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BEVEZETES

Napjainkban a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) egyike a legfontosabb miiszeres
analitikai modszereknek. Ez a megallapitas egyaltalan nem meglepd, ha figyelembe vessziik a modszer
elvében és alkalmazésaban rejld, szinte korlatlan lehetdségeket, és azt az informacidé mennyiséget, amit a
mérések soran nyerni tudunk. A korszeri analitikai modszerekkel szemben felmeriild legfontosabb

elvarasoknak: elemzés gyorsasaga és érzé¢kenysége, messzemenden megfelel.

A legtobb miiszeres analitikai technika, igy a HPLC is, eldszor a kutatd és fejlesztd laboratoriumok
vizsgalo eljarasaként terjedt el. Novekedésének toretlen trendje annak kdszonhetd, hogy az utdbbi idében
az élettudomanyok teriiletén, és a rutin vizsgalatoknal eldtérbe keriilt a gyors és érzékeny kromatografias
eljarasok alkalmazasa, ¢s a mddszert az ipar is gyorsan elfogadta és bevezette. A gydgyszeripar teriiletén
egyre novekedett és jelenleg is n6 a HPLC moddszerek szerepe a nyersanyagok, az intermedierek, a
reakcidelegyek, a gyogyszeralapanyagok ¢és a kiszerelt gyogyszerkészitmények vizsgdlataban és
mindsitésében.

A széles korti elterjedést jelentdsen segitették a kiilonbozé kormanyzati szervek (FDA, OGYI) és a

nemzetkozi szervezetek (WHO, FOA) eldirasai és ajanlésai is.

A nagyhatékonysagti folyadékkromatografia napjainkra igen magas technikai szinvonalat ért el, és
megallapithat6, hogy szinte minden 1j analitikai feladat megoldasa egyben bizonyos fokl kromatografias
kutatéssal is egylitt jar, nincs altalanosan alkalmazhat6 vizsgélati séma, vagy eljards, amely valamennyi

felmeriilt analitikai probléma megoldasara megfelel.

A kromatografias berendezések fejlesztésével parhuzamosan, az alloéfazisok (specidlis toltetek) és
oszlopok tovabbfejlesztésére egyarant sziikség volt.
Az allotazis a kromatografids elvalasztasok ,lelke”, ezért a leggyorsabb fejlédés ma is a toltetfejlesztés

tertiletén tapasztalhato.

A bioaktiv vegyiiletek korszerli -néhény perces és érzékeny- elvéalasztasanak kidolgozasdnal nagy gondot
kell forditani a megfeleld6 kromatografids toltet kivalasztasara. A folyadékkromatografias
elvalasztasokhoz egyre gyakrabban alkalmazzak a 3 pum-nél kisebb szemcseatmér6jii, nemporozus,
monodiszperz, forditott fazist tolteteket. Ezen toltetek alkalmazasa eleinte biopolimerek gyors
analizisénél terjedt el, majd kés6bb a kis molekulatomegii szerves vegyliletek elvalasztasaban is szerepet

kaptak.



KUTATASI CELKITUZESEK

Munkédm soran célul tliztem ki, hogy nagysebességli HPLC vizsgélati modszereket fejlesztek ki bioaktiv

vegyliletek elvalasztasara nempordzus, monodiszperz, forditott fazisu tolteteket alkalmazasaval.

A kromatografias analizisekhez olyan vegyiiletcsoportok valasztdsara torekedtem, melyek az
¢lettudoméanyokban, az orvosbiologiai kutatdsokban, valamint a klinikai vizsgalatoknal nagy
jelentdséggel birnak. A kivélasztott mintavegyiiletek nem csak a gyakorlat szempontjabdl fontosak,
hanem figyelemmel voltam arra is, hogy eltéré elvalasztasi problémat jelentd vegyiiletcsoportokkal
(er6sen polaris, gyengén polaris, savas, bazikus vegyiiletek) igazoljam a nempordzus, monodiszperz,

forditott fazisu toltetek jszerdi tulajdonsagait.

