
lést noveld hatdsa. Ennek kikiiszoboleése, hasonléan a kioldodd segéd-
anyagok hatésahoz, annal bonyolultabb fetadal, minél magasabb a zavaré
fényelnyelés értéke. Tapasztalataink szerint igen |6l bevaltak e célra az
livegszalas sz(irépapirok, mert egyrészt megfelel tisziasagui oldatot biz-
tosftanak, masrészt a kioldédo zavard hatds Iényegesen alacsonyabb,
bizlosabban, pontosabban kikiiszobdlhetS, mint a kvantitativ analitikai
sz{irépapir altal okozott, lényegesen nagyobb mértékii zavard hatds.

A zavar6 hatdsok csékkentése

Ennek kikiiszébdlésére tobbféle modszer is ismeretes. llyenek: a
hattérabszorpeid kikiisz6bdlése t6bb hullimhosszon vald méréssel, oldd-
szerhaldsra, illetoleg pH-valtoztatasra érzékeny spektrumd anyagok ese-
tében a differencia spektrofotometria és kiilénésen az utobbi két évtized
eredményei alapjén a derivativ spektrofotometria.

Altdbbkomponensti rendszerek esetében is tébb lehetdség &ll rendel-
kezésre az alkotdrészek meghatdrozdsara. llyenek: a két ésivagy tobh
hullamhosszon vald mérés, ortogonalis polindmok alkalmazdsa, derivativ
spekirofotometria, szamitégéppel tdmogatolt spektrofotometria. E mdd-
szerek elvileg tébb (négy-, ot-, s6t még tébb) komponensii rendszerek
alkotérészeinek meghatarozaséra is alkalmasak, a valésdgban azonban
2-3 alkotdrésznél tobb meghatdrozaséra csak a szamitégeppel témoga-
tolt spekirofotometria alkalmazasa javasolhatd, Kildndsen nagymériék-
ben vonatkozik ez azokra az esetekre, amikor az alkotérészek spektrumai
nemcsak allapoljdk egymésl kisebb-nagyobb mértékben, hanem - lega-
labbis esetenként -, teljesen dlfedik egymast. llyen esetekben csak a
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szamitégéppel tdmogatott spektrofotometria nytijthat elézetes elvalaszids
nélkul is elfogadhatd eredményt.

Aderivativ spektrofotometria egylk tipikus esete annak, hogy nagyrészt
az elektronika rohamos fejl6désének kiszonheti gyors elterjedését, egyre
kiterjedtebb alkalmazasal, br az s igaz, hogy eredste ennel joval korabbi
idBkre tehetd. Mar sok évtizeddel ezel6it tanitottak az egyetemeken es
alkalmazték a gyakorlatban a matematikai derivéldst nehezen kiértékel-
hetd analitikai jelek pl. elhizédd potenciometrias tilralasi gorbék egyenér-
tékpontjénak kiértékelésére. Az elst derivativ spektrofotometrids probal-
kozédsok két monckromatoros rendszeren, tehat optikai megoldéson ala-
pultak, amellyel els6 derivalt spektrumot lehetelt képezni. Ezt azonban
csakhamar kiszorftottdk az els6, masodik, harmadik, negyedik, n-edik
derivélt spektrum generdldsara alkalmas algoritmusok, amelyekkel egy-
részt killonbozo tipust matrixhatdsokat kiszobéltek ki eredményesen,
mésrészt két-harom-komponens(i rendszerek alkotérészeit hatdrozték
meg eredményesen.

Az elvdlasztasi technika szerepe

Az utébbi évtizedekben a spektrofotometria alkalmazasi kére jelentds
véltozason ment at. Az emlitett gyogyszeranalitikai alkalmazasi teriletek
tovabbra is fennalinak, de egyre fokozottabb mértékben eldtérbe kerlilnek
az elvalasziasi technikakkal, fgy a vékonyréteg-kromatogrdfidval, a nagy
hatékonysdgu folyadék-kromatografidval és legljabban mar a kapilldr
elektroforézissel kapcsolt médszerek, amelyekben a spektrofotometria és
a spektrofluorimetria egyarant a kimutatas és igen gyakran a mennyiségi
meghatdrozas alapjat jelentik. Kulén hangsulyt érdemel a diédasor- de-
tektoros spektrofotométerek kereskedelmi forgalomba kertilése, amely pl.
anagy hatékonysagu folyadék-kromatogréfidval kapcsolva és kombinalva
oridsi lehetGségeket kindl az analitikusnak és a szerkezet-felderitdnek
egyarant.

Kalon szélunk azokrdl a fontos molekulacsoportokrdl, amelyek nem
rendelkeznek sajdt fényelnyeléssel. llyenek pl. az alifds aminok, aminosa-
vak, cukrok. Ezek és szdmos egyéb molekula kimutataséra, tartalmi
meghatdrozdsdra szarmazékképzésen alapuld mddszereket alkalmaz-
nak. E szarmazékképzO reagensek egy része lombik-reakcidban” is
alkalmazhato, masok viszont, mivel a reagensek egymagukban fényel-
nyel§ és esetenként fluoreszkalo sajatsaguak, csak elvalasztastechnikai
mddszerrel kombindiva alkalmazhatdk, hiszen a szarmazékképz6 felesle-
gét a képzGdott szarmazektdl el kell valasztani, mert enéikiil zavamd a
célvegyilet meghatdrozasat.

Spekirofluorimetrids modszerek

A spektrofotometrids eljarasokhoz elengedhetetlen a m-elektronrend-
szer jelenléte, ez a gyégyszermolekuldk széles kdrében megtaldihatd,
vagy kialakithatd. Amig a spekirofotometrids elekirongerjesztési rendszer
fényéteresztésen, illetve az abbdl leszérmaztathatd fényabszorpcié, illetve
a vékonyréteg-kromatografia értékelése soran fényreflexién alapulnak,
addig a spektrofluorimetrids mddszerek alapjt az képezi, hogy a gerjesz-
tett allapotba jutott elekironok fénykibocsétas (emisszid) alakjaban térnek
vissza alapallapotukba, amint az a vdzlatos dbrdn s |4thatd. Ez azonban
egyaltaldn nem az egyetlen mddja az alapallapotba vald visszatérésnek,
marpedig lumineszcencids, ezen belll pedig fluoreszcencias jelenség
csak akkor észlelhetd, ha az alapéllapotba visszatérés fénykibocsétassal
megy végbe.

igy a spektrofluorimetria alkalmazasi kére természetszer(ileg szlikebb,
mint a spekirofotometriag, hiszen egyrészt nincs olyan molekula, amely
fluoreszeenciat mutatna anélkil, hogy UV-spekirummal rendelkezne. Ez-
zel szemben nagyszamu olyan gydgyszermolekula létezik, amelynek
UV-spektruma van, mérhetd fluoreszcencidja azonban nincs. Természe-
tesen szdrmazékképzésen alapulé mddszerekkel a fluoreszcens vegyd-
letek kire jelentdsen kiterjeszthetd, de igy is jéval szlikebb a fluoreszcen-
cids modszerrel mérhetd vegylletek kére. A fluoreszeencids mérések
érzékenysége az esetek nagy tobbségében jéval érzékenyebb, mint a
spektrofotometrids mddszereke, Bar ez aldl vannak kivételek, a spekiro-
fluorimetrias médszerek ,atlagosan” 2-3 nagysagrenddel érzékenyebbek,
mint a spektrofotometrids mddszerek, de esetenként ennél nagyobb ki-
I6nbségek is észlelhetdk. Ez szinte predesztindlja a spekirofluorimetrids
mddszert a spektrofotometrids mddszerek targyalds soran mar emlitett
kapcsolt médszerekben vald alkalmazasra, hiszen az elvalasztastechnikal
modszerek gyakran eredményezik igen csekély mennyiségli anyagok
elvalasztasat, amelyek kimutatdsahoz, mennyiségi meghatdrozdsahoz
érzékeny eljdrsra van szilkség.

