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Szerz§ ismerteti a korszer(ii biol6giai kémiai analizisben napjainkban
hasznélatos gyors, jol differencidld talnyomasos rétegkromatografias
eljarast, az OPLC-t. Sajat szempontjai alapjan ravilagit gyakorlati
értekeire.

A tllnyomésos rétegkromatogréfiahoz (OPLC) hasznalt késziilék
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A korszer( analitikai vizsgalatokban dont6 szerephez jutnak a kilénféle kromatografias
eljarasok. A kezdeti oszlop-, réteg-, majd gazkromatografia utan, ma a nagynyomasu folya-
dékkromatografia viragkorat éljik, de mar megjelent a két utdbbi modszer talalkozasi
pontjaban a ,,szuperkritikus kromatografia”, ahol kritikus halmazallapotd eluenst alkalma-
zunk. A modszerek egyre inkabb finomodtak, kialakultak a nagyhatékonysagu (High perfor-
mance) technikdk - HPTLC, kapillar-kolonndk stb. Fejl6désik mésik fontos irdnya a
detektalasi lehetéségek szélesedése, elsésorban a kapcsolat technikak, pl. gazkromatograf,
folyadékkromatograf kapcsoldéasa témegspektrométerhez, furier transzforméacios infravords
spektrométerhez.

JOl szervezett laboratériumban a kiilonb6z6 modszerek nem versenyeznek egyméssal,
hanem a feladatnak megfelel6en, az egyes meghatérozasi modok el6nyeinek kihasznélaséaval,
hatranyainak kikiiszobolésével valasztunkl

A kozleményben egy U0j, valaszthatd eljarast, a tdlnyomésos rétegkromatografiat
(OPLC) mutatom be.
A rétegkromatografia jelene

A sokkomponens(, teljesen ismeretlen dsszetételli mintdk vizsgalatdban ma is fontos
szerepet kap a rétegkromatografia. Kilondsen nagy jelentésége van biol6giai anyagok
elemzésében, pl. klinikai, toxikologiai analizisben. Az el6készités folyaman nincs sziikség
nagy tisztasag elérésére, mint pl. gaz-, folyadékkromatografianal, a felhasznalasban van, -
réteg, oldészer - olcs6bbak. Legnagyobb el6nye a detektalasban van, hiszen egyetlen rétegen,
egymas utan akar tobb maddon is elvégezhetd és alkalmazhatunk gyakorlatilag barmilyen
szelektiv el6hivészert. Nem elhanyagolhatd, hogy a detektalas soran kodzvetlen érzékelésre is
lehet6ség van: lathatova valik a folt. Hatranya, hogy a paraméterek nehezen tarthatok kézben,
igy a reprodukélhatéséag, kvantitativ meghatarozas nehéz, pontatlan, az érzékenység nem éri
el mas kromatografias modszerekét.

A hatranyok megsziintetésére két irdnyban indult meg a fejlesztés:

- az elsd at a rétegek alapanyag-szemcseméretének csokkentése, a nagyhatékonysagu
rétegkromatografia (IIPTLC) volt. Alkalmazésanal figyelembe kell venniink, hogy 5-6 cm-es
kifejlesztés utan, az old6szervandorlas jelentdsen csokkent, emiatt a hatékonysag romlik,
kisebb lesz, mint a hagyoményos rétegeké. (HPTLC = high performance thin layer chroma-
tography.)

- a masodik Ut a kényszeraramlasos modszerek megjelenése. A legelterjedtebb a cent-
rifugalis er6t felhasznal6 technika, amikor a lapot kifejlesztéskor forgatjak. A folt &tmérGje a
kifejlesztés irdnyaban jelent6sen csdkken, azonban arra mer6legesen ng, alakja ivszer(ivé
valik. Ez kvantitativ értékelését kedvezétlenil befolyasolja. A hazankban kifejlesztett masik
kényszeraramlasos technika a tdlnyomasos rétegkromatogréfia, (OPLC = overpressured layer
chromatography).