1. A kromatografias elvalasztasi modszerek kidolgozasa eldtt vizsgalni kivantam a toltet kémiai
stabilitasat. Fontos szempontnak tartottam, hogy olyan 4ll6fazist hasznaljak a HPLC
elvalasztasokhoz, amely hosszi idOn keresztiil biztositja a reprodukalhatd vizsgalati

eredményeket.

2. Vizsgalni kivantam a nemporozus toltetek esetén jellemzé nagy nyomasesések mellett a retencio

esetleges valtozasat a nyomads fliggvényében.

3. A vitaminok (viz- és zsiroldékony vitaminok), az analgetikumok és az aminosav szarmazékok
HPLC elvalasztasa gyakran fontos analitikai feladat. Ezekre az elvalasztasokra azonban a hossz
analizisidé jellemzd.

A nemporézus, monodiszperz, forditott fazist toltet alkalmazasaval igen rovid analizisidé

elérésére torekedtem.

4. Gyogyszer analitikai szempontbol nagyon lényeges az optikai izomerek HPLC elvalasztasdnak
megvalositasa, mivel élettani hatassal rendszerint csak az egyik enantiomer rendelkezik. Ezért
szerettem volna elvalasztasi modszert kidolgozni optikai izomerek szupergyors elvalasztasara

nemporozus toltetek alkalmazasaval.

6. Az alkaloidok elvalasztasa forditott fazisu kromatografids rendszerben kritikus analitikai feladat a

vegyiiletek erdsen bazikus jellege miatt.



Napjainkban fontos HPLC elvalasztasi feladat az 6pium alkaloidok kiilonb6z6 matrixbol torténd
analizise, ahol a f6 Opium alkaloidok meghatdrozasat meg lehet valositani nyers opiumbol és
makgubo extraktumbol.

Olyan kromatografias elvéalasztas megvalositdsara torekedtem, ahol a fo alkaloidok mellett a
kiséré (minor) alkaloidok is meghatarozhatok. Ez a minta szarmazasi helyének megallapitasa

érdekében lehet jelentds.



EREDMENYEK

Munkdm soran nemporézus, monodiszperz szilikagél alapu hidrofob allofazis alkalmazhatosagat

vizsgaltam bioaktiv vegyiiletek nagyhatékonysagu folyadékkromatografias elvalasztasahoz. Bar ezeket az

allofazisokat biopolimerek elvalasztdsara fejlesztették ki, a kidolgozott analizisek bizonyitjak, hogy

sikeresen alkalmazhatok kis moltomegli (M<500) vegyiiletek gyors elvalasztisara is. Analiziseimhez

olyan vegyiiletcsoportokat valasztottam, melyek az élettudomanyokban, az orvosbiologiai kutatdsokban, a

klinikai vizsgélatoknal nagy jelentdséggel birnak.

1)

2)

3.)

Folyadékkromatografias elvalasztasokhoz a svajci Chemie Uetikon AG. KOVASIL-C14 ¢és
KOVASIL-C18 oszlopait hasznaltam. Az oszloptdltet egy nagytisztasagli (nehézfémmentes),
nemporozus, monodiszperz, 1,5 um szemcseatmérdji szilikagél. A toltetszemcsék feliiletéhez Ci4
valamint C,g lanchosszsagu, alifds szénhidrogén csoport van kémiai kotéssel kapcsolva. Az igy
eléallitott hidrofob un. forditott fazisu toltet egy 33 x4,6 mm oszlopba toltve keriilt felhasznalasra.
Vizsgaltam a toltet kémiai stabilitasat. A kapott eredmények azt igazoltak, hogy a kolonna kémiai

stabilitasa kivalo, ami egyben a hosszl élettartamot is valosziniisiti.

A folyadékkromatografidas modszerek fejlodése, a retenciok mérésének ndvekvo
reprodukalhatosdga iranyitotta a figyelmet a folyadékkromatografiaban a nyomas ¢és a retencid
kozotti Osszefiiggésre.

A nyomas ¢és retencido kozotti Osszefiiggés vizsgalata sordn mérésekkel bizonyitottam az
Osszefiiggés altalanos érvényességét. Elsoként mutattam be, hogy a szokasos kromatografias
mérési koriilmények kozott ezt a jelentds retenciondveld effektust az aramlo eluens surlodasanak
hatasdra melegedd eluens retencid csokkentd hatdsa elnyomja. Egyszeri és egyértelmil
Osszefiiggést taldltam a retenciovaltozas ¢€s az adszorbedlt/nem adszorbealt molekuldk

moltérfogatanak valtozasa kozott.