Egyes, jdl fluoreszkald (kedvezd kvantumhasznositasi tényezbvel ren-
delkez8) vegytiletek (pl. a kinin-sak hig kénsavas oldatai) annyira intenzi-
ven fluoreszkalnak, hogy ezek szinte kbzismerten kivaléan alkalmazhatdk
azonositasi vizsgalat céljdra, de szamos egyéb analitikai feladat megoldé-
sdra is. Mas vegy(iletek fluoreszcens sajatsagai ezeknél joval szerényeb-
bek. Hogy azonban ezek kdre igy sem elhanyagolhatd, azt jol mutatja az
albbi kis felsorolas, amely — talan kissé 6nkényesen kiragadva —felsorol
néhdny olyan, j6l fluoreszkald vegyiiletcsaladot, amelyhez szémos gyégy-
szermolekula tartozik, mégpedig:

- fenol és szarmazékai
- szalicilsav és szdrmazékai
- naftalin és szarmazékai
- szulfonamidok
- antracén és szarmazékai
- Kinolin és szarmazékai (kinin-sok, klorokin és szdrmazékai)
— izokinolin és szarmazékai
- benzimidazol és szdrmazékai
- barbitursav szdrmazékok
- morfin és szdrmazékai
- tetraciklin és szarmazékai
- vizoldhatd vitaminok (k(Idnds tekintettel a B-vitamin csoportra)
— zsiroldhatd vitaminok
*

Ez a kis Gsszefoglalé megkisérelt betekintést nydjtani e rendkivil
hasznos és érdekes gyogyszeranalitikai médszerekbe. Remélem, e kisér-
let nem maradt eredménytelen.
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és allandosult allapotot mérd spektrofluorométert.
A FLUOROLOG-IR egy teljes korti, minden igényt kielégit6 mér§ miiszert

masodpercek alatt.

A FLUOROLOG-T2-vel tanulményozhat6 a fluoreszcencia id6beli lecsengése a frekvencia fiiggvényében.

Ez a modszer garantalja:

- a folyamatos megvilagitas biztositotta nagyfoli érzékenységet

- a kitiin6 pontossagot (kereszt korrelacioval széles. frekvencia-tartoményban)
- a konny(i hasznalatot.

A JOBIN-YVON/SPEX ezen 1ij rendszeren kiviil gyartja még:

-a FLUOROLOG-2 kutatasi szintfi spektrofluorométert. Ez modulokbol 4116 rendszer, mely a
kutatoknak lehetdvé teszi, hogy a legnagyobb teljesitményt érje el érzékenységben, a szort fény
kisztirésben és felbontasban.

- a FLUOROMAX kompakt spektrofluorométert, amely analitikai és rutin mérésekre egyarant alkal-
mazhato.

A reflexiés optika és a fotonszamol6 érzékels hasznélatinak koszonhetéen a JOBIN-YVON/SPEX
egy olyan mfiszert ajnl, mely olyan spektrumokat szolgaltat, amelyeket ebben az 4rtartomanyban
semmilyen mas rendszervel nem lehet elérni.

SIPIBIETIR OO ORIBTIRIIA

A SECOMAM, t6bb mint 40 éves szakmai tapasztalat birtokaban bemutatja az 1
UV/VIS tobb-kitvettas spektrofotométert (ANTHELIE) a kivetkezd mérési lehetéségekre:

abszorbancidra, T %-ra, koncentraciora, kinetikdra, t6bblépéses
kalibralasra, pasztazésra, derivalasra, zoomra.

LehetBség 50 modszer tarolaséara.
Akar 9 mint4t is le tud olvasni 80 masodperc alatt.

Ezen mfiszerrsl tovébbi informaciét kaphat;
keresse fel, kérem a FRANCELAB Standjat a MAGYAR REGULA Kiallitason, vagy
érdeklodjon: FRANCELAB,
213 rue de Versailles, 92410 VILLE D’AVRAY (France).
Fax: (1) 47095822

A JOBIN YVON/SPEX bemutatja a FLUOROLOG-T2 fluoreszcencia idétartam

valosit meg egyetlen, rugalmas miiszeregyiittesben. Fzzel a rendszerrel a |
felhasznalo p1c0szekundumos ¢lettartamrol allandosult allapotra valé dtmenetrdl kaphat informéciot
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A nagy hatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC)
analitikai alkalmazasa: biokromatografia-

Dr. Szepesy Laszlo*

Az elvdlasztastechnika
jelentésége a miiszeres
analitikdban

A kémiai analizis jelentds valtozason ment
keresztll az utolsd évtizedekben. Az 50-es
évekt6l kezdddden a mliszeres analitikai méd-
szerek fokozatosan kiszoritottdk a klasszikus
,nedves” médszereket. Az utolsd két évtizedben
pedig a kllénb6z6 elvalasztastechnikai elveket
alkalmazé mszeres analitikai médszerek gyors
elterjedését és témyerését figyelhetjik meg [1].
Az egyes bonyolultabb ipari gyartasi folyamatok,
féleg a biotechnoldgia ipardgai nyersanyaginak,
kézbensd- és végtermeékeinek mindsitése, tisz-
tasagdnak vizsgalata, tovabbd a bioldgiai folya-
matok €s a kérnyezet szennyez&inek ellendrzé-
se csak a nagy hatékonysagu elvalasztastech-
nikai és a nagy érzékenységlt specifikus detek-
taldsi modszerek egylttes alkalmazasaval vé-
gezhetd el.

Az elvélasztastechnikai médszerek a hajté-
erd alapjan harom 6 csoportba sorolhatdk.

Kromatografidban a két heterogén fazis ké-
z6tti kémiai potencidl-kldnbség, mig elektrofo-
rézisnél avillamos fesziiltségkildnbség az elva-
lasztas hajtdereje. A harmadik nagy csoport a
téraramldsos frakciondlas (Field Flow Fractiona-
tion), ahol a térerésség valtozdsa (gravitacio,
aramlds, villamos erdtér) a folyamat hajtoereje.

Akromatogréfids mddszerek az drami6 fazis
halmazdllapota szerint harom csoportba sorol-
haték: gazkromatografia (GC), szuperkritikus
fluid kromatografia (SFC) és folyadékkromato-
gréfia (LC).

Az aramlé fazis fizikai jellemz6i hatdrozzak
meg a mddszer hatdsossdgat, gyorsasagat, tel-
jesitéképességét és alkalmazasiterileteit. Aleg-
nagyobb hatdsossdg és gyorsasdg gdzkroma-
tografidval érhetd el, ahol a diffuizids dllandd tébb
nagysagrenddel nagyobb, mint a masik két méd-
szemnél. Gézkromatografidval (GC) azonban
csak illékony, hdbomldsra nem érzékeny vegyi-
letek vizsgalhatdk, ami az 6sszes ismert vegy-
letnek kevesebb mint 20%-a. A folyadékkroma-
togréfia (LC) barmely folyékony vagy oldatba
vihetd anyag vizsgdlatara alkalmas. A folyadék-
fazis nagy viszkozitdsa és slr(isége kovetkezté-
ben azonban a megfelel6é dramlasi sebesség
csak nagy nyomassal (100-400 bar) valdsithatd
meg, a diffliziés llando és ennek kévetkeztében
a hatdsossdg Iényegesen kisebb, mint a géz-
kromatogréfidnal.

A szuperkritikus fluid kromatografia (SFC),
kézbensd helyet foglal el a gaz- €s folyadékkro-
matografia kdzott.

AkUlénbdzd kromatografids és elektroforeti-
kus médszerekkel a nemesgdzoktd! kiindulva a
t6bb millié dalton molekulatémegti polimerekig

* Budapesti Miiszaki Egyetem, Kémiai Technoldgiai Tanszék

bezérélag a legkllénbdzsbb anyagrendszerek
elvélaszthatok illetve vizsgathatdk.

Amodem analitikai kémia helyzetérél készi-
tett tudomanyterdleti felmérések a kromatogra-
fids médszerek egyre ndvekvé elterjedését mu-
tatjak.