Az OPLC technika

A zart rendszer(i talnyomasos oldészeraramlassal mikddtetett kamrat Tyihdk és
munkatarsai23 fejlesztették ki. Ezzel sikerllt az oszlopkromatografia (IIPLC) fel-
bontdképességében rejlé el6nyodket egyesiteni a rétegkromatogréafia elényeivel. A kifejlesztés
utan, a foltok - hasonléan a hagyomanyos modszerhez - koralaklak, de diffazié vissza-
szorulasa miatt kisebbek, jol kifejezeti hatarnak.
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A zért rendszer kialakitasa a réteglapok széleinek impregnalasaval és a lapra borulé viz-
parna nyoméasaval torténik. A Kkialakithatdé maximalis nyomas a Chrompress (Labor Rt.)
késziléktdl fliggben 10, illetve 25 bar lehel (dbra). Az eluenst a linedris biztositd csatornan
keresztill a rétegre4, 56 A kifejlesztés sebessége a front elérehaladtaval nem valtozik.

A modszer alkalmas arra, hogy a lapokon egy meghatarozott magassagig - 10-18 cm -
végezzik a kifejlesztést, de lehet6ség van arra is, hogy ,,talfuttassunk”, az eluenst elvezessiik
a detektorba és a nagynyomast folyadékkromatogréafiaban ismert modon értékeljiink.
Megoldhaté az is, hogy a meghatarozand6 anyagok egy részét az eluenssel elvezetve detek-
taljuk, mig a tébbi a rétegen marad és a lapon értékeljiik.7,8-9

Alkalmazasakor a paraméterek végig ellenérizhet6k, kézben tarthatok, és igy
reprodukalhatok. A felhasznalt oldészer mennyisége csekély - 4-5 ml. A kifejlesztés ideje
nagymértékben csokken, az optimalis eluens-aramlasi sebesség altalaban 2 ml/perc, ami a
folyadékkromatogréafiabdl is ismert dsszefliggés, tanyérmagassag-eluensaramlés, az ugyn-
eveyett H-u gorbe alapjan itt is meghatarozhat6. A diff(zi6 er6teljes visszaszorulasa miatt, a
kimutatasi hatér l1ényegesen csdkken, elérhet§ az 5-10 ng/folt érzékenység.

A modszer el6nyeit igazan akkor tudjuk kihasznalni, ha megfelel6 értékelét is alkalmaz-
zuk. Mint minden kromatografias eljarasnal, szikség van miszeres kiértékelési lehetdségre,
detektorra, denzitométerre, s akkor valik egy rendszer teljessé. llyen vonatkozasban az
emlitett kél fejlédési irdnyzat - lapmin@ség, technikai Ujitasok - dsszekapcsolodnak. Jelenleg
a legjobb eredményeket a nagyhatékonysagi (IIPTLC) és tainyomasos rétegkromalografia
(OPLC) egyuttes alkalmazésaval érhetjik el, hiszen a kifejlesztés sebességének csdkkenése
nem kovetkezik be, tehat a diffuziét a lapminGség és a technika egyszerre, 6sszegzédve
csokkenti.

OPLC néhéany alkalmazasi lehet6sége

Intézeti munkank soran az OPLC-s vizsgalatokat human eredet(i szervek vizsgalatakor
alkalmazzuk.

A szervek el6készitése aceton-alkoholos kivonas és savas, ligos kozegh6l, kloroformos
extrakcioval torténik. Vér és vizelet vizsgalatakor elégséges a kdzvetlen savas, lugos, kloro-
formos exlrakci6 is Az igy nyert kivonatok tovabbi tisztitas nélkil felhasznalhatok.

Kidolgozott mdédszereinkkel rutinban végziink kvalitativ és kvantitativ meghataroza-
sokat OPLC-s kifejlesztéssel és dezintometrias értékeléssel. Kivald eredményeket értiink el
barbilalok, fenolhiazinok, benzodiazepinek, szulfonamidok, bétablokkolék, morfin, morfin-
szarmazékok és foszforsavészterek analizisében. A modszerek alkalmasak mint toxikus,
mind terapids adatok meghatarozasara.

Tapasztalataink alapjan jol alkalmazhaté a mddszer kabitoszerélvezék vérének,
vizeletének vizsgalatdban, akkor is, amikor a kabitdszer Kkilrulési fazisban van.
Meghatarozhatok az alacsony terapias adagot 4-5 ml mintab6l, kontrollalhaté a gy6gyszerek
- pl. antiepileplikumok, szulfonamidok - adagolasa is.
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S.  Pemeczki M.D.
OVERPRESSURE LAYER CHROMATOGRAPHY (OPLC)

The author describes the overpressure layer chromatography (OPQL) - an express and well-diffe-
rentiating method used in the practice of up-todate biochemical analyses. Relying on his experience he
emphasizes its practical values.