A bioaktiv molekuldkra kifejlesztett gyors kromatografias elvalasztasokhoz a modell elegyek
tiszta standard mintakbol késziiltek. A kiilonb6z6 matrixokbdl (pl. ndévényi, bioldgiai) késziilt
extraktumok HPLC analizise a kidolgozott moddszerek koriilményeinek modositasat teheti
szlikségessé (pl. a tiszta szubsztancidk kromatografias csucsaival egylitt retardald komponensek

zavar6 hatdsa miatt).



Folyadékkromatografias analiziseim sordn az alabbi vegyiiletcsoportok vizsgalatara dolgoztam ki

uj, szupergyors elvalasztasi eljarast:

e Vizoldékony vitaminok
e Zsiroldékony vitaminok
e Kiralis vegyiiletek

e Analgetikumok

o Természetes aminosavak

e Alkaloidok

A kivalasztott mintavegyiiletek nem csak a gyakorlat szempontjabol fontosak. Kivalasztasuknal az
is szerepet jatszott, hogy kromatografias szempontbdl is sokféle eltérd elvalasztasi problémat
jelentd vegytiletcsoportokkal igazoljam az altalam alkalmazott tdltetek elényds tulajdonsagait. A
kivalasztott vegyiiletek kdzott vannak erdsen polaris, gyengén poldris, savas €s bazikus kémhatasu
vegyiiletek.

Az elvalasztasok iddsziikséglete altalaban 1-3 perc. A 21 komponensii aminosav elvalasztas 7 perc
alatt elvégezhetd. Az elvalasztdsok gyorsasdga a kromatografids rutin szempontjabol 6nmagaban
is elonyos, de mas kedvezd hatasokkal is jar, mint példaul az alacsony vegyszerfogyasztas.

A rovid analizisidé keskeny kromatografias csicsokat eredményezett. A mintak szételegyedése a
szokasos porozus fazisokon végzett elvalasztasokhoz képest csekély. Az elvélasztott vegyiiletek
tobbségére, a kimutatasi hatar a femtomol tartomanyba esett.

Jelentések az opium alkaloidok elvéalasztasdban elért eredményeim, ahol mind az elvalasztas

sebessége, mind az érzékenysége lényegesen meghaladja az eddig elért eredményeket.



EGY KIVALASZTOTT KUTATASI EREDMENY BEMUTATASA

Opium alkaloidok HPLC analizise

Opium alkaloidok elvalasztisat és mennyiségi meghatarozasat legeredményesebben forditott fazisi (RP)
¢s nagyérzékenységii folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel végzik, pordzus allofazis alkalmazasa
mellett. A nyers Opium és a ,mak szalma” kromatografias analizise soran a kiséré anyagok
interferalhatnak a meghatarozni kivant 6pium alkaloiddal és ezért legalabb két {6 alkaloid meghatarozasa
bizonytalan. A késén eludlodé komponensek csticsalakja széles, és ezek a problémak egylittesen kihatnak
az alkaloidok pontos meghatarozasara. Ezért gyakran a mak alkaloidok folyadékkromatografias
vizsgalatanal csak négy, s6t egyes esetekben csak két fo alkaloid mérésével kénytelenek megelégedni.

A makgubd extraktumok mennyiségi €s mindségi meghatdrozdsa soran kapott eredményekbdl
kovetkeztetni lehet a ndvény eredetére, ill. a termesztési helyére.

A 16 6pium alkaloidok (morfin, kodein, tebain, papaverin, és noszkapin) elvalasztasara egy 0j forditott
fazisa HPLC modszert fejlesztettem ki, nempordzus, monodiszperz allofazis alkalmazasaval. A
mennyiségi meghatdrozashoz belsé standardként (internal standard) brucint alkalmaztam. A gradiens

elticids technika alkalmazasaval a ndvényi extraktum analizisét 1,5 perc alatt tudtam elvégezni.