Az 1981-1988. évek kozétti id8szakban a
szerves vegytletek miszeres analitikai vizsga-
latdban megjelent kozlemények 60,8%-a ismer-
tet kromatografids médszereket [2). Akdrnyezet-
védelmi analitikdban az 1986-89 kozotti
iddszakban a kromatografids és kapcsolt tech-
nikék ardnya a kiilénb6z8 tipusu kérnyezeti min-
tak vizsgdlatdban 68-76% kozott van [3]. A
fejl6dési trendek a 90-es években a kromato-
gréfias és rokon mddszerek tovabbi térhoditasat
mutatjak. A fejlett ipari orszdgokban az ésszes
miiszeres analitikai elemzés tébb mint 60%-at
kromatografids médszerrel végzik. A gydgyszer-
iparban és a biotechnolégia-iparokban ez az
arany 70-80% [4].

A kromatografids analitikai modszerek még
vézlatos ismertetése is messze meghaladja egy
tanulmany kereteit. Ezért itt csak a nagy haté-
konysagu folyadékkromatografia modszereinek
altaldnos ismertetésével s egyik legjelentd-
sebb analitikai alkalmazasaval, gyégyszerek és
biolégiai anyagok vizsgalataval foglalkozunk.

A nagy hatékonysagu
folyadékkromatogrdfia
modszerei

A HPLC kész(ilékek fejl6dése és a modszer
elterjedése példa nélkil &il a mlszeres analitika

torténetében. Ez a médszer galorsasaga (5-30
min) és hatésossaga (N = 10°-10%) mellett az
alkalmazasi lehetGségek széles valasztékaval,
az utdbbi években kifejlesztett toltetek és méd-
szerek sokféleségével magyarazhatd.

A folyadékkromatografids mddszerek cso-
portositdsat a megoszlasi folyamat szerintaz 1.
tabldzatban foglaltuk dssze.

Az egyes mddszerek €s a nagyszamu kilén-
b6z6 tipusu és rendeltetésii oszloptdltet ismer-
tetésére itt nincs lehetéség. Az altalanos trende-
ket tekintve a 70-es években kifejlesztett és

- azéta folyamatosan javitott minéségd, kémiailag
kotott fazist tolteteket (BP) haszndlnak az elem-
zési feladatok tobb mint 90%-dban [5, 6]. Ezen
beltil a forditott fazist téltetek ardnya mintegy
70-80%. Azioncseréld toltetek alkalmazdsa 10-
15%. A legutdbbi felmérések szerint jelentdsen
né a méret szerinti elvalasztasra (SEC) és a
kirdlis elvalasztasra kifejlesztett toltetek valasz-
téka és felhasznélasa.

A szilika-gél alapd toltetek mellett egyre no-
vekv ardnyban alkalmaznak killénb6z6 polimer
alapu tolteteket (sztirol-divinil-benzol, poliakril-
metakrildt, poliéter, poliakrilamid stb.). Ezeknek
a tolteteknek legnagyobb el6nye, hogy a teljes
pH-tartomanyban hasznalhaték, mig a szilika-
gél alapu toltetek pH 8 felett oldédnak.

Biomakromolekulak vagy mas néven biopo-
limérek (polipetidek, fehérjek, oligonukleotidok
stb.) elvdlasztasara Un. tagpdrusi (WP) téltete-
ket fejlesztettek ki [6, 7]. Ezek altaldnos jel-
lemzéje, hogy a pérusatmérd 30-100 (400) nm,
a fellilet hidrofil réteggel van boritva és ehhez
kapcsolddnak a funkcids csoportokat tartalmazo
ligandok. Az utolsé években kifejlesztett dj bimo-

1. tdblazat.
Folyadékkromatografids mddszerek csoportositisa a megoszlasi folyamat szerint

(IAC)

Megnevezés Megoszlasi folyamat Stacioner fazis Aramlé tazis
Folyadék-szilard kromatogréifa Adszorpei Adszorbens Szerves
:olyadék-ktlilét(t lézisgl Kémiailag kotott fazis Szerves, vizes

romatografia (LBPC, "
Normal fazis Szorpeid Polaris Szerves/apoldris
Fordtott fazis Apoléris Vizes/poléris
Folyadék-folyadék . - Folyadék-fazis (Szilard
kromatografia (LLC) Megoszlds (old6dds) |1 ordosgn) Szerves
Kizérésos (SEC) v. Molekulaméret szerinli Szabdlyos pérusszerkezetl ;
Gélkromatogréfia (GPC) kizdrés szildrd anyag v. gél Szewes, vizes
loncserés kromatogréfia {IEC) | loncsere loncseréld szorbens Vizes
Afiinitdsi kromatogréfia (AC) Biospecilikus kitodés Biospecilikus ligand Vizes
Fém kolcsonhatasi S LAYAAS .
kromatografia (MIC) Specilikus kdtddés Fémkelat ligand Vizes
Immunafinités kromatogrdlia Immun reakeié Anlitest v. antigén Vizes

Kirélis kromalografia Kirdlis adduktképzés

Krialis fazis Szerves, vizes

Vizes, szerves kirdlis

Akiralis fazis adalék
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ddlis (perfuziv), hidrogéllel toltétt gigaporusy és
kis szemcseméret(i (1-2 um) nem porézus tél-
tetekkel [7, 8, 9] az elemzés gyorsasédga je-
lentésen megndvelhetd és s nagysagrendii
elemzési id6 érhetd el. Ezek a mddszerek mar
folyamatos Uzemellen6rzésre (process kroma-
tografok) is alkalmasak. Az 1. dbrdn fehérjék
gyors elvalasztasat mutatjuk be perfliziv forditott
fazisu tolteten.

————
0 5 10 15
Time {s)

1. dbra. Fehérjék gyors elemzése forditott
fazisi kromatografidval perfiziv t6lteten
Oszlop: 3 cm X 2,1 mm POROS R/M
Eluens: A 0,1% TFA vizben, B 0,1% TFA
acetonitrilben (ACN)

Gradiens: 20-60% B 0,2 min alatt
Aramldsi sebesség: 5 ml/min
UV 220 mm
Csiicsok: A ribonukledz, B cytochrom C,
C B-laktoglobulin

Az elvdlasztas hatdsossdgdnak és gyorsa-
s&ganak novelése mellett az utobbi években
jelentds elérehaladés tortént a kromatografids
cslicsok pozitiv azonositdsa ésivagy szerkeze-
tének meghatarozésa teriiletén. Adetektalas ér-
zékenységének és szelektivitasanak noveiésé-
re szamos Uj detektort fejlesztettek ki, dgymint
diédasor (DAD), lézergerjesztésti fluoreszcenci-
as (LIFD}), kemilumineszcencids (CL), Gj tipusu
elekirokémiai (EC) és fényszorddéast mérg (LSD)
detektorokat [10].

Biolégiai anyagok, kdmyezetszennyez6 ve-
gylletek elemzéséné! a detektalas érzékenysé-
ge és szelektivitdsa szarmazékkészitéssel (pre-
column, post-column) és kiilénbozé specifikus
reakciok (enzimek, kotd fehériék, antitestek stb.)
segitségével névelhet [11],

A kromatograffal Gsszekapcsolt (hyphena-
ted) spektrometrids technikak miiszerei és mod-
szereiis sokat fejl&dtek és ma mar elérhetd ron
hozzéférheték. LC-MS technikaval az tjonnan
kifejlesztett mintabeviteli és ionizciés mddsze-
rekkel (thermospray, electrospray, particle be-
am, FAB, AP! stb.) reprodukalhatd, pontos elem-
zés végezhetd és lehetség van nagy moleku-
latémeg(i bioldgiai anyagok vizsgdlatara is [12].
Szerkezetvizsgalatra az LC-FTIR, LC-FTIR-MS
és a legljabban kifejlesztett LC-NMR mdiszer-
egylttesek adnak lehet6séget.

Biologiai anyagok
elvalasztasa:
biokromatogrdfia

AHPLC az utolsd évtizedben a modem bio-
[6giai tudomanyok legfontosabb eszkdzévé valt.
Az élettudomanyok valamennyi agdban, a kuta-
tds, fejlesztés és termelés minden terliletén nél-
kuldzhetetlen. A biolégiai folyamatok megisme-
rése és leirésa, szamos Uj bioldgiailag aktiv ter-
mék kifejlesztése a HPLC alkalmazasa nélkil
nem lett volna lehetséges.

A '70-es években a gy6gyszeripar egyre no-
vekv8 mindségiigényei jelentésen hozzajarultak
a HPLC mddszerek és toltetek sokrét(i fejleszté-
séhez. A 80-as években a biotechnoldgiai iparok
kifejl6dése jelentette a f6 hajtderst és ez a
fejl6dés a 90-es években is tdretlendl folytatddik.

Az angolszész irodalomban Biochromato-
graphy gy(jténéwvel foglaljak Gssze a biolégiai
anyagok és termékek elvélasztasara alkalma-
zott kromatografids médszereket.

A biokromatografias mddszerek csoportosi-
tésdra 4ltaldnos séma nem ismert és az egyes
terliletek Atlapoldsa kovetkeztében nem is igen
képzelhetd el. Az analitikai médszerek attekinté-
sének megkonnyitésére réviden az alabbi terd-
letekkel foglalkozunk:

- gydgyszeripari alkalmazas
- terdpids drogok vizsgalata
- biotechnoldgiai alkalmazas
- biokémiai és bioldgiai folyamatok vizsgdlata

Mintaelokészités

Az elemzési modszerek ismertetése el6tt ré-
viden 8sszefoglaljuk a mintaelékészités maod-
szereit[13-15]. Minthogy mind a gyégyszeripari
alapanyagok és termékek, mind pedig a biold-
giai és biotechnolégiai mintak nagyszémd, ki-
16nbdz8 tipust és méretd vegylleteket tartal-
maznak, a kromatografids elemzés el6tt a min-
tak megfeleld tisztitasara, adott esetben a kis
koncentracidban 1évd komponensek dusitdsara
van szlkség. A nemkivanatos szennyezGk elta-
volitdsdval jelentdsen megnd az elemzés repro-
dukdthatésdga és pontossdga, az elvalasztds
szelektivitdsa, a kimutatési hatéar s nem utols¢-
sorban a kolonna élettartama.

Az 3ltaldnosan haszndlt médszerek mellett a
minta eldkészitésére kromatografids elemzés-
hez féleg az alabbi médszereket hasznaljék.
Szildrd halmazallapott minték el6készitésére:
- folyadék extrakciot (Soxleth, Soctec, ultra-

hang, mikrohulldm) és
—szuperkritikus fluid extrakeiot (SFE) haszndl-

nak.
Folyadékmintdk eldkészitésére:
- kicsapatast (s6, olddszer, polimer),
- centrifugalast,
- ultrasz(rést,
- dializist,
~ folyadék-folyadék extrakciot (LLE),
- gélsziirést,
- szildrd fazisu extrakciot (SPE),
— gél elektroforézist és
~ izoelektromos fokuszdlast stb. hasznélnak.

Az utdbbi években a szakaszos mintael6ké-
szitési modszerek helyett egyre jobban terjed-
nek a folyamatos, automatizélhaté médszerek,
pl. SFE, SPE alkalmazésa. A kereskedelmi for-

galomban kaphatdé nagyszamu kiilonboz6 tipu-
sl tolteten a mintaelegy komponensei méretiik,
illetve polaritasuk és szerkezetilk alapjan elva-
laszthatdk, illetve dusithatok.

Gydgyszeripari alkalmazds

A gydgyszeripar tertiletén egyre n6 a HPLC
modszerek jelentdsége és elterjedése a kilon-
b6z8 analitikai feladatok megoldasara. A széles
korii elterjedést jelentdsen segitették kilénbézé
nemzeti és nemzetkdzi szervezetek (FDA, EPA,
WHO, FAO), majd ezekhez kapcsoléddan a
gyégyszerkdnyvek és  szabvanytervezetek
el6irésai és ajanlasai.

A gyoégyszeranalitikai feladatok rendkivil
sokrétiiek, a gydgyszeralapanyag-gyartas kiin-
duldsi anyagainak (ndvényi extraktok, allati-
szerv-kivonatok stb.) vizsgdlatatdl kezdve az
alapanyagok, intermediérek, végtermékek és ki-
szerelt gyégyszerkésziimények vizsgalataig ter-
jednek [16-18]. Uj gydgyszerkészitmények fej-
lesztésénél ehhez jarulnak még a farmakokine-
tikai és metabolizmus vizsgélatok.

Az elemzési feladatok célja is jelentésen el-
tér igényt témaszt a médszerrel szemben. Ez
a hatéanyagtartalom meghatérozdsa mellett
tisztasdgvizsgélatot, a szennyezé vegylletek
mindségének és mennyiségnek meghataroza-
sat, stabilitds-vizsgalatot és a bomldstermékek
meghatdrozdsat jelenti.

Az utdbbi években (j kévetelményként je-
lentkezik az optikai tisztasag bizonyftdsa,ami az
optikai izomérek elvélasztasat teszi szlikséges-
s8. A farmakokinetikai és metabolizmus vizsga-
latokkal a terapids drogokhoz kapcsoléddan fog-
lalkozunk.

A HPLC gydgyszeranalitkai alkalmazasa
még felsoroldsszerlien is meghaladja egy tanul-
many kereteit.

Az Analytical Chemistry kétévenként megje-
lend 8sszefoglalé kézleményeiben (Pharmace-
uticals and Related Drugs) 700-800 hivatkozds
taldlhaté [19-21]. Kllén Gsszefoglald jelenik
meg a peptidek és a fehérjk vizsgalati médsze-
reirdl [22].

Minthogy a bioldgiai anyagok és gydgyszer-
készitmények tllnyomd részben poldris, vizes
kdzegben oldhatd vegytiletek, az analitikai mod-
szerek dont6 t6bbsége forditott fazisti (RP) rend-
szert haszndl. lonos vegy(iletek elvalasztasara
az ioncserés kromatogréfia (IEC) mellett je-
lentds mértékben ionpdr kromatografiat (IPC)
alkalmaznak fordftott fdzisi rendszerben. A
komponensek  detektdlasat  tdlnyomdrészt
UV(DAD) detektorokkal, néhdny modszernél
elektrokémiai  detektorokkal, illetve kapcsolt
technikaval (LC-MS) végzik.

Az aldbbiakban felsoroljuk a legfontosabb
vegylletcsoportokat és néhdny dltalanos irodal-
mi hivatkozést [19-21, 23-34].

— Alkaloidok (tropdn, ergot, opium, cinchona,
xantin stb.).

— Antibioti::umok (Cefaloszporinok, penicilli-
nek, sztreptomicinek, tetraciklinek, szulfon-
amidok, kréramfenikol stb.).

- Fajdalomesillapitdk, lazcsillapitok (aszpirin,
amidopirin, phenazon, acetaminofen stb.).

- Gyulladésgatidk (indometacin, fenilbutazon,
fenacetin stb.).

- Antihisztaminok

- Prosztaglandinok

ANYAGVIZSGALOK LAPA 1995/1
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—  B-blokkolck
— Szteroidok
- Vitaminok (vizoldhato, zsitoldhatd)

7 1 12

T ]
15 min

2. abra. GyGgyszerkészitmény hatéanyagainak
elvdlasztdsa forditott fazisu kromatografidval.
Oszlop: 25 cm % 0,46 mm Vydac C18
Eluens: A 0,05 M KH2PO4, pH 4

BACN
Grddiens: 20-100% B 15 min alatt
Csricsok: I oldészer, 2 barbital, 3 primidon,
4 fenacetamid, 5 szennyezés, 6 fenobarbital,
7 fensuximid, 8 mefenitoin, 9 etotoin,
10 metsuximid, /] acetaxolamid, /2 diazepam

A 2. dbran példaként bemutatjuk géresolddk
elvdlasztasénak kromatogramjat C18 oszlopon.

Terapids drogok vizsgalata

AHPLC kiildndsen alkalmas bioldgiai matri-
xokban terdpids gydgyszerek és metabolitjaik
elvdlasztdsdra és mennyiségi meghatarozasé-
ra. Uj gydgyszerek fejlesztésénél és tesztelésé-
nél a farmakokinetikai vizsgalatok és 6sszefér-
hetéségi tesztek a legtbb esetben csak HPLC-
vel végezhetdk.