Az 6t f6 6pium alkaloidot (morfin, codein, thebain, papaverin és narkotin) tartalmazé makgubobol kapott
extraktum forditott fazisa (RP), nempordzus, monodiszperz alléfazison torténd HPLC elvalasztasat a 2.
abra mutatja be. Ezzel a vizsgdlati modszerrel 1,5 percre tudtam az 6pium alkaloidok analizisidejét
csokkenteni gy, hogy az elvalasztast 50 °C-on végeztem ¢és ionpar képzének a hepta-fluoro-vajsavat
(HFBA) hasznéltam. igy valamennyi 6pium alkaloidra jo elvalasztast kaptam. A hepta-fluoro-vajsav
jelentésen megvaltoztatta a mintdk hidrofob tulajdonsagat, aminek kovetkezménye a komponensek
retencid novekedése lett. Az optimalis elvalasztast és a megfeleld csucsszimmetriat akkor kaptam, amikor
az oldoszererdsségen kiviil a hepta-fluoro-vajsav mennyiségét is fokozatosan ndveltem a gradiens soran.
Kimértem a vizsgalt alkaloidok kimutatéasi hatarat, melyet a 4. tdblazat tartalmaz.

Az alkaloidok mennyiségi meghatarozasanal (2. tdblazat) az 6t f60 6pium alkaloidra kalibraltam. A mért
koncentraci6 tartomanyban a koncentracid és a csucs alatti teriilet kozotti korrelacids koefficiens jobb
volt, mint 0,9988 (1. tablazat).

Az 1. abran Osszehasonlitasként a nempordzus és a porozus allofazison végzett kromatografias vizsgalati
eredmények lathatok.

Mindkét rendszerben hasonlok az elvalasztas eredményei (alkaloid %), de a nemporozus rendszerben

Iényegesen gyorsabban, és nagysagrendekkel érzékenyebben lehet a meghatarozasokat végezni.
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2. abra: ()pium alkaloidok HPLC elvalasztasa KOV ASIL-C;g oszlopon



1. tablazat: Alkaloidok linearis tartomanyanak vizsgalata

Alkaloid Linearis Korrelacios | Meredekség | Metszet
tartomany koefficiens
[mg/ml]

Morfin 0,09-0,75 0,9988 0,132 0,0006
Kodein 0,03-0,28 0,9997 0,196 0,0000
Thebain 0,02-0,21 0,9999 0,479 0,0032
Papaverin 0,01-0,20 0,9995 5,775 0,0055
Narkotin 0,11-0,34 0,9996 0,354 0,0094

Mindegyik alkaloid esetében 6 pontbdl vettem fel a kalibracios egyenest.

2. tablazat: Alkaloidok mennyiségi meghatarozasa

Mennyiség Mennyiség
Alkaloid [%] RSD% [%0] RSD%
1. mintaban 2. mintaban
Morfin | 11,30+0,25 2,25 15,41+0,06 0,39
Kodein 4,07+0,10 2,56 1,89+0,05 2,44
Thebain 5,0240,06 1,16 2,8740,03 0,97
Papaverin| 2,17+0,04 1,86 2,5240,05 2,00
Narkotin | 3,98+0,04 0,95 5,61+0,09 1,56

Az adatokat 5 meghatarozas atlagértékébol szamoltam.

3. tablazat: HPLC modszer pontossagvizsgalata

Alkaloid Retencios ido RSD%
[perc]

Morfin 0,30240,010 3,31
Kodein 0,429+0,015 3,50
Brucin 0,660£0,027 4,09
Thebain 1,039+0,030 2,89
Papaverin 1,300+0,036 2,77
Narkotin 1,43040,041 2,87

Az adatokat egy héten keresztiil gytijtott, 12 meghatarozas atlagértékébdl szamoltam.

4. tablazat: Alkaloidok kimutatasi hataranak vizsgalata

Alkaloid Kimutatasi hatar | Kimutatasi hatar [ng]

Morfin 4,40 picomol 1,26

Kodein 5,70 picomol 1,71

Thebain 1,05 picomol 0,33
Papaverin 35,9 femtomol 0,012
Narkotin 1,75 picomol 0,72
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