Klinikai vizsgalatokban a gydgyszerek le-
bomldséanak és kilrllésének ellendrzése a kis
mintamennyiség és a vegyletek igen alacsony
koncentracicja miatt csak megfelelé mintaeléké-
szitési és nagy hatékonysagu elvalasztas egyt-
tes alkalmazaséval érhetd el. A HPLC médszer
nagy elénye, hogy megfelelden automatizalhaté
mintael6készitési médszerrel (SPE), automati-
kus mintaadagoléval nagyszamd minta folyama-
tos analizisére haszndlhatd. Az elemzési adatok
pontosséga és megbizhatésdga megfeleld ka-
libracids gorbék felvételével és az adatok folya-
maios statisztikai értékelésével biztosithatd. .

Az irodalomban rutin médszereket ismertet-
nek asztmaellenes (teofillin, koffein stb.) antiepi-
lepszids (primidon, fenobarbital, karbazepim
stb.) antiaritmids (quinidin, dizopyramid, proca-
inamid stb.) szerek és metabolitjaik mennyiségi
meghatarozasara [35-39].

Biotechnoldgiai alkalmazds

Az utolsd hdrom évtizedben a bioldgiai tudo-
manyok forradalmi fejlédése ment végbe a mo-
lekuléris bicldgia és biokémia terdiletén. A 70-es
években egy Uj ipardg fejlédott ki a biotechnold-
gia, mely bioldgiai organizmusok, rendszerek és
folyamatok alkalmazasa a termel6 és szolgéita-
t6 iparokban. Mind a biolégiai tudomanyok, mind
a biotechnolégia fejlédése szempontjabdl alap-
veté és meghatdrozo jelentdségli a korszeri
elvélatsztastechnikai médszerek, elsésorban a
nagy hatékonysagu kromatografis és elektrofo-
retikus modszerek kifejlédése és alkalmazasa.

Ma mér dltaldnosan elfogadott az a felisme-
1és, hogy a bioldgiai kutatas és fejlesztés szel-
lemi és koltségraforditdsanak mintegy 80-90%-
a az elvalasztasi (downstream) és azonositasi
problémakra forditodik.

ADNA felfedezése és a korszerti biotechno-
l6gia kialakulasa, jelents hatdssal volt a HPLC
fejlédésére. Ez a hatas kélcsonds volt, mert a
70-es években alkalmazott elvalasztastechnikai
mddszerek nem voltak alkalmasak a kiildnbdz8
biolégiai folyamatokban keletkez8 nagyszamd,
hasonld szerkezetli, sok esetben igen kis
mennyiségben jelenlévd vegyllet elvalasztdsa-
ra és mennyiségi meghatarozasara.

Abiotechnoldgiai eljarasok soran a termékek
tisztitdsan tdlmenden a terméktisztasagot és a
jelenlév szennyezések mennyiségét validalt
médszerkekkel kell bizonyitani. Biotechnolégia-
val el8allitott drogok hatdsosségat, toxicitdsat és
a metabolizmus termékeit ugyancsak vizsgalni
kell. AHPLC kiilénbdz6 mddszeteivel lehetdsé-
getnydit ezen elemzési feladatok hatdsos, gyors
és 0l reprodukdlhaté megoldasara. A HPLC-t
rutinszerien haszndljdk aminosavak, peptidek
és fehérjék meghatarozasara [22, 40-43]. Nuk-
leinsavak, nukleotidok, oligonukleotidok, nuleo-
sidok ezek bazisainak és adduktjainak vizsgéla-
tara is szdmos médszert fejlesztettek ki, [41].

Nukleotidok elvalasztésa és meghatdrozasa
anioncserélé toltetd kolonnan végezhetd el, mint
azt a 3. dbra mutatja.

4 6|8

4080 min. Révid, nempordzus toltet( oszlopon
az elemzés 10-15 min alatt elvégezhets, [9].
B-lactoglobulin tripszines bontasaval kapott ter-
mékek elvdlasztasat az 5. dbra mutatja.

10 min

3. dbra. Nukleotidok elvilasztdsa ioncseréls
kromatografidval
Oszlop: 5 cm x 0,46 mm Vydac 303 NT
anioncseréld
Eluens: A 0,045 M NH4COOH, pH 4,6
B 0,5M NaH,PO4, pH 2,7
Aramldsi sebesség: 2 ml/min
Csticsok: / CMF, 2 UMF, 3 AMF, 4 GMF,
5 CDF, 6 ADF, 7 UDF, 8 CTF, 9 GDF,
10 ATF, 11 UTF, 12 GTF

Komplex elegyek elvalasztasdra kombindlt
kolonnakat javasotnak, mint az a 4. dbrdn |4tha-
t6, [44].

Aklénbéz6 termékek elemzése mellett fe-
hériék, nukleinsavak stb. szerkezetvizsgdlatnal
is nélkilozhetetienek a HPLC médszerek. igy
példdul fehériék szerkezetének vizsgalatdban
kémiai vagy enzimes bontds utdn a peptid
sszetétel (peptid mapping), majd az aminosav
sorrend (szekvencia) meghatdrozdsa HPLC-vel
térténik.

A nagyszami bomldstermék elvélasztasa
forditott fazisti rendszerben, pordzus télteten

1]
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4, dbra. Nukleotidok, nukleozidok és bazisok
elvélasztdsa forditott fazisi és ioncseréld
kromatogrifia kombindldsdval.

Oszlop: L. Partisil SAX anioncserél
II. Partisil ODS 3 forditott fazisi
Csiicsok: I CMF, 2 TMF, 3 AMF, 4 GMF,
5 XMF, 6 TDF, 7 CDF, 8 ADF, 9 GDF,

10 TTE, 11 CTF, 12 ATF, 13 GTE, 14 XTF,
15 uracil, 16 citozin, /7 hipoxantin, /8 xantin,
19 xantozin, 20 inozin, 2/ quanozin,

22 adenozin
A nukleotidok (/-14) elvélasztdsa ioncseréld,
a nukleozidok és a bdzisok (/5-22) elvdlasztd-
sa forditott fazisd oszlopon.
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5. dbra. B-laktoglobulin tripszines bontdsdndl
képz6d6 termékek elvalasztdsa porézus
feliilet C18 tolteten.

Oszlop: 7,5 cm X 4,6 mm C18, micropellicular

Eluvens: A 5 mM oktil natrium-szulfit és
50 mM NaH;PO4, pH 2,8
B 50 mM NaH2PO4 60%
. acetonnitrilben (ACN), pH 2,8
Aralmilsi sebesség: 1,8 ml/min, T =80°C

A forditott fazisu (RP) elvdlasztas igen gyors
és hatasos, de sok esetben az er6s hidrofob
kdlcsdnhatds és az alkalmazott szerves oldé-
szer kdvetkeztében a biopolimérek szerkezete
megvaltozik és részben vagy egészben elvész
bicldgiai aktivitédsuk.

Fehériék forditott fazis elvalasztasanak kro-
matogramja a 6. dbrdn lathatd.

A hidroféb kélcsénhatdsu kromatografidban
(HIC) az elvalasztast ugyancsak a hidrofobicitds
szerint végzik, de lényegesen gyengébb hidro-
fobicitasu tolteten sdoldat jelenlétében a biold-
giai aktivitds megtartasaval, [45].

Az ioncserés kromatografidban (IEC) az
elektrosztatikus kélcsnhatés erfissége szabja
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6. abra. Peptidek és fehérjék elvalasztisa
forditott fazisd oszlopon.
Oszlop: Zorbax Protein Plus
Eluens: A 0,1% TFA vizben
B 0,1% TFA acetonitrilben
Grddiens: 0-60% B 25 min alatt
Aramldsi sebesség: 2 ml/min
Csticsok: / metionin enkefalin, 2 leucin
enkefalin, 3 angiotenzin IL, 4 angiotenzin I,
5 ribonukledz A, 6 Inzulin (BS), 7 citokrom c,
8 lizozim, 9 albumin (BS), 10 melittin,
11 karboanhidréz, 12 B-amildz, 13 ovalbumin

Minules & 10 15 20 25

7. dbra. Szénhidrdtok és aminosavak
elvilasztdsa ioncserél oszlopon
Oszlop: 30 cm x 7,8 mm Amincx HPX-87 C
(Bio Rad)

Eluens: 0,01 M CaSOa, pH 5,5
Aramlasi sebesség: 1 ml/min
Homérséklet: 85°C, Detektor: RI
Csiicsok: / melezitoz, 2 maltoz, 3 pliikoz,
4 mannoz, 5 fruktoz, 6 ribitol, 7 glutamin-sav,
& aszparagin-sav, 9 treonin, /0 szerin,

11 alanin, 12 glutamin, I3 prolin

meg a visszatartdst, a bioldgiai aktivitas itt is
kevéssé véltozik. A 7. dbran példaként bemutat-
juk szénhidratok és aminosavak elvalasztasa-
nak kromatogramjationcserdld téltet(i kolonnan.

A méret szerinti kizdrdsos kromatografia
(SEC) biopolimérek molekulaméret szerintielva-
lasztdsa mellett aggregécids folyamatok és kon-
formci6 véltozds vizsgélatdra is alkalmas, [46,
47].

Az affinitési kromatografia killénb6zé vélto-
zataival (ldsd 1. tablézat) biologiai anyagok el-
valasztdsanak és lisztitdsénak legszelektivebb
madszere, [48-50]. A forgalomban Iévs igen
nagyszamu, killonbézé ligandokat tartalmazd
stacionér fazis fejlesztése tovabb folytatédik.
Kiilondsen jelentds a sztereo- és enancio-sze-
lektiv fézisok fejlesztése szerkezeti és optikai
izomérek elvalasztasara,

Biopolimérek elvalasztaséra az utébbi né-
hany évben a kapilldris elektroforézis (CE) a

HPLC versenytarsdva valt, [51, 52]. Kapillaris
elektroforézissel igen nagy hatdsossdg (106-
107 N) és viszonylag gyors elvdlasztis érhetd el
a biclégiai anyagok nagy részénél, Ujabb véle-
mények szerint a két modszer nem konkurens,
hanem 8l kiegészitk egymdst és maximalis
eredmény egyiittes alkalmazdsukkal érhetd el.

Biokémiai €s bioldgiai folyamatok
vizsgdlata

Az ismertetett terlletek és vegyiilettipusok
vizsgélati modszerei természetesen ugyancsak
alkalmazésra kerlilnek a biokémial és bioldgiai
folyamalok vizsgalataban. Akorszer( molekula-
ris bioldgiai kutatdsokhoz a kiilénboz6 HPLC
médszerek (RPC, HIC, IEC, SEC, AC) ma mér
nélkiildzhetetlenek és sok esetben csak kombi-
nélt alkalmazasuk vezet eredményhez. A bio-
technolégidban és a klinikai elemzésben vizs-
galt terletek mellett a biokromatografia vala-
mennyi bioldgiailag aktiv vegylet vizsgalatéval
foglalkozik.

Egyik fontos Uj teriilet a drog — fehérje kol-
csénhatds vizsgélata, [563]. Stacionér fazisként
kotétt fehérjéket tartalmazo kolonnan a sztereo-
szelektly kotGdés, kirdlis stacionér fazison az
enancioszelektiv kitddés is vizsgélhato, (54].

A biolégiai folyamatok megismerésének
egyik fontos terllete az enzimaktivitas mérése,
[65]. A kiilonb6z6 HPLC mddszerekkel le-
het6ség van az egyes enzimek aktivitasvaltoza-
sanak nyomonkovetésére, a masodlagos reak-
ciok hatdsdnak vizsgdlatara és a metabolitok
valtozdsanak kovetésére egy tdbbenzimes
rendszerben. Végul, de nem utolsésorban dj
eznimek felismerésére is alkalmas nemvart (j
reakcidtermékek meghatarozéaséval.

A Klinikai orvostudomanyban is jelentés
fejlédést hozott a HPLC mddszerek bevezetése.
Kalénbéz6 testnedvek vizsgalataval megismer-
hetk az egészséges és a beteg szervezet
anyagcsere folyamatai, a betegségek kialakula-
sa, egyes betegségekre jellemz6 biokémiai vél-
tozasok és irdnyt mutatnak a kezelési lehetBsé-
gekre. Igy példaul neurotranszmitterek és meta-
bolitjaik (adrenalin, noradrenalin stb.), purin
szarmazékok, aszkorbinsav és antidepresszids
gyogyszerek koncentrdcidjanak és véllozasé-
nak vizsgalata jelentésen hozzajérult a neuroké-
mia fejlédéséhez, mind a diagnosztika, mind a
gydgyszeres kezelés javitdsdhoz, [56].

A felsorolt néhdny példa csak szemlélteti a
HPLC lehetéiségeit a bioldgiai anyagok és folya-
matok vizsgalataban és kordntsem tekinthet6
teljesnek. Az elkbvetkezG években a HPLC tél-
tetek és mddszerek tovabbi fejl6dése jelentdsen
hozzdjdrulhat a bioldgiai anyagok szerkezeté-
nek, retencios viselkedésének és bioldgiai funk-
cidjanak jobb megismeréséhez és mennyiségi
lefrasahoz, Ez vezelhet el a bioldgiai folyamatok
egydimenziés ,molekuléris bioldgiai” lefrdsa he-
lyett a biomolekulak haromdinemziés atomos
klcsénhatdsénak megismeréséhez és mennyi-
ségi értelmezéséhez, [57).

Bdr a HPLC mddszerek fe]lesziése az utolsé
évlizedben legldtvanyosabb eredményeit a bio-
kémiai, orvostudomanyi, biotechnolégiai és
gydgyszeripari kutatdsok teriletén érte e, ezek
a terlletek a HPLC analitikai alkalmazésénak
csak mintegy, 50-60%-4t jelentik. Az egyéb tu-

domény&gak, a vegyipar és a rokon ipardgak
terliletén a kromatografids és ezen belil dontd
mértékben a HPLC mddszerek nélkillézhetetle-
nek és kiilonbozd reakcick és gyartasi folyama-
iok alapanyagainak, kozbensf és végtermékei-
nek ellendrzésében, tisztasdg vizsgalataban és
mingsitésében. A legfontosabb alkalmazasi te-
riletek: kdryezetvédelem, élelmiszeripar, koz-
metikai iparok, mianyagipar, petrolkémiai ipa-
rok és kéolajipar.

A szerzé kdszénetét fejezi ki az OTKA
1989/91 téma keretében kapott pénztigyi tdmo-
gatdsén.
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Infravoros spektroszkopia az analitikai gyakorlatban
és a molekulaszerkezet-vizsgalatban -

Kissné Dr. Erdss Kldra

Az infravisrds spektroszkopia gyakorlati alkalmazésandl kedvez6 ko-
riimény, hogy az anyag mindharom halmazallapotdban mérhetd.

Az elméleti infravdrds spektroszkopia az infravords szinkép és més
spektroszkopiai modszerek altal szolgdltatolt informaciok segitségével a
molekuldk szerkezetvizsgdlataval foglalkazik, erdéllanddkat, ktesszage-
ket, kbtéstavolsagokat szamo! és kovetkeztet a molekula szimmetrigjara,
az egyensulyi konforméaciodra.

A gyakorlati spektroszkdpia teriileiéhez szintén hozzatartozik a
molekulaszerkezet vizsgdlata, valamint a minéségi és mennyiségl analiti-
ka alkaimazésa.

Az infravérds szinképbdl nyerhetd informdciok a kdvetkez6k: az elnye-
Iési savok szama és helye, valamint az intenzités.

Az emlitett adatok felhasznaldsi mddja a gyakorlati spektroszkdpia
teriiletén a kovetkezd:

A kémiailag homogén azaz egykomponens(i minta esetén az infra-
vords szinkép segitségével mindségileg azonosithatd az anyag, illetve
szerkezete meghatarozhatd, mivel a spektrum az anyag ujjlenyomatanak
tekinthet6. Legegyszer(ibb eset az, ha valamilyen mintdrdl igazolni kell,
hogy valdban egy feltételezett vegyiilet. Ez esetben, ha van ésszehason-
lit6 szinképlink, akkor a szinképek azonossaga teljes biztonsagu déntést
ny(jt az anyag mindségére vonatkozéan. Ha nincs dsszehasonlité szin-
kép, akkor az elnyelési savok helyébsl megdllapithaidk a molekuldban
lév funkcids csoportok, mivel nagyon sok anyagi infravdrds szinképének
tanuimanyozéasabdl, valamint a normalkoordinéta-analizis szdmitasi méd-
szerébdl az adddott, hogy bizonyos kétéseknél (pl.: OH, NH, CH, C=C,
C=0) és bizonyos csoportoknak (pl.: CHa, CHp, aromas-gy(irt, COOH,
NO,) jellemzé elnyelési sdvjaik vannak, kozel fiiggetlendl attél, hogy
milyen molekulaban fordulnak el6. E savok helye els6sorban a kétésben
vagy csoportban szerepld atomok mindségétél, valamint az atomok kdzétti
kémiai kbtés erGsségétél fligg és csak kisebb mértékben befolydsolja a
molekula tobbi része. Az egyes kétésekre, illetve csoportokra jellemz6
elnyelési savok maximumainak helyeit jellernzd frekvencidknak nevezzlik,
bdr értgktiket ma mar mindig hulldmszdmban (cr™') adjdk meg. E frek-
vencidkat szamos kézikdnyv, tabldzat, diagram tartalmazza és segitségiik-
kel a szinkép alapjan elvégezhetd a funkcids csoportanalizis. Ennek
segitségével és az Osszegképlet ismeretében, vagy mas spektroszkdpiai
moédszerek adatainak birtokaban a szerkezet meghatdrozhaté.

A karakterisztikus frekvencidji normalrezgéseket aszerint lehet cso-
portositani, hogy az atomesoport atomjainak kitérése a kétés iranydban
vagy arra mer8legesen nagy-e. Az elézGeket vegyériekrezgéseknek, az
utébbiakat deformdcids rezgéseknek nevezzik. Minthogy a vegyértékird-
nyokban az erallanddk nagyobbak, a vegyériékrezgések frekvencidja
altaldban nagyobb, mint a deformaciés rezgéseké. A vegyértékrezgések
kisérletileg mért frekvencidjabdl a vegyériékkdtés erdallanddjara kovet-
keztethetlink, a deformécids rezgések frekvencidjabdl a vegyértékszog
megvaltozasahoz szlikséges erdre (vagyis a vegyérékkotés ,merevségeé-
re”) kapunk felvildgositast. Kiilonbozd vegyiletek azonos csoportjainak
jellemz6 sévjaibdl a kémiai kétések erbsségére lehet kovetkeztetni. A
vegyértékkotések mint tengelyek koril torzids rezgések is felléphetnek
(deformdcids rezgések) és ezek, ha nincs gétlo tényez6 (tobbszéros kétés,
térbeli gatlds) szabad forgdsba is dtmehetnek. A rezgéstipusok jeldlésére
tébbféle szimbdlumrendszert alkalmaznak.

Napjainkban mar szamitégépes programok vagy infravéros adatban-
kok segitségével is lehet szerkezetfelderitést végezni. A programok az
elnyelési savok helyeibdl, valamint NMR és MS spektroszkdpias adatokbdl
taldljak meg a csoportokat, az adatbankok pedig lehetévé teszik, hogy pér
szézezer, esetleg millié vegyllet szinképét taroljgk és rovid idd alatt
kikeressék a kérdéses minta szinképével azonosat.

Kémiailag heterogén minta esetén csak elGzetes elvalasztds utan
szabad a szerkezetfelderités, illetve azonositds feladatat megoldani. Ha
nem torténik elvélasztas, akkor az infravdrds szinkép a komponensek
egy(ittes elnyelésébdl adddik és segitségével a mintaban eléforduld funk-
cids csoportok ismerheték fel.

Tébbkomponens(i rendszert csak akkor lehet azonosftani, ha van
standard, pl. egy tébbalkotéju nvényvédészend! kell beblzonyltani, hogy
eqy adott készitmény, benne van minden komponens és azok koncentré-
cidja megfeleld. Ha rendelkezésre &ll az ismert min8ségi és mennyliségi
dsszetételll névényvédSszer és a vizsgalandd minta szinképe és azok
megegyeznek az elnyelési sdvok szamaban, helyében és intenzitasara-
nydban, akkor ez esetben is kimondhatd az azonossag, elvalasztas nélkdl.
liyen feladat pl. a kilénbozo vegylgyarak termékeinek mindsitése is.

Az infravérds szinképek segitségével a Lambert-Beer térvény alapjén
mennyiségi elemzés is végezhetd. Az alkalmazés feltétele az, hogy az
alkotdk tiszta allapotban is rendelkezésre &lljanak és ismerjlik a minta
mindségi Gsszetételét. llyenkor kalibracids sorozatok segilségével a meg-
hatdrozandd alkotd egy olyan sdvja abszorbancidjanak koncentracio fiig-
gését mérjik ki, melynek megjelenési intervallumaban a kisérd alkotok
elnyelése hattér jellegd, szlirketestszer(l. Lehetséges egymés mellet tébb
alkot6 (2-10) mennyiségi meghatdrozasa is.

A t8bbkomponenst rendszerek mennyiségi elemzése tdbbismeretle-
nes egyenletrendszer segitségével is megoldhato.

Az infravords spektroszkopia
alkalmazdsi terliletei

Az infravorés spektroszkopia két {6 alkalmazési terllete a szerkezet-
felderités, illetve kvalitativ analizis.

A kvalitativ analizis soran ismeretlen mintdban kell ismert szerkezet(l
vegyllet, vagy vegytiletek jelenlétét megaliapitani, azok infravords spekt-
ruma, vagy egymasra szuperponalodott infravdrds spektrumaik alapjan.

A szerkezetfelderitésnél valamilyen Ujonnan el8allitott, vagy eddig
ismeretlen felépitésti molekula szerkezetét kell meghatarozni. llyenkor az
infravords spektrum és mas szerkezetvizsgdld médszerek informAcidi
alapjan a jellemzG funkcids csoportokat hatdrozzuk meg, majd azok
elrendezédést, a molekula szimmetridjat, a molekulat alkotd atomok egy-
méstdl valo tavolségat €s a vegyértiékszogeket, illetve az egyes kétések-
nek megfeleld erdallanddkat.

Akvalitativ analizis és szerkezetfelderités IR spektroszképids médsze-
rére nem lehet szigor(i szabdlyokat és sorrendet megadni. A megoldds
menete a feladat jellegétdl flgy és sok egyéni vonast tartalmazhat. A két
feladatkor megolddsanak médja eltér, bar sok kdzds vondssal rendelke-
zik.

Az aldbbiakban a legaltaldnosabb szabalyokat foglaljuk Gssze az
infravoros spekiruménékelés menetére kvalitativ analitikai szempontbdl,
majd réviden utalunk a szerkezetfelderités problémainak megoldasi le-
hetéségeire.

A kvalitativ analitikai feladatok sokfélék lehetnek.

A legegyszer(ibb esetben a feltételezett vegyillet, vagy vegylletek
spektrumai rendelkezésre dlinak és egyszerli spektrum-6sszehasonlitas-
sal az egyes anyagok jelenléte megaliapithato.

Sokkal gyakoribb eset azonban, hogy nem tudunk semmit a vizsgdlt
mintardl. llyenkor célszer(i, ha el6szor kvalitativ és kvantitativ elemanalizist
csindltatunk. Az Osszegképlet és az infravdrds spektrumban megjelend
iellemzé elnyelési sdvok alapjan meghatérozzuk az egyes kétéstipusokat,
illetve funkcids csoportokat, és azonosttjuk a mintat. Az igy kapott ered-
mények kdzelitd jellegliek, bar altaldban helyesek. Célszer(i mégis felte-
véseinket kémiai vagy mas modszerekkel is igazolni.

Véglil néhany ipari alkalmazasi teriilefet emlitlink meg. Az infravéros
spektroszkdpia felhaszndlhatd kézetek, tivegek, ércek, salakok, keramiai
anyagok, talajok, papir és papiripari nyersanyagok, élelmiszerek (szénhid-
ratok, olajok, zsirok, lipidek, tej, liszt, tojds, csokoladé, kavé, tea stb.),
gdzok (CO,, CO, acetilén, levegbszennyez6k, SO, SO,, HFR, NH3 stb.),
gydgyszerek, llléolajok, kozmetikai szerek, kéolaj és szarmazékal, lakkok,
szinezékek, gyantdk, mianyagok, gumik, illetve mindenféle polimer, mo-
sészerek, novényvéddszerek, miitragyak, robbandanyagok, textiliak, ros-
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tok, szdlas anyagok vizsgalatdra. Ezeken kiv(iil a mddszer a szerves, a
szervetlen és komplexkémiai kutatasok nélkilozhetetlen eszkoze. Segit-
segével a szerves szintézisek egyes lépéseinél a kivant. termék, vagy
termékek keletkezése gyorsan bizonyfthatd. Felhasznaljdk a modszert
bioldgiai anyagok (pl. vér, csont, hormonok, enzimek stb.) vizsgalatara is.
Az lrhajdsok méroberendezései kézétt nélkilozhetetlen az IR spekirofo-
tométer a bolygok légkarének és talajanak, valamint a vilagtirben eldfor-
duld molekuldk tanulmanyozasahoz. A biinildbzésnek is fontos eszkdze
a modszer a bizonyitékanyagok azonosftdséhoz.

Kvalitativ analizis és szerkezetfelderités
az infravords spektrumok alapjan

A spektrumok értkelésének menete az aldbbiakban foglalhaté dssze:

A vizsgdlatainkat eldszér az intenziv s kizepes intenzitdst savok
értelmezésével kezdjik a jellemz& frekvencidk tabldzatainak segitségével
(pl. a Colthup 8sszedllits).

Az értékelés elst lépése az OH-, NH- és CH-vegyértékrezgések
tartomanyénak (3600-2800 cm™'-ig) tanulmanyozasa. Ebben a tarto-
manyban mar az OH- és NH-csoportok jelenléte, vagy hidnya biztosan
eldénthetd, (probléma csak akkor merlll fel, ha ers H-hid képz6dés miatt
az OH- vagy NH-sav beleolvad az alapvonalba), és altaldban meg is
kilbnbéztethetdk egymastdl. Az alifds és aromas CH-csoportok is a
legtébb esetben nagyon jdl felismerhetdk és megktlénbéztethetsk. Itt az
aromas CH-vegyértékrezgések kis intenzitdsa jelent problémat, mert sok
esetben ezek a sdvok egybeolvadnak mas, erdsebb sévokkal. A telftetlen
csoportok CH-vegyériékrezgésel dtlapoinak az aromés CH-vegyértékrez-
gései larloményen, ezért a deformécids rezgések segitségével lehet a
telitett, telitetlen vagy aromés CH-csoportokat teljes biztonsaggal definidl-
ni.

2850-1850 e~ kzolt nem 1l sok sév jelentkezik a spektrumban.
Ebben a tartoményban a karboxilcsoportok, hidrokloridok, SH-csoportok,
hérmas és kumulalt kettés kétések, valamint az alfa-aminosavak okoznak
elnyelést. Néhany kombindcids sdv, vagy felhang is jelentkezhet ezeken
kival.

1850-1470 e kozolt a keltds kétések, aromés vazrezgések és
NH-deformécids rezgések abszorbedinak. Az itt megjelend savok alapjdn
feltételezett csoportok {pl. karbonil-, aromés-, amin-, nitrocsoportok stb.)
kiegészit6 savjait a nagyobb, illetve kisebb hullamszamok tartomanyaban
nézziik meg.

1500-650 cm™" kbzott a legbonyolultabb a spektrum. Az Gsszes sév
azonositasa leheletlen és nem Is fandcsos, mert érelmezésik Ugyls
megbizhatatlan. Ebben a tartomanyban a vegyériék-, deformdcios 8s
csoporirezgések valtozatos sokasdga jelentkezik. Ha sikerill kozvetlen
spektrumdsszehasonlitést végezni, ennek atartoménynak az azonossaga
mér a kél anyag azonossagal jelenti. Joggal nevezik ezt a tartoményt az
Un. ,ujjlenyomat tatomanynak”, melyben megjelend sdvok frekvencidit a
molekula tobbi része erésebben befolyasolja, tehat jobban jellemzé az
illetd molekulara, mint a magasabb hullamszamok tartomanya, melyekben
megjelend savok Altaldban tisztdn valamilyen kétéshez rendelhetdk és a
molekula tobbi része csekély befolydssal bir rajuk.

Amikor mér az intenziv és kdzepes intenzitdst savok eredete tbbbé-
kevésbé ismert, akkor a kis intenzitasy sévokat vizsgdljuk meg. Ez sokkal
nehezebb feladat, mivel a kombindcids sévok és felhangok sokasaga lyen

intenzitdssal jelentkezik és nehezen vagy egyaltalan nem kiilénbéztet-
het6k meg a hasonldan gyenge alapsavokidl.

Vigydznunk kell arra, hogy a sévok helyére a konjugdcid, asszocidcids
szerkezelek kialakuldsa, felvételi korlimények stb. erGs befolydst gyako-
rolhatnak.

Bizonyos, megfeleld helyen észlelhetd sdv jelenléte nem mindig bizo-
nyiték az illetd csoport jelenlétére. Igazoldsul a csoport més jellemz6
savjait is meg kell keresni a spektrumban,

Asavok hidnya se mindig negativ bizonyiték, mert erds kélesénhatésok
(pl. kelatképzdes vagy mas ers hidrogénhidas szerkezet) nagyon eltal-
hatnak vagy az alapvonalba olvaszthatnak bizonyos sévokat.

A spekirum alapjan el6szér kllonbéz6 lehetséges szerkezeteket téte-
leziink fel, melyekbél a tapasztalati képlet és esetleg eqyéb més fizikai,
kémial mddszerek segitségével kivalaszthatjuk a valddit, vagy azt legjob-
ban megkdzelitt. Spektrumatlaszokbdl vett dsszehasonlito szinképek Is
lehet6vé tehetik a szerkezet felderitését,

Jo segilség a szerkezet eldontésében a kilonboz6 szarmazékok vagy
bomléstermékek vizsgdlata. A hidrogénezés, deuteralds, észterezés, me-
tilezés, soképzés, acelilezés stb. hatdsdra egyes elnyelési savok megval-
toztatjak helylket, alakjukat, intenzitasukat és szamukat, Ezekb§l a valto-
zasokbdl szamos kévetkeztetés vonhatd le az illetd csoportokra vonatko-
z6lag.

Gyakran az Is segftséget ny(jt, ha egy anyag spektrumat t8bbféle
dllapotban vizsgaljuk [szilard vagy folyadék forma, killnboz6 olddszerek-
kel és killénb6z6 koncentraciokbol készitett aldatok, nujolos (paraffinola-
jos) felvétel]. A spekirum véltozdsdbdl az inter- és intramolekulris kap-
csolatok mddjdra kévetkeztethetink. A kiilénb&z6 oldészerek alkalmaza-
sakor bekdvetkez6 frekvenciaeltolddds is timpontot nydit az illetd csopor-
tok természetére vonatkozéan,

Asdvok intenzitdsértékeit is tekintetoe kell venni az értelmezéskor, Az
Intenzitdsériékek jdl felhaszndihatdk egyes csoportok biztos fellsmerésére
allapolasok esetén. llyenkor iradalmi adatokkal vagy standard modellve-
gyuletek megfeleld sévjainak intenzitdsmérésével donthetink.

Nagyon fontos, hogy a vizsgalt anyag nagy tisztasdggal &lljon rendel-
kezésre, mert a szennyezések zavard sdvjal az asszignaciot (hozzdren-
delést) meghamisjék,
